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Linh vwe ky thuit dwoc dé cap

Séng ché dé cap dén céc linh vuc cac khang thé duoc 1am gidng nhu cua ngudi
va cac manh lién két khang nguyén ctia chiing ma lién két véi tau va cac phuong phép
str dung cac khang thé nay dé diéu tri cac bénh 1y tau. Cu thé 13, sing ché d& cap dén
khéng thé dwoc 1am gidng nhu ctia ngudi va cac manh lién két khang nguyén ciia né

ma lién ket véi cac epitop dac hi€u cua tau va ngan chin sy gieo mam tau.
Tinh trang k¥ thuit cia sang che

No6i chung, cac bénh ly tau c6 su tich tu cta protein tau bi phosphoryl hoa qua
mtc, khong hoan tan trong no. Trén 20 kiéu rdi loan thoai héa thin kinh khic nhau
duoc déc trung béng mitc d6 thoai hoa soi thin kinh nhét dinh va ¢ thé duge phén
loai thanh cic bénh 1y tau (Williams 2006). Cac bénh ly tau nguyén mau, nhu bénh
liét trén nhén tién trién (progressive supranuclear palsy: PSP) va bénh thoai héa hach
nén vo nio (corticobasal degeneration: CBD) duoc dic trung bing cac thé vii tau 13
c4c ton thuong hé than kinh trung wong duy nhit hodc nbi troi. Céc bénh Iy tau nguyén
mAu khac véi cac bénh 1y tau khac & chd cac khdi két tu tau duge phat hién véi sy co
mit ciia cc ddu hidu bénh 1y thin kinh khéc, nhu cdc mang amyloit beta (AB) dugc
phat hién & bénh Alzheimer (Alzheimer's disease: AD) hoic cac thé Lewy dugc phat
hién & bénh Parkinson (Parkinson's disease: PD). O c4c bénh 1y tau khong nguyén mau
ndy, cang khong chéc chin liéu bénh 1y tau thé hién 12 yéu t5 din dit bénh nguyén
phét hay né 14 th& phat ddi véi qua trinh xo4n khong chinh xé4c protein khéc va su
thoéi hoa than kinh.

Bénh liét trén nhan tién trién (PSP, con dwoc biét nhw 14 hdi chimg Steele-
Richardson-Olszewski) 12 rbi loan thoai hoa thin kinh tién trién, véi ty 1& mic hang
nim wée doan 12 5 dén 7 trén 100.000 ngudi (Golbe 2014). Trong nude M¥, bénh nay
anh huong dén khoang 20.000 c4 nhan. Tan sudt mac bénh PSP khong c6 su khac biét
15 rang vé dia 1y, dan toc, gidi tinh, hodc ching tdc. PSP dau tién c6 thé thé hién cic

triéu chiing 1am sang tuong tu nhu céc rdi loan ndo khac, bao gém bénh Parkinson tu
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phat. Véi Iy do nay, viéc chdn doan chinh x4c bénh PSP dbi khi bi chim tré, thuong
dién ra 1 dén 3 nim sau khi bit ddu khoi phét céc tridu chimg 14m sang. Su khoi phat
triéu chimg thuong xuyén nhit 13 & d6 tudi tir 50 dén 70 tudi va mic du khoa diéu tri
1am sang thay dbi, thoi gian sdng s6t dién hinh tir khi khoi phat triéu ching 13 5 dén 9
nim (Houghton, 2007). Mic dii ¢6 su khong ddng nhit & biéu hién 14m sang, hoi chimg
PSP dugc mé ta ban ddu va thong thuong nhit, hién nay dwoc goi 13 hoi ching
Richardson, 13 su thé hién cua tinh khong 6n dinh tu thé ndi bt va cting do truc dan
dén nga, liét chic ning nhin chim chidm trén nhan (supranuclear gaze palsy) gy ra
khoang suy giam tAm nhin, sa sut tri tué tran-dudi vo, va chimg khé nudt dn dén sur

hut. Dién bién bénh 12 tién trién va tir vong ctng kidu (Williams and Lees 2009).

V& mit bénh Iy hoc, PSP dugc dic trung bing sy tich tu bét thudng cua céc
khdi két tu protein tau phosphoryl qua mirc, khong hoa tan trén cac t€ bao thin kinh
va té bao thin kinh dém trong than ndo, tiéu n3o, hach nén, va vo nio (Williams and
Lees 2009). Mttc d6 va sy phan b mirc két tu tau & bénh PSP c6 tuong quan manh
mé véi triéu chimg PSP trong doi séng (Schofield et al. 2012). Vién nghién ciu rdi
loan than kinh quéc gia va Hiép hoi bénh liét trén nhén tién trién (National Institute of
Neurological Disorders - Society for Progressive Supranuclear Palsy: NINDS-SPSP)
dad nghién ctru céc tiéu chudn mo ta hdi chimg Richardson 13 ¢é tinh du béo cao vé
bénh Iy PSP co s& (Litvan et al. 1996). Tén thét t& bao than kinh & cac ving khac nhau
ctia ndo di kém véi cac dam rdi soi than kinh (neurofibrillary tangle: NFT) ma bao
gdm céc khdi két tu tau. Nhiéu bét thuong vé chit dan truyén than kinh ciing nay sinh,
bao gdm cic bit thuong anh hudng dn cic hé dopamin, cholin, GABA, va

noradrenalin cu the.

Hién chua c6 phuong phép diéu tri duoc phé chuan dbi véi bénh PSP (Stamelou
et al. 2010). Két qua tiéu cuc cua cac nghién ctru hi¢u lyuc tri liéu trén PSP da loai trir
khuyén nghi liéu phép chudn trén co s¢ dau hiéu (Boxer et al. 2014). Do khéng c6 cac
liéu phép bao vé than kinh hodc cai bién bénh mot cach hitu hidu bat ky, PSP thé hién

12 mdt nhu cau y t& cAp thiét chwa dwoc dép tmg.

Bénh Alzheimer (AD) 1a bénh thoai héa thin kinh tién trién man tinh chung

trong d6 ¢ sw mat mat khong hdi phuc cac chirc ning nhan thirc va hanh vi. Bénh nay
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c6 thé kéo dai trén 10 nam, tién trién tir cac tridu ching nhe dén céc biéu hién cuc ky
nang. AD dugc cho 12 mic phai & muc khoang 10% dan sb c6 d6 tudi trén 65 tudi va
& mutc trén 30% dén s6 c6 d¢ tudi trén 80 tudi. Ban than bénh Alzheimer thé hién vé
mit bénh Iy hoc 13 cic mang amyloit ngoai bao va cac dam rdi soi thdn kinh noi bao.
Céc dam r6i soi thin kinh bao gbm, vi du, protein lién két vi cu tric hinh bng tau,
protein ndy dwoc lap rap thanh cic cip soi xoan va thing. D3 c6 goi ¥ ring céc t6 chirc
nay c¢6 thé dugc lién két v& mit chirc ning, mic dil cdc co ché ma qua d6 su ling dong

amyloit thic day su 1ap rap soi tau bénh 1y, hoic nguoc lai, 13 khong 3 rang.

Céc cAu tric soi thin kinh ndi bao ciia cic bénh 1y tau (cic dam rdi soi thin
kinh, cac soi truc loan dudng, va cic soi mang ludi than kinh) c6 cac cap soi x08n
(paired helical filament: PHF). Phan don vi protein chinh ctia cac PHF 1a protein tau
két hop véi vi ciu tric hinh éng duéi dang phosphoryl qua mirc bt thudng. Cac té
bao thn kinh vé6i cac thay dbi soi thin kinh thoai hoa, va mirc d6 thoai hoa nay twong

quan mot cach truc ti€p vi mirc do sa sut tri tué & cac ca nhan bi bénh.

Céc bénh 1y tau khac d3 biét 1a c6 thé vii té bao dang soi chita protein tau két
hop véi vi cdu triic hinh éng bao gdm bénh Pick (Pick’s disease: PiD), nhém céc rdi
loan lién quan duoc goi chung 1a bénh sa sut tri tué tran thai duong véi chiimg bénh
Parkinson lién quan dén nhiém sic thé 17 (FTDP-17), bénh xo ctmg c6t bén teo co
(amyotropic lateral sclerosis: ALS), bénh Creutzfeldt-Jakob (Creutzfeldt-Jakob
disease: CID), sa sut tri tué chin thwong ndo (dementia pugilistica: DP), bénh
Gerstmann-Straussler-Scheinker(Gerstmann-Straussler-Scheinker disease: GSSD),
bénh thé Lewy, bénh no chin thuong man tinh (chronic traumatic encephalopathy:
CTE), va bénh Huntington. Mac du can bénh hoc, cac triéu ching 1am sang, cac phat
hién bénh 1y va cac thanh phan sinh héa ciia céc thé viii té bao dang soi trong cac bénh
nay 13 khac nhau nhung c6 d4u hiéu ndi trdi goi ¥ ring céc co ché lién quan dén su két
tu cta c4c protein té bao binh thudng dé tao thanh cic thé vii dang soi khac nhau 1a
c6 thé so sanh. Su bién dbi ban dau & cu tao ctia protein tau két hop véi vi cdu tric
hinh dng dugc tin 13 tic dong 1am khoi mao sy san sinh céc nhan hoc cic mam dé 1ip
rap soi, 1|a mdt trong s6 cac ddu hiéu chu chét. Quy trinh nay c6 thé bi anh hudng boi

su stra doi sau dich mé cua cac protein binh thudong, bang sy dot bién hodc su khuyet
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doan cua cac gen nhat dinh va bang céc yéu to ma lién két véi cac protein binh thudng

va do d6 1am thay ddi c4u tao ctia ching.
Bin chit k§ thuat ciia sing ché

Theo mot khia canh, sang ché dé xuit khang thé dugc phén 1dp hodc manh lién
két khang nguyén ma lién két mot cach dic hiéu véi tau. Khang thé hoic manh nay
gdm ving bién ddi chudi nang (VH) va ving bién dbi chudi nhe (VL), va mdi ving
VH va VL nay c6 trinh tu duoc chon tir cac trinh tu axit amin néu trén Fig.1 va Fig.2.
Cu thé hon, ving VL ¢6 thé c6 trinh tu axit amin dwoc chon tir nhém g(‘Sm cac SEQ
ID NO: 1, 2, 3 va 4 [VK1, VK2, VK3, va VK4], va ving VH ¢c6 thé ¢6 trinh tu axit
amin duoc chon tir nhom gém cac SEQ ID NO: 5, 6, 7 va 8 [VHI1, VH2, VH3, va
VH4]. Theo mot s6 phuong 4n, ving VL c¢6 trinh ti axit amin 1a SEQ ID NO: 2 [VK2]
va ving VH c6 trinh tw axit amin 14 SEQ ID NO: 5 [VH1]. Theo mét sé phuong an,
khéng thé gdm ving Fc, ma c6 thé 1a IgGl, IgG2, IgG3, IgG4 ngudi hodc cac bién thé
ctia ching, nhu IgG4 ngudi c6 sw dot bién 6n dinh héa ving ban 18 S241P. Khéng thé
c6 thé gdbm ving én dinh chudi nhe kiéu phu kapa ngudi hodc cdc bién thé cua ching.
Theo mét sb phuong 4n, khang thé hoic manh nay 1a scFv hodc Fab. Theo mot sb
phuong 4n, khang thé hoic manh nay 14 khang thé hoic manh duge 1am gidng nhu cta
ngudi hoic khang thé hoic manh kham. Khang thé hosic méanh nay c6 thé 14 khang thé
don dong. Theo mdt s6 phuong 4n, khang thé hodc manh niy canh tranh véi HI8.5
trong viéc lién két dic hidu véi protein tau cia ngudi. Theo mot sb phuong 4n, khang
thé hodc manh niy lién két v6i protein tau ciia ngudi véi hing s phén ly cin bing
(Kd) it nhit 13 10*M.

Theo khia canh khéc, séng ché d& xuit khang thé hoic manh lién két khang
nguyén da dic hidu c6 nhidu ving lién két khang nguyén. {t nhit mot ving lién két
khéng nguyén cia khang thé hoic manh da dic hiéu lién két vdi protein tau ctia ngudi.
Céch khac, khang thé hodc manh lién két khang nguyén dic hiéu kép c6 hai ving lién
két khang nguyén duoc d& xuit. Mot trong sé cac ving lién két khang nguyén cua
khéng thé hoic manh dic hiéu kép nay lién két vdi protein tau ctia ngudi. Cach khac,
khang thé hodc manh lién két khang nguyén dic hiéu kép dugc dé xuit trong d6 mot

nhénh ctia khang thé hoic manh lién két khang nguyén nay canh tranh v6i HI8.5 trong
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viéc lién két dic hidu véi protein tau cua ngudi. Cach khac, khang thé hoic manh lién
két khang nguyén dic hiéu kép dwoc d& xuit trong d6 mot nhanh cia khang thé hoic
manh lién két khang nguyén niy bao gdm ving bién ddi chudi ning (VH) va ving
bién ddi chudi nhe (VL), trong d6 mdi ving VH va VL ¢6 trinh tw dwoc chon tit céc

trinh tu axit amin dugc néu trén Fig.1 va Fig.2.

Khang thé hoic manh lién két khang nguyén bét ky trong sb cac khang thé hozic
manh lién két khéang nguyén néu trén c6 thé con chira tai lwong doc tinh, tiy v thé lién

hop thude, hogc nuclit phéng xa.

Theo khia canh khac, sang ché dé xuét phén tr axit nucleic dugc phéan 1ap ma
m3 héa khang thé hoic manh lién két khang nguyén bit ky trong s cac khang thé hozic
ménh lién két khang nguyén néu trén, hodc ving VH hoic vung VL dugc néu trén
Fig.1 hoic Fig.2. Vecto (nhu vecto biéu hién) chira phén tir axit nucleic ndy c6 thé
duge dé xuat. Té bao chu dwoc phan I4p chira vecto nay c6 thé duoc d& xuit. TE bao
chi ndy c6 thé 13 t& bao nhan so hodc té bao nhan chuén, nhu t& bao cua dong vat co
vi.

Theo khia canh khéac, sang ché dé xuét duoc phém. Duoc phém nay chira khang
thé hoic manh lién két khang nguyén bat ky trong sb cic khang thé hoic manh lién
két khdng nguyén néu trén, hodc phan tir axit nucleic nhw dugc néu & ddy, va chat

mang dugc dung.

Theo khia canh khéc nita, sang ché @& xuit trinh tu axit amin dugc phan 1ap
chia trinh ty cia mot trong sé cac chudi nhe nhu duge néu trén Fig.1 va Fig.2. Cach
khac hoic ngoai ra, sang ché con dé xuét trinh tw axit amin dwoc phan 14p chira trinh

tu cia mot trong sO cac chuodi ndng nhu duge néu trén Fig.1 va Fig.2.

Theo khia canh khéc, sing ché d& xuit khang thé hoic manh lién két khang
nguyén dugc lam gidng nhu cia ngudi duoc phan 14p ma lién két dic hiéu véi epitop
chira trinh tur axit amin DQGGYT (SEQ ID NO: 9). Khang thé hoic manh lién két
khéng nguyén nay c6 thé chira cac CDR ctia c4c ving VH va VL 1 tir khang thé cho.
Theo mdt sb phwong 4n, khang thé nay chira ving Fc, vi du, ving Fc nay 14 caa IgGl,

IgG2, 1gG3, IgG4 hodc bién thé ciia ching. Ving Fc nay c6 thé 1a IgG4 ngudi hoic
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bién thé ctia nd, IgG4 ngudi nay c6 sy dot bién én dinh héa ving ban 18 S241P. Khang
thé ¢6 thé gdbm ving 6n dinh chudi nhe kiéu phu kapa ngudi hoic cac bién thé cia
ching. Theo mét sb phuong én, khang thé hoic manh nay 13 scFv hoic Fab. Theo mot
s6 phuong 4n, khang thé hodc manh nay 12 khang thé hodc manh dugc lam gidng nhu
ctia ngudi hodc khang thé hoic manh kham. Khéng thé hoic manh nay cé thé 12 khang
thé don dong. Khang thé hodc manh niy c6 thé 13 khéng thé hoic manh lién két khang
nguyén dac hiéu kép trong d6 mot nhanh cua khang thé hoic manh nay lién két mot
cach dic hiéu vdi epitop chira trinh tu axit amin DQGGYT (SEQ ID NO: 9). Theo
mdt sb phuong 4n, sang ché d& xuit thé lién hop mién dich chira mot trong sb cac

khang thé hoic manh néu trén lién két véi géc tri lidu hodc c6 thé phat hién duoc.

Theo khia canh khéc, sang ché d& xuét khang thé hoic manh lién két khang
nguyén duoc lam gidng nhw clia ngudi duoc phan 14p ma lién két dic hidu véi epitop
chira trinh ty axit amin GYTMHQDQ (SEQ ID NO: 10). Khang thé hoic manh nay
c6 thé c6 cac CDR ciia cic ving VH va VL tir khang thé cho. Theo mét s6 phuong 4n,
khang thé hoic manh nay chira ving Fc, nhu ving Fc cua IgG1, IgG2, 1gG3, 1gG4
hoic bién thé cta ching. Ving Fc nay c6 thé 12 IgG4 ngudi hodc cac bién thé cia nd
c6 su dot bién én dinh héa ving ban 18 S241P. Khang thé nay c6 thé chira ving 6n
dinh ctia chudi nhe. Theo mot s6 phuong 4n, khang thé hoic manh nay 1a scFv hoic
Fab. Khang thé hoic méanh lién két khang nguyén dic hiéu kép ciing duoc d& xuét
trong d6 mot nhanh cia khang thé nay lién két mot cach dic higu véi epitop chita trinh
twr axit amin GYTMHQDQ (SEQ ID NO: 10). Theo mét sb phwong 4n, thé lién hop
mién dich chtra khang thé hodc manh bt ky trong sb cic khang thé hoic manh néu

trén dugc lién két véi gde tri lidu hodc co thé phat hién duoc.

Theo khia canh thém nita, sing ché md ta phuong phép ngin ngira hoic diéu
tri bénh Iy tau & dbi twong, bao gdm viéc cho ngudi cin didu tri bénh 1y tau diing mot
hodc nhiéu khang thé hoic manh dwoc md ta & day. Cac khang thé hoic méanh lién két
khang nguyén dugc ding trong cic didu kién va vé6i lugng hitu hiéu ¢ ngin nglra
hoic didu tri bénh 1y tau. Bénh Iy tau khac c6 thé 12 mot hoic nhidu trong s6 cac bénh
nhu bénh Alzheimer (AD), bénh liét trén nhan tién trién (PSP), bénh thodi héa hach

nén vo nio (CBD), bénh Pick (PiD), nhém cac rdi loan lién quan duoc goi chung 1a
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bénh sa st tri tué tran thai duong v6i chiing bénh Parkinson lién quan dén nhidm séc
thé 17 (FTDP-17), bénh xo cimg cot bén teo co (ALS), bénh Creutzfeldt-Jakob (CID),
sa sut trf tué chin thuong ndo (DP), bénh Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSSD),
bénh thé Lewy, bénh nio chin thuong man tinh (CTE), hoic bénh Huntington.

Phuong phép dugc d& xuit dé diéu tri bénh 1y tau bao gdm cho dbi twong can
diéu tri ding khang thé hodic manh khang tau, trong d6 khang thé hoic manh lién két
khéng nguyén nay lién két mot cach dic hiéu véi tau va gdm ving bién ddi chudi ning
(VH) va ving bién d6i chudi nhe (VL), trong d6 mdi ving VH va VL c6 trinh tu dwoc
chon tir cac trinh tu axit amin néu trén Fig.1 va Fig.2, va khang thé hodc manh nay
duge ding cho di twong véi lidu nim trong khoang tir 0,1mg/kg dén khoang
250mg/kg, theo cach khac 13 tir Img/kg dén khoang 25mg/kg. Theo mdt s6 phuong
&n, khang thé hoic manh nay c6 ving VL chira trinh ti axit amin dwgc chon tir nhém
gdm cac SEQ ID NO: 1, 2, 3 va 4 [VK1, VK2, VK3, va VK4]; cach khac hoic ngoai
ra, khang thé hoic manh niy con c6 ving VH chita trinh tu axit amin dwgc chon tir

nhém gdm cac SEQ ID NO: 5, 6, 7 va 8 [VH1, VH2, VH3, va VH4].
M@ ti vin tit cic hinh vé

Fig.1 thé hién c4c trinh ty ving bién ddi ctia khang thé HJ8.5 chudt cling nhu
4 trinh ty bién thé duoc 1am gidng nhu ctia ngudi dbi véi mbi chudi trong s cac chudi
ning va nhe (4 trinh tw VH va 4 trinh tr VL/VK). Fig. 1 thé hién cac trinh tu di véi
MuVL (SEQ ID NO:11); VK1 (SEQ ID NO:1); VK2 (SEQ ID NO:2); VK3 (SEQ ID
NO:3); VK4 (SEQ ID NO:4); MuVH (SEQ ID NO:12); VH1 (SEQ ID NO:5); VH2
(SEQ ID NO:6); VH3 (SEQ ID NO:7); VH4 (SEQ ID NO:8).

[0001]  Fig.2A thé hién trinh tu cia ving bién dbi va én dinh duoc 1am gidng nhu
cua ngudi dbi véi chudi nang VH1 (SEQ ID NO:13). Fig. 2B thé hién trinh ty cta
ving bién dbi va ving én dinh dugc 1am gidng nhw ctia nguoi d6i v6i chudi nang VH2
(SEQ ID NO:14). Fig. 2C thé hién trinh tr ctia viing bién ddi va ving 6n dinh duoc
lam gidng nhu ctia ngudi déi v6i chudi ndng VH3 (SEQ ID NO:15). Fig. 2D thé hién
trinh tu ciia ving bién dbi va ving 6n dinh dwoc 1am gidng nhu ctia ngudi d6i véi
chudi ning VH4 (SEQ ID NO:16). Chudi ning bién dbi dugc ghép vao chudi ning én
dinh ctia IgG4 ngudi c6 sy dot bién dn dinh hoa ving ban 18 S241P. Fig. 2E thé hién
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trinh tw ctia ving bién dbi va ving 6n dinh dwoc 1am gidng nhu cta ngudi dbi voi
chudi ning VL1 (SEQ ID NO:17). Fig. 2F thé hién trinh tu ctia ving bién ddi va ving
6n dinh duoc lam gidng nhw ctia ngudi dbi v6i chudi nang VL2 (SEQ ID NO:18). Fig.
2G thé hién trinh tu ctia viing bién dbi va ving én dinh duoc 1am giéng nhu clia nguoi
d6i v6i chudi ning VL3 (SEQ ID NO:19). Fig. 2H thé hién trinh tu ctia ving bién dbi
va ving 6n dinh dugc 1am gidng nhu ciia ngudi dbi véi chudi ning VL4 (SEQ ID
NO:20).

Fig.3 thé hién dit liéu biu hién tir hai vong biéu hién tam thoi céc té bao duogc
chuyén nhim bing c4c polynucleotit ma héa cac ving VH va VK. Két qua dugc tong
két cho 13 khang thé khang tau dwoc lam gidng nhu cta ngudi dua trén cac td hop
khéc nhau cua cac ving bién ddi ning va nhe dugc 1am giéng nhu ciia ngudi, véi cac
murc biéu hién khac nhau dwgc quan sat.

Fig.4 thé hién dit liéu tir thir nghiém hiéu lwc ma danh gia khi ning cla cac
khéng thé khang tau theo sang ché trong viéc canh tranh véi HJ8.5 gbc clia chudt
(khang thé me) dé lién két v6i tau ngudi trong thir nghiém kiéu ELISA.

Fig.5 tdng két két qua tir phuong phép phan tich cong hudng plasmon bé mit
(surface plasmon resonance: SPR), xac dinh dong luc lién két cua sdu ciu trac duoc
1am giéng nhu ciia ngudi biéu hién tt nhit dbi véi tau ngudi.

Fig.6 thé hién lién két ctia bon bién thé khang thé dwoc 1am gidng nhu cua

ngudi véi tau ngudi hoa tan trong thir nghiém ELISA kiéu kep.

Fig.7A dén 7H thé hién lién két ciia cac khang thé duoc lam gidng nhu ctia
ngudi va dbi chimg v6i md tir chudt nhit kidu dai (mé ddi chimg 4m), chudt nhit
P301S (ma biéu hién tau ngudi c6 su dot bién P301S va phat trién bénh Iy tau két hop
v6i d6 tudi), va ngudi bi bénh Alzheimer hodc bi bénh liét trén nhan tién trién (PSP).
Fig.7A. thé hién lién két ctia thé kham (dbi chimg dwong) véi md chudt nhit va ngudi;
FIG.7B. thé hién lién két cia IgG4 ngudi khong dic hidu (d6i chimg 4m) véi md chudt
nhét va ngudi. Fig.7C. thé hién lién két ciia VH1/VK2 v6i mo chudt nhit va ngudi.
Fig.7D. th8 hién lién két ctia VH1/VK3 véi mo chudt nhit va nguoi. Fig.7E. thé hién
lién két ctia VH2/VK2 v6i md chudt nhét va ngudi. Fig.7F. thé hién lién két ctia
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VH2/VK3 véi md chudt nhit va ngudi. Fig.7G. thé hién lién két ctia VH3/VK2 véi
mb chudt nhit va ngudi. Fig.7H. thé hién lién két ciia VH3/VK3 véi mé chudt nhit va
nguoi.

Fig.8 thé hién su lap ban do epitop ddi v6i khang thé chudt HI8.5 khang lai
trinh tw axit amin ctia tau ngudi. Fig. 8 thé hién c4c trinh tw tau & ngudi, khi rezut va

chudt nhit (SEQ ID NO: 21, 22, 23, twong Ung).

Fig.9 thé hién sw 14p ban dd epitop dua trén peptit chi tiét d6i véi HIS.5 va CoN-
8E12 . Su lap ban dd nay chi ra ring epitop lién két ctia CaN-8E12 13 2sDQGGY T30
(SEQ ID NO: 9) va khép vdi epitop ciia HI8.5 gbe cta chudt. Fig. 9 thé hién trinh tu
cua cc peptit PEP_2875800 dén PEP 2875830 (SEQ ID NO:24 dén 54, tuong tmg).

Fig.10 minh hoa két qua lién két ctia cdc khang thé khang tau ngudi khac nhau
v6i tau ngudi hodc khi nau. Két qua nay chimg minh ring C,N-8E12 va HJ8.5 khong
lién két v6i voi tau khi ndu trong khi ching thé hién 13 1ién két tich cuc véi tau nguoi.
HJ8.7 lién két véi ca tau ngudi va tau khi nau.

Fig.11 thé hién lién két ctia khang thé khang tau dugc 1am gidng nhu cia nguoi
vé6i tau & CSF (dich ndo tiy: cerebrospinal fluid) tir nguoi bi cac bénh ly tau khac
nhau. Lién két cia CoN-8E12 vdi tau trén cic mau CSF tir cac dbi tugng duoc chin
dodn bi cac bénh ly tau khac nhau dugc danh gia.

MO ta chi tiét sing ché

Déu hiu thtr nghiém manh va co s& sinh hoc hop 1y hién c6 d3 ting hd chién
luge mién dich tri liéu tau nhu 14 cach dé chéng lai bénh ly tau trong bénh thodi hoa
than kinh. Thir nhit 13, tau thuong 12 protein ndi bao, vén khong cudn gip, c6 tinh hoa
tan cao, do d6 khang thé ngoai bao 1a khéng thé tac dong dén cac chic ning binh
thudng cua tau. Thi hai 13, gonh ning bénh 1y tau c6 twong quan vé6i su loan ning than
kinh tién trién, sw mat xi nap, va su suy giam chirc ning & cac md hinh bénh 1y tau
trén ngudi va chudt chuyén gen. Thu ba 13, trong cac diéu kién bénh 1y, tau trd nén
duoc cudn gép khong chinh xéc va két tu thanh cac dam rdi soi than kinh ndi than kinh
(NFT) gdm c4c soi tau bénh Iy. D6i v6i cac bénh Iy tau & ngudi, bénh Iy nay tién trién

tir mot ving nfo dén ving khac theo kiéu hinh dic hiéu véi bénh. Dt liéu thir nghiém
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goi ¥ ring cac khdi két tu tau c6 thé lan rong tir té bao nay dén té bao khac 1am gay ra
su két tu tau thém nita va su lan rong bénh 1y tau & ndo. Dit lidu ndy goi ¥ ring céc
khéi két tu duoc tao ra & mot té bao duoc giai phéng vao khong gian ngoai bao va co
thé thuc dy su két tu & t& bao 1an can hodc t& bao két ndi. Cudi cing 13, linh vuc k¥
thudt hién c6 di chimg minh ring céc khang thé khang tau c6 thé ngin ngira hoic lam
cham su tién trién ctia bénh ly & ndo cua chudt nhét ma mang dang tau ngudi dugc dot
bién.

“Khéang thé duoc lam gidng nhw ciia ngudi” 13 khang thé hoic bién thé, dén
xudt, chét trong tu hodc méanh ctia né ma di duoc stra ddi @ giam nguy co khang thé
khong phai clia ngudi nay gy ra dap tmg mién dich & nguoi sau khi dung. Khéng thé
duoc 1am gidng nhu ctia ngudi, nhu duoe sit dung & day, lién két mot cach dic hiéu
mién dich véi epitop gidng hoic twong tu nhu khéng thé khong phai ciia ngudi (khang
thé cho). Theo mot sé phuong 4n, khang thé dugc 1am gidng nhu clia ngudi chira ving
khung (framework region: FR) v& co ban 14 ¢6 trinh ty axit amin ctia khang thé nguoi
va ving quyét dinh bd tro (complementary determining region: CDR) vé co ban 13 ¢6
trinh ty axit amin cua khéng thé khong phai ctia ngudi. Thuat ngit “vé co ban” trong
ngit canh cia CDR ding dé chi CDR c6 trinh tu axit amin gidng it nhat 80%, tt hon
12 it nhét 85%, it nhat 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hogc it nhat 99% véi trinh ty axit
amin ctia CDR khéang thé khong phai ctia ngudi. Khang thé dugc 1am giéng nhur cia
ngudi vé co ban 13 bao gdm it nhit mét, va dién hinh 12 hai, mién bién ddi (Fab, Fab',
F(ab")2, FabC, Fv) trong d6 tat ca hoic vé co ban 13 tt ca cac ving CDR twong tmg
v6i cac ving CDR ctia globulin mién dich khong phai cia ngudi (nghia 13, khéng thé
cho) va tt ca hodc v& co ban 13 tit ca cic ving khung 13 cdc ving khung cta trinh ty
twong ddng globulin mién dich ctia ngudi. Tt hon 13, khang thé dugc 1am gidng nhu
ctia ngudi con bao gdm it nhat mdt phan clia ving 4n dinh globulin mién dich (Fc),
dién hinh 12 mot phin cua ving 6n dinh globulin mién dich clia nguoi. Sang ché dé

xuit khang thé duoc 1am gibng nhu clia ngudi ma chita ving khung méi.

Theo mdt s phuong 4n, khang thé dugc lam giéng nhu ctia ngudi chira dong
thoi chudi nhe cling nhu it nhit 13 mién bién ddi cia chudi ning. Khang thé niy c6 thé

con bao gém céc ving CHI, ving ban 1&, ving CH2, CH3, va CH4 cta chudi ndng.
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Theo mdt sb phuong 4n, khang thé dugc lam giéng nhu ctia nguoi chi chira chudi nhe
duoc 1am gibng nhw cta ngudi. Theo mdt sé phuong 4n, khang thé dugc lam gidng
nhu ctia ngudi chi chira chudi ning dwoc 1am giéng nhu ctia ngudi. Theo cc phuong
an cu thé, khang thé dugc lam giéng nhu ctia ngudi chi chira mién bién ddi dwoc 1am

gidong nhu ciia nguoi cua chudi nhe va/hodc chudi nang duoc lam giong nhu ciia nguoi.

Khang thé ¢6 thé duogc lua chon tir nhém céc globulin mién dich bét ky, bao
gdm IgM, IgG, IgD, IgA va IgE, va kiéu phu bét ky, bao gdbm nhung khong gidi han
& IgG1, 1gG2, 1gG3 va IgG4. Khang thé duoc 1am giéng nhu clia ngudi ¢ thé bao
gém c4c trinh tu tir nhiéu hon mot nhém hoic kiéu phu, va cac mién n dinh cu thé c6
thé duoc lwa chon dé t6i wu héa chirc ning tac dong mong mudn bing cach st dung

cac ky thuat da biét trong linh vuc nay.

Khéng thé hodc manh lién két khing nguyén ctia né dugc chon tir nhém gom:
Fv lién két disulfua, khang thé don dong, manh bién ddi chudi don (single-chain
variable fragment: scFv), khang thé kham, khéng thé ghép CDR, diabody, khang thé
duoc 1am gidng nhu ctia ngudi, khang thé da dic hiéu, Fab (manh lién két khang
nguyén: fragment antigen-binding), khang thé dac hiéu kép, F(ab')2 (manh lién két
khéng nguyén, hai nhanh thudng duoc diéu ché bang cach phan cét khang thé bang
pepsin), Fab' (két qua ctia viéc phan chia F(ab’)2 thanh hai manh lién két khang
nguyén, thudng bing cach khir nhe), hodc Fv (manh bién dbi lién két khéng nguyén).

Thuat ngit “khang thé kham” chi cac khéng thé ma chira cAc trinh ty viing bién
d6i chudi nang va nhe tir mot loai va céc trinh tu vung 6n dinh tir loai khac, vi du nhu
cac khang thé ¢6 cc ving bién d6i chudi ning va nhe ctia chudt duge lién két véi cac
viing on dinh ctia nguoi.

“Vung VH”, “vung VL” hodc “vung VK” 14n luot chi viing bién ddi cua chudi
ning (VH), ving bién ddi ctia chudi nhe lamda (VL) hodc viing bién ddi ctia chudi nhe
kapa (VK). Cac ving VH va VL ¢6 thé duoc chia tiép thanh cac ving siéu bién, dugc
goi 14 viing quyét dinh bd trg (CDR), dat rii ric véi cac viing ma duge bao toan hon,
duogc goi 1a cac ving khung (FR). Méi VH va VL bao gdm ba CDR va bbn FR, dugc
S'fip xép tir dAu amino dén dau carboxy theo tht tu sau: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3,
CDR3, FR4. Céc phén tir globulin min dich c¢6 thé thudc kiéu bat ky (vi dy, IgG, IgE,
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IgM, IgD, IgA vaIgY) va nhém bat ky (vi du, IgG1, IgG2, IgG 3, 1gG4, IgAl va IgA2)
hoic phan nhém bat k.

Thuét ngir “khung” hodc “trinh tw khung” ding dé chi cac trinh tw con lai cta
ving bién dbi trir di cac CDR. Do dinh nghia chinh x4c cta trinh tw CDR c¢6 thé dwoc
xé4c dinh boi cac hé thdng khac nhau, nghia cia trinh tu khung duoc hiéu khéac nhau
theo cach twong tmg. Sau CDR (CDR-L1, -L2, va -L3 ctia chudi nhe va CDR-HI, -
H2, va -H3 ctia chudi ning) ciing chia cic ving khung trén chudi nhe va chudi ning
thanh bén phan ving (FR1, FR2, FR3 va FR4) trén mdi chudi, trong ¢6 CDR1 nim
gitta FR1 va FR2, CDR2 nim gifta FR2 va FR3, va CDR3 nam giita FR3 va FR4.
Khong chi 18 cac phan ving cu thé nhu FR1, FR2, FR3 hoic FR4, ving khung, nhu
dugc d& cap dén boi cac tai lidu khac, 13 cac FR két hop trong viing bién ddi ctia chubi
globulin mién dich don c6 trong tu nhién. FR 12 mt trong bbn phan ving, va cac FR

13 hai hoic nhiéu hon hai trong s6 bdn phan ving tao thanh viing khung.

Nhiéu globulin mién dich dugc 1am giéng nhu ctia ngudi ma di dwoc mod ta
(Jones et al., Verhoeyen et al., Riechmann et al.) gdm khung ma gidng nhu khung ctia
chudi globulin mién dich cu thé clia ngudi, ving nhan, va ba CDR tir chudi globulin
mién dich cho khong phai ctia ngudi. Khéng thé “khang tau duge 1am gidng nhu cua
ngudi” ding dé chi khang thd ma da dwoc sinh ra tir khang thé (thé cho) khong phai
ctia ngudi ¢6 kha ning lién két véi tau va lién két nay duoc truyén cho khang thé ngudi
(thé nhan).

Thuat ngit “CDR” ding d& chi ving quyét dinh bd trg trong cac trinh tw bién
d6i cua khang thé. C6 ba CDR trong mdi viing bién ddi ciia chudi ning va chudi nhe,
ching duoc goi la CDR1, CDR2 va CDR3, cho mdi ving bién dbi. Céc trinh tu axit
amin ctia cac CDR cua cac ving VH va VL/K theo séng ché dugc trinh bay trén FIG. 1.

Nhu dugc st dung ¢ day, thudt ngit Fv chudi don, con goi 1a khang thé chudi
don, dwoc ding @& chi cac ciu tric khang thé dwoc xit Iy dugce didu ché bang cach
phén I4p cac mién lién két (ca chudi ning va chudi nhe) cua khang thé lién két, va
cung cép gbe lién két ma cho phép bao ton chirc ning lién két. Nhom lién két peptit
duogc xen doan gitta hai chudi cho phép dn dinh hoa cac mién bién ddi ma khong can

thiép vao su cudn gip hop 1y va su tao ra vi trf lién két hoat tinh. Nhém lién két nay
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c6 thé c6 chidu dai tir 5 dn 30 axit amin va thudng gém cic doan lp trinh tu axit
amin “GGGGS” ((Gly)4Ser) (SEQ ID NO:55). V& ban chit, diéu nay tao ra khang thé

dugc rut ngén triét de, chi ¢ mién bien doi can thiet de lién ket khang nguyén.

Céc diabody, triabody, va tetrabody va céc bién thé bic cao hon thudng duoc
tao ra bang cach thay d6i do dai ciia nhom lién két peptit néu trén, tir khong dén vai
axit amin. C4c bién thé nay 12 cc khang thé da héa tri, da dic hiéu trong d6 cc mién
VH va VL duoc biéu hién trén chudi polypeptit, nhung bing cach st dung nhém lién
két ma qué ngén dé cho phép cap doi gitta hai mién trén ciing mot chudi, nhd d6 bude
nhitng mién nay cip doi véi mién bd ctru ctia chudi con lai va tao ra hai vi tri lién két
khang nguyén (xem, vi du, Holliger, P., et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
90:6444-6448; Poljak, R. I., et al. (1994) Structure 2: 1121-1123). Céc phan lién két
khang thé nhu vay 14 d3 biét trong linh vuce nay (Kontermann and Dubel eds., Antibody
Engineering (2001) Springer-Verlag. New York. p. 790 (ISBN 3-540-41354-5). Cach
khéc, ciing da biét rd trong 1inh vire nay 14 c4c bién thé khang thé lién két da héa tri c6
thé dugc tao ra bﬁng cach st dung céc don vi tu lap rép duoc lién két v&i mién bién
doi.

Céc khang thé dic hidu kép, dic hiéu ba hoic da dic hidu duge tao ra bﬁng cach
td hop céc chudi ning va nhe ciia mot khing thé véi cac chudi ning va nhe clia mot
hodc nhiéu khang thé khac. Céc chudi niy c6 thé dugc lién két cdng hoéa tri. Vi duy,
thuat ngir “khang thé dic hiéu kép” duoc ding dé chi cac khang thé ¢ chiéu dai day
dt ma dugce tao ra bang k¥ thuat quadroma (xem Milstein and Cuello (1983) Nature
305(5934): 537-40), bing cach lién hop héa hoc hai khang thé don dong khac nhau
(xem Staerz et al. (1985) Nature 314(6012): 628-31), hoic bing phwong phép gin nit
vao 13 (knob-into-hole) hodc phwong phép twong tu ma dua cac thé dot bién vao ving
Fc (xem Holliger et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90(14): 6444-6448), din
dén nhiéu loai globulin mién dich khac nhau trong d6 chi c6 mét globulin mién dich
14 khang thé c6 chirc ning dac hiéu kép. Bing chiic ning phan tit, khang thé dic hidu
kép lién két v6i mot khang nguyén (hoic epitop) trén mdt trong hai nhénh lién két cia
n6 (mot cip HC/LC), va lién két v&i khang nguyén khac (hoic epitop khac) trén nhanh
thit hai ctia né (cap HC/LC khéac). Khang thé dic hidu kép c6 hai nhanh lién két khang
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nguyén riéng bi¢t (¢ ca trinh tw CDR va trinh tu dédc hi¢u), va c6 hoa tri mot dbi véi
mdi khéang nguyén ma né lién két.

Chudi c4c khang thé chudt c6 kha ning lién két véi tau da duoc dua ra bing
cach sir dung cic phwong phap d biét trong linh vuc nay. Xem Holtzman et al.,
W02014/08404. Hon nita, cac khéng thé nay da dugc sang loc dé nhan dién c4c khang
thé ¢6 hoat tinh sinh hoc dic hiéu ma khién chiing c6 thé 13 cac g vién thich hop

cho céc tng dung tri liu.

Theo mdt khia canh, sang ché d& xuit cac khing thé phirc hop duoc lam gidéng
nhw ctia ngudi. K§ thuat Composite Human Antibody™ d4 tao ra céc khang thé duoc
lam giéng nhu cia ngudi bing cach nhan dién cic epitop té bao T tiém ning trong céc
trinh tu ving bién ddi (ving V) cta khang thé cho va xi 1y cac khang thé hodc céc
ménh lién két khang nguyén theo cach sao cho lién két v6i cac epitop t bao T tiém
nang duoc loai trir (Xem EP2,388,871). Khong gidng nhu céc k§ thuat [am gidng nhu
ctia ngudi khic ma st dung khung ving V chudi ning va nhe duy nhét ciia ngudi hosc
khung tuong ddng ctia ngudi 1am cac ‘ving nhin’ chudi ning va nhe cho cic ving
quyét dinh bd trg trong tmg (complementarity determining region: CDR) tir khang thé
cho (thudng 14 chudt); Composite Human Antibodies™ chira nhiéu doan trinh tw (cac
“phtic hop™) thu duogc tir cac ving V ciia nhiéu khang thé nguoi khéng lién quan.

Cac doan trinh tu thu dugc tir cac co s¢ dit liu cua cac vung V ngudi khong
lién quan dugc lya chon sau khi xac dinh cac axit amin ma dugc xem nhu 1a ¢ tinh
quyét dinh d6i vai viée lién két khang nguyén ctia khang thé ban dau. Tt ca cac doan
trinh tu dugc chon thu dwgce ti céc co sé dit lidu ving V ngudi duoc loc v& swr ¢6 mit
ctia cac epitop t€ bio T CDA4+ tiém ning st dung cong cu in silico da biét trong linh
vuc nay. Composite Human Antibodies™ van giit 4i luc va do dic hiéu tdt hon céc
khang thé chuén duoc 1am giéng nhu ctia ngudi do su khdp chit cua céc doan trinh tw
ngudi voi tit ca cic phin cia cic vimg V khang thé ban dau. Composite Human
Antibodies™ duoc 1am nghéo céc epitop té bao T va do d6 duge xem nhu 13 duge lam

giong nhu cia ngudi va ca dugce khir gdy mien dich.

Theo mdt phwong 4n, céc ving bién dbi cua chudt tir khang thé cho thay thé

cac ving bién ddi ctia nguoi trong IgG nhan cia ngudi din dén thu dwoc khang thé
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kham.

Theo phwong 4n khac, céc trinh tu CDR ctia chudt tir khang thé cho thay thé
cc trinh ty CDR trong IgG nhén ctia ngudi, dé tao ra khang thé dwoc 1am gibng nhur
ctia ngudi. Céc thay dbi khac dwoc két hop vao khang thé dugc lam giéng nhu cia
ngudi dé loai bd céc epitop té bao T tidém ning va cic gbc ciia khung duoce xem nhu 13
¢6 tinh quyét dinh d6i véi viée duy tri céc dic tinh lién két ctia khang thé cho. Chuyén
gia ¢6 trinh d¢ trung binh trong linh vuc nay s& hiéu rang cac phuong phap khic nhu
ghép CDR c6 thé dugc sir dung @& 1am cho khang thé gidng nhu clia nguoi.

Theo phuong 4n khac nita, cic khang thé khong phai cia ngudi c6 kha ning

lién ket voi tau nguoi duge lam giong nhu cia nguoi.

Céc khang thé theo sang ché c6 thé thé hién ai luc lién két thay doi va/hodc kha
ning sinh mién dich thay d6i so vé&i cac khdng thé cho. Theo mot s0 phwong 4n, cac
khéng thé kham ho#c dugc lam giong nhu ciia nguoi vé co ban 1a c6 ai luc lién két voi

epitop clia tau giéng nhu khang thé cho.

Theo phuong 4n khéc, manh bién d6i chudi don dua trén khang thé dugc lam
gidng nhu ctia ngudi nhr duge néu & day, vi dy, khéng thé khang tau dugc 1am gidng

nhu ctia nguoi, c6 the lién két dudi dang monome.

Theo phuwong an khac, lién két da hoa tri, stt dung cic manh khang thé c6 thé
dat duoc bang cach sir dung cic diabody, triabody, tetrabody, va cac bién thé bic cao

hon khéc, ma ¢6 thé dugc diéu ché.

Theo phuong 4n thém nita, chudi ning va nhe cta khéng thé khang tau dugc
lam gidng nhu ciia nguoi c6 thé duoc t6 hop véi cac chudi ning va nhe cia cac khang
thé khac dé tao ra cac khang thé dic hidu kép hoic da ddc hiéu bd sung khac.

Ngoai c4c khang thé dwoc 1am gidng nhu ciia ngudi theo sang ché, vi dy, khéng
thé khang tau dwoc 1am gidng nhu ctia ngudi c6 thé con & dudi dang manh khang thé,
vi du, monome Fab, Fab’, dime F(ab)’2, hodc toan by phén tir globulin mién dich.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé xuit peptit dugc phan lap chira trinh ty axit
amin, DQGGYT (SEQ ID NO: 9). Peptit niy 14 epitop nhan ddi véi cac khang thé
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dugc mo ta & ddy nhu CoN-8E12 hoac HIS.5. Theo mdt khia canh ciia sang ché, peptit
nay gdm X-8DQGGYTX(o-s) (SEQ ID NO: 56) trong d6 X 1a axit amin bét ky. Mic
dd vi du minh hoa thé hién 15 mers (xem FIG.11), nhung chuyén gia c6 trinh d0 trung
binh trong linh vuc nay s& hidu 13 ring peptit c6 do dai khac nhau ciing nim trong
pham vi cta sang ché. Do d6, céc khéng thé hodc cdc méanh theo sang ché c6 thé lién
két mot cach dic hidu véi epitop chia trinh tw axit amin DQGGYT (SEQ ID NO: 9).
Epitop c6 thé 14 cac epitop tuyén tinh hozc chu dang va c6 thé c¢6 chidu dai khoang tir

6 dén 22 axit amin.

Theo phuong 4n khéc, cac phuong phép theo sang ché d& cap dén viée diéu tri
bénh ly tau bang khéng thé hodc manh lién két khang nguyén, trong d6 khang thé hodc
manh nay dugc ding dudi dang liéu cho ddi twgng bi bénh 1y tau.

Céc liéu thich hop ciia khang thé hoic manh lién két khang nguyén nay c6 thé
biéu thi duéi dang mg thubc trén kg trong lwong co thé ctia dbi tegng. Liéu thich hop
cta khang thé hodc manh lién két khang nguyén ndy bao gdm it nhat khoang 0,1
mg/kg, theo cach khac khoang 0,2 mg/kg, theo cach khic khoang 0,25 mg/kg, theo
cach khac khoang 0,3 mg/kg, theo cach khac khoang 0,5 mg/kg, theo cach khac
khoang 0,75 mg/kg, theo cach khac khoang 1 mg/kg, theo céch khac khodng 1,25
mg/kg, theo cach khac khoang 1,5 mg/kg, theo cach khac khoang 2 mg/kg, theo cach
khac khoang 5 mg/kg, theo cach khac khoang 7,5 mg/kg, theo cach khac khoang 10
mg/kg, theo cach khac khoang 12,5 mg/kg, theo cach khac khodng 15 mg/kg, theo
cach khac khoang 20 mg/kg, theo cach khac khoang 25 mg/kg, theo cach khac khoang
30 mg/kg, theo cach khac khoang 50 mg/kg, theo cach khac khoang 100 mg/kg. Liéu
thich hop cua khang thé hoic manh lién két khang nguyén ndy c6 thé t6i da khoang
250 mg/kg, theo cach khéc t6i da khoang 200 mg/kg, theo cach khac t6i da khoang
175 mg/kg, theo cach khéac t6i da khoang 150 mg/kg, theo cach khac t6i da khoang
125 mg/kg, theo cach khac t6i da khoang 100 mg/kg, theo c4ch khic t61 da khoang 75
mg/kg, theo cach khac tdi da khoang 50 mg/kg, theo cach khac t6i da khoang 25
mg/kg, theo cach khac t6i da khoang 20 mg/kg, theo cach khac t6i da khoang 15
mg/kg. Tri s& bit ky trong s cac tri s6 61 thidu va t8i da néu trén ¢ thé duoc két hop

vé6inhau dé xac dinh mot khoang (vi du, tir khoang 0,1 mg/kg dén khoang 250 mg/kg),
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mién 14 tri s6 t6i thiéu ctia khoang nay 13 thip hon tri s6 t6i da ciia khoang nay.

Céc liéu thich hop cta khang thé hoic manh lién két khang nguyén nay c6 thé
biéu thi duéi dang mg thudc dugc ding cho dbi tuong. Cac lidu thich hop cia khang
thé dwoc 1am giéng nhu ciia ngudi hoic manh lién két khang nguyén nay bao gbm it
nhét khoang 2,5 mg, theo cach khéc it nht khoang 5 mg, theo cach khac it nhit khoang
10 mg, theo cach khéc it nhit khoang 15 mg, theo cach khéc it nhit khoang 20 mg,
theo cach khac it nhét khoang 25 mg, theo cach khac it nhit khoang 30 mg, theo cach
khac it nhit khoang 40 mg, theo cach khac it nhit khoang 50 mg, theo cach khéc it
nhit khoang 60 mg, theo cach khac it nhit khoang 70 mg, theo cach khéc it nhét
khoang 80 mg, theo cach khéc it nhit khoang 90 mg, theo cach khac it nhat khoang
100 mg, theo cach khéc it nhat khoang 125 mg, theo cach khéc it nhat khoang 150 mg,
theo cach khéc it nhit khoang 175 mg, theo cach khac it nhit khoang 200 mg, theo
cach khéc it nhit khoang 250 mg, theo cach khéc it nhit khoang 100 mg, theo cach
khéc it nhit khoang 125 mg, theo cach khéc it nhat khoang 300 mg. Céc liéu thich hop
cua khang thé hodc manh lién két khang nguyén nay c6 thé t6i da khoang 2500 mg,
theo cach khac tdi da khoang 2000 mg, theo cach khéc tdi da khoang 1500 mg, theo
cach khac t6i da khoang 1000 mg, theo cach khac t6i da khoang 750 mg, theo cach
khéc t6i da khoang 500 mg, theo cach khac t6i da khoang 400 mg, theo cach khéc t6i
da khoang 300 mg, theo cach khéc t6i da khoang 275 mg, theo cach khac t&i da khoang
250 mg, theo cach khéac t&i da khoang 200 mg, theo cach khéac tdi da khoang 150 mg.
Tri sb bt ky trong sb céc tri sb tdi thiéu va tdi da néu trén c6 thé dugc két hop véi
nhau d& x4c dinh mot khoang (vi du, tir khoang 5 mg dén khoang 2500 mg), mién 13

tri sb i thiéu ctia khoang nay 14 thip hon tri s t8i da ciia khoang nay.

C2N-8E12 13 khang thé IgG4 khang tau ngudi tai td hop dwoc lam gidng nhu
cia nguoi. Khung IgG4 cua C2N-8E12 chtra sy dot bién 6n dinh héa ving bin 18
S241P ma t6i thidu héa sy tao thanh céc ban khang thé. CoN-8E12 lién két véi cac axit
amin 25-30 trong tau ngudi (DQGGYT) (SEQ ID NO: 9), trinh tw ma cé mit trong tht
cé cc bién thé ghép nbi tau ngudi cling nhu trong cdc manh dau amino ctia tau. Khéng
thé nay lién két véi ca tau monome va tau két tu trong md ndo ngudi bi cac bénh 1y

tau. CoN-8E12 14 khé én dinh v6i sy két tu va thodi héa rét it. Cc tinh chit vat Iy néi
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chung cua C2N-8E12 duoc liét ké trong bang 1.

Bang 1
Khoi lugng phén ti 145,72 kDa
Héa hoc 1ap thé Céc L-axit amin
Bé ngoai Chat 1dng trong, khong mau dén mau vang
nhat
Do hoa tan ~130 mg/mL

Vi du thwe hién sang ché

Mac du sang ché dd dugc mo ta lién quan dén cac vi du kém theo nhung can
hiéu rang céc cai bién va cac bién doi 1a nam trong tinh than va pham vi cua sang che.
Phan kém theo dy 1a cac vi du minh hoa cuia sang ché va toan bd ndi dung cua ching

duoc két hop vao day bang cach vién din.
Vidul

Vi du nay md ta cac nd luc va céc két qua cua quy trinh 1am giéng nhu cia
ngudi dbi voi khang thé khang tau chudt HI8.5. Cac nd luc di tao ra bbn ving bién
dbi chudi nhe dugc 1am gidng nhu cua ngudi (VL hoic VK) va bdn ving bién dbi

chudi ning duoc 1am gidng nhu ctia ngudi (VH).

Quy trinh 1am giéng nhw ctia ngudi néi chung ding @ chi cac k¥ thuit lam
giam kha ning sinh mién dich tiém ning ma di kém véi viéc st dung khang thé don
dong khong phai cia ngudi dé diéu tri man tinh. Hai phuong phap thudng duge ding
dé giam kha ning sinh mién dich 1a ghép CDR va su khir gdy mién dich. Khang thé
chudt HJ8.5 duge khir gdy min dich bing cach st dung phuong phép dugc phat trién
boi Antitope.

Ghép CDR 12 phuong phép xit Iy protein. Ngin gon 13, né dwa vao ca viéc hiéu
biét kién tric co s& ctia khang thé va su bao toan kién tric nay qua céc loai. Cac khang
thé chudt va cc khang thé ngudi c6 kién triic chung/duoc bao toan gibng nhau. Chu
tric khang thé duoc chia thanh cac ving én dinh va cac ving bién dbi. Ving bién ddi

¢6 thé con duge chia thanh céc ving khung va céc ving CDR. C6 thé thiy ring ving
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bién ddi bao gdm bdn khung (framework: Fwk) va ba CDR. Viéc sip xép cac khung
va cac CDR 1a gidng nhau & cdc mién bién ddi trén chudi nhe va ning.

Trong qua trinh ghép CDR, c4c ving 6n dinh khéng phai ctia ngudi duoc thay
thé bang cc ving dn dinh ctia ngudi, tao ra khéng thé kham. Ngoai ra, cic ving CDR
ctia chudt duoc truyén vio cac ving khung ctia ngudi; mién bién ddi thu duoc 13 hdn
hop ctia cac khung ctia ngudi va cic CDR cua chudt. Bude cubi ciing 13, mot sé gbe
trong khung cua chudt, dugc cho 1a dong vai trod quyét dinh trong viéc duy tri ai luc,

duoc truyén vao (khong duogc thé hién).

Budc khir gdy mién dich: K¥ thuat Composite Human Antibody™ ctia Antitope
duoc néu 13 ki thuat khr gdy mién dich ma duoc sir dung cting véi viéc nhan dién ca
cac CDR va cac axit amin chu chét trong khung dwoc cho 1 d6ng vai trd trong viéc
lién két. Cac khang thé dwoc lam giéng nhu cta ngudi day da thu dugc van giit 4i luc
lién két va d6 dic hiéu cua khang thé don dong ban du va con khong c6 céc epitop té

bao T CD4+, diéu nay tranh dwoc kha ning sinh mién dich khong mong mubn & ngui.

Composite Human Antibodies™ duoc tao ra bing cach td hop nhidu doan ctia
cc trinh tw khang thé ngudi tir co s dit liéu cua Antitope gdm hang 100.000 trinh tur
clia c4c trinh t ving bién di khang thé ngudi day di khong lién quan. Viéc mo hinh
héa ban diu dbi véi cac trinh tu ving bién ddi cua khéng thé HJ8.5 duoc sit dung dé
nhan dién cac axit amin c6 tinh quyét dinh ddi véi lién két khang thé, sau d6 cac axit
amin nay dugc str dung dé rang budc viéc chon lya cac doan trinh tu ngudi. Cac doan
trinh ty riéng 16 va cac mdi ndi gitra céc doan lién k& sau d6 dugc phan tich bing cach
str dung hai k§ thuat iz silico thich hop (iTope™ va TCED™) @ chon lwa céc trinh
tir viing bién dbi ddy du ciia ngudi ma khong c6 céc epitop té bao T CD4+. ADN mi
hoa cac ving bién dbi dbi v6i Composite Human Antibodies dugc tdng hop, tich dong
trén vecto biéu hién vé6i cac viing 6n dinh cia ngudi va dwoc chuyén nhidm vao cac té
bao dong vét ¢ via dé tao ra cac khang thé duoc lam giéng nhu ciia ngudi.

Budc 1am gidng nhu cta ngudi dbi véi HI8.5: Cac md hinh céu tric cla cac
ving V khang thé HJ8.5 chudt khang Tau412 duogc tao ra bing cach st dung Swiss
PDB va duoc phén tich dé nh4n dién c4c axit amin "rang budc" quan trong trong cic

ving V ma dudng nhu 1a thiét yéu déi véi cac tinh chit lién két ctia khang thé. Tir viéc
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phén tich nay, s6 goc khung rang budc dugc nhan dién nhu 1a cac tng cit vién dé dua
vao cac vung V duogc lam giong nhu ciia nguoi day du. Cac doan cia céc trinh tu viing

bién doi cua nguoi dugce chon loc dé chira mdt hodc nhiéu goc nay.

Tép hop so cép cic doan trinh ti ngudi ma c6 thé dugc sir dung dé tao ra céc
khéng thé HJ8.5 dugc 1am giéng nhu ctia ngudi ddy d duge chon va dugce phan tich
str dung k§ thuat iTope™ dé phan tich in silico su lién két ctia peptit véi cac alen MHC
nhém II ctia ngudi (Perry et al 2008), va st dung TCED™ (Co s¢ dit li€u epitop té
bao T: T Cell Epitope Database) gdm cac epitop té biao T c6 lién quan dén trinh tu cta
khéng thé da biét (Bryson et al 2010). Cac doan trinh tu ma duge nhan dién nhu 12 céc
chit két dinh dong mam déng ké khong phai ctia ngudi véi MHC nhém II ctia ngudi
hodc dwoc ghi nhan 13 tic dong déng ké chdng lai TCED™ dugc loai bo. Céc t hop
cua cac doan trinh ty cling dugc phan tich dé dam bao rang cac mdi ndi gifta cac doan
khong chira cc epitop té bao T tiém ning. Sau d6 cic doan dugc chon duge t6 hop dé
tao ra cac trinh tw ving V chudi ning va nhe dé téng hop. Dbi v6i HI8.5, bbn chudi
VH va bbn chudi Vk duoc thiét ké va xay dung.

Fig.1 thé hién céc trinh tu ving bién ddi ctia khang thé HJ8.5 chudt cling nhu
4 trinh tu bién thé dwoc 1am giéng nhu cta ngudi d6i v6i mdi chudi trong sb cac chudi
ning va nhe (4 trinh ty VH va 4 trinh ty VL/VK). Céc trinh tu axit amin cta bbn chudi
VH nay va bdn chudi Vk duge thé hién trén FIG.1. C4c trinh tw CDR, nhu duge dinh
nghia boi Kabat et al duge boi mau do (duoge gach chan). Cac thay d6i khung so véi

trinh tw ban diu ciia chudt nhit dugc bdi mau xanh da troi va bbi dam.

Bang B-1 tdng két s6 cac thay ddi khung dugc dwa vio trong mdi bién thé cta

cac mién bién doi chudi nang va nhe.

Bang B-1
Mién bién doi S6 cac thay d6i khung
VH1 4
VH2 5
VH3 10
VH4 11
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VK1 6
VK2 7
VK3 11
VK4 12

Fig.2 thé hién c4c trinh tu ciia ving bién dbi va én dinh duoc lam giéng nhu
ctia ngudi d6i véi mdi chudi trong s6 cac chudi ning va nhe (4 trinh tw VH va 4 trinh
tw VL/VK). Chudi ning bién dbi duoc ghép vao chudi ning dn dinh ctia [gG4 ngudi
c6 su dot bién dn dinh héa ving ban 18 S241P. Chudi nhe bién dbi dugc ghép vio
chudi nhe n dinh ctia chudi nhe Kapa ngudi. Bang niy con liét ké diém dang dién ly
thuyét (PI) va trong lugng phan tir (Mw).

Fig.3 thé hién dit liéu biéu hién tir hai vong biu hién tam thoi cac té bao duge
chuyén nhiém bing céc polynucleotit ma héa cac ving VH va VK. Cac két qua dbi
v6i 13 khang thé khang tau dugc am gibng nhu ctia ngudi dugce tong két. Cac t6 hop
khac cua cac chudi ning va nhe din dén cac mic bidu hién thdy duoc 1a khac biét 16
rét. O vong 1, tht ca cac bién thé cta cac ving VH va VL duge t6 hop véi nhau (két
qua ctia chi 13 td hop duoc thé hién trong s6 16 t6 hop dugc thir nghiém. Ovong2,6
tb hop biéu hién t6t nhat duoc quan sat ¢ vong 1 dugc dem thir nghiém. Murc biéu hién
duoc thé hién duéi dang pg khang thé do dugc trén mL mdi trudng nudi cdy. Céc mic
biéu hién cao hon 13 ¢6 loi vi n6 goi y ring khang thé duoc cudn gip chinh xac, dugc

tiét nhu mong doi, khong ddc va thuong n dinh.

Fig.4 thé hién dit liéu tir thir nghiém hiéu luc. Pé dic trung thém nita cic bién
thé khang thé khang tau dugc 1am gidng nhu ctia ngudi, thir nghiém hiéu luc danh gia
khé ning cta khang thé trong viéc canh tranh véi HI8.5 gbe ciia chudt (khéng thé me)
@8 lién két v6i tau ngudi trong thir nghiém kiéu ELISA. Hinh thirc thit nghiém nay
gdm budc phi tau nguoi 1én dia ELISA va sau d6 dé cac khang thé thir nghiém cling
nhu HJ8.5 duoc biotinyl hoa canh tranh véi nhau ¢ lién két véi tau. Thir nghiém nay
cho phép do duoc tri 6 IC50 twong ddi dbi véi mbi bién thé khang thé dwoc 1am gidng

nhu ctia nguoi. Céc tri $6 1C50 duge chudn héa theo cac tri s6 IC50 ctia HI8.5 kham
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@& cho phép viéc so sanh duoe thuc hién gita cdc dia. Dit liéu nay chitng minh rﬁng
quy trinh 1am giéng nhu ciia ngudi da khong 1am thay ddi ddng ké lién két ciia cac
khéng thé duoc 1am gidng nhu ciia ngudi véi tau nguoi.

Vidu2

Thir nghiém nay mo ta viéc sit dung Biacore T200 dé do va so sanh céc dic
tinh lién két cua twong tac gitta sau khang thé don dong dwoc 1am gidng nhu clia nguoi
day da (VH1/VK2, VH1/VK3, VH2/VK2, VH2/VK3, VH3/VK2 va VH3/VK3, dugc
md ta trén day trong vi du 1) va mot khang thé don dong kham dua trén HJ8.5 véi
protein Tau-412 téi td hop clia ngudi. Muc dich cta thir nghiém nay 12 st dung thiét
bi cdng hudng plasmon bé mit Biacore T200 cho viéc dic trung héa dong luc phan

giai cao dbi véi cc tuong tac gitta Tau-412 va bay mAb nay.

Céc khang thé dugc bao quan & 4°C. Tau-412 duge bao quan & -20°C nhu theo
cac hudng din cta nha san xut. Sau khi hoan nguyén, dung dich Tau-412 duogc bao
quén trén d4 va dugc st dung trong vong 24 gio. Cac phan uéc Tau-412 di hoan
nguyén dugc lam déng bang trong vong 30 phit hoan nguyén va duoc bido quan ¢ -
20°C.

Thiét bi Biacore dugc chay trén phdn mém danh gid Biacore T200 V1.1

(Uppsala, Sweden). Tét ca c4c vat liéu déu mua tir Biacore trir khi dugc chi ra:

Kit duy tri phong nglra Biacore 2 BR-1006-51
Chip cam bién CMS5 Series S BR-1006-68
Kit két hop amin ' BR-1000-50
Dung dich axetat 10mM, d6 pH béng 4,5 BR-1003-51
Dung dich dém chay HBS-EP\ BR-1006-69
Dung dich Glyxin-HCl 10mM, d¢ pH bang BR-1003-54
1,5

Dung dich Glyxin-HC] 10mM, d6 pH bang BR-1003-55
2,0

Protein A (Sigma) P6031

Dung dich MgCl, hexahydrat 4M (Sigma) M9272-500G
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Tt ca cac thir nghiém duoc trién khai bang phin mém Biacore ‘wizard’. Céc
phuong phap Biacore dudi day dugc sir dung: C6 dinh héa; Pong luc/Ai luc; va Giai
hép va Sat tring.

Trudc khi chay cac mau bét ky, va trong khi thir nghiém, viéc kiém tra hé théng
(Kit duy tri phong ngira Biacore 2) duoc thuc hién. Tt ca cic hé thdng dugc thir
nghiém déu dat (bom chét phan g, khuc xa ké, bom tiém, tap 4m, bd chon dung dich

dém va tron) thé hién ring thiét bj dang tién hanh theo b tiéu chuan ctia nha san xuat.

Khi 16ng chip CM5/Protein A vao, hé théng dugc mdi va sau d6 duge chudn
hoéa bang dung dich chuin héa BIA (Kit duy tri phong ngira Biacore 2). Tt ca cac
maiu duoc chay & 25°C véi mang miu duge u & 5°C. Chip nay dugc bd sung vao hé

thdng v6i HBS-EP duoc sir dung 1am dung dich dém chay.

Céc mAb duoc bao quan dudi dang duoc cung cdp va dwoc pha lodng dén
100nM dbi v6i tat ca cac 14n chay ¢ dinh hoa (bét gitr). Khéang nguyén Tau-412 duogc
hoan nguyén tir bot khd st dung nude Milli-Q dén ndng d6 cudi ciing 13 1mg/mL; céc
buéc pha lodng hon nita duge thuc hién dé chay dong luc. Khéi lugng va trong lugng
phén ti cia Tau-412 dwoc sit dung trong bude tinh ndng d duge cung cép bsi nha
san xuét chit phan tmg (100pg/lo va 42,9kDa). Khong bd sung chit mang protein vao
dung dich nay. Céc lo chita khang nguyén chi dwoc hoan nguyén khi can thiét va dugc
bao quan dudi dang bot ctia chiing & -20°C cho dén khi sir dung. Sau khi hoan nguyén,

dung dich khang nguyén duogc giit trén da va dugc sir dung trong vong 24 gio.

Thir nghiém bt giit bing protein A dugc lwa chon cho thir nghiém nay. Pic
tinh ctia bé mit Protein A 13 wu viét hon dic tinh bé mit cua protein A/G, protein G
va protein L khang nguoi ma cling dugc thtr nghi€ém. Chip Protein A dugc diéu ché
qua viéc ¢b dinh héa st dung phuong phép héa hoc két hop amin chudn. Viéc c¢b dinh
hoéa duogc thuc hién & nE‘)ng do protein 14 Spg/mL trong dung dich dém axetat 10mM,
d6 pH bang 4,5 dén muc dép ung dich 12 500 RU trén chip cam bién CMS5 Series S

(Biacore).

Céc mirc dap tng cudi cling ddi véi chip Protein A All’ va Fes duoc thiét ké

duoc thé hién trong bang G-1.
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Bang G-1
Phdi tir Mirc dap tmg cudi cing (RU)
Fcl Protein A 697,1
F2 Protein A 691,4
F3 Protein A 708,3
F4 Protein A 704,6

Dbi v6i cac thir nghiém dong luc, lwong phéi tir duoc ¢d dinh héa/bit git can
dugc gi6i han @8 tranh cac hiéu tmg truyén khéi & bé mit clia chip. Ddi vdi cac thir
nghiém dong luc, bé mit nén ly tudng 14 c6 mirc lién két chit phan tich t6i da (Rumax)
13 nim trong khoang tir 50 dén 100 RU. Do d6 luong phdi tir ¢d dinh héa dugc tinh
béng cach sir dung phuong trinh 1:

MW chit phan tich

kha nang lién k&t chit phan tich (RU) = NWphEL o

.ph6i tix c6 dinh héa (RU).Sm

St dung MW trung binh 13 42,9kDa (dugc cung cép boi nha san xuét chit phan
tng) cho chit phan tich Tau-412, 150kDa cho phdi tir (tri s6 udc dinh ddi véi cac
khéng thé) (mAb), 100 RU cho Rumax, va hé s6 ty lugng héa hoc (Sm) 12 1, dich 300 RU
dwoc cai dat dé bét giit tAt ca cac khang thé thir nghiém. Mirc bat gitr thu duge trong
thtt nghiém nay thay ddi tir khoang 280 dn 400 RU. Béi véi cac 1an chay thit hai va
thtt ba, lugng khang th8 duoc tiém dwoc didu chinh dé dat gin hon dén muc bét gitt

300 RU mong mudn.

Lién két khong dic hiéu c6 thé 1a do chét phan tich hogc c4c tap chat phan tich
twong tic v&i phdi tir (khong dic hidu va kho phat hién), protein bét gift, hodc bé mit
chip cam bién. Bing cach phan tich dép tng cia bé mit Fcl trdng sau khi tiém 300
gidy Tau-412 vé6i ndng d6 twong ddi cao (40nM), NSB khong duogc thiy déi véi bé
mit carboxy-dextran, hay bé mit bét giit Protein A. O néng d Tau-412 > 100nM,
NSB déng ké duoc thiy dbi v6i bé mit chip carboxy-dextran; tuy nhién cac ndng do

trong khoang nay khong cin thiét dbi vdi viée phan tich dong huc tiép theo.

Hoat dong giam sat sy tai tao dugc thuc hién va cac dieu kién toi wu doi véi su

tai tao khang thé kham va khang thé VH1/VK2 trén bé mit Protein A 13 nhu sau. Ba
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1dn bom 240 gidy dung dich Glyxin-HCl 10mM d6 pH bang 1,7 dugc theo sau bing
mdt 1dn bom 300 gidy dung dich MgCl, 4M, tit ca & tdc d6 40uL/phit. Budc chd 600
gidy dugc dua vao sau budc tiém t4i tao cudi ciing dé cho phép bé mit on dinh hoa

trude khi bt ddu chu trinh lién két tiép theo.

Hoat dong giam sat dung dich dém khong dugc thuce hién nhu cac thir nghi€ém
ban du thé hién dung dich dém duoc chon ‘HBS-EP’ d3 tao ra hé tai san xuét duoc

thich hgp cho phan tich dong luc.

Dic tinh ciia bé mit duoc phan tich bing cac 1an tiém ddi ching lip lai Tau-
412 2,50M & thoi diém ban diu, cich quing va & thoi diém két thic qué trinh chay
dong luc. Lién két dn dinh duoc quan sat trén toan bo qua trinh chay dong luc néu bat

tinh thich hop cua hé thdng dbi véi viée phan tich dong luc.

Gi6i han truyén khdi dién ra khi ty 18 két hop chira thanh phin déng ké duoc
két hop v6i ty 18 truyén chit phan tich dén va tir bé mit chip. Khi sy truyén khéi dwoc
phat hién 13 dang ké thi viéc phén tich dong luc thu duge cb thé 14 khéng chinh xac.
Viéc 1am giam mat do phéi tir duoc c¢b dinh hoa, hogc 1am ting téc d dong, ¢6 thé
lam giam giéi han truyén khéi. Tir kinh nghiém truéc day vé viée st dung cac bé mit
mét d6 thip va cac khang nguyén Mw tuong tu, tbc d6 dong 40uL/phit dwoc chon
cho thlt nghiém nay.

Thtr nghiém d6i ching phan tmg lién két duoc st dung dé danh gia twong tac
phéi tir-chat phan tich dé kiém tra sw 1éch so v6i m hinh lién két 1-d6i-1. Chat phan
tich dugc tiém qua bé mit trong cac khoang thoi gian khéc nhau (thdi gian tiép xtc)
va ty 16 phéan ly dugc phén tich dé x4c dinh liéu né cé thay d6i theo thoi gian tiép xtic
hay khong. Néu mdi quan hé nay dwoc quan st thdy thi né da chi ra ring su kién
tuong tac 1an thit hai dang dién ra sau sy kién lién két ban du didu nay din dén phirc
hop duogce dn dinh héa & bé mit.

T kinh nghiém trude day vé viée st dung cac hinh thirc thir nghiém bt gitt,
hé s6 ty lvong hoa hoc lién két biéu kién 12 1,5 va mo hinh 1-d6i-1 c6 thé dugce khép
v6i d6 tin cdy véi dit lidu dong luc thu duoc, cac dbi chimg phan tng lién két khong

duoc thue hién vi khong c6 ddu hiéu bd sung hd trg cac twong tic dong luc phirc hop
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hon nita.

MO hinh lién két 1-dbi-1 duoc sir dung dé khép dit lidu dong luc thu dugc
(Phuong trinh 2). Do c4c thay dbi vé luong khang thé duogc bt gitt nén thong s& Rumax
duoc dat cuc bo trai voi phan tich toan bd d6i v6i mdi qua trinh phan tich dong luc

khéng thé.

A+ B AB
kd

Pic trung héa khang thé: Viée dic trung héa va cic thir nghiém d6i chimg duoc
thyc hién ddi v6i bé mat bit giit Protein A goi ¥ day 1a hé thdng thich hop dé x4c dinh
céc tri sb dong luc d6i véi cac twong tac Tau-412. Hé ) ty Iwgng hda hoc lién Kkét
dugc dénh gia bing cach tiém ndng d6 bio hoa ctia Tau-412 (1000nM) trén 277 RU
cia VH1/VK2 duoc bt gift trén bé mit Protein A thir nghiém. Hai 14n tiém tuin tu
Tau-412 1000nM thé hién 13 dAn dén su lién két bdo hoa & 122 RU. Didu nay di din
dén hé sb ty lwong hoa hoc lién két 14 150%, hé sb nay la cao hon muec trong doi dbi
v6i mot phan tir khang thé lién két voi mot phan tir Tau-412. Cac nguyén nhan cua
diéu nay c6 thé gdm lién két ctia khang thé véi hai phan tir Tau-412 hodc sy oligome

hoéa Tau-412 trén bé mit ctia chip.

Dit liéu dong luc dwoc thu nhan & téc d6 dong 40uL/phit ¢ tdi thiéu héa céc
hiéu tmg truyén khéi tiém nang bat ky. Hai 14n 13p lai mAu trdng (khong khédng nguyén)
vandng do chét phan tich 2,5nM dugc 14p trinh thanh qua trinh chay dong luc dé kiém
tra d0 6n dinh cta ca bé mit va chét phan tich trén khe“'lp cac chu trinh dong luec. béi
VGi cac qua trinh chay dong luc ban dAu, cac dich pha lodng 2 lan cta Tau-412 tir
40nM dén 0,156nM duoc chay. D4i v6i qua trinh phan tich dong lyc va trén cac qua
trinh chay tiép theo, khoang chit phén tich tir 20nM dn 0,625nM dugc chon. Khoang
ndy bao triim nhiéu ndng d6 chét phan tich ca trén va duéi Kp duge bao cdo.

Pha két hop duogc gidm sat trong 500 gidy @8 cho phép mét s trong s6 cic ndng
d0 chét phan tich cao hon dat dén trang thai viing bén. P& quan sat sy giam tin hién
& (>10%) trong sudt pha phan ly ctia chu trinh dong luc, sy phan ly dugc do trong
1200 gidy. Nhw duge ban luan trong Phan 5, Fes duge cho phép 6n dinh héa trong 600
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gidy sau mdi budc tai tao. Tin hiéu tir kénh tham chiéu F.1 duoc trir di tir tin hiéu cta
F2, F3 vaF4.

Céc thong sb dong luc dbi véi trong tic ctia Tau-412 v6i 7 mAb nhu do duoc
sir dung hé théng bit gitt Protein A trén Biacore T200 dugc thé hién trong bang F-2.
Dé hiéu chinh c4c chénh 1éch v& mirc bét giit ciia khéng thé gitta mdi chu trinh lién
két, thong 56 Rimax cuc bd dugce st dung trong md hinh lién két 1-d6i-1. Phén tich dong
luc duge thuc hién trong ba quy trinh chay doc 14p st dung cac san phim diéu ché méi
ctia Tau-412 va khang thé. Quy trinh chay 1 va cac quy trinh chay 2+3 sir dung céc lo
khéc nhau chira khang nguyén Tau-412; do d6 cic sai s dwgc bao céo duge két hop
v6i dép Ung trung binh c6 thé thé hién sy bién dbi trong qué trinh diéu ché chat phan
tich va cac khac biét trong qua trinh cai dat va chay thit nghiém. Tt quy trinh chay 1
dén cac quy trinh chay 2+3, luong khang thé dugc tiém duge diéu chinh dé c¢b ging
tién gAn hon dén muc bt gitt 300 RU dich. Ddi véi quy trinh chay 1, khang thé kham
dugc chay ba 14n va két qua phan tich tht ca ba bd dit liéu duoc thé hién trong bang F-
2. % CV dbi v6i Kp thu dugce tir ba bd dit liéu nay 1a 4,3% thé hién 12 cac két qua 14

trong muc bién ddi thir nghiém.

Béang F-2
Phéi tir | Chip |ka(1/Ms)| SE(k.) | ka<(1/s) | SE(ks) [Ko(mM)| SD(Ko) [Chi [Phuy luc IT
VHI1/VK2{A11/1|2,80x10°|4,40x10°| 6,11x10*|2,80x107| 2,18 1,28 A3-4
VHI1/VK2|A11/3(3,25x10°|1,00x10°| 6,32x10* |8,20x107| 1,95 0,44 A5-6
SD(Ko)(n
ko(1/Ms) | SD(ka) | ke<(1/s) | SD(ks) |Kp (nM) M
Trung binh| 3,02x10°|3,19x10%| 6,21x10* |1,48x10°| 2,06 0,17

Phi tir | Chip |ka(1/Ms)| SE(ks) | ka<(1/s) | SE(ks) |Kp(@mM)| SD(K») |Chi?|Phu luc II

VHI1/VK3|A11/1|2,80x10°{9,10x10?| 6,26x10* [8,50X1077| 2,24 0,99 A7-8
VHI1/VK3|A11/2(2,95x10° [4,40X10?| 5,72x10*|2,70x1077| 1,94 0,52 A9-10
SD(Ko)n
K(1/M5)| SD() | Ka<(1/9) | Dk |Ko (M| "
Trung binh| 2,87x10°(1,07x10%| 5,99x10* |3,76x10'| 2,09 0,21
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Phéi tir ko(1/Ms)| SE(k,) | ka<(1/s) | SE(ks) |Kp(mM)| SD(K,) [Chi®|Phu luc II
VH2/VK2 2,62x10°(4,30x10%| 6,28x10* |2,80x107| 2,40 0,83 | All-12
VH2/VK2 2,84x10°|4,10x10?| 5,87x10* |2,60x107| 2,06 0,70 | Al3-14

SD(KD)(I’I
ka(1/Ms) | SD(ka) | ka<(1/s) | SD(ka) |Kp(nM) M)
Trung binh 2,73x10°|1,59x10%| 6,08x10* |2,94x10°| 2,23 0,24

Phéi tir ka(1/Ms)| SE(ka) | ka<(1/s) | SE(ks) |Ko(mM)| SD(K,) |Chi? |[Phuy lyc II
VH2/VK3 2,68x10°|8,80x10%| 6,53x10*9,00x107| 2,44 1,11 | Al5-16
VH2/VK3 2,92x10°(4,40x10%| 5,33x10* |2,60x107| 1,83 0,50| A17-18

SD(Ko)(n
ko(1/Ms) | SD(ks) | ke<(1/s) | SD(ks) | Kp(nM) "
Trung binh 2,80x10°(1,71x10%| 5,93x10* |8,44x10°| 2,13 0,43

Phéi tir Ka(1/Ms)| SE(ka) | ka<(1/s) | SE(ks) |Kp(mM)| SD(K;) |Chi?|[Phy lyc II
VH3/VK2 2,62 x10°(3,20 x10?/5,46 x10*|2,20x107| 2,08 0,45| A19-20
VH3/VK2 2,90 x10°|3,70x10% | 4,85x10* 2,20 x107 1,67 0,71 A21-22

SD(K»)(n
k(1/Ms)| SD(k.) | ke<(1/s) | SD(ka) |Kp(nM) \D
Trung binh| 2,76 x10°1,99 x10%(5,15 x10 4,28 107 1,88 0,29

Phi tir ka(1/Ms)| SE(ka) | ke<(1/s) | SE(ks) |Kp(nM)| SD(K;) |Chi*|Phu lyc IT
VH3/VK3 2,54 x10°|3,10x10% (5,59 x10*(2,00x107| 2,20 0,80 | A23-24
VH3/VK3 2,76 x10°|3,80x10% (4,54 x10(2,20x107| 1,65 0,80 | A25-26

SD(Ko)(n
ki(1/Ms) | SD(ka) | ka<(1/s) | SD(ka) |Kp(nM) D
Trung binh 2,65 x10°| 1,56x10%| 5,07x10* (7,40 x10 1,92 0,39

Phi tir ka(1/Ms)| SE(ka) | ke<(1/s) | SE(ks) [Kp(mM)| SD(K,) |Chi? |Phu luc II
Thé kham 7,18 x10°|1,60x10% | 1,60x107 |2,40x10°| 2,23 1,17 A27-29
Thé kham 7,22 x10°(3,00 x10%| 1,30x107 |3,50x10°| 1,79 0,97 | A30-31
Thé kham 7,23 x10°(2,60 x10%| 1,40x107 |3,30x10°| 1,94 0,49 | A32-33

SD(Ko)(n
ka(1/Ms) | SD(ka) | ka<(1/s) | SD(ka) |Kp(nM) M)
Trung binh 7,21 x10°(2,87x10%| 1,43x10"* |1,54x10°| 1,99 0,22
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Céc tri s6 Chi? thé hién mic d6 dir liéu két hop va phén ly khép véi mo hinh
lién két 1-dbi-1 dwoc dé xudt - tri sb cang thip thi mic d6 khép cang cao. Céc tri sb
SE két hop d6i v6i hing s ty 16 thé hién d6 bat dinh két hop véi viéc khép dit liéu
vao md hinh dwoc mo ta, va khong thé hién d6 bt dinh toan b ddi véi cac tri s6 dong
luc chinh x4c. Dit liéu dép Umg trung binh thé hién cac tri ) dong luc trung binh va

SD két hop tir 2, hodc 3 phan tich ddc 1ap.

Str dung céc tri s Kp trung binh tir Bang F-2, cac khang thé c6 thé dwoc xép
hang dua trén ai luc nhu sau: VH3/VK2 > VH3/VK3 > Kham > VH2/VK3 >
VH1/VK3 > VH1/VK2 > VH2/VK2. % CV két hop véi céc théng sb dong luc trung
binh nim trong khoang tir 10 dén 20%, va do d6 duong nhw 1a tit ci cic khang thé
d&u c6 ai luc rat gibng nhau va cc khéac biét chi 13 két qua ctia sy bién ddi thir nghiém.
N6i chung, cic khac biét v& lién két giita cac khang thé c6 thé quy cho cac bién dbi
thir nghiém, va tin ring khong ¢ khac biét dang ké vé cac tri s6 KD ctia cac khang

the dugce lam giong nhu cua ngudi so véi khang thé kham.

Két qua so sanh céc tri s6 dong luc duge xac dinh bang cach str dung thir nghiém
bét gitt protein A trén Biacore T200 dbi véi twong téc gitta cac khang thé va Tau-412
duge thé hién. Khang thé kham thé hién 13 c6 bién dang lién két khac biét dang ké so
v6i cac khang thé duoc 1am gidng nhu ctia ngudi, mic du cac 4i luc 1a giéng nhau.
Biéu dd kq so v6i ka thé hién cac tri sb dong luc twong dbi ciia cic twong téc gitta céc
khang thé dwoc thir nghiém va Tau-412 nhu dugc xac dinh bing cach st dung thir
nghiém bit gift Protein A trén Biacore T200. Cac dudng chéo dugc gach ngang thé
hién cac dudng ding 4i luc. Xin Iuu ¥ ring cac truc thé hién cic khoang dit liéu khéc
nhau, nhim cai thién tinh rd rang ciia cic khang thé dugc lam gidng nhu cua ngudi
trén dd thi.

Fig.5 tdng két két qua tir phuong phap phén tich cong huéng plasmon bé mit
(surface plasmon resonance: SPR), xac dinh dong luc lién két cta 6 ciu tric duoc 1am
gibng nhu ctia ngudi biéu hién t6t nhit ddi véi tau ngudi. Khang thé thir nghiém duoc
cb dinh héa trén chip SPR véi céc ndng d6 khac nhau ctia tau ngudi sau d6 duge cho
phép chay trén chip nay. Ty 1& két hop va phan ly cling nhu 4i luc dya trén céc trudng

hop lién két do duge dugc tinh cho mbi bién thé. Bién thé kham ciing dugc thir nghiém.
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Vidu3

Fig.6 thé hién lién két cua bdn bién thé khang thé dwoc 1am gibng nhu cia
ngudi v6i tau ngudi hoa tan trong thir nghiém ELISA kiéu kep. Cac phuong phép thir
nghiém ma dya vao sy hdp thu thu dong c6 kha ning tao ra két qua lién Kkét gia. Dé
khéc phuc kha ning nay, phuong phap dua trén dung dich dé do hoat tinh lién két ctia
c4c bién thé khang thé duoc 1am gidng nhu ctia ngudi duge st dung. Duéi hinh thire
thtr nghiém nay, khang nguyén (tau nguoi) duogc bét giit bang khang thé don dong
khéng tau ngudi ma nhan biét epitop khac véi HJS.5. Lién két tiép theo clia cac khang
thé khang tau duoc 1am gidng nhu clia ngudi véi tau ngudi duge bt gitt s& phu thudc
vao ndng do khang nguyén, trong khi cac dbi ching kiéu phu IgG4 thé hién 1a hoan
toan khong lién két. Thir nghiém nay chimg minh ring lién két ciia cic khang thé
khéng tau dwoc 1am gidng nhu ciia ngudi véi tau nguoi 1a dic hidu va cac khang thé
nay lién két v6i tau hoa tan ctia nguoi.

Vidu4

Fig.7A dén 7H thé hién lién két ctia cac khang thé dugc lam giéng nhu ciia
ngudi va dbi chimg véi md tir chudt nhit kiéu dai (md dbi ching 4m), chudt nhét
P301S (ma biéu hién tau ngudi ¢6 su dot bién P301S va phit trién bénh 1y tau két hop
v6i dd tudi), va ngudi bi bénh Alzheimer hoic bi bénh liét trén nhan tién trién
(Progressive Supranuclear Palsy - PSP). Muc dich cta thir nghiém nay 13 x4c nhin
rang cac khang thé duoc lam gidng nhu ciia nguoi van giit kha ning lién két véi tau
duoc két tu trong md khi so v6i dang kham ciia HJ8.5. Cac fig nay thé hién c4c hinh
anh dai dién cua viéc nhudom no ngudi va ndo chudt b'fmg céc bién thé khac nhau cia
khang thé HJ8.5 dugc 1am gidng nhu ctia ngudi. Chudt nhit P301S & do tudi 4 va 9
thang tubi dwoc thir nghiém, va ci hai mdc thoi gian nay déu thé hién su két tu bénh
Iy ctia tau, trong d6 chudt nhit 9 thing tudi c6 bénh ly tau nhiéu hon chudt nhit 4
thang tudi. Di véi viéc nhudm nguodi, mau md nio tr mot d6i tuong bi PSP, va mau
md nio tir mot dbi twong bi AD dugc kiém tra. Fig. 7A minh hoa viéc nhuém b.%lng
HJ8.5 kham ddi v6i md AD tir chudt nhit va nguoi. Fig. 7B minh hoa viéc nhuém
bing khang thé dbi chimg 4m (IgG4 khong dic hiéu ctia nguoi). Cac Fig 7C-7H minh

hoa viéc nhudm biang sdu khang thé dugce lam giong nhu cia ngudi. Tat cd cac bien
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thé dwoc 1am giéng nhu ciia ngudi cia khéng thé HI8.5 ciia chudt déu lién két véi cac
khéi két tu tau dugc phét hién trong nio chudt nhit P301S ciing nhu céc khéi két tu
tau dugc phat hién trong mo nfo cua cac d6i tuong duoc chan doan bi bénh AD hoic
PSP.

Vidu5

Fig.8 thé hién cac epitop ctia HJ8.5 trong tau nguoi. Epitop dugc vé bidu db sir
dung céch hién thi qua nim men. Dbi v6i phuong phap nay, céc peptit khac nhau bao
trum trinh tw cta tau ngudi dugc biéu hién b%mg cach st dung ndm men. Lién két cua
khang thé HJ8.5 v6i ndm men trong moi trudng duge do béng phwong phap mién dich
huynh quang. Lién két véi ndm men, biéu hién cac bién thé cia tau ma gdm 34 axit
amin dau tién dugc quan sat, nhung khong lién két, néu nAm men chi biéu hién 32 axit
amin ddu tién cua tau. Didu nay goi ¥ ring epitop 13 nim trong 34 axit amin dau tién.
Ngoai ra, HJ8.5 lién két néu peptit chira c4c axit amin 27-135 nhung khong lién két
néu peptit kéo dai qua céc axit amin 30-135. Diéu ndy goi ¥ rng epitop chira cic axit
amin 16n hon axit amin 27. Dua trén dit liéu nay, epitop duogc chira trong trinh i 27-
34 cua tau nguoi (GYTMHQDQ) (SEQ ID NO:10). Fig.8 cling thé hién céc trinh tu
tau cua khi nau va chudt nhit va cic thay dbi axit amin so véi tau ngudi duge bdi mau
do.

Fig.9 thé hién su 14p ban db epitop dua trén peptit chi tiét hon d6i voi HIS.5 va
C2N-8EI2. Thu vién peptit ctia 15mer tuyén tinh kéo dai trinh tw day du ctia tau ngudi
(IN4R, 412 axit ami) dugc tao ra. Ngoai ra, cac phién ban alanin kép cta cac peptit
nay trong d6 céac axit amin 10 va 11 dugc thay d6i thanh alanin cling duoc tao ra. Dbi
véi thu vién alanin kép, cac alanin bat ky c6 trong tw nhién & vi tri 10 hodc 11 duoc
dot bién thanh glyxin. T4t ca cac peptit dugc chdm 1én bang peptit va sau d6 dugc
tham do bing HJ8.5 hoic CaN-8E12 va lign két dugc do. (Céc) epitop lién két tau clia
c4 hai khang thé dugc v& ban dd mot cach tin cdy bing cach sir dung cac bang peptit
ndy. Epitop lién két cia C:N-8E12 1a 2sDQGGYTs0 (SEQ ID NO: 9) va khép véi
epitop cia HI8.5 gdc clia chudt. Lién két cua HI8.5 va C,N-8E12 véi cac peptit tau
cuc ky dé ton thwong khi céc axit amin D, Q, Y, hodc T trong epitop duoc thay thé

bang alanin, didu ndy goi y ring chiing déng vai tro quyét dinh trong viéc lién két
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khang thé. Tuy nhién, néu hai glyxin trung tim trong epitop duogc thay thé bang alanin
thi lién két ciia cac khang thé véi cac peptit tau khong con cuc ky dé ton thuong nita
(PEP 2875811). Diéu nay c6 thé khong 14 dau hiéu chi bio rang cac axit amin nay
khong 12 quan trong dbi vé6i viée lién két ma thay vao d6 didu nay 1a do ban chit bao
tn cac su thé gifta cac axit amin Alanin va Glyxin. Epitop dugc vé ban 6 st dung
cac phuong phap chi tiét hon nay 1a hoi khic so véi epitotp dugce v& ban 6 st dung
cach hién thi qua nim men (FIG.8). Su khac biét ndy dugc cho 1a do su khéc biét vé
cac thr nghiém lién két, voi cac peptit 16n hon duoc str dung trén hé hién thi qua nim
men. Phuong phdp bang peptit 15mer dugc xem nhu 1a wu viét hon phuong phéap hién

thi qua ndm men.
Vidu6

Fig.10 minh hoa két qua lién két cua cac khang thé khang tau ngudi khac nhau
v6i tau nguoi hoac khi nau. Céac khang thé chudt khang tau ngudi HIS.5 va HIS.7 doc
theo bién thé duoc 1am giéng nhu cia ngudi VHI/VK?2 (con goi 1a C2N-8E12) dugc
thir nghiém. Fig.8 thé hién ring c6 sw khac biét axit amin duy nhét & vi tri 32 giita tau
ngudi va tau khi ndu, trong trinh tu epitop lién két theo sang ché GYTM(H/L)QDQ
(SEQ ID NO:57). Fig.8 thé hién ring c6 su khac biét axit amin duy nhét & vi tri 27
gifta tau ngudi va tau khi ndu, trong trinh tu epitop lién két theo sang ché
DQ(G/E)GYT (SEQ ID NO:58). Dé x4c dinh liéu su khac biét axit amin nay gitta hai
loai tau ¢4 tac dong dén kha ning lién két ciia cic khang thé HIS.5 / C:N-8E12 hay
khéng, tht nghiém dudi day duoc thuc hién. Lién két ciia C2N-8E12, HI8.5 (tién chét
ctia CoN-8E12 ciia chudt), va HI8.7 (khang thé chudt khang tau ngudi ma lién két véi
epitop cua tau trong d6 trinh tu axit amin cta ngudi va khi ndu dugce bao t6n 100%)
v6i tau ngudi va khi nau bang cach phu tau ngudi hoic khi nau & ndng d6 khac nhau
16n céc dia ELISA 96 15 dugc do. Két qua ching minh ring CoN-8E12 va HJ8.5 khong
lién k&t v6i tau khi nau trong khi ching thé hién lién két tich cuc véi tau ngudi. Nhu

mong doi, HI8.7 lién két véi ca tau ngudi va tau khi nau.
Vidu?7

Fig.11 thé hién lién két ctia khéng thé khang tau dugc lam gidng nhu ctia ngudi

v6i tau & CSF tir ngudi bi cac bénh ly tau khac nhau. Lién két ctia C2N-8E12 véi tau

-33-



33551

trén cac miu CSF tir cac ddi twong dugc chan doan bi cac bénh 1y tau khac nhau ciing
nhu tudi tac phit hop va céc dbi tuong ddi ching binh thudng, tré dwoc dnh gid. Thi
nghiém ELISA kep dugc sit dung d& chiing minh lién két cia C2N-8E12 véi tau trong
CSF ngudi tir cac déi twong bi AD, CBD, FTD, hoic PSP ciing nhu tudi tic phit hop
va cac dbi twong dbi ching tré/truong thanh. C;N-8E12 dugc st dung dudi dang khang
thé phu dé bt gift tau trong cdc miu CSF. Khang thé chudt don dong tau dugc biotinyl
hoa HJ8.7 dwoc sit dung 1am khang thé phat hién. Cac 16 duoc phi bang 1gG4 nguoi
dbi chimg téc dung nhu 13 di chimg 4m cho c4c thir nghiém nay. Khéc biét 16n vé tin
hiéu tir céc 18 duge phi C;N-8E12 so véi céc 18 duoce phi IgG4 dbi chimg duge thiy,
diéu nay ching minh lién két dic hiéu cia C,N-8E12 véi tau trong cac mau CSF ngudi.
Béng cach dua vao duong cong chuin (tau tai tb hop), c6 thé 14y duoc thong tin dinh

lwong trén ndng do tau trong cic mau CSF nay.
Vidu38

Thtr nghi€ém nay 1a thir nghiém pha 1 lidu don tang dan (single ascending dose:
SAD), ngau nhién héa, mu doi, d6i ching bing gia dugc, duge thuc hién trén tbi da
mudi (10) tAim. N6 duoc thiét ké dé danh gia d6 an toan, kha ning dung nap, kha ning
sinh mi2n dich, va duoc dong hoc (PK) cua viée dung lidu don CoN-8E12 va dé thiét

1ap MTD & duoc st dung trong cac thir nghiém cép lidu lip lai sau nay.

Muc dich thtr nht ctia thir nghiém nay 13 x4c dinh do an toan, kha nang dung
nap, kha ning sinh mién dich, va liéu dung nap dwoc t61 da (maximally tolerated dose:
MTD) ctia lidu don CoN-8E12 & cac dbi twong bi bénh PSP. Cac danh gid d6 an toan
sé bao gf‘)m xét nghiém thé chat va thin kinh, cdc thir nghiém do an toan 1im sang
trong phong thi nghiém, kha ning sinh mién dich, c4c sy kién bét loi, cac tin hiéu sdng

va xem xét cap thudc di kem.

Céc muc dich thtr hai 13 dé x4c dinh: Dugc dong hoc toan than lidu don gdm;
Ndng d6 huyét trong t6i da sau mot 1an truyén duy nhét; Dién tich du6i dudng cong
(Area under the curve: AUC) sau mot 1an truyén duy nhit; Thoi gian tai d6 ndng d6
t6i da sau khi truyén dat duoc; Thoi gian béan thai cubi cling cia C.N-8E12; Su phan
chia cua C2N-8E12 vao trong dich nio tiy (cerebrospinal fluid: CSF); va Su tiép hop

dich sinh hoc thong qua viéc do cac muc tau hoa tan trong mau va CSF ciing nhu ddnh
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gid sy ¢6 mit cua cac phuc hgp CoN-8E12-tau.

Thir nghiém nay duy tinh két nap 32 dbi tugng bi bénh PSP (24 d6i twong trong
nhénh diéu tri va 8 dbi twong trong nhanh gia duoc). Cac dbi tuong s& duge két nap
thanh 8 nhém mdi nhém gém 4 bénh nhan, véi mot bénh nhan trong mdi nhém duoe
nghu nhién hoa dé ding gia dugc va 3 bénh nhan d& d4nh gia hién tai lidu dung nap
duoc tdi da (MTD). Céc dbi twong bd sung cé thé duoc két nap néu xuit hién tinh doc
gi6i han liéu (dose limiting toxicity: DLT). Tuy nhién, khong lidu c6 thé duoc bd qua
trong quy trinh ting liéu.

Phuong phap danh gia lai lién tuc (continual reassessment method: CRM) d6i
v6i viée tang lidu s& duoc st dung nhu dugc md ta trong phan phac hoa théng ké. Mbd

hinh logistic s&€ dugc st dung dé xac dinh xac suat DLT theo lidu lugng.

CoN-8E12 s& duoc dua dén vi tri 14m sang dudi dang 1ong déng bing trong cac
chai sit dung mot 1dn duy nhét & ndng d6 danh nghia 12 20mg/mL. Mdi chai chta
300mg C;N-8E12 va phai dugc bao quan dong lanh & nhiét do tir -70°C dén -80°C.

Céc bénh nhan s& trai qua su sang loc dé d4nh gia liéu cac tiéu chuén nhan va
loai trir bénh nhan c6 dugc dap tng hay khong. Viéc sang loc cling s&€ bao gdm céc
danh gia v& mau va CSF, va MRI. Vo ngay dung lidu (Ngay 0), liéu don C;N-8E12
s& duoc dung qua dudng ding trong tinh mach va cac ddi tuong s& dugc giam sat chit
ch& & khoa 1am sang trong 24 gid sau khi ding liéu. Thir nghiém nay chita cac mau
méu d& danh gia do an toan va dugc dong hoc. Trong 3 ngay tiép theo, cling nhu mot
va hai tudn sau khi truyén, viéc xét nghiém 14m sang bd sung va ldy mau méu s& dién
ra. Viéc léy mAu CSF va MRI d6 an toan bd sung s& duoc thuc hién 4 ngay sau truyén.
Cac dbi tuong s& duoc theo ddi mdi 28 ngay, trong thoi gian khong dudi hai thang tir
ngdy ding liéu (vi du, ngay 56). Sau d6 cac phép do hang théng s& tiép tuc cho dén
khi xay ra true thoi han sy kién bit ky trong sb cac su kién sau: (i) C2N-8E12 khong
cOn phat hién dugc trong mau; (ii) Nguoi bao trg xdc dinh hoan thanh thir nghiém;

(iii) dbi tuong quyét dinh sém khéng tiép tuc tham gia vao thir nghiém.

Muc dich cta thir nghiém pha 1 bao gdm thiét 1dp MTD nhu dugc danh gia
bang cac phép danh gid do an toan bao gdm céc thit nghiém trén phong thi nghiém
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lam sang, cac xét nghiém thé chét va thin kinh, va su xuét hién cac su kién bét loi dé
xéc dinh khoang liéu dugc khuyén nghi dé danh gi4 trong thir nghiém pha 2/MAD tiép
theo. Viéc gan ngﬁu nhién cac dbi tuong va viéc dua vao nhanh gia dugc lam tranh sy
thién 1éch va ting kha ning ma ca yéu t nguy co di biét va chwa biét dugc phan bd
ddng déu giita cac nhom diéu tri.

Uy ban giam sat d6 an toan dit liéu (data safety monitoring committee: DSMC)
s& xem xét dit liéu dd an toan trén co sé nhitng viéc dang xay ra. Uy ban gidm sat do
an toan s€ bao gém td1 thiéu hai bac s§ doc lap, mdt nha sinh théng ké hoc, mot bac
s§ chuyén vé bénh PSP, va mot thanh vién khong bo phiu tir Ngudi bao trg. Néu déi
twong thir nghiém bét k¥ trai qua céc su kién bat loi nghiém trong (serious adverse
event: SAE), tt ca céc dit lidéu do an toan sin c6 d6i vé6i dbi tuong nay s& dwoc xem
xét k§ dé xac dinh lidu su kién nay c6 dap (mg quy dinh vé DLT hay khong, va liéu
MTD da dugc thiét 1ap hay chua. Néu MTD chua dugc thiét 1ap, va viéc két nap bénh
nhan tiép tuc, thi DSMC s& dua ra céac khuyén nghi cho Nguoi bao tro li€u cac hoat
dong tiép theo holic cac sira ddi phuong thiic bat ky c6 can thiét dé ddm bao do an toan
ctia cic bénh nhan dugc két nap sau d6. Nguoi bao tro s€ dua ra cac quyét dinh cubi
cung vé cac stra dbi bat ky dbi véi qua trinh thtr nghiém hodc su két thic so bd qua

trinh thir nghiém.

Tinh doc gi6i han liéu dugc dinh nghia 1a: (i) Sy kién bat loi cip 3 hoic cao
hon bit ky trén Céc tidu chudn ddc tinh chung thip khép v2 (Rheumatology Common
Toxicity Criteria v2) ma vi doc tinh giéi han lidu nay c6 kha ning hop 1y 1a C2N-8E12
gy ra su kién nay; (ii) Su kién bét loi cép 2 trong nhom td chirc hé céc tiéu chuin
thuat ngit chung vé céc su kién bét loi ciia NCI v4.0 (NCI's Common Terminology
Criteria for Adverse Events v4.0: CTCAE) vé hé than kinh va cac rdi loan tAm than
ma duoc xem 12 déng ké vé mit 1am sang va vi doc tinh giéi han lidu nay c6 kha ning
hop 1y 1a C2N-8E12 gay ra su kién nay; hodc (iii) c4c ddc tinh lién quan dén sy truyén
bt ky (vi du, phan img di ing / qué min) x4y ra trong qu4 trinh truyén C2N-8EI2 hoic
trong 24 gi¢ sau khi hoan thanh viéc truyén ma khong giai quyét nhanh chéng dugc

bang cach giam toc do truyén va/hodc cham séc tich cyec.

Ting liéu: Viéc phin cac do6i tugng vao cac nhém ding liu duge chi phdi boi
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cac quy tic sau: (1) Trong mdi nhém 4 bénh nhan, 1 bénh nhén s& duoc phan phéi vao
nhanh gia dugc; (2) thong tin doc tinh ddy dit 12 yéu cdu ddi véi it nhat 3 bénh nhan &
muc lidu trude khi ting lidu dén mirc liéu cao hon; (3) Gia s6 t6i da cua viée tang lidu
tir mot nhém dén nhém tiép theo 13 1 mirc lidu; va (4) ft nhat 12 dbi tugng (3 nhém)

s& dugc dung lieu ¢ mirc lieu MTD.

Trong mdi nhém 4 bénh nhén, cic bénh nhén s& duoc ding liéu lién tuc, voi
khoang thoi gian téi thiéu it nhét hai ngay gitta c4c 14n ding liéu lién tiép cho céc doi
tuong dé do thém kha ning dam bao an toan.

Nhém dau tién s& duge phan viao d;. Mo hinh théng ké s& dugc cip nhat sau
khi thong tin ddc tinh diy du 1a c6 s&n dbi v6i m&i nhém. Quy tic 1a mot nhom bd
sung c6 thé duoc két nap true khi thong tin dly du 14 c6 sin dbi véi tht ca cac dbi
tuong trén nhém gin nhét. Dt lidu doc tinh khong diy di duge cho phép déi véi khong
nhiéu hon 3 bénh nhén trude khi nhém tiép theo duoc két nap va duoc ngiu nhién héa.

Mbi nhém dén sau s& duge gan cho lidu ma dwogce uée dinh 13 MTD theo quy
dinh trén day. Trong trudng hop su tich ddn cham, mo hinh nay c6 thé dwoc cép nhat
khi mi bénh nhan két nap va mdi bénh nhan dén sau duoc ding lidu dén mic MTD

hién dugc wdce dinh.

Quan thé thir nghiém: Thir nghiém nay s& két nap céc d6i twong nam va nit bi

bénh liét trén nhan tién trién (PSP) c6 d6 tudi tir 50 dén 85 tudi.

Céc tiéu chudn nhan bénh nhan: D& nhan vao thir nghiém nay, mdi dbi tuong
phai sin sang va cé thé cung cap ban ung thuin cé hidu biét. Trude khi bat ddu phuong
thitc diéu tri, mdi d6i twong s& dugc x4c nhan rang ¢ thé cung cip ban ung thuin vé
phuong thic diéu tri ndy. Céc d6i tuong s& dugc moi tham gia vao thir nghiém, va sau
khi ky vao ban ung thuén c6 hiéu biét, cac quy trinh sang loc s& dién ra. Néu cac ddi
tuong khong hoan thanh céc tiéu chuin nhin bénh nhan hoic dap ung tiéu chuén bat
k¥ trong sb cac tiéu chun loai trir, cac dbi twong nay s& khong dugce két nap vao quy

trinh d4nh gia sang loc hodc quy trinh diéu tri.

MB&i d6i twong phai dap tng céc tiéu chudn sau d& duoc két nap vao thir nghiém

nay: Nam hodc ni; Tudi tir 50 dén 85 tudi; Péap tng céc tiéu chudn NINDS-SPSP chéc
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hén hodc kha di nhu duogc cai bién dbi véi céc thir nghiém 14m sang NNIPPS va AL-
108-231s, bao gbm: (d) liét chirc ning nhin xubng thing dimg trén nhén hoic tdc do di
chuyén mét dot ngdt giam, (ii) khong én dinh dang di hodc ngi trong vong 3 nim dau
c6 triéu chimg; MRI néo khi sang loc 13 phit hop v6i bénh PSP (< 4 diém vi xudt huyét,
va khong c6 su dot quy 16n hodc bénh Iy chit tring ning); Diém trén thang danh gia
bénh PSP 14 nim trong khoang tir 20 dén 50; C6 thé cung cip ban ung thuan c6 hidu
biét dé tham gia tai thoi diém ranh gidi hodc néu khong thé cung cip ban ung thuan
c6 hiéu biét thi c6 thé cung cép vin ban ddng y tham gia va c6 dai dién y té dugc uy
quyén ngudi niy cé thé cung cip ban ung thuin; Cé dbi tac thir nghiém, ngudi nay
thim bénh nhan it nhit 5 gid mot tudn, ngudi nay c6 thé ddng hanh véi bénh nhan
trong céc 1an thim khdm va tan thanh tham gia thir nghiém; Céc li€u phap khong thudc
linh vuc sinh hoc ddng thdi khéc dugc cho phép nhung lidu phai én dinh trong it nhit
30 ngay trude khi két nap; C6 thé di bd 5 bude véi su tro gitp tdi thiéu (6n dinh mot
tay hodc st dung gay/khung tdp di); Dung thudc én dinh @ diéu tri ching bénh
Parkinson trong it nhat 2 thang trudc khi sang loc; bao gém, levodopa, chit chu van
dopamin, rasagalin, cac chit (rc ché COMT, amantadin, memantin hodic céc chét tc
ché cholinesteraza; Pdng ¥ t6i 3 14n choc do tuy séng trong thoi gian 4 dén 18 thang,
t6i 6 14n choc do tiry séng néu ddi tuong s& tham gia ca thir nghiém pha I/SAD va thir
nghiém pha 2/MAD; Vin ban ung thuan c¢6 hiéu biét duoc ky va ghi r6 ngay thu dugc
tir d6i trong; Pong ¥ st dung céc phuong phap tranh thai duge quy dinh trong phwong

thirc (xem dudi day).

Céc d6i tuong ma déap g tiéu chudn bét k¥ trong sé céc tiéu chuin dudi day
s& bi loai trir ra khoi thir nghiém: Céc ddu hiéu vé r6i loan than kinh tién trién ma dép
mg t6t hon céc tiéu chuin dbi véi céc loai rdi loan than kinh ngoai bénh PSP, bao
gdm: (a) dap Ung céc tiéu chudn ddi véi bénh Alzheimer kha di hodc (b) dap tmg cac
tiéu chudn nghién ctru d6i véi ching sa sut tri tué Parkinson véi céc thé Lewy, teo da
hé théng (multiple system atrophy: MSA), hoic bénh xo cimg cot bén teo co
(amyotropic lateral sclerosis: ALS); Bénh ac tinh bét ky (ngoai bénh caxinom té bao
day khong di cédn cua da) trong vong 5 nam tinh tr khi sang loc; loan ndng gan hoac

than dang ké vé mit 1am sang tai thoi diém sang loc dwa trén d4nh gia chuyén mén
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ctia Nguoi diéu tra nghién ctru; C6 sy ¢b tim mach dang k& v& mat 1am sang trong
vong ba thang trudc khi di vao thit nghi€ém, dya trén danh gia chuyén mon ctia Nguoi
diéu tra nghién ctru; Cac két qua thir nghiém huyét hoc hodic héa hoc trong phong thi
nghiém bat thudng dang ké v& mit 1am sang trong qua trinh sang loc, dua trén danh
gia chuyén mon ctia Nguoi diéu tra nghién ctru; D4 nhan liéu phap khang thé don dong
bét ky trude d6 vi Iy do bat ky trong vong 90 ngay cudi cting hodc nhén thube dang
thir nghiém bét ky khéc trong vong 30 ngay trude d6 hodc trong vong 5 chu ky ban
thai (tuy theo cai nao dai hon). Viéc dung C2N-8E12 trude khong ap dung cho céc tiéu
chuén loai trir nay va, do d6, khong 1am mét tu cich cua dbi twong tham gia vao thir
nghiém pha 2/MAD; Hién dang trong liéu phap diéu bién mién dich hodc liéu phap
sinh hoc bét ky khéc; Khoang thoi gian bi bénh 1a trén 5 nam tir khi khai phat triéu
chimg; Thé tich ndo gifta > 8.600 mm3 khi quét MRI sang loc; Cac dbi trong ma cu
tri & co so didu dudng chuyén nghiép hodc & co s& chim séc bénh sa sut tri tug; Co
d4u hidu rd rang vé bénh than kinh vin dong khi xét nghiém, phii hop véi bénh Iy ALS
(du hiéu nay d4 dugc mb ta trong cic chit mang COORF72 véi bai thuyét trinh CBS);
Chén doén céc r6i loan thin kinh hoc tAm than d4ng ké khong lién quan bit ky khac
ma c6 thé gy ra cac suy giam nhén thirc (vi dy, rdi loan co gidt hoat dong, dot quy, sa
stit tri tué lién quan dén mach mau), dya trén danh gia chuyén mon cua Ngudi didu tra
nghién ctru; Chimg trdm cam ning khong dwoc didu tri tai thoi didm danh gid ranh
gi6i ban dau, dua trén danh gi4 14m sang va din dén GDS; Tién su bi bénh tAm thin
ning khéc; Tién st bat ky trude ddy da ¢ géng tu tir; Suy giam nhan thirc ning nhu
dugc dénh gid bing MMSE (<17) ma theo ¥ kién ctia Nguoi diéu tra nghién ciru s&
khong thé thu thap dugc sb liéu vé hidu qua cta thude; Khong thé tham gia vao phuong
thirc danh gi4; Cac chi sb bat thuong, dang ké néi chung tir cdc mau mau dugce 1y tai
thoi diém sang loc ma s& giy ra nguy co vé& do an toan hodc can thiép vao viéc hiu
dit liéu thir nghiém mat cach thich hop; Tién st hién tai hodc gin ddy (trong vong bbén
tudn trude khi sang loc) bi nhiém khuén, nim hozc vi khuén hinh que dang k& v& mit
1am sang; Khong thé chiu dugc viée quét MRI tai thoi diém sang loc hodc chéng chi
dinh bit ky khic dbi v6i MRI; Chéng chi dinh bét ky dbi v6i hodc khong thé chiu
dugc viéc choc do tuy séng tai thoi diém sang loc, bao gém viéc st dung cac thude

chéng dong nhw warfarin. Viéc ding hang ngay 81mg aspirin hodc thubc chéng dong
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tuong tw s& dugc phép mién 13 liéu dung phai n dinh trong 30 ngay trudce khi sang
loc; Céc d6i twong ma, theo ¥ kién ctia Ngudi didu tra nghién ciru, khong thé hoic
khong c6 kha ning tudn theo lich trinh dung lidu hoic céc danh gid thir nghiém; Viée
tham gia vao thir nghiém 1am sang can thiép trong vong 3 thang tinh tir khi sang loc;
Diéu tri bing thudc dang thir nghiém khac trong vong 30 ngay tinh tir khi sang loc;
Thoi gian QTcF ton tai trude bit ky vuot qua 450 ms; Ddi twong 1a nguodi lao dong
hodc thanh vién trong gia dinh ctia Ngudi bao trg hodc nhan vién vi tri diéu tra nghién

ctiru hodc cac thanh vién trong gia dinh cta ho.

Céc dbi twong phai ddng v st dung (va/hoic khién ddi tic cua ho st dung) céc
phuong phap tranh thai chip nhan dugc bét ddu tir 1an tham khim & thoi didm ranh
gi6i xuyén sudt qua trinh thir nghiém va cho dén 56 ngay sau liéu thudc thir nghiém
cudi ciing trong khéa diu tri cudi cing. Cac phwong phép tranh thai chip nhin dugc

duoc liét ké dudi day.

Thude thir nghiém: Thir nghiém pha 1/SAD s& st dung C>N-8E12 tir DP Lot #
1018775 - vat liéu tir Ngan hang té bao nghién ctru (Research Cell Bank: RCB) hién
dang dugc st dung trong chwong trinh tiép can m& rong IND 119404. N6 duge phdi
ché trong dung dich dém axetat 25mM & do pH béng 5,5, va n6 duoc cung cip & néng
d6 20 mg/mL. Gia duge: Gia duoc duoc phéi ché gidng nhu C;N-8E12 nhung khong
c6 thude thir nghiém hoat tinh.

Co so dung liéu hop 1y: Lidu ban ddu duoc khuyén nghi t6i da (maximum
recommended starting dose: MRSD) dugc tinh str dung Huéng dan ctia Cuc quan ly
duge phdm va thuc phdm (Food and Drug Administration: FDA) cho viée "Uéc dinh
liéu ban du an toan trong cac thir nghiém 1dm sang dé tri lidu cho céc tinh nguyén
vién truéng thanh khée manh" trong cong nghiép. Theo hudng din nay, dbi véi cac
protein tri liéu dang thir nghiém vai trong lugng phéan tir > 100.000 Dalton ma duogc
dung trong tinh mach, MRSD nén duogc wéc dinh bang cach chuin héa qua céc loai
thay vi qua théng qua viéc xac dinh theo ty 18 dién tich bé mit co thé. Dwa trén mirc
hiéu qua khong thdy (No Observed Effect Level: NOEL) quan sat dugc dbi véi lidu
250 mg/kg trong thir nghiém ddc td trén chudt, hé sb an toan chuén 1 10 s& han ché

muc liéu dén 25 mg/kg.
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Liéu ban dau dbi véi thir nghiém pha 1/SAD s& 1a 2,5 mg/kg dung trong tinh
mach. Lidu ban ddu niy 13 nho hon 10 14n so véi lidu ban du duoc phép téi da dua
trén thir nghiém doc hoc trén chudt nhat 4 tuan tudi va nhé hon 6 14n so véi lidu tdi da
hién tai (15 mg/kg) duoc ding trong chuong trinh tiép cin md rong va trong cic
phuong thiic diéu tri cho ngudi sit dung vi tinh thuong lién quan dén CN-8E12 (xem
Sach gi6i thidu ctia Ngudi diéu tra nghién ctiu).

Dua trén s liéu duoc dong hoc huyét tuong so cip tir thir nghiém trén mot
bénh nhén, c6 thé wdc dinh phin trim tau trong CSF ma duoc lién két boi C.N-8E12
& céc thoi diém khac nhau sau khi ding liéu 2,5 mg/kg C2N-8EI2. Déi véi phép tinh
ndy, gia dinh ring ndng d6 khang thé dwoc lam giéng nhu cta ngudi trong CSF 1a
0,1% so v6i ndng d6 khang thé dugc 1am gidng nhw ciia ngudi trong huyét tuong va
ndng do tau trong CSF 13 500 pg/mL. Dua trén cac gia dinh nay, lidu 2,5 mg/kg s& dan
dén ndng d6 C:N-8E12 trong CSF trong thdng diu tién cao hon tir 3 dén 40 14n so véi
ndng dd mol cuia tau trong CSF. Dua trén Kp ctia C2N8E12, lidu 2,5 mg/kg s& din dén
3 dén 26% tau trong CSF duoc lién két boi khang thé. Viéc md hinh hoa twong tw da
dugc thuc hién trén céc s6 lidu duge dong hoc tu lidu cao nhét dugc dung cho nguoi
cho dén nay (15 mg/kg) va duoc ude dinh ring mirc do lién két tau trung binh trong
thoi gian 28 ngay 14 khoang 50% (lién két t6i da 72%, t6i thidu 40%). Ciing s& c6
lwong 16n tau ngoai bao ¢6 mit trong ndo ma khong thé tiép cp théng qua khoang
CSF, nhung khang thé s& c¢6 thé lién két véi cac tau ndy. Do d6, viéc ting lidu s& tién
dén 25 mg/kg d& danh gia d6 an toan cta liéu ma c6 thé s& din dén sy tiép hop dich

dang ké trong nio.

Trir khi dugc phé chudn bsi Nguoi diéu tra nghién ctru, trong thoi gian diéu tri,
d6i tuong thir nghiém s& khong dugc nhén: Liéu phap sinh hoc hoic diéu bién mién
dich bét ky khac; Thude dang thir nghiém bét ky khac; Warfarin; Thuc chéng déng
bat ky (ngoai aspirin liu hang ngay 81mg) dé phong trudng hop ma su chim dit tam

thoi viée diéu tri d6 trude khi 14y mAu CSF s& gdy ra mbi nguy vé y hoc.

Ban ung thuan c6 hi€u biet: Sau khi cung cap ban ung thudn cé hi€u biet, moi
doi tuong s€ trai qua cac danh giad sang loc dé tai xac nhédn rang cédc ti€u chuan nhan

bénh nhan c6 thé dugc dap Umg, va khong c6 cac chong chi dinh doi véi viée nhén su
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diéu tri theo phwong thirc nay. Cu thé 13, mdi déi tuong s& dwoc danh gié tai thoi diém
sang loc bang cic xét nghiém 1am sang va thin kinh dé x4c nhén 151 chin doan. Viéc
sang loc nhén thitc ngén gon véi thang dénh gi4 bénh PSP va thang bénh trdim cam
bing cudc phong van s& duge thuc hién va lich st ding thudc/duge phdm va tién st
bénh 1y ddy du s& dugc thu nhan. Néu dbi tuong dép tng tit ca cac tiéu chudn nhan
bénh nhan va khong c6 céc tiéu chudn loai trir thi qué trinh nghién ctru thir nghiém s&
dugc tién hanh. Viéc tham kham sang loc dién ra tir 28 ngay dén 7 ngay trude 1an tham
khédm & thoi diém ranh gidi / Ngay 0.

Céc d4nh gia duoc dong hoc: Cac mau s& dugc thu gom dé phan tich duoc dong

hoc & céc thoi diém khéc nhau duge mo ta trong bang 3 dudi day.

Béang 3
.3 15 Sau
Litu |6t | 3giv | 6gio | 12gi0 | 24git |48 giv | 168 | 336 | 2
s0 bo ) gio gio ngay 58
X X X X X X X X X X (@)

(*) Néu viéc ket thuc sém dién ra, mau mau cuoi cung s& dwgc thu nhan tai 1an

Thim kham két thiic sém d& d4nh gia dwoc dong hoc cudi cling;
(#) Trong vong 15 phut ké tir khi hoan thanh viéc truyén;

(@) Sau ngay 28, cdc miu dugc dong hoc s& duoc 14y mdi 28 ngay cho dén
thoi diém xay ra su kién tuy theo sy kién nao Xuét hién sém hon trong s6 cac su kién

dud6i day: (i) két thic thir nghiém; (ii) khong phat hién duoc miic C,N-8EI2 trong mau.

Céc danh gia su kién bét loi: Panh gid dg an toan dudi day s€ dugc thuc hién
dé giam sat cac sy kién bét loi: Cac dau hiéu sdng (huyét 4p, nhip tim, nhiét do, nhip
th, SPO2); xét nghiém than kinh diy du, gdm danh gi4 nhén thirc (cic phép thir tinh
trang tAm than); cac phép thit trong phong thi nghiém: (1) Bang huyét hoc: dém té bao
méu tdng s6 (complete blood count: CBC) véi sb tiéu ciu, hematocrit, va hemoglobin
(Hb) khac nhau; (2) Bang hoéa hoc: cac chét dién phan huyét thanh, glucoza, axit uric,
nito ure mau (blood urea nitrogen: BUN), creatinin, protein téng, albumin, bilirubin
(tng, truc tiép va gian tiép), phosphataza kiém, lactat dehydrogenaza (LDH), cac
enzym trong gan (AST, ALT va GGT), sit, bang cholesterol, CPK, amylaza, va lipaza;
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(3) Bang dong mau: Thoi gian Prothrombin (Prothrombin Time: PT), INR, va Thoi
gian Thromboplastin mot phan (Partial Thromboplastin Time: PTT); Phan tich nuéc
tiéu, bao gdm cac phép do Hb, WBC, va luong protein; theo ddi lién tuc - ECG (dién
tam dd: Electrocardiogram) hoic ECG 12 chuyén dao; chup ndo MRI, gdm chudi xung
héa tin hiéu c4c dich (fluid attenuated inversion recovery: FLAIR); I4y miu CSF cing

v6i vide do sb céc té bao (WBC va RBC), protein tdng va glucoza.

Xéc dinh C2N-8E12 trong huyét tuong va CSF ctia ngudi: Céc thir nghiém
ELISA kep di duoc phat trién dé do ndng d6 cia C2N-8E12 trong huyét twong va
CSF. Charles River Laboratories d4 phé chudn cac thir nghiém nay dé st dung trong

trong nhiéu chit nén khéc nhau (Xem Béng 4).

Béang 4
Thir nghiém CRL # Tiéu dé thir nghiém
20056682 Phé chuan phuong phap thir nghiém hap thu mién dich lién két
D4 hoan thanh enzym (ELISA) dé x4c dinh C;N-8E12 trong huyét twong cua
ngudi (K2EDTA)
20057088 Phé chuan phuong phap thir nghiém hap thu mién dich lién két
Pang tién hanh enzym (ELISA) dé xac dinh C;N-8E12 trong dich ndo tiy cila
nguol

Xac dinh cac khang thé khang C2N-8E12 trong huyét tuong ctia ngudi: Céc
mAu mau s& dugc thu gom dé danh gia sy phat trién khang thé khang thude (anti-drug
antibody: ADA) truéc khi diing liéu dau tién va vao ngay 14 va 28 sau khi ding thudc.
Phép do cudi cting s& din ra & thoi diém két thiic. Thir nghiém ELISA kep dua trén
ECL da dugc phét trién dé do su c6 mit cua cic khang thé khang CoN-8E12 trong
huyét tuong (ADA). Charles River Laboratories d4 phé chuin thir nghiém nay dé phat
hién dap ing ADA trong huyét tuong ciia ngudi (Xem Bang 5).

Bang 5
Thir nghiém CRL # Tiéu dé thir nghiém
20056682 Phé chuan phuong phap thir nghiém dién héa quang dinh tinh
b4 hoan thanh (Qualitative Electrochemiluminescent (ECL) Assay) dé phat

hién cac khang thé khang C;N-8E12 trong huyét twong cua
ngudi (K2EDTA)
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Céc danh gia 1am sang va chirc ning gdm Thang dénh gia kha ning tu sat -
Colombia (Colombia-Suicide Severity Rating Scale: C-SSRS): Nhu 14 théng sé do an
toan, Thang d4nh gi4 kha ning tu sat - Columbia (C-SSRS) d6i véi ¥ tudng t sat s&
dugc sit dung (Posner et al. 2011). Thang danh gia trim cam & ngudi cao tudi
(Geriatric Depression Scale: GDS): Tuong tur véi C-SSRS, thang danh gia trAm cam
& ngudi cao tudi (GDS) s& dwoc str dung dé danh gia tim trang chung trong sudt qua
trinh thir nghiém. Thang d4nh gi4 trAm cam & ngudi cao tudi (GDS) 14 phép danh gia
tw bdo céo 30 muc dugc sir dung dé nhan dién su trAm cam & nguoi cao tudi (Yesavage
etal. 1983). Thang danh gia PSP: Thang danh gia PSP (PSP Rating Scale: PSPRS) s&
dwoc sir dung tai thoi diém sang loc dé nhan bénh nhan cling nhu tai thoi diém ranh
gi6i va khi két thiic qua trinh thir nghiém dé danh gi4 cac thay doi vé thang d4nh gi4
theo thoi gian (Golbe and Ohman-Strickland 2007). Cac cam nhan téng thé 14m sang
(Clinical Global Impression): Ty 1¢ thay d6i cic cam nhan téng thé 14m sang (Clinical
Global Impressions rate of change: CGIc) va thang danh gia do ning cam nhén tong
thé 1am sang (Clinical Global Impression severity: CGIs) s& duoc st dung dé danh gia
d6 ning clia cac triéu ching. Hoat dong séng hang ngay ciia Schwab va England
(Schwab and England Activities of Daily Living): Thang hoat dong sdng hang ngay
cua Schwab va England (Schwab and England Activities of Daily Living: SEADL) s&
duoc sir dung nhu 1a phuong tién dé danh gia kha ndng cua d6i tuong thuc hién duogc
céac hoat dong hang ngay (Schwab and England 1969). Panh gi4 sa sut tri tué trén 1am
sang bang phuong phép téng sé hop ddi voi bénh Sa sut tri tué thuy tran thai duong
(Clinical Dementia Rating Sum of Boxes Frontotemporal Lobe Dementia: CDR-SB-
FTL): Pénh gi4 sa sut tri tué trén 1am sang bing phuong phép tdng sb hop dbi vei
bénh Sa sut trf tué thity tran thai duong (CDR-SB-FTLD) 14 phién ban ctia phép kiém
tra d4nh gia nhan thitc CDR-SB ma gdm d4nh gia vé hanh vi, cach tmg xir, nhén cach,
va ngdn nglt (Knopman et al. 2008). Thang d4nh gi4 tim than t5i thidu (Mini Mental
State Examination: MMSE): Thang d4nh gia tAm than t8i thidu (MMSE) 14 bd c4u hoi
d4ng tin ciy gdm 30 cAu ma do sy suy giam nhéan thtrc (Folstein, Folstein, and McHugh
1975).

Dich nio tiy (Cerebrospinal fluid: CSF): CSF s& duoc 14y tir khoang gitt L.3-4
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bang cach choc do tiy séng. Néu viéc 14y miu CSF 1a khong thanh cong thi viéc choc
do tity sdng theo huéng din CT/flo ¢6 thé duoc sit dung theo su quyét dinh ctia nhan
vién tai vi tri [dm sang cuc by nhu theo phwong thirc cuc bd. Céac sb litu phong thi
nghi¢m vé d an toan dbi véi CSF s& duoc phén tich cuc bd tai vi tri 1dm sang kha
dung sau mdi 1an choc do tuy séng/thu thap CSF. Cac sb liéu nay bao gdm: s t biao
(WBC va RBC), protein tong va glucoza. Céc s6 liéu CSF khéc (vi du, ndng d6 C2N-
8E12, muc tiép hop dich va céc d4u hiéu sinh hoc khai thac khac) s& duoc phan tich
bang phong thi nghiém kha dung dugc chi dinh.

Chup: Ddi tugng ciing s& duoc quét MRI duong ranh gidi véi viée chup céu
tric, FLAIR, chup cong huong tir khuéch tan va chup cong huong tir xung nhay. Cac
phuong phap phan tich chup sau khi diing liu s& duoc thuc hién theo Lich trinh su
kién.

Phan tich hé gen dugc 1y khai thdc: MAu méu s& dwoc thu thip dé chiét ADN
tai thoi diém ranh gidi. T4t ca cc c4 nhan s& trai qua budc phan tich trinh tw MAPT
haplotype m& rong dé x4c dinh tinh trang chit mang HI(A-D) va H2. ADN s& dugc
chiét tir cdc mau va ADN duoc dua vao nhan hé gen dugc ly dugc chi dinh cho nghién
ciru nay.

Céc dbi twong s& duge két nap vao thir nghiém nay cho dén khi xay ra trude
thoi han su kién bat ky trong s cac sy kién sau: (i) ho hoan thanh viéc tham gia cua
ho va toan bo Lich trinh sy kién; (i) ho hosc Ngudi diéu tra nghién ctru quyét dinh
két thiic sw tham gia cta ho; hodc (iii) d6i twong kha dung bi DLT bét ky hodc SAE
bat ky ma Ngudi diéu tra nghién ciru cho ring phai loai bo viéc tham gia thém vao thir
nghiém nay va loai tinh c¢é du tu cach tham gia vao thir nghiém pha 2/MAD sau do.
Ngoai ra, tity theo quyét dinh ctia Nguoi diéu tra nghién ctru, céc dbi tuong ma ngirng
d4p g tiéu chuan nhan bénh nhan, hoic dap tng mot hoic nhiéu tiéu chuin loai trix
trong qua trinh thir nghiém, c6 thé dugc xac dinh 1 khong du tu cach dé tiép tuc tham
gia vao thir nghiém hodc tham gia tiép vio thir nghiém pha 2/MAD.
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YEU CAUBAO HQ
1. Khang thé khang tau don dong dugc phan 1ap chita chudi nhe chtta trinh tu axit amin
SEQ ID NO: 2, va chudi ning chira trinh tw axit amin SEQ ID NO: 5.

2. Khang thé theo diém 1, trong d6 khang thé nay 14 khang thé IgG4 duoc lam gidng

nhu ctia nguoi ¢6 su dot bién én dinh héa viing ban 1& S241P.

3. Khang thé khang tau don dong duoc phan 14p chira chudi nhe chita trinh ty axit amin
SEQ ID NO: 18, va chudi ning chira trinh tw axit amin SEQ ID NO: 13.
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(p:ON aI 0ds) (2T1)
(€:0N aI 0ds) (1T)

| ) K

ado3T3juy TOQ eI enp oonp bunyy © Top Ayl 28D VYV

013 Qq yutp uw>sv puna  :¥Ad

Tonbu eno nyu HuQTH wel OONp SYU TQNYD UIY TQP Aeyx buna iyl ngtd TIA

Tonbu end nyu HuQTH wel oOnNp Hugu TONUD UPII TQD Aeyy buna tyl natg CHA

weyu web TeOT NI Yyutxl Tyl ngtd Hain

K nep
(8:0N QI 0dS)

(zT) dIASAOMISYSSAIALIODOMAAEMNIOAX IVIAAVITSNROTATISNGSAQYST LAYOMASTAXHIVANASHTI IOVANITOMOdVOUAMNAMANS ALADSAADSTITSODIOATOODSHATOAT  VHA
(L:ON QI 0dS)

(0T) dASADMISYSSALALIOOOMAQEMNIOAA IVIATVITSNHOTAASNYSAQYS I LAYDNASTAXHIVANASHTIIOVAMTTONOAVOIAMNAMANSALIDSAADSTHTSODJOATODDSIAADAE  EHA
(9:0N dI 03S)

(L) IASADAISYSSALALIODOMAQEMNIOAXIDIATVITISNHOTAASSYSAQYS I LIYOMASAAAHIVANASHTIIOYAMITONDIVOUAMNAMANSALIDSAADSTITSDODAOATOODSAANIAT  CHA
(G:ON dI 0Js)

(p) AASAOMISYSSAIALIOOOMAQIMNIOAAIDSATVIINNAOTAASSMSAQYS I LAYOMASHIAHIVANASI T IOYANTTOMOdYOUAMNAMANSALADSAADS TANSODIOATIDOSHAMIAT  THA
(ZT:ON QI 0dS)

AASAOMISYSSALTLIOOOMAAIMNI AR IDSATTITNNHOTAAS SYSAAYS I LAYONASIHXHIVANASITIIOVANITON I SOUAMNAMANSALIDSAADS TIHSODAOATOODSHANIAT  HAN

£3as 2¥an Tdas

Bugu Tonud

MIITIIO094LTd TAMSHHOAAIVAAIIOTSSITTIIAIOSOSOSAISIADSTTNSYAN I TTNdd0DdNO0AMHI ASXISISASOSYIOS T LTI ADTSAVISAISOINAIA  FMA

MIATMIO094 I Td IAMSHHOAXIVAAEJOTSS IITIAAIOSOSOSAUSAADSAINSVANI TINIAOOIMOOAMHIASXAYSISASOSYEOSILYIADTSAVTISAdSOLTAIA €A

(z:ON dI DFS) (L) MIATMIO0OAITdIEAMSHHOXALVAQIAATIHINIIIAIOSOSOSAMSIADSTTINSYANITTNAJOOANO0AMHIXSAYSISASOSVIOSIIVIADTSAYISAdSOLTAIA  T3A

(T:ON aI B3S) (9) NMIETMIOOOIITdIEMSHHOXAIVIAIIITIHINIIAALOSOSOSAUSIADSTTINSYANITIMAJ0OdMO0AMHIASAMSISASOSVIOSIIVIEDTSAVISAdSOLTAIA  TMA

(IT:ON 4I 0dS) MTIITMIOVOAITdIZMSHHOAXIVYAEIITAHINTLIALOSOSOSAIVINDSTINSYAMITTNAd0DINO0AMHIASXESLSASOSYIOSIIVIODTSAVISYASOLTAIA  TANR

€4an 24dan T4as
J—

Squ ronyd

NzO doub oonmp A buna N3 Yutag

10p UQIq SuUnA M) YULLY,
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Céc trinh ty axit amin diy di ciia cic bién thé chudi ning va chudi nhe C:N
Cic bién thé chudi niing 3 dwoc ghép
gVHI1 Theo Iy thuyét pl/Mw: 6,80 / 48822,90

EVKVVESGGGLVQPGGSMKLSCVVSGFTFSNYWVNWVRQAPGKGLEWVAQIRLKSDNYATHYEESVKGRFTISRD
DSKSSVYLOMNNLRAEDSGIYYCTNWEDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPE
PVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCP
APEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENSTYRVVSV
LTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

(SEQ ID NO:13)

FIG. 2A

Céc trinh tw axit amin ddy di ciia cic bién thé chudi ning va chudi nhe C:N
Cic bién thé chudi ning da dwoc ghép
gVH2 Theo ly thuyét pl/Mw: 6,80/48791,87

EVKVVESGGGLVQPGGSLKLSCVVSGFTEFSNYWVNWVROAPGKGLEWVAQIRLKSDNYATHYEESVKGRFTISRD
DSKSSVYLOMNSLRAEDTGIYYCTNWEDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPE
PVITVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCP
APEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSV
LTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

(SEQ ID NO:14)

FIG. 2B

Cic trinh ty axit amin diy di ciia cic bién thé chudi ning va chudi nhe C:N
Cic bién thé chudi ning di dwoc ghép
gVH3 Theo Iy thuyét pi/Mw: 6,51 /48832,88

EVQVVESGGGLVQPGGSLKLSCVVSGFTFSNYWVNWVRQAPGKGLEWVAQIRLKSDNYATHYEESVKGRFTISRD
DSKNSVYLQMNSLRAEDTAIYYCTNWEDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCP
APEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSV
LTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

(SEQ ID NO:15)

FIG. 2C

Céc trinh ty axit amin diy di ciia cac bién thé chudi ning va chudi nhe C:N

Cic bién thé chudi ning di dwoc ghép

gVH4 Theo Iy thuyét p/Mw: 6,51 /48860,93
EVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCVVSGFTFSNYWVNWVROAPGKGLEWVAQTIRLKSDNYATHYEESVKGRFTISRD
DSKNSLYLOMNSLRAEDTAIYYCTNWEDYWGQOGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCP
APEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSV
LTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE

WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK
(SEQ ID NO:16)

FIG. 2D
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Cic trinh ty axit amin ddy dii ciia cac bién thé chudi ning va chudi nhe C:N
Cic bién thé chudi nhe 33 dwoc ghép
gVL1 Theo Iy thuyét pl/Mw: 6,08 /24100,81

DIVLTQSPDSLAVSLGERATISCRASQSVSTSRYSYIHWYQQOKPGOPPKLLIKYASNLESGVPSRFSGSGSGTDFTL
NIHPLEEEDFATYYCHHSWEIPLTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAKVQWKV

DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC  (SEQ ID
NO:17)

FIG. 2E

Cic trinh ty axit amin diy dii ciia cac bién thé chudi ning va chudi nhe C:N
Cic bién thé chudi nhe d3 dwoc ghép
gVL2 Theo ly thuyét pl/Mw: 6,33 / 24068,81

DIVLTQSPDSLAVSLGERATISCRASQSVSTSRYSYIHWYQQOKPGQPPKLLIKYASNLESGVPSRFSGSGSGTDFTL
NIHPLEPEDFATYYCHHSWEIPLTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVQWKV

DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC  (SEQ ID
NO:18)

FIG. 2F

Cac trinh ty axit amin d%y dii ciia cac bién thé chudi ning va chudi nhe CoN
Cic bién thé chudi nhe di dwoc ghép
gVL3 Theo ly thuyét pU/Mw: 6,57 / 23994,72

DIVLTQSPDSLAVSLGERATISCRASQSVSTSRYSYIHWYQQOKPGQPPKLLIKYASNLESGVPSRFSGSGSGTDFTL
TISSLOPEDFATYYCHHSWEIPLTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKV
DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC  (SEQ ID
NO:19)

FIG. 2G

Cic trinh tw axit amin diy dii ciia cac bién thé chudi ning va chudi nhe C2N
Cic bién thé chudi nhe di dwoc ghép
gVL4 Theo Iy thuyét p/Mw: 6.57 / 24012.76

DIVMTQSPDSLAVSLGERATISCRASQSVSTSRYSYIHWYQQKPGOQPPKLLIKYASNLESGVPSRFSGSGSGTDFTL
TISSLOQPEDFATYYCHHSWEIPLTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVQWKV
DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID
NO:20)

FIG. 2H
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Dir liéu biéu hién tam thi tir cac bién thé dwoc 1am gidng nhw cla ngudi

Bién thé dwoc | Biéu hién tam thoi Biéu hién tam thoi

Ei‘?; gsggiﬂm Wong 1 {ugiml] Véng 2 {ug/ml}

VHI/VK] 90

VHI/VK2 13,4 13,1

VHI/VK] 222 20,2
VHI/VK4 124

VH2/VK I 6,9

VH2/VK2 11,3 6,2
VHZ/VK3 13,7 13,8
VH2/VK4 93

VH3/VKI] 7.3

VH3/VK2 12,0 8,1
VHIVES 15,2 15,9
VH3/VK4 6,4

YH4/VK3 3,6

FIG. 3
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Thir nghiém hiéu lyc

i IC50 {so v&i thé kham)
Khang thé
C2N chay lAn :C2N chay lAn 2| Bén ngoai
Thé kham 1,00 1,00 1,00
VHI/VKI 149 1,11 0,84
VHI/VK2 1,34 0,91 0,78
VHI/VK3.1 1,58 0,82 0,79
VHI/VK32 1,93 1,67 1,02
VHI/VKA 2.05 1,02 141
VH2VK] 1,43 1,02 1,02
VHVK2 1,37 0,85 112 |
VH2/VK3 117 0,97 0,94
VH2/VK4 1,36 103 1,37
VHIVK] 1,16 1,42 1,04
VH3/VK2 0,81 1,28 0,94
VH3/VK] 0,84 1,34 0,93
VH3/VK4 0,89 1,22 1,51
VH4/VK] 1,79 19 1,31
HRS 0,73 0,99 1,07
FIG. 4
Pong ke lién két clia khang thé déi voi tau ngwdi
Bién thé . . C .
S%i; tam Hang s0 ket hop Hang sé phan ly Ailyc
clia ngudi Kq (1/Ms) K (1/3) Kp (M)
Thé kham 7,21E+05 1,43E-03 1,99E-08
VHI/VK2 3,02E+05 6,2F1E-04 2,06E-09 |
VHI/VK4 2,87TE+05 5,09E-04 2 BOE-09
VHVK3 2,73E+05 6,08E-04 2,23E-00
VH2/VKA 2,80E+05 | 5,03E-04 2,13E-09
VH3/VK3 2, 76E+05 5,15E-04 1,88E-09
VI3/VKA 2.85E+05 5,07E-04 1,92E-09

FIG. &
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Ban dd epitope clia C2N-8E12 va HJ8.5

Khang thé

Epitop 16i

HJ8.5 and C:N-8E12

2DQGGYT; (SEQ ID NO:9)

HJ8.5 |C2N-8E12
Dir liéu Trinh tw Nhan dang | Nhan |(Tin hiéu| (Tin hiéu
PepLabData gan két) | gan két)
PEP_2875800 DHAGTYGLGDRKDQG SEQ ID NO:24 LIN 61 78
PEP_2875801 DHAGTYGLGAAKDQG SEQ ID NO:25 LIN.AA 52 90
PEP_2875802 HAGTYGLGDRKDQGG SEQ ID NO:26 LIN 63 65
PEP_2875803 HAGTYGLGDAADQGG SEQ ID NO:27 LIN.AA 51 65
PEP_2875804 AGTYGLGDRKDQGGY SEQ ID NO:28 LIN 427 1286
PEP_2875805 AGTYGLGDRAAQGGY SEQ ID NO:29 LIN.AA 58 76
PEP_2875806 GTYGLGDRKDQGGYT SEQ ID NO:30 LIN 2638 1714
PEP_2875807 GTYGLGDRKAAGGYT SEQ ID NO:31 LIN.AA 110 114
PEP_2875808 TYGLGDRKDQGGYTM SEQ ID NO:32 LIN 2640 2588
PEP_2875809 TYGLGDRKDAAGYTM SEQ ID NO:33 LIN.AA 2814 2755
PEP_2875810 YGLGDRKDQGGYTMH SEQ ID NO:34 LIN 2844 2671
PEP_2875811 YGLGDRKDQAAYTMH SEQ ID NO:35 LIN.AA 1780 1876
PEP_2875812 GLGDRKDQGGYTMHQ SEQ ID NO:36 LIN 2824 2729
PEP_2875813 GLGDRKDQGAATMHQ SEQ ID NO:37 LIN.AA 80 65
PEP_2875814 LGDRKDQGGYTMHQD SEQ ID NO:38 LIN 2835 2749
PEP_2875815 LGDRKDQGGAAMHQD SEQ ID NO:39 LIN.AA 69 99
PEP_2875816 GDRKDQGGYTMHQDQ SEQ ID NO:40 LIN 2647 2699
PEP_2875817 GDRKDQGGYAAHQDQ SEQ ID NO:41 LIN.AA 2635 661
PEP_2875818 DRKDQGGYTMHQDQE SEQ ID NO:42 LIN 2692 2788
PEP_2875819 DRKDQGGYTAAQDQE SEQ ID NO:43 LIN.AA 2697 2585
PEP_2875820 RKDQGGYTMHQDQEG SEQ ID NO:44 LIN 2699 2779
PEP_2875821 RKDQGGYTMAADQEG SEQ ID NO:45 LIN.AA 2713 2791
PEP_2875822 KDQGGYTMHQDQEGD SEQ ID NO:46 LIN 2701 2680
PEP_2875823 KDQGGYTMHAAQEGD SEQ ID NO:47 LIN.AA 2707 2712
PEP_2875824 DQGGYTMHQDQEGDT SEQ ID NO:48 LIN 2677 2648
PEP_2875825 DQGGYTMHQAAEGDT SEQ ID NO:49 LIN.AA 2707 2585
PEP_2875826 QGGYTMHQDQEGDTD SEQ ID NO:50 LIN 399 789
PEP_2875827 QGGYTMHQDAAGDTD SEQ ID NO:51 LIN.AA 427 636
PEP_2875828 GGYTMHQDQEGDTDA SEQ ID NO:52 LIN 109 110
PEP_2875829 GGYTMHQDQAADTDA SEQ ID NO:53 LIN.AA 106 118
PEP_2875830 GYTMHQDQEGDTDAG SEQ ID NO:54 LIN 77 97
FIG. 9
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Lign két cdia khang thé khang tau duge Jam gidng nhw cla ngudi véi tau tir khi ndu

OD 650nm

Nong dd cta tau (pg/ml)

A~

Tau ngudi, C2N-8E12
Tau nguwoi, HJ8.5
Tau ngudi. HI8.7
Tau khi ndu, C2N-8E12
Tau khi nau, HJ8.5
Tau khi nau, HJ8.7

R RN X

Log (Tau, ng/ml)

FiG. 16

Lién két clia khang thé khang tau duwge 1am gidng nhu cla ngudi
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PatentIn version 3.5

1

111

PRT

Homo sapie

1

Asp Ile Val Leu

1

Glu Arg Ala Thr

20

Arg Tyr Ser Tyr

35

Lys Leu Leu Ile

50

Arg Phe Ser Gly

65

Pro Leu Glu Glu

ns

Thr

5

Ile

Ile

Lys

Ser

Glu
85

Gln

Ser

His

Tyr

Gly

Asp

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Phe

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Asp Ser
10

Ala Ser

25

Gln Gln

Asn Leu

Thr Asp

Thr Tyr
90
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Glu Ile Pro Leu Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 2

<211> 111

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Thr Ser
20 25 30

Arg Tyr Ser Tyr Ile His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro
35 40 45

Lys Leu Leu Ile Lys Tyr Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Ser
50 55 60

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

Pro Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys His His Ser Trp
85 90 95

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

<210> 3

<211> 111

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3
Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Thr Ser
20 25 30
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Arg

Lys

Arg

65

Ser

Glu

Tyr

Leu

50

Phe

Leu

Ile

<210> 4
<211> 111
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 4

Asp
1

Glu

Arg

Lys

Arg

65

Ser

Ile

Arg

Tyr

Leu

50

Phe

Leu

Ser

35

Leu

Ser

Gln

Pro

Val

Ala

Ser

35

Leu

Ser

Gln

Tyr

Ile

Gly

Pro

Leu
100

Met

Thr

20

Tyr

Ile

Gly

Pro

Ile

Lys

Ser

Glu

85

Thr

Thr

5

Ile

Ile

Lys

Ser

Glu
85

His

Tyr

Gly

Asp

Phe

Gln

Ser

His

Tyr

Gly

70

Asp

Trp

Ala

55

Ser

Phe

Gly

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Phe

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gln

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

33551

Gln Gln

Asn Leu

Thr Asp

Thr Tyr

90

Gly Thr
105

Asp Ser
10

Ala Ser

25

Gln Gln

Asn Leu

Thr Asp

Thr Tyr
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Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys
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Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Pro

Ser

60

Thr
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Thr
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Ser
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Ile

Ser

95

Lys

Leu

15

Thr
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Glu Ile Pro Leu Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

<210> 5
<211> 124
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 5

Glu

1

Ser

Trp

Ala

Ser

65

Val

Tyr

Val

Val

Met

Val

Gln

50

Val

Tyr

Cys

Ser

<210> 6

<211>
<212>
<213>

<400> 6
Glu Val Lys Val Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

Lys

Lys

Asn

35

Ile

Lys

Leu

Thr

Ser
115

124
PRT
Homo sapiens

100

Val

Leu

20

Trp

Arg

Gly

Gln

Asn

100

Ala

Val

5

Ser

Val

Leu

Arg

Met

85

Trp

Ser

5

Glu

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Asn

Glu

Thr

Ser

Val

Gln

Ser

55

Thr

Asn

Asp

Lys

Gly

val

Ala

40

Asp

Ile

Leu

Tyr

Gly
120

105

Gly Gly
10

Ser Gly
25

Pro Gly

Asn Tyr

Ser Arg

Arg Ala

90

Trp Gly
105

Pro Ser

10
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Phe

Lys
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Gln

Val

Val

Thr

Gly

Thr

60

Asp
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Phe
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Phe
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Thr
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30
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110
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15
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Ser
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95

Val
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80

Tyr

Thr



Ser

Trp

Ala

Ser

65

Val

Tyr

Val

Leu

Val

Gln

50

Val

Tyr

Cys

Ser

<210> 7
<211> 124
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 7
Glu Val Gln

1

Lys

Asn

35

Ile

Lys

Leu

Thr

Ser
115

Ser Leu Lys

Trp Val Asn

35

Ala Gln Ile

50

Ser Val Lys

65

Leu

20

Trp

Arg

Gly

Gln

Asn

100

Ala

Val

Leu

20

Trp

Arg

Gly

Ser

Val

Leu

Arg

Met

85

Trp

Ser

Val

5

Ser

Val

Leu

Arg

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Asn

Glu

Thr

Glu

Cys

Arg

Lys

Phe
70

Val

Gln

Ser

55

Thr

Ser

Asp

Lys

Ser

Val

Gln

Ser

55

Thr

Val

Ala

40

Asp

Ile

Leu

Tyr

Gly
120

Gly

Val’

Ala
40

Asp

Ile

33551

Ser Gly
25

Pro Gly

Asn Tyr

Ser Arg

Arg Ala
90

Trp Gly
105

Pro Ser

Gly Gly
10

Ser Gly
25
Pro Gly

Asn Tyr

Ser Arg

-68-

Phe

Lys

Ala

Asp

75

Glu

Gln

Val

Leu

Phe

Lys

Ala

Asp
75

Thr

Gly

Thr

60

Asp

Asp

Gly

Phe

Val

Thr

Thr
60

Asp

Phe

Leu

45

His

Ser

Thr

Thr

Gln

Phe

Leu

45

His

Ser

Ser

30

Glu

Tyr

Lys

Gly

Thr
110

Pro

Ser

30

Glu

Tyr

Lys

Asn

Trp

Glu

Ser

Ile

95

Val

Gly

15

Asn

Trp

Glu

Asn

Tyr

Val

Glu

Ser

80

Tyr

Thr

Gly

Tyr

Val

Glu

Ser
80



33551

Val Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Ile Tyr
85 90 95

Tyr Cys Thr Asn Trp Glu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr
100 105 110

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

<210> 8

<211> 124

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

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

Trp Val Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Gln Ile Arg Leu Lys Ser Asp Asn Tyr Ala Thr His Tyr Glu Glu
50 55 60

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

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Ile Tyr
85 90 95

Tyr Cys Thr Asn Trp Glu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr
100 105 110

Val Ser Ser Ala Ser Thr Lyé Gly Pro Ser Val Phe
115 120
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33551

<210> 9

<211> 6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9
Asp Gln Gly Gly Tyr Thr
1 5

<210> 10

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10
Gly Tyr Thr Met His Gln Asp Gln
1 5

<210> 11
<211> 111
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 11
Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ser
1 5 10

Gln Arg Ala Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser
20 25

Arg Tyr Ser Tyr Ile His Trp Tyr Gln Gln
35 40

Lys Leu Leu Ile Lys Tyr Ala Ser Asn Leu
50 55

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp
65 70

Pro Leu Glu Glu Glu Asp Ala Ala Thr Tyr
85 90

Glu Ile Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr
100 105

-70-

Leu

Gln

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Ala

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Leu

vVal

Val

Gly

45

Gly

Leu

His

Glu

Ser

Ser

30

Gln

Val

Asn

His

Leu
110

Leu

15

Thr

Pro

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Gly

Ser

Pro

Ala

His

80

Trp



<210> 12
<211> 12

<212>
<213>

<400> 12
Glu Val Lys

1

Ser

Trp

Ala

Ser

65

Val

Tyr

Val

Met

Val

Gln

50

Val

Tyr

Cys

Ser

<210> 13
<211> 44

<212>
<213>

<400> 13
Glu Val Lys Val Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

4

PRT
Homo sapiens

Lys

Asn

35

Ile

Lys

Leu

Thr

Ser
115

2

PRT
Homo sapiens

Val

Leu

20

Trp

Arg

Gly

Gln

Asn

100

Ala

Glu

5

Ser

vVal

Leu

Arg

Met

85

Trp

Ser

5

Glu

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Asn

Glu

Thr

Ser

vVal

Gln

Ser

55

Thr

Asn

Asp

Lys

Gly

Val

Ser

40

Asp

Ile

Leu

Tyr

Gly
120

33551

Gly Gly Leu Val

Ser Gly Phe Thr

25

Pro Glu Lys Gly

Asn Tyr Ala Thr

60

Ser Arg Asp Asp

75

Arg Ala Glu Asp

90

Trp Gly Gln Gly
105

Pro Ser Val Phe

10

Gln

Phe

Leu

45

His

Ser

Ser

Thr

Pro

Ser

30

Glu

Tyr

Lys

Gly

Thr
110

Gly

15

Asn

Trp

Glu

Ser

Ile

95

Leu

15

Gly

Tyr

Val

Glu

Ser

80

Tyr

Thr

Ser Met Lys Leu Ser Cys Val Val Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr

20

25

-71-

30



33551

Trp Val Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Gln Ile Arg Leu Lys Ser Asp Asn Tyr Ala Thr His Tyr Glu Glu
50 55 60

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

Val Tyr Leu Gln Met Asn Asn Leu Arg Ala Glu Asp Ser Gly Ile Tyr
85 90 95

Tyr Cys Thr Asn Trp Glu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr
100 105 110

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

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

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

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

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

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

Val Asp Lys Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys
210 215 220

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

-72-



Lys

Val

Tyr

Glu

His

305

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

385

Leu

Val

Gln

Pro

Val

Val

Gln

290

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

370

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Lys

Val

Asp

275

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

355

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
435

Asp

Asp

260

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

340

Asn

Ile

Thr

Arg

Cys

420

Leu

Thr

245

val

val

Ser

Leu

Ser

325

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

405

Ser

Ser

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

310

Ser

Gln

vVal

Val

Pro

390

Thr

Val

Leu

Met

Gln

Val

Tyr

295

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

375

Pro

Val

Met

Ser

Ile

Glu

His

280

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

360

Trp

Val

Asp

His

Leu
440

33551

Ser Arg
250

Asp Pro
265

Asn Ala

Val Val

Glu Tyr

Lys Thr
330

Thr Leu
345

Thr Cys
Glu Ser
Leu Asp
Lys Ser

410

Glu Ala
425

Gly Lys

-73-

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

315

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

395

Arg

Leu

Pro

val

Thr

Val

300

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

380

Asp

Trp

His

Glu

Gln

Lys

285

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

365

Gln

Gly

Gln

Asn

vVal

Phe

270

Pro

Thr

vVal

Ala

Gln

350

Gly

Pro

Ser

Glu

His
430

Thr

255

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

335

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

415

Tyr

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

320

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

400

Asn

Thr



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

<400>

14
442
PRT
Homo sapiens

14

Glu Val Lys

1

Ser

Trp

Ala

Ser

65

Val

Tyr

Val

Cys

Lys

145

Leu

Leu

Val

Gln

50

Val

Tyr

Cys

Ser

Ser

130

Asp

Thr

Lys

Asn

35

Tle

Lys

Leu

Thr

Ser

115

Arg

Tyr

Ser

Val

Leu

20

Trp

Arg

Gly

Gln

Asn

100

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

5

Ser

Val

Leu

Arg

Met

85

Trp

Ser

Thr

Pro

vVal
165

Glu

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Asn

Glu

Thr

Ser

Glu

150

His

Ser

Val

Gln

Ser

55

Thr

Ser

Asp

Lys

Glu

135

Pro

Thr

Gly

Val

Ala

40

Asp

Ile

Leu

Tyr

Gly

120

Ser

Val

Phe

33551

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Ser

Arg

Trp

105

Pro

Thr

Thr

Pro

Gly
10

Gly

Tyr

Arg

Ala

90

Gly

Ser

Ala

Val

Ala
170

-74-

Leu

Phe

Lys

Ala

Asp

Glu

Gln

Val

Ala

Ser

155

Val

Val

Thr

Gly

Thr

60

Asp

Asp

Gly

Phe

Leu

140

Trp

Leu

Gln

Phe

Leu

45

His

Ser

Thr

Thr

Pro

125

Gly

Asn

Gln

Pro

Ser

30

Glu

Tyr

Lys

Gly

Thr

110

Leu

Cys

Ser

Ser

Gly

15

Asn

Trp

Glu

Ser

Ile

95

Val

Ala

Leu

Gly

Ser
175

Gly

Tyr

Val

Glu

Ser

80

Tyr

Thr

Pro

Val

Ala

160

Gly



Leu

Thr

Val

Pro

225

Lys

Val

Tyr

Glu

His

305

Lys

Gln

Met

Pro

Tyr

Lys

Asp

210

Ala

Pro

Val

Val

Gln

290

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser
370

Ser

Thr

195

Lys

Pro

Lys

Val

Asp

275

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

355

Asp

Leu

180

Tyr

Arg

Glu

Asp

Asp

260

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

340

Asn

Ile

Ser

Thr

Val

Phe

Thr

245

Val

Val

Ser

Leu

Ser

325

Pro

Gln

Ala

Ser

Cys

Glu

Leu

230

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

310

Ser

Gln

Val

Val

Val

Asn

Ser

215

Gly

Met

Gln

Val

Tyr

295

Gly

Ile

Val

Ser

Glu
375

Val

Val

200

Lys

Gly

Ile

Glu

His

280

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

360

Trp

33551

Thr

185

Asp

Tyr

Pro

Ser

Asp

265

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

345

Thr

Glu

Val

His

Gly

Ser

Arg

250

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

330

Leu

Cys

Ser

-75-

Pro

Lys

Pro

Val

235

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

315

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

Pro

Pro

220

Phe

Pro

Val

Thr

vVal

300

Cys

Ser

Pro

Val

Gly
380

Ser

Ser

205

Cys

Leu

Glu

Gln

Lys

285

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

365

Gln

Ser

190

Asn

Pro

Phe

Val

Phe

270

Pro

Thr

Val

Ala

Gln

350

Gly

Pro

Leu

Thr

Pro

Pro

Thr

255

Asn

Arg

val

Ser

Lys

335

Glu

Phe

Glu

Gly

Lys

Cys

Pro

240

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

320

Gly

Glu

Tyr

Asn



33551

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

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

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

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys
435 440

<210> 15

<211> 442

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15
Glu Val Gln Val Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

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

Trp Val Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Gln Ile Arg Leu Lys Ser Asp Asn Tyr Ala Thr His Tyr Glu Glu
50 55 60

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

Val Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Ile Tyr
85 90 95

Tyr Cys Thr Asn Trp Glu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr
100 105 110

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

Lys

145

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

225

Lys

Val

Tyr

Glu

His

305

Lys

Ser

130

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp

210

Ala

Pro

Val

Val

Gln

290

Gln

Gly

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

195

Lys

Pro

Lys

Val

Asp

275

Phe

Asp

Leu

Ser

Phe

Gly

Leu

180

Tyr

Arg

Glu

Asp

Asp

260

Gly

Asn

Trp

Pro

Thr

Pro

Val

165

Ser

Thr

val

Phe

Thr

245

Val

Val

Ser

Leu

Ser
325

Ser

Glu

150

His

Ser

Cys

Glu

Leu

230

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

310

Ser

Glu

135

Pro

Thr

Val

Asn

Ser

215

Gly

Met

Gln

Val

Tyr

295

Gly

Ile

Ser

Val

Phe

val

Val

200

Lys

Gly

Ile

Glu

His

280

Arg

Lys

Glu

33551

Thr Ala
Thr Val
Pro Ala

170

Thr Val
185

Asp His
Tyr Gly
Pro Ser
Ser Arg

250
Asp Pro
265
Asn Ala
Val Val

Glu Tyr

Lys Thr
330

-77-

Ala

Ser

155

Val

Pro

Lys

Pro

Val

235

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

315

Ile

Leu

140

Trp

Leu

Ser

Pro

Pro

220

Phe

Pro

Val

Thr

Val

300

Cys

Ser

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

205

Cys

Leu

Glu

Gln

Lys

285

Leu

Lys

Lys

Cys

Ser

Ser

Ser

190

Asn

Pro

Phe

Val

Phe

270

Pro

Thr

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

175

Leu

Thr

Pro

Pro

Thr

255

Asn

Arg

Val

Ser

Lys
335

Val

Ala

160

Gly

Gly

Lys

Cys

Pro

240

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

320

Gly



Gln Pro Arg

Met Thr Lys
355

Pro Ser Asp
370

Asn Tyr Lys
385

Leu Tyr Ser

Val Phe Ser

Gln Lys Ser
435

<210> 16
<211> 442
<212> PRT

Glu

340

Asn

Ile

Thr

Arg

Cys

420

Leu

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

405

Ser

Ser

<213> Homo sapiens

<400> 16
Glu Val Gln
1

Ser Leu Lys

Trp Val Asn
35

Ala Gln Ile
50

Leu

Leu

20

Trp

Arg

val

5

Ser

Val

Leu

Gln

Val

val

Pro

390

Thr

Val

Leu

Glu

Cys

Arg

Lys

Val

Ser

Glu

375

Pro

Val

Met

Ser

Ser

Val

Gln

Ser
55

Tyr

Leu

360

Trp

Val

Asp

His

Leu
440

Gly

Val

Ala

40

Asp

33551

Thr Leu
345

Thr Cys

Glu Ser

Leu Asp

Lys Ser
410

Glu Ala
425

Gly Lys

Gly Gly
10

Ser Gly
25

Pro Gly

Asn Tyr

-78-

Pro

Leu

Asn

Ser

395

Arg

Leu

Leu

Phe

Lys

Ala

Pro

Val

Gly

380

Asp

Trp

His

Val

Thr

Gly

Thr
60

Ser

Lys

365

Gln

Gly

Gln

Asn

Gln

Phe

Leu

45

His

Gln

350

Gly

Pro

Ser

Glu

His
430

Pro

Ser

30

Glu

Tyr

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

415

Tyr

Gly

15

Asn

Trp

Glu

Glu

Tyr

Asn

Phe

400

Asn

Thr

Gly

Tyr

Val

Glu



Ser

65

Leu

Tyr

Val

Cys

Lys

145

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

225

Lys

Val

Val

Tyr

Cys

Ser

Ser

130

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp

210

Ala

Pro

Val

Lys

Leu

Thr

Ser

115

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

195

Lys

Pro

Lys

Val

Gly

Gln

Asn

100

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

180

Tyr

Arg

Glu

Asp

Asp
260

Arg

Met

85

Trp

Ser

Thr

Pro

Val

165

Ser

Thr

Val

Phe

Thr

245

Val

Phe

70

Asn

Glu

Thr

Ser

Glu

150

His

Ser

Cys

Glu

Leu

230

Leu

Ser

Thr

Ser

Asp

Lys

Glu

135

Pro

Thr

Val

Asn

Ser

215

Gly

Met

Gln

Ile

Leu

Tyr

Gly

120

Ser

Val

Phe

Val

Val

200

Lys

Gly

Ile

Glu

33551

Ser Arg

Arg Ala
90

Trp Gly
105

Pro Ser
Thr Ala
Thr Val
Pro Ala

170

Thr Val
185

Asp His
Tyr Gly
Pro Ser
Ser Arg

250

Asp Pro
265

-79-

Asp

75

Glu

Gln

vVal

Ala

Ser

155

Val

Pro

Lys

Pro

Val

235

Thr

Glu

Asp

Asp

Gly

Phe

Leu

140

Trp

Leu

Ser

Pro

Pro

220

Phe

Pro

Val

Ser

Thr

Thr

Pro

125

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

205

Cys

Leu

Glu

Gln

Lys

Ala

Thr

110

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

190

Asn

Pro

Phe

Val

Phe
270

Asn

Ile

95

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

175

Leu

Thr

Pro

Pro

Thr

255

Asn

Ser

80

Tyr

Thr

Pro

Val

Ala

160

Gly

Gly

Lys

Cys

Pro

240

Trp



Tyr

Glu

His

305

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

385

Leu

Val

Gln

Val

Gln

290

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

370

Tyr

Tyr

Phe

Lys

<210> 17
<211> 21

<212>
<213>

<400> 17
Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

1

Asp

275

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

355

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
435

8

PRT
Homo sapiens

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

340

Asn

Ile

Thr

Arg

Cys

420

Leu

Val

Ser

Leu

Ser

325

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

405

Ser

Ser

5

Glu

Thr

Asn

310

Ser

Gln

Val

val

Pro

390

Thr

Val

Leu

Val

Tyr

295

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

375

Pro

vVal

Met

Ser

His

280

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

360

Trp

Val

Asp

His

Leu
440

33551

Asn Ala
Val Val
Glu Tyr
Lys Thr

330

Thr Leu
345

Thr Cys
Glu Ser
Leu Asp
Lys Ser

410

Glu Ala
425

Gly Lys

10

-80-

Lys

Ser

Lys

315

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

395

Arg

Leu

Thr

Val

300

Ser

Pro

Val

Gly

380

Asp

Trp

His

Lys

285

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

365

Gln

Gly

Gln

Asn

Pro

Thr

Val

Ala

Gln

350

Gly

Pro

Ser

Glu

His
430

Arg

Val

Ser

Lys

335

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

415

Tyr

15

Glu

Leu

Asn

320

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

400

Asn

Thr



Glu

Arg

Lys

Arg

65

Pro

Glu

Thr

Leu

Pro

145

Gly

Tyr

His

Val

Arg

Tyr

Leu

50

Phe

Leu

Ile

Val

Lys

130

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
210

Ala

Ser

35

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

115

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

195

Lys

Thr

20

Tyr

Ile

Gly

Glu

Leu

100

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

180

Tyr

Ser

Ile

Ile

Lys

Ser

Glu

85

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

165

Ser

Ala

Phe

Ser

His

Tyr

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Ala

Val

150

Ser

Thr

Cys

Asn

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Phe

Gly

Val

Ser

135

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
215

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gln

Phe

120

Val

Trp

Thr

Thr

Val

200

Gly

33551

Ala Ser
25

Gln Gln
Asn Leu
Thr Asp
Thr Tyr

90

Gly Thr
105

Ile Phe
Val Cys
Lys Val
Glu Gln

170

Leu Ser
185

Thr His

Glu Cys

-81-

Gln

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

155

Asp

Lys

Gln

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Leu

Pro

Leu

140

Asn

Ser

Ala

Gly

Val

Gly

45

Gly

Leu

His

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
205

Ser

30

Gln

Val

Asn

His

Ile

110

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

190

Ser

Thr

Pro

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

175

Glu

Ser

Ser

Pro

Ser

His

80

Trp

Arg

Gln

Tyr

Ser

160

Thr

Lys

Pro



<210> 18

<211>
<212>
<213>

<400> 18
Asp Ile Val

1

Glu

Arg

Lys

Arg

65

Pro

Glu

Thr

Leu

Pro

145

Gly

Arg

Tyr

Leu

50

Phe

Leu

Ile

Val

Lys

130

Arg

Asn

218
PRT
Homo sapiens

Ala

Ser

35

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

115

Ser

Glu

Ser

Leu

Thr

20

Tyr

Ile

Gly

Pro

Leu

100

Ala

Gly

Ala

Gln

Thr

5

Tle

Ile

Lys

Ser

Glu

85

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu
165

Gln

Ser

His

Tyr

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Ala

Val

150

Ser

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Phe

Gly

Val

Ser

135

Gln

vVal

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gln

Phe

120

Val

Trp

Thr

33551

Asp Ser
10

Ala Ser
25

Gln Gln
Asn Leu
Thr Asp
Thr Tyr

90

Gly Thr
105

Ile Phe
Val Cys

Lys Val

Glu Gln
170

-82-

Leu

Gln

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

155

Asp

Ala

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Leu

Pro

Leu

140

Asn

Ser

Val

Val

Gly

45

Gly

Leu

His

Glu

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Ser

Ser

30

Gln

Val

Asn

His

Ile

110

Asp

Asn

Leu

Asp

Leu

15

Thr

Pro

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser
175

Gly

Ser

Pro

Ser

His

80

Trp

Arg

Gln

Tyr

Ser

160

Thr



33551

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

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

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

<210> 19
<211> 218
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 19
Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Thr Ser
20 25 30

Arg Tyr Ser Tyr Ile His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro
35 40 45

Lys Leu Leu Ile Lys Tyr Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Ser
50 55 60

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

Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys His His Ser Trp
85 90 95

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

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

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

-83-



Pro Arg Glu Ala Lys
145

Gly Asn Ser Gln Glu
165

Tyr Ser Leu Ser Ser
180

His Lys Val Tyr Ala
195

Val Thr Lys Ser Phe
210

<210> 20
<211> 218
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 20
Asp Ile Val Met Thr
1 5

Glu Arg Ala Thr Ile
20

Arg Tyr Ser Tyr Ile
35

Lys Leu Leu Ile Lys
50

Arg Phe Ser Gly Ser

Ser Leu Gln Pro Glu
85

Val

150

Ser

Thr

Cys

Asn

Gln

Ser

His

Tyr

Gly

70

Asp

Gln

Val

Leu

Glu

Arg
215

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Phe

Trp

Thr

Thr

vVal

200

Gly

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

33551

Lys Val

Glu Gln
170

Leu Ser
185

Thr His

Glu Cys

Asp Ser
10

Ala Ser
25

Gln Gln
Asn Leu

Thr Asp

Thr Tyr
90

-84-

Asp

155

Asp

Lys

Gln

Leu

Gln

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Asn

Ser

Ala

Gly

Ala

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Ala

Lys

Asp

Leu
205

Val

Val

Gly

Gly

Leu

His

Leu

Asp

Tyr

190

Ser

Ser

Ser

30

Gln

Val

Thr

His

Gln

Ser

175

Glu

Ser

Leu

15

Thr

Pro

Pro

Ile

Ser
95

Ser

160

Thr

Lys

Pro

Gly

Ser

Pro

Ser

Ser

80

Trp



33551

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

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

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

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

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

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

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

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

<210> 21
<211> 60
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 21
Met Ala Glu Pro Arg Gln Glu Phe Glu Val Met Glu Asp His Ala Gly
1 5 10 15

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

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

Gln Thr Pro Thr Glu Asp Gly Ser Glu Glu Pro Gly
50 55 60
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33551

<210> 22

<211> 60

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22
Met Ala Glu Pro Arg Gln Glu Phe Asp Val Met Glu Asp His Ala Gly
1 5 10 15

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

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

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

<210> 23

<211> 49

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 23
Met Ala Asp Pro Arg Gln Glu Phe Asp Thr Met Glu Asp His Ala Gly
1 5 10 15

Asp Tyr Thr Leu Leu Gln Asp Gln Glu Gly Asp Met Asp His Gly Leu
20 25 30

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

Gly

<210> 24

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 24

-86-



33551

Asp His Ala Gly Thr Tyr Gly Leu Gly Asp Arg Lys Asp Gln Gly
1 5 10 15

<210> 25
<211> 15
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 25
Asp His Ala Gly Thr Tyr Gly Leu Gly Ala Ala Lys Asp Gln Gly
1 5 10 15

<210> 26

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 26
His Ala Gly Thr Tyr Gly Leu Gly Asp Arg Lys Asp Gln Gly Gly
1 5 10 15

<210> 27

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27
His Ala Gly Thr Tyr Gly Leu Gly Asp Ala Ala Asp Gln Gly Gly
1 5 10 15

<210> 28

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 28
Ala Gly Thr Tyr Gly Leu Gly Asp Arg Lys Asp Gln Gly Gly Tyr
1 5 10 15

<210> 29

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29
Ala Gly Thr Tyr Gly Leu Gly Asp Arg Ala Ala Gln Gly Gly Tyr
1 5 10 15
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33551

<210> 30

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30
Gly Thr Tyr Gly Leu Gly Asp Arg Lys Asp Gln Gly Gly Tyr Thr
1 5 10 15

<210> 31
<211> 15
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 31
Gly Thr Tyr Gly Leu Gly Asp Arg Lys Ala Ala Gly Gly Tyr Thr
1 5 10 15

<210> 32

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 32
Thr Tyr Gly Leu Gly Asp Arg Lys Asp Gln Gly Gly Tyr Thr Met
1 5 10 15

<210> 33
<211> 15
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 33
Thr Tyr Gly Leu Gly Asp Arg Lys Asp Ala Ala Gly Tyr Thr Met
1 5 10 15

<210> 34

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34
Tyr Gly Leu Gly Asp Arg Lys Asp Gln Gly Gly Tyr Thr Met His
1 5 10 15
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33551

<210> 35

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35
Tyr Gly Leu Gly Asp Arg Lys Asp Gln Ala Ala Tyr Thr Met His
1 5 10 15

<210> 36
<211> 15
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 36
Gly Leu Gly Asp Arg Lys Asp Gln Gly Gly Tyr Thr Met His Gln
1 5 10 15

<210> 37
<211> 15
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 37
Gly Leu Gly Asp Arg Lys Asp Gln Gly Ala Ala Thr Met His Gln
1 5 10 15

<210> 38

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 38
Leu Gly Asp Arg Lys Asp Gln Gly Gly Tyr Thr Met His Gln Asp
1 5 10 15

<210> 39
<211> 15
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 39

Leu Gly Asp Arg Lys Asp Gln Gly Gly Ala Ala Met His Gln Asp
1 5 10 15
<210> 40

<211> 15
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33551

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 40
Gly Asp Arg Lys Asp Gln Gly Gly Tyr Thr Met His Gln Asp Gln
1 5 10 15

<210> 41
<211> 15
<212> PRT
<213> Homo sapiens.

<400> 41
Gly Asp Arg Lys Asp Gln Gly Gly Tyr Ala Ala His Gln Asp Gln
1 5 10 15

<210> 42

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 42
Asp Arg Lys Asp Gln Gly Gly Tyr Thr Met His Gln Asp Gln Glu
1 5 10 15

<210> 43
<211> 15
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 43
Asp Arg Lys Asp Gln Gly Gly Tyr Thr Ala Ala Gln Asp Gln Glu
1 5 10 15

<210> 44

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 44
Arg Lys Asp Gln Gly Gly Tyr Thr Met His Gln Asp Gln Glu Gly
1 5 10 15

<210> 45

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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33551

<400> 45
Arg Lys Asp Gln Gly Gly Tyr Thr Met Ala Ala Asp Gln Glu Gly
1 5 10 15

<210> 46
<211> 15
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 46
Lys Asp Gln Gly Gly Tyr Thr Met His Gln Asp Gln Glu Gly Asp
1 5 10 15

<210> 47

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 47
Lys Asp Gln Gly Gly Tyr Thr Met His Ala Ala Gln Glu Gly Asp
1 5 10 15

<210> 48

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 48
Asp Gln Gly Gly Tyr Thr Met His Gln Asp Gln Glu Gly Asp Thr
1 5 10 15

<210> 49
<211> 15
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 49
Asp Gln Gly Gly Tyr Thr Met His Gln Ala Ala Glu Gly Asp Thr
1 5 10 15

<210> 50
<211> 15
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 50
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33551

Gln Gly Gly Tyr Thr Met His Gln Asp Gln Glu Gly Asp Thr Asp
1 5 10 15

<210> 51
<211> 15
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 51
Gln Gly Gly Tyr Thr Met His Gln Asp Ala Ala Gly Asp Thr Asp
1 5 10 15

<210> 52

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 52
Gly Gly Tyr Thr Met His Gln Asp Gln Glu Gly Asp Thr Asp Ala
1 5 10 15

<210> 53
<211> 15
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 53
Gly Gly Tyr Thr Met His Gln Asp Gln Ala Ala Asp Thr Asp Ala
1 5 10 15

<210> 54

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 54
Gly Tyr Thr Met His Gln Asp Gln Glu Gly Asp Thr Asp Ala Gly
1 5 10 15

<210> 55

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop
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<400> 55
Gly Gly Gly Gly Ser
1 5

<210> 56

<211> 22

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop

<220>

<221> MOD_RES

<222> (1)..(8)

<223> Axit amin b&t ky hodc khéng cé mit

<220>
<221> MOD_RES

<222> (15)..(22)
<223> Axit amin bit ky hodc khéng cé mit

<400> 56
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Asp Gln Gly Gly Tyr Thr Xaa Xaa
1 5 10 15

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
20

<210> 57

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop

<220>

<221> MOD RES
<222> (5)..(5)
<223> His hodc Leu

<400> 57
Gly Tyr Thr Met Xaa Gln Asp Gln
1 5
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33551

<210> 58

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhdn tao: Peptit tdng hop

<220>

<221> MOD RES
<222> (3)..(3)
<223> Gly hodc Glu

<400> 58
Asp Gln Xaa Gly Tyr Thr
1 5
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