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(57) Sang ché d¢ cap dén khang thé canh tranh voi khang thé 16B5 dé gan két voi tau.

Khang thé nay &c ché hodc tri hodn tinh trang bénh ly lién quan dén tau va triéu ching

thoai bién c6 lién quan. Ngoai ra, sang ché con dé cap dén polynucleotit va axit nucleic ma

hoa khang thé nay, phuong phap nhan hoa khang thé va dugc pham chira khang thé nay.
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Linh vwe k¥ thuit dwge dé cap

Sang ché dé cap dén khang thé canh tranh v6i khang thé 16B5 dé gan két voi tau.
Ngoai ra, sang ché con dé cap dén polynucleotit va axit nucleic mad héa khang thé nay,
phuong phép nhan héa khang thé va duoc phdm chira khang thé nay. Sang ché ciing dé cép
dén phuong phap tao ra khang thé nhan hoa, thé kham hoidc dugc boc va phwong phap tao

ra dong té bao san sinh khang thé nay.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Tau la protein da biét ctia ngudi ma c6 thé tdn tai ¢ cac dang da dugce phosphoryl
hoa (xem, vi du tai liéu: Goedert, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:4051-4055(1988);
Goedert, EMBO J. 8:393-399(1989); Lee, Neuron 2:1615-1624(1989); Goedert, Neuron
3:519-526(1989); Andreadis, Biochemistry 31:10626-10633(1992). Pa c6 thong bao ring
tau c6 vai tro trong viéc lam on dinh cac vi 6ng, dic biét 1a & hé than kinh trung uvong. Tau
toan phan (t-tau (total tau), tirc 1a dang dd dwoc phosphoryl héa va dang khong duogc
phosphoryl hoa) va phospho-tau (p-tau, tirc 1a tau da dugc phosphoryl hoa) dugc ndo giai
phong ra khi dép tmg véi ton thuong than kinh va chung thodi hoa thin kinh va da c6
thong bao rang cac tau nay xudt hién véi ndng do gia ting trong CSF & bénh nhan mic

bénh Alzheimer so v6i nhém khde manh (Jack et al., Lancet Neurol 9: 119-28 (2010)).

Tau 1a thanh phin cht yéu cta cdc dam rdi soi than kinh, cung véi cac mang la
dic tinh tiéu chuén vang cla bénh Alzheimer. Cac dam rdi nay cdu thanh céc soi bét
thuong c6 duong kinh 10nm xudt hién theo cip duoc cudn lai thanh dang xodn ¢ ¢6 kich
thuéc trung binh thong thudng 1a 80nM. Tau ndm trong cac dam rdi soi thin kinh duge
phosphoryl hoéa mot cach bét thudng (duge siéu phosphoryl héa) bang cac nhom phosphat
da duoc gén vao cac vi tri dac hiéu trén phan t. Quan sat théy su boc nghiém trong cua
cac dam roi soi than kinh xay ra trong céc t& bao than kinh 16p II cua khttu ndo, céc vung

CA1 va hoi hai ma ctia viing hai ma, hach hanh nhén, va cac 16p nam sau hon (16p I, 16p
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V, va l6p VI bé mat) cta vung tin vo ndo & bénh nhan mic bénh Alzheimer. Cling c6
thong béo rang tau da duge siéu phosphoryl héa can tro viée lap rap vi dng, tor d6 c6 thé

thic day qua trinh phé v& mang luéi than kinh.

Céc thé vii tau 1a mot phin cta bénh 1y thn kinh xéc dinh & mot vai bénh thodi
héa than kinh bao gém bénh Alzheimer, bénh thodi hoa thuy trdn thai duong, liét trén nhan

tién trién va bénh Pick.
Ban chat ky thuit cia sang ché

Muc dich cua sang ché 1a dé& xuét khang thé don dong vo tinh gin két voi tau,
polynucleotit ma héa khang thé, phuong phdp nhan hoa khang thé, phuong phép tao ra
khang thé nhan hoa, thé kham hodc duoc boc va phuong phap tao ra dong té bao san sinh

khang thé nay.

Dé dat duoc muc dich trén day, sang ché dé xut khang thé don dong canh tranh
v6i khang thé don dong 16B5 dé lién két v6i tau. Mot sb khang thé nhan hoa, thé kham,
duoc boc hogc cac khiang thé ctia ngudi. Mot sb khang thé 1a isotyp IgG cua nguoi (vi du,
IgG1, IgG2, hodc IgG4). Mot s6 khang thé nay c6 ving hing dinh IgG1 ctia ngudi c6 trinh
tw néu trong SEQ ID NO: 29. Mot s khang thé c6 ving hang dinh kappa ctia nguoi co
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 32. Mot s khang thé ¢ it nhat mot dot bién trong vung
hang dinh nay.

Mot s khang thé trong sb céc khang thé nay la dang dugc nhan hoa, thé kham
hodc duoc boc cta khang thé don dong 16B5. Mbt s khang thé ¢6 ba chudi nhe CDR nhu
xac dinh duoc theo Kabat va ba chudi nang CDR nhu xdc dinh dugc theo Kabat cua khang
thé don dong 16B5. Mot s6 khang thé gin két voi tau ¢ dang da dugc phosphoryl hda va
khong dugc phosphoryl hoa.

Sang ché con d& xuét cac khang thé don dong gin két dic hiéu voi epitop nam &
cac goc 24 dén 46 cta trinh tw SEQ ID NO:1 (Swiss-Prot No. P10636-8). Mot sé khang
thé nay la cac khang thé cia nguoi, nhan héa, thé kham, hodc dugce boc. Mot sb khéang thé
gan két ddc hiéu véi epitop nam trong céc gbc 25 dén 44 cua trinh tu SEQ ID NO:1. Mot

50 khang thé gén két dic hidu véi epitop nam trong céc gdc 30 dén 39 ca trinh tu SEQ ID
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NO:1. Mot sé khang thé gin két véi tau & dang da dugc phosphoryl hoa va khong dugc
phosphoryl hoa.

Sang ché con dé xuét cac khang thé don dong chira viing bién ddi ctia chudi nang
hoan chinh c¢6 trinh tu axit amin ¢6 mtc do tuong dé)ng it nhat 90% (vi du, it nhat 95%, it
nhit 98%, it nhat 99%) so véi trinh tw SEQ ID NO:15 va vung bién déi cta chudi nhe
hoan chinh ¢6 trinh tu axit amin c¢6 muc do tuong déng it nhat 90% (vi du, it nhat 95%, it
nhat 98%, it nhit 99%) so véi trinh ty SEQ ID NO:22. Theo cdc phuong an nhét dinh,
khéng thé don dong chtra ba CDR Kabat ctia trinh tu SEQ ID NO:15 va ba CDR Kabat
cua trinh tw SEQ ID NO:22. Trong mot s6 khang thé, ving bién ddi cua chudi nang hoan
chinh ¢6 trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:15 va ving bién ddi ciia chudi nhe

hoan chinh ¢6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:21, 22, hoic 23.

Trong mét sé khang thé, it nht mot trong sb céc vi tri H13, H48 va H91 1an luot
dugc chiém gitt béi K, M va F, va it nhat mot trong s6 céc vi tri L1, L4, L36 va L43 lan
lugt dugce chiém gitt bi N, L, F va S. Trong mot s6 khang thé, cac vi tri H13, H48 va H91
lan luot dugce chiém gitr boi K, M va F, va it nhét hai trong s6 céc vi tri L1, L4, L36 va
143 lan luot duoc chiém gitt bdi N, L, F va S. Trong mot sb khang thé, vi tri H13, H48 va
HO91 14n luot duoc chiém gitt boi K, M va F, va it nhét ba trong sb cac vitri L1, L4, L36 va
143 lan lugt dugc chiém gitt boi N, L, F va S. Trong mot sé khang thé, cac vi tri H13, H48
va H91 1an lugt duoc chiém git boi K, M va F, va cac vi trf L1, L4, L36 va L43 1an luot

duoc chiém gitt boi N, L, F va S.

Trong mot sé khang thé, ving bién ddi cta chudi nang hoan chinh duoc dung hop
v6i viing hing dinh cua chudi ning va ving bién doi ctia chudi nhe hoan chinh dugc dung
hop v6i viing hang dinh ctia chudi nhe. Trong mot sb khang thé, ving hang dinh cta chudi
ning 1a dang dot bién cua ving hang dinh tu nhién cia ngudi c6 thé lam giam kha nang
gan két v6i thy thé Fcy so v6i ving hing dinh tu nhién cia ngudi. Trong mot sé khang thé,

ving hang dinh cta chudi nang 1a isotyp IgG1.

Trong mot s6 khang thé, su khac nhau trong cdc CDR ctia ving bién doi cla
chudi ndng hoan chinh va ving bién doi cta chudi nhe hoan chinh khi so sanh 1an luot véi

trinh ty SEQ ID NO: 15 va 22, 1a nim & céc vi tri H60 dén H65.
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Céc khang thé c6 thé 1a cac khang thé nguyén ven hodc doan khang thé, nhu doan

Fab.

Khang thé hodc doan khang thé bét ky trong sb cac khang thé hodc doan khang

thé don dong c6 thé duoc tiép hop vé6i tac nhan gdy doc té bao hodc kim ham té bao.

Sang ché con dé xuét cac phuong phép nhan hoéa khang thé. Mot sd phuong phap
bao gdm cdc budc: x4c dinh trinh tu cia cac ving bién déi cta chudi ning va chudi nhe
cta khang thé cua chudt nhit; téng hop axit nucleic ma hoéa chudi nang dugc nhin hoa
chira cac CDR cua chudi ning ctia khang thé cta chudt nhit va axit nucleic ma hoa chudi
nhe duoc nhan hoa chira cdc CDR cia chudi nhe cta khéng thé cua chudt nhat; va biéu
hién céc axit nucleic trong té bao chu dé tao ra khang thé nhan hoa, trong d6 khang thé cia

chudt nhit nay 1a 16B5.

Sang ché con dé xuét cac phuong phap tao ra khang thé nhan hoa, thé kham hodc
duoc boc. Mot sd phuong phap bao gdm céc bude: nudi cdy céc té bao da dugc bién nap
vdi cac axit nucleic ma hoa cac chudi ning va cac chudi nhe cua khang thé, sao cho cac té
bao nay tiét ra khang thé; va tinh sach khang thé khoi méi trudmg nudi cdy té bao, trong d6

khang thé nay la dang nhan hoa, thé kham hodc dugc boc ciia 16B5.

Sang ché con dé xuét cac phuong phép tao ra dong t& bao san sinh khang thé nhan
hoa, thé kham hodc duoc boc. Mot sb phuong phép bao gém céc budce: dua vecto ma hoa
chudi nang va chudi nhe cia khéng thé va gen déanh ddu chon loc vio céc té bao; ciy
truyén cac té bao trong cac diéu kién dé chon ra cac té bao c6 s6 ban sao gia tdng cda vat
truyén; phan 1ap céc té bao don 1é ra khéi cac té bao da dugc chon; va thu gom céc té bao
da dugc tach dong tir t& bao don 1é da duge chon dua trén hiéu sudt cia khéng thé; trong

d6 khang thé nay la dang nhan hoa, thé kham hodc duoc boc cia 16B5.

Sang ché con dé xuét cac duge pham chira khéng thé bat ky dugc bdce 16 trong ban

mo ta nay va chat mang duoc dung.

Sang ché con dé€ xuat cdc axit nucleic chira doan ma hda viing bién ddi ctia chudi

ndng co trinh tu néu trong SEQ ID NO: 10.
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Sang ché con dé xudt cac axit nucleic chtra doan ma héa ving bién do6i cia chudi
nang c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 15. Trong mdt s6 axit nucleic, phan doan c6 trinh
tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 25. Mot s6 axit nucleic con chitra doan ma hoéa vung
hing dinh IgG1, ty ¥ chua ving hang dinh IgG1 cta ngudi, vi dy, ¢6 trinh tu néu trong
SEQ ID NO: 29 véi diéu kién lysin c6 diu tan cting C c6 thé bo qua. Trong mot s axit
nucleic, doan ma héa ving hang dinh IgG1 ¢6 trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 30.
Mt sb axit nucleic nay con chta intron lién két cac doan ma hoa ving bién dbi cua chudi
ning va ving hing dinh IgGl. Vi du, intron c6 thé ¢6 trinh tu cla intron duoc tim thdy
trong trinh tw SEQ ID NO: 31. Do do, intron va doan ma hoa ving hang dinh IgG1 ¢6 thé
¢o trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 31.

Sang ché con dé xuat axit nucleic chra doan ma hoa ving bién doi ctia chudi nhe

¢ trinh tu néu trong SEQ ID NO: 16.

Sang ché con d& xuét axit nucleic chira doan ma héa viing bién ddi ctia chudi nhe
¢o trinh tu néu trong SEQ ID NO: 21, 22, hodc 23. Trong mot sb axit nucleic, doan ma hoa
ving bién ddi ctia chudi nhe c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 26, 27 hoic 28. Mot s6 axit
nucleic nay con chira doan ma héa viing hing dinh kappa. Ving hang dinh kappa c6 thé 1a
ving hing dinh kappa cia ngudi va ¢6 thé o trinh ty néu trong SEQ ID NO: 32. Tuy vy,
axit nucleic ma hoa ving hang dinh kappa c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 33. M6t sb
axit nucleic nay con chira intron lién két doan ma hoa ving bién déi cta chudi nhe voi
doan ma héa ving hing dinh kappa. Vi du, intron c6 thé ¢6 trinh tu cla intron duoc tim
thdy trong trinh ty SEQ ID NO: 34. Do doé, intron va doan ma héa viing hing dinh kappa
c6 thé ¢6 trinh tw nucleotit néu trong SEQ ID NO: 34.

Khang thé bét ky trong sb cac khang thé néu trén c6 thé chua chudi nang chura
ving hang dinh IgG1 cta nguoi cé trinh ty néu trong SEQ ID NO: 29 va/hoidc chudi nhe
chtra viing hing dinh kappa cliia nguoi ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 32.

Sang ché con dé xuit doan phan 1ap dugc cia tau bao gdbm 3 dén 10 gbc lién ké
clia tau nam trong cac gbc 24 dén 46 cia trinh tu SEQ ID NO:1 (Swiss-Prot No. P10636-
8). Mot s6 doan bao gdm 3 dén 10 gbc lién k& cua tau nim trong cac gbc 30 dén 39 cua

trinh tw SEQ ID NO:1 (Swiss-Prot No. P10636-8). Mot sb doan bao gém cac géc 33 dén
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37 ctia trinh tu SEQ ID NO:1 (Swiss-Prot No. P10636-8). Mét sé doan duge lién két véi
phan tir mang, tiy y thong qua doan dém dé giup cho cac khang thé khang doan nay. Mot
) doan 1a mot phén cua duoc phém chira chat bd trg o thé chép nhan duoc dé dung cho
nguoi.

Sang ché con dé xuét cac khang thé nay dé didu trj hodc phong bénh Alzheimer.
Ngudi bénh méc hodc c6 nguy co méc bénh Alzheimer dugc cho dung phac dd hitu hiéu
chira khang thé gin két dic hiéu voi epitop nim trong cac gbc 24 dén 46 cia trinh tu SEQ
ID NO:1 (Swiss-Prot No. P10636-8), hodc tic nhin tao ra khang thé nay, va tir d6 tao ra
tac dung diéu tri bénh hodc phong bénh. Tét hon, néu khang thé nay la khang thé dugc boc
16 trong ban mo t& nay. Trong mot sd phuwong &n, tac nhan tao ra khang thé 1a mot doan
cla tau bao gom 3 dén 10 gbc lién ké cta tau nim trong cac goc 24 dén 46 cua trinh tu

SEQ ID NO: 1. Trong mét sb phuong 4n, nguoi bénh 14 nguoi mang ApoE4.

Sang ché con dé xuét cac khang thé dé diéu tri hodc phong bénh lién quan dén tau.
Ngudi bénh mic hoic ¢ nguy co mic bénh nay dugc cho dung phac do hitu hiéu chaa
khéng thé gan két dic hiéu voi epitop nam trong cic gbc 24 dén 46 cua trinh tu SEQ ID
NO:1 (Swiss-Prot No. P10636-8), hodc tac nhan tao ra khang thé nay, va tur do tao ra tac
dung diéu tri bénh hodc phong bénh. Tét hon, néu khang thé nay la khang thé duoc boc 10
trong ban mo ta nay (vi dy, khang thé 16B5 duoc nhan hoa). Trong mot s6 phuong an, tac
nhan tao ra khdng thé 1a mot doan cta tau bao gém 3 dén 10 gbe lién ké cta tau ndm trong
céc gbe 24 dén 46 cta trinh tu SEQ ID NO:1. Trong mot sé phuong an, bénh 13 bénh thin
kinh.

Sang ché con dé xuét céc khdng thé dé lam giam kha ning dan truyén khac
thuong ctia tau. Ngudi bénh méc hodc ¢é nguy co méc bénh lién quan dén sy dan truyén
khac thuong cta tau dugc cho dung phéac dd hitu hiéu chta khang thé gin két dac hiéu véi
epitop nam trong cdc gbe 24 dén 46 cia trinh tw SEQ ID NO:1 (Swiss-Prot No. P10636-8),
hodc tac nhan tao ra khang thé nay, va tur do tao ra tac dung diéu trj bénh hodc phong bénh.
Tét hon, néu khang thé nay la khang thé dugc boc 10 trong ban md ta nay (vi du, khéng thé

16B5 dugc nhan hoa). Trong mot sb phuong 4n, tac nhéan tao ra khang thé 1a mot doan cua
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tau bao gébm 3 dén 10 gbc lién ké cua tau nam trong cac gbc 24 dén 46 cua trinh tu SEQID

NO: 1.

Sang ché con dé xuét cac khang thé cam tmg qua trinh thuc bao cla tau. Nguoi
bénh méc hodc ¢6 nguy co méc bénh lién quan dén qua trinh tich tu tau duoc cho dung
phac dd hitu hiéu chira khang thé gin két dac hiéu véi epitop nam trong cac gbc 24 dén 46
cta trinh ty SEQ ID NO:1 (Swiss-Prot No. P10636-8), hodc tac nhan tao ra khang thé nay.
T6t hon, néu khéng thé nay la khang thé dugc boc 16 trong ban mé ta nay (vi du, khang thé
16B5 dugc nhén héa). Trong mdt sé phuong phap, tac nhan tao ra khang thé 1a mot doan
cla tau bao gém 3 dén 10 gbc lidn ké cua tau nim trong cac gbc 24 dén 46 cua trinh tu

SEQ ID NO: 1. Trong mét s& phuong 4n, bénh 1a bénh than kinh.

Sang ché con d& xuat cac khang thé dé we ché qua trinh két tu hoic ling dong tau.
Theo cac phuong an nhat dinh, ngudi bénh méic hodc ¢6 nguy co mic bénh lién quan dén
qué trinh két tu hodc lang dong tau duoc cho dung phac d6 hitu hiéu chaa khang thé gin
két ddc hiéu voi epitop nam trong cic gbc 24 dén 46 cua trinh tu SEQ ID NO:1 (Swiss-
Prot No. P10636-8), hodc tic nhan tao ra khang thé nay. Tét hon, néu khang thé nay la
khang thé dugc boc 16 trong ban mo ta nay (vi du, khang thé 16B5 duoc nhan hoa). Trong
mdt sb phuong an, tac nhan tao ra khang thé 14 mot doan cua tau bao gdém 3 dén 10 gbe
lién ké cua tau nim trong cac gbc 24 dén 46 cua trinh tu SEQ ID NO: 1. Trong mdt sb

phuong 4n, bénh 1a bénh than kinh.

Sang ché con dé xuét cac khang thé dé wc ché qué trinh hinh thanh cac dam rdi
tau. Nguoi bénh mic hodc c¢6 nguy co mic bénh lién quan dén qua trinh hinh thanh cac
dam rbi tau duge cho dung phac d6 hitu hiéu chira khang thé gin két dic hiéu voi epitop
nam trong cac géc 24 dén 46 cua trinh tu SEQ ID NO:1 (Swiss-Prot No. P10636-8), hoic
tac nhan tao ra khang thé nay. Tt hon, néu khang thé nay 1a khéng thé duoc boc 10 trong
ban md td nay (vi dy, khang thé 16B5 dugc nhan héa). Trong mét s6 phuong an, tic nhan
tao ra khang thé 1a mot doan cua tau bao gdm 3 dén 10 gbc lién ké cia tau nim trong cac
gbc 24 dén 46 cua trinh tu SEQ ID NO: 1. Trong mdt s6 phuong an, bénh 1a bénh than

kinh.
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Sang ché con dé xuét cac phuong phap sang loc tac nhan c6 hoat tinh khang lai
bénh Alzheimer. Mot s6 phuong phép bao gdm céc budce: cho dong vat chuyén gen biéu
hién gen chuyén tau dung tac nhén nay, va xac dinh xem tac nhan nay c¢6 tc ché hodc tri
hodn it nhat mot ddu hiéu hodc triéu ching cua bénh Alzheimer hay khong, trong d6 tac
nhan nay 1 khang thé gin két dac hiéu véi epitop ndm trong cac gbc 24 dén 46 cua trinh

tu SEQ ID NO:1 (Swiss-Prot No. P10636-8), hodc tic nhan tao ra khang thé nay.
M5 ta viin tit cic hinh vé

Hinh 1 thé hién két qua clia cac thir nghiém dung dé 14p ban dd (cac) epitop da
duoc lién két boi khang thé don dong 16B5. Cac vét thim tach Western chia Tau c¢6 chiéu
dai ddy du hodc cdc dot bién khuyét ciia tau (A5-24 hodic A25-44) dugc nhudm bing cac
khang thé 16B5 (6 bén trai) hodc khang thé Tau46 (6 bén phai). Khang thé Taud6 gin két

véi epitop c6 dau tan cung C cua tau.

Hinh 2 thé hién két qua cua cac the nghiém dung dé 1ap ban do (céc) epitop da
duoc lién két bai khang thé don dong 16B5. Cac vét thdm tach Western chira Tau ¢6 chiéu
dai day dii hodc cac dot bién khuyét cta tau duge nhudm bang cac khang thé 16B5 (6 bén
tréi phia trén) hogc khéng thé Taud6 (6 bén phai). Qua trinh tiép xuc trong thdi gian dai
ctia vét tham tach da duge nhudm bang cac khéng thé 16B5 nay dugc thé hién & 6 bén tréi
phia dudi. Cac dot bién khuyét cua tau da duoc phén tich trong thtr nghiém nay bao goém
A25-44, A5-24, A23-32, A30-39, va A37-46.

Hinh 3 th¢ hién két qua clia thir nghiém quét alanin ding dé lap ban dd (cac)
epitop da duogc lién két boi khang thé don dong 16B5. Céc vét tham tach Western chtra
Tau kiéu dai (wild-type Tau - WT) hoic dot bién diém alanin cua tau dugc nhudm béng
cc khang thé 16B5 (6 bén trai) hodc khang thé Tau46 (6 bén phai). Dot bién alanin cua
tau dugc phén tich trong thtr nghiém nay bao g&n T30A, M31A, H32A, Q33A, D34A,
Q35A, E36A, G37A, D38A, T39A, D40A, A41L, va G42A.

Hinh 4 thé hién céc lugng twong ddi cua protein tau phat hién dugc trong phéin
doan khong hoa tan sarkosyl ctia than ndo cta chudt nhét chuyén gen biéu hién protein tau.

P301L cta nguoi. Chudt nhit duge gdy mién dich thu dong bang khang thé 16B5 hoic
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khang thé 6F10, khang thé ddi ching isotyp IgG1 khong tao mién dich. Cac mau dugc
phén tich béng cach thAm tach Western, nhuo¢m khéang thé, va do tin hiéu thu duogc. Cac
khang thé dung dé phat hién tau bao g0m cac khang thé dac hiéu khéng phospho-tau (ATS,
0 bén tréi phia trén; AT100, 6 bén trai phia dudi; hodc 1F5, 6 bén phai phia trén) va khéng
thé pan tau (HT7, 6 bén phai phia dudi).

Hinh 5 thé hién ty 1é gitta phospho-tau va protein tau toan phan (6 bén trai) va
lwong chuan hoa cta tau toan phan (6 bén phai) phat hién dugc trong céac dich than nio
dong nhit toan phan cta chudt nhit chuyén gen biéu hién protein tau P301L cta nguoi.
Chudt nhat dugc gdy mién dich thu dong bang khang thé 16B5 hogc khang thé 6F10,
khang thé d6i ching isotyp IgG1 khong tao mién dich. Cac mau duogc phan tich bang cach
thdm tach Western, nhudém khang thé, va do tin hiéu thu dugc. Khang thé ATS da duoc
dung dé phat hién phospho-tau va khang thé HT7 da duoc dung dé phat hién tau toan
phan. Khang thé khing GAPDH da duoc sir dung dé chun héa luong tau phat hién duoc &
chudt nhit da dugc didu tri bang khang thé 16B5 so véi khang thé ddi chig 6F10.

Hinh 6 thé hién cidc phan nhan tiéu ndo cua chu6t nhat chuyén gen biéu hién
protein tau. P301L ctia ngudi, da dugc nhudm héa mo mién dich bang cach st dung khéng
thé khang phospho-tau AT8. Chudt nhét da duge gdy mién dich thu dong bang khang thé
16BS (6 bén trai phia trén) hodc khang thé 6F10 (6 bén trai phia dudi), khang thé ddi
chimg isotyp IgG1 khong tao mién dich. Viéc dinh luong luong tau da dugc nhudém phat
hién duoc béng khang thé ATS trong nhan tiéu ndo cai xen, phén trudc va sau, nhan tiéu
nio bén bo sung (IntA/P/LAT) va viing bét dinh bd sung cta nhan thudc ving dudi doi
(STH/ZI) thu duoc tir chudt nhit da duoc gdy mién dich thu dong béng cac khéang thé
16B5 hodc 6F10 duogc thé hién trong cac biéu dd dang cot phia trén. Viéc dinh luong
luong phospho-tau dd dugc nhudm phat hién duoc bang cach s dung khang thé khang
phospho-tau AT100 trén cac ph?m IntA/P/LAT va STH/ZI thu dugc tir chudt nhit da duoc
gdy mién dich thu dong bang cac khang thé 16B5 hodc 6F10 duoc thé hién trong céac biéu
d6 dang cot phia dudi. Muc y nghia thong ké duoc dénh gia bang cach su dung thu
nghiém t cua Student, p<0,05.
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Hinh 7 thé hién két qua cua qué trinh két tiia mién dich tau thu duoc bang céc
khang thé 16B5 thé kham va cac khang thé 16B5 duoc nhan hoa (Phién ban HIL2 va
H1L3). Tau duogc két tia mién dich ra khéi cac phin doan hoa tan va khéng hoa tan cta
cdc mau vo ndo trude sau khi chét thu duoc tr bénh nhan bi bénh Alzheimer. Tau cé mit
trong cic chat két tiia mién dich da duoc thdm tach da dugc phat hién bang cich sir dung

khéng thé da dong khang tau (tau pAb).
Mo ta chi tiét sang ché

Céc khang thé don dong va cdc chét didu tri bénh khic thuong dugc tao ra ¢ dang
phan lap dugc. Diéu nay co nghia 12 tdc nhan nay thuong c6 do tinh khiét it nhat 1a 50%
trong luong clia céc protein nhi€u va cac thanh phan tap nhiém khac ¢ ngudn gbc tur qua
trinh san xuét hodc lam sach nd, nhung khong loai trir kha ning mot tac nhan duoc két hop
v6i luong du cta chét mang dugc dung hoic t4 dugc khac nhim tao diéu kién thuan loi
cho viéc st dung no6. Doi khi cac khang thé don dong (hodc cac tac nhan diéu tri bénh
khéac) c6 do tinh khiét it nhit 1a 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, hoac 99%
trong luong cua cac protein nhi€u va cac thanh phan tap nhiém thu duoc tir qué trinh san

xuat hodc lam sach.

Céc khang thé theo sang ché thuong gin két voi dich duoc chi dinh cua ching c6
nong do lién két 6n dinh it nhdt 1a 10° 107, 10%, 10°, hodc 10'°M". Su gén két nay 1a su
gén két dac hiéu & chd muic do co thé phat hién dugc manh hon va khac biét so véi su gén
két khong ddc hiéu xay ra & it nhit mot dich khong lién quan. Su gén két dic hidu ¢6 thé 1a
két qua cua qué trinh tao ra céc lién két giira cac nhom chic cu thé hoac kiéu khong gian
cu thé (vi du, kiéu khéa va chia), trong khi su gin két khong ddc hiéu thuong 1 két qua
ctia lyc van der Waals. Tuy nhién, sy gin két dic hiéu khong nhat thiét am chi rang khang

thé don dong gin két véi mot va chi mot dich.

Don vi cdu tric co ban cua khang thé 1a tetrame cua cac cAu tric siéu phan tu.
Mdi tetrame bao gdm hai cdp giéng nhau chira cac chudi polypeptit, mdi cip nay c6 mot
chudi “nhe” (khoang 25kDa) va mot chudi “nang” (nim trong khodng tir S0kDa dén
70kDa). Phan diu tan cung amino cua mdi chudi nay bao gdm viing bién dbi chaa khoang

100 axit amin dén 110 axit amin hodc nhiéu hon chu yéu lién quan t6i viéc nhin dién
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khang nguyén. Ving bién d6i nay thuong duge biéu hién trude tién, duoc lién két véi
peptit tin hidu ¢ thé phan cit dugc. Ving bién dbi khong chta peptit tin hidu doi khi duoc
goi 1a viing bién dbi hoan chinh. Do d6, vi du, ving bién ddi hoan chinh cta chudi nhe ¢
nghia 1a ving bién doi ctia chudi nhe khong chira peptit tin hiéu ctia chudi nhe. Phan dau
tan cing carboxy ctia mdi chudi x4c dinh viing hiang dinh cha yéu lién quan dén chie nang
tac dong. Vung hing dinh c6 thé bao gdbm mién bat ky hodc tat ca cac mién CH1, mién ban

1€, mién CH2 va mién CH3.

Céc chudi nhe duoc phan loai thanh kappa hodc lamda. Céc chudi nang duoc
phén loai thanh gama, mu, alpha, delta, hodc epsilon, va xac dinh isotyp ctia khang thé lan
lugt 12 1gG, IgM, IgA, IgD va IgE. Trong chudi nhe va chudi ning, cac viung bién ddi va
ving hang dinh duoc nbi voi nhau béi mién "J" chira khoang 12 axit aminhodc nhiéu hon,
trong d6 chudi ning con bao gdm mién "D" chira khoang 10 axit amin hodc nhiéu hon.
(Xem tong quan, Fundamental Immunology (Paul, W., ed., 2nd ed. Raven Press, N.Y.,

1989), Ch. 7) (duge dua vao dy bang cach vién dan dbi v6i moi muc dich).

Cac ving bién dbi hoan chinh ctia mdi cip chudi nhe/chudi ning tao ra vi tri gin
két v6i khang thé. Do d6, khang thé nguyén ven c6 hai vi tri gan két. Ngoai trir trong cac
khang thé chirc kép hodc dic hiéu kép, hai vi tri gan két nay 1a gidng nhau. Tit ca cac
chudi ¢6 cdu triic chung tuong ty nhau chira cac ving khung (FR) tuong d6i bao toan duoc
ndi voi nhau boi ba vung siéu bién, con duoc gol cac vung xac dinh tinh bd tro hay CDR
(complementarity determining region). Cdc CDR tir hai chudi ctia mdi cip duogc so sanh
trinh ty béi céc vung khung, ¢6 kha ning gin két voi epitop dac hidu. Tur diu tan cung N
dén dau tan cung C, ca chudi nhe 1an chudi nang bao gém cac mién FR1, CDRI, FR2,
CDR2, FR3, CDR3 va FR4. Viéc phan dinh cac axit amin cho tiung mién duoc thuc hién
theo dinh nghia ctia Kabat trong Sequences of Protein of Immunological Interest (Vién Y
té Quéc gia - National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1987 va 1991), hodc Chothia &
Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987); Chothia et al., Nature 342:878-883 (1989). Kabat
cling dua ra quy udc danh s duoge su dung nhiéu (danh sé Kabat) trong d6 cac goc tuong
ng gilta cac chudi nang khac nhau hodc gitta cac chudi nhe khac nhau duge quy ude 1a co

cung mot so.
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Thuat ngit “khang thé” bao gdm cac khang thé nguyén ven va cac doan gin két
clia chung. Thong thudng, cac doan canh tranh véi khang thé nguyén ven ma ching c6
ngudn gbc tir viée gin két dic hiéu vé6i dich. Cac doan bao gém cac chudi ndng riéng r¢,
cac chudi nhe riéng r€, Fab, Fab', F(ab')2, F(ab)c, Fv va khang thé ctia mién don 1é. Céc
khang thé cta mién don 1é (bién d6i) bao gbm cac vung VH da duoc tach ra khoi cac dbi
tac VL cua chung (hodc nguoc lai) trong cac khang thé thong thuong (Ward ez al., 1989,
Nature 341: 544-546), cling nhu cac ving VH (d6i khi duoc goi 1a VHH) tir cac loai nhu
ho Lac da (Camelidae) hodc cé sun (vi dy, cd nham) trong dé cac ving VH khong lién két
Vo1 cac vung VL (xem, vi du, WO 9404678). Khang thé ctia mién don 1é trong d6 mot
chudi duoc tich ra khoi vat keém tu nhién cia n6 d6i khi dugce goi 1a Dabs va khang thé cua
mién don 1& tir ho Lac da hoac ca sun doi khi dugc biét 1a céc thé nano. Ving hing dinh
hozc cac phan cua viing hang dinh ¢6 thé hoic khong thé ¢6 mit trong khang thé ctia mién
don 1é. Vi du, cac khang thé cua vung bién dbi don 1& tu nhién tr ho Lac da bao gém vung
bién d6i VHH, va cac ving hing dinh CH2 va CH3. Céc khang thé ctia mién don 16 ¢6 thé
duogc dung dé lam gidéng nhu khang thé ctia ngudi bang céac phuong phap tuong tu nhu céac
khéng thé thong thuong. Khang thé dang Dabs thuong thu dugc tir cac khang thé c6 ngudn
gbe tir ngudi. Khang thé dang THE NANO ¢6 ngudn gde tir ho Lac da hodc c4 nhdm va c6
thé duoce dung dé lam gidng nhu khang thé cua ngudi. Cac doan c6 thé dugc tao ra theo
cac ky thuat ADN tai to hop, hodc béng cach tach bing enzym hodc tach bang céch hoa
hoc cac globulin mién dich nguyén ven. Thuat ngit “khang thé” con bao gom khang thé
dac hiéu kép. Khang thé dac hiéu kép hodc chuc kép la khang thé lai nhan tao c6 hai cap
chudi ning/chudi nhe khac nhau va hai vi tri gén két khac nhau (vi du, xem tai liéu:
Songsivilai va Lachmann, Clin. Exp. Immunol., 79:315-321 (1990); Kostelny et al., J.
Immunol., 148:1547-53 (1992)).

Thuét ngir “epitop” duoc dung dé chi vi tri trén khang nguyén ma gin két vai
khéang thé. Epitop c6 thé dugc tao ra tir cdc axit amin lidn ké hodc céc axit amin khong lién
ké nam canh nhau bang cach gip nép ba lan mot hodc nhiéu protein. Céc epitop da duoc
tao ra tir cdc axit amin lién k& thuong duoc giit lai dé tiép xuc voi cac dung moi bién tinh,
trong khi d6 cac epitop da dugc tao ra bang cach gip nép ba lan thuong bi mét di trong qué

trinh xir 1y bang céc dung mai bién tinh. Epitop thuong bao gdm it nhét 3 axit amin, va
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thuong gap hon, it nhét 5 hodc 8 dén 10 axit amin theo cAu hinh ddc biét trong khong gian.
Néu epitop ndm trong khoang chira cac gbc axit amin trong protein (vi du, ndm trong céc
gbc 25 dén 44 cua tau), thi khodng nay bao gom ca cac gdc xdc dinh bién cta né. Céc gbe
nhit dinh nim trong khoang nay s& tao ra epitop, trong khi cic gbc khac khong thé tao ra
epitop. Céc gdc tao ra epitop co thé hodc khong thé nam lién ké v6i nhau. Tuong tu, néu
khang thé gan két voi epitop tim duoc nam trong mot khoang cu thé chira cac axit amin,
thi khang thé nay khong nhét thiét phai tiép xuc voi tit ca cac gde axit amin nim trong
khodng nay, va cac gbc cua epitop dugc tiép xiic boi khang thé ¢6 thé hodc khong thé ndm
lién ké v6i nhau. Céc phuong phép xdc dinh cau hinh trong khong gian cua cac epitop bao
géln, vi du, tinh thé hoc béng tia X va cong hudng tir hat nhan 2 chiéu. Vi du, xem:
Epitope Mapping Protocols, trong Methods in Molecular Biology, Vol. 66 cia Glenn E.
Morris, Ed. (1996).

Céc khang thé nhén dién cung mot epitop hodc cac epitop chdng 1én nhau c6 thé
duoc xac dinh trong thir nghiém mién dich don gian nham thé hién kha nang canh tranh
cia mot khang thé véi kha nang gan két cua khang thé khic voi khang nguyén dich.
Epitop ctia khang thé ciing c¢6 thé duoc xéc dinh bang tinh thé hoc bang tia X cua khéng
thé da gan két véi khang nguyén ctia né dé xac dinh cac gbe tiép xtc. Theo cach khéc, hai
khang thé c6 cing mot epitop néu tat ca cac dot bién axit amin trong khang nguyén bi yéu
hodc mat kha nang gn két cia mot khang thé thi s& bi yéu di hodc mat kha nang gan két
so v6i khang thé kia. Hai khang thé c6 cac epitop chong 1én nhau néu mot sb dot bién axit
amin bi yéu di hodc méat kha ning gin két ciia mot khang thé thi s& bi yéu di hodc mét kha
ning gan két so v6i khang thé kia. Sang ché bao gdm céc khang thé canh tranh v6i 16B5

va/hodc gan két véi cing mot epitop trén tau nhu 16B5.

Kha nang canh tranh gifta cac khang thé dugc xéac dinh bang thir nghiém, trong do
khang thé trong diéu kién thu nghiém sé& e ché kha ning gin két dac hiéu cia khang thé
quy chiéu (vi du, 16B5) véi khang nguyén thong thuong (xem, vi du, tai liéu: Junghans ef
al., Cancer Res. 50:1495, 1990). Khang thé tht nghiém canh tranh véi khing thé quy
chiéu néu luong du cua khang thé thu nghiém (vi du, it nht gép 2 lan, 5 lan, 10 lan, 20 lan

hodc 100 1an) Gc ché kha nang gin két ctia khang thé quy chiéu it nhit 50%, nhung tét hon
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néu 1a 75%, 90% hodc 99% nhu xac dinh dugc trong thir nghiém gén két canh tranh. Céac
khang thé da x4c dinh duoc bang thir nghiém canh tranh (cdc khang thé canh tranh) bao
gdm céc khang thé gin két v6i cuing mot epitop nhu khang thé quy chiéu va cac khang thé
gan két voi epitop lién k& du gin epitop da dugc gin két boi khang thé quy chiéu dé can

tré vé mat khong gian.

Thuét ngir “ngudi bénh” bao gom cac doi tuong 1a nguoi va dong vat co va khac

tiép nhan viéc phong bénh hoic diéu trj bénh.

Nhim muc dich phén loai cac dang thé axit amin & dang bao toan hodc khong bao
toan, cac axit amin dugc chia thanh cdc nhém nhu sau: Nhém I (mach bén ky nudc): met,
ala, val, leu, ile; Nhoém II (mach bén wa nuéce trung tinh): cys, ser, thr; Nhom III (mach bén
¢6 tinh axit): asp, glu; Nhém IV (mach bén ¢6 tinh bazo): asn, gln, his, lys, arg; Nhém V
(céc gbe anh hudng t6i hudng cua mach): gly, pro; va Nhom VI (mach bén thom): trp, tyr,
phe. Céc dang thé bao toan bao gbm céc dang thé nam gitta c4c axit amin trong cung mot
nhom. Cac dang thé khong bao toan sé trao dbi mot thanh phan ctia mot trong sd cac nhém

nay cho mot thanh phan cta nhom khac.

Ty 1& phan traim ctia mtc do twong dong trinh tu duoc xdc dinh bang céc trinh tu
ciia khang thé dugc dudi thing trinh ty t5i da theo quy udc danh sé Kabat. Sau khi dudi
thang trinh tu, néu vung khang thé cua ddi tuong (vi du, toan bo ving bién d6i hoan chinh
cta chudi ning hoic chudi nhe) dugc so sanh véi ciing mdt ving cta khang thé quy chiéu,
thi ty 1& phan traim muc do trong dong trinh tv giira ving khéng thé cta déi tuong va viung
khang thé quy chiéu 1a sb lugng vi tri bi chiém giit béi cung mot axit amin trong ca vung
khang thé cua déi tuong 1an ving khang thé quy chiéu chia cho tong sb luong céc vi tri da
dugc dudi thang cua hai vung nay, trong d6 khong tinh cac khoang cach, nhan véi 100 dé

chuyén thanh ty 1é phan tram.

Thuat ngit "chit bd tro” duoc dung dé chi hop chét ma néu duoc dung cung véi
khang nguyén thi tang cuong va/hodc chuyén hudng dap Gmg mién dich sang khéang
nguyén, nhung khi dugc dung riéng r& lai khong tao ra dap ung mién dich véi khang

nguyén. Cac chat bd trg c6 thé lam tang dap Gng mién dich theo mot vai co ché bao 26m
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su bd sung té bao lympho, kich thich té bao B va/hodc té bao T, va kich thich & bao don

nhan lon.

Bénh lién quan dén tau néu nhém bénh nhan mic bénh nay c6 lugng tau gia tang
trong ndo, hodc gia tdng lugng léng dong hodc cac thé vii cta tau, hodc c6 mat cac dam
rdi tau trong ndo, hodc gia ting muc do phosphoryl héa cta tau trong ndo (s luong nhém
phosphat trung binh trong mdi phéan tir tau), hodc qué trinh dan truyén lién bao hodc noi
bao khéc thudong cua tau so véi nhom ddi twong da biét 1a khong méc bénh than kinh.
Bénh ciing lién quan dén tau néu cac ngudi bénh ¢ bién thé cua gen tau cO nguy co phat
trién bénh nay cao hon so véi cac ngudi bénh c6 gen tau thong thuong (phd bién nhat 1a

xudt hién bién thé¢ & nhém nguoi).

Ca thé ¢6 nguy co méc bénh cao néu dbi twong c6 it nhat mot yéu td nguy co da
biét (vi du, di truyén, sinh hoa, tién st gia dinh, tinh trang phoi nhiém) khién cho c4 thé c6
yéu td nguy co ¢ muc nguy co phat trién bénh cao hon ¢6 y nghia thong ké so vé6i ca thé

khong c6 yéu tb nguy co.

Thuét ngtr "tri¢u chting” dugc dung dé chi ching ctr chu quan cua bénh, nhu dang
di thay doi, nhu duge cam nhéan boi ngudi bénh. "DAu higu” dugc ding dé chi ching cu

khach quan cta bénh nhu quan sit dugc boi thay thude.
Mic y nghia théng ké ¢6 nghia p<0,05.
Tong quan

Sang ché dé xuét cac khang thé lién két voi tau. Mot sb khang thé gin két dic
hidu v6i epitop nam trong cac gbc 23 dén 46 cta trinh tu SEQ ID NO.1. Mdt sb khang thé
gin két voi tau bat ké co xay ra qua trinh phosphoryl hoa hay khong. Mot sb khang thé
theo sang ché c6 kha ning tc ché hodc tri hodn tinh trang bénh ly lién quan dén tau va tinh
trang thodi bién triéu chimng lién quan dén tau. Mic du viéc hiéu biét vé& co ché la khong
can thiét dé thuc hién sang ché, nhung mirc giam doc tinh c¢6 thé xay ra la do khéang thé
gdly ra qué trinh thuc bao tau, e ché tau khoi qua trinh két tu lién phan tir hodc ndi phan
ta, hodc khoi qua trinh gén két véi cac phan t& khac, béng cach lam 6n dinh cdu hinh

khong doc, hodc bang cach we ché qué trinh dan truyén lién bao hodc ndi bao ciia cic dang
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tau gay bénh, trong s céc co ché khéc. Céc khang thé theo sang ché hodc céc tic nhan tao
ra cac khang thé nay c6 thé duoc dung trong cdc phuong phap diéu tri hodc phong bénh

Alzheimer va cac bénh khac lién quan dén tau.
II. Tau

Trur khi ¢6 quy dinh khéc, viéc dé cap dén tau co nghia la dang tau tu nhién cta
ngudi bao gdm tét ca cac dang dong chuc ning bét ké c6 mat hay khong c6 mat qua trinh
cai bién sau dich ma (vi du, phosphoryl hoa, glyxyl héa, hodc axetyl hoa). C6 sau dang
dong chirc ning chinh (cac bién thé ndi) cua tau xuét hién trong ndo nguoi. Cac bién thé
ndy c6 chiéu dai I6n nhét 1a 441 axit amin, trong d6 gbc met ban dau duoc phan cit. Cac
géc duoc danh sb theo dang déng chirc ndng thir 441. Do dé, vi du, viéc dé cap dén qua
trinh phosphoryl héa ¢ vi tri 404 nghia 1a vi tri 404 cta dang dong chic ning thir 441,
hodc vi trf trong Ung ctia dang dong chirc ning khac bit ky khi da dugc dudi thang trinh tu
t6i da biang dang ddng churc nang thir 441. Céc trinh ty axit amin ctia cdc dang ddng chirc

nang va s6 Swiss-Prot dugc biéu thi dudi day.
P10636-8 (SEQ ID NO:1)

10 20 30 40 50 60
MAEPRQEFEV MEDHAGTYGL GDRKDQGGYT MHQDQEGDTD AGLKESPLQT
PTEDGSEEPG

70 8 90 100 110 120
SETSDAKSTP TAEDVTAPLV DEGAPGKQAA AQPHTEIPEG TTAEEAGIGD
TPSLEDEAAG

130 140 150 160 170 180
HVTQARMVSK SKDGTGSDDK KAKGADGKTK IATPRGAAPP GQKGQANATR
IPAKTPPAPK

190 200 210 220 230 240
TPPSSGEPPK ~ SGDRSGYSSP  GSPGTPGSRS RTPSLPTPPT REPKKVAVVR
TPPKSPSSAK

250 260 270 280 290 300
SRLQTAPVPM PDLKNVKSKI GSTENLKHQP GGGKVQIINK KLDLSNVQSK
CGSKDNIKHV

310 320 330 340 350 360
PGGGSVQIVY KPVDLSKVTS KCGSLGNIHH KPGGGQVEVK SEKLDFKDRV
QSKIGSLDNI

370 380 390 400 410 420
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THVPGGGNKK IETHKLTFRE NAKAKTDHGA EIVYKSPVVS GDTSPRHLSN
VSSTGSIDMV

430 440
DSPQLATLAD EVSASLAKQG L

P10636-7 (SEQ ID NO:2)

10 20 30 40 50 60
MAEPRQEFEV MEDHAGTYGL GDRKDQGGYT MHQDQEGDTD AGLKESPLQT
PTEDGSEEPG

70 8 90 100 110 120
SETSDAKSTP TAEAEEAGIG DTPSLEDEAA GHVTQARMVS KSKDGTGSDD
KKAKGADGKT

130 140 150 160 170 180
KIATPRGAAP PGQKGQANAT RIPAKTPPAP KTPPSSGEPP KSGDRSGYSS
PGSPGTPGSR

190 200 210 220 230 240
SRTPSLPTPP TREPKKVAVV RTPPKSPSSA KSRLQTAPVP MPDLKNVKSK
IGSTENLKHQ

250 260 270 280 290 300
PGGGKVQIIN KKLDLSNVQS KCGSKDNIKH VPGGGSVQIV YKPVDLSKVT
SKCGSLGNIH

310 320 330 340 350 360
HKPGGGQVEV KSEKLDFKDR VQSKIGSLDN ITHVPGGGNK KIETHKLTFR
ENAKAKTDHG

370 380 390 400 410
AEIVYKSPVV SGDTSPRHLS NVSSTGSIDM VDSPQLATLA DEVSASLAKQ GL

P10636-6 (SEQ ID NO:3)

10 20 30 40 50 60
MAEPRQEFEV MEDHAGTYGL GDRKDQGGYT MHQDQEGDTD AGLKAEEAGI
GDTPSLEDEA

70 &0 90 100 110 120
AGHVTQARMYV SKSKDGTGSD DKKAKGADGK TKIATPRGAA PPGQKGQANA
TRIPAKTPPA

130 140 150 160 170 180
PKTPPSSGEP  PKSGDRSGYS SPGSPGTPGS RSRTPSLPTP PTREPKKVAV
VRTPPKSPSS

190 200 210 220 230 240
AKSRLQTAPV  PMPDLKNVKS KIGSTENLKH QPGGGKVQII NKKLDLSNVQ
SKCGSKDNIK

250 260 270 280 290 300
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HVPGGGSVQI VYKPVDLSKV TSKCGSLGNI HHKPGGGQVE VKSEKLDFKD
RVQSKIGSLD

310 320 330 340 350 360
NITHVPGGGN KKIETHKLTF RENAKAKTDH GAEIVYKSPV VSGDTSPRHL
SNVSSTGSID

370 380
MVDSPQLATL ADEVSASLAK QGL

P10636-5 (SEQ ID NO:4)

10 20 30 40 50 60
MAEPRQEFEV MEDHAGTYGL GDRKDQGGYT MHQDQEGDTD AGLKESPLQT
PTEDGSEEPG

70 80 90 100 110 120
SETSDAKSTP TAEDVTAPLV DEGAPGKQAA AQPHTEIPEG TTAEEAGIGD
TPSLEDEAAG

130 140 150 160 170 180
HVTQARMVSK SKDGTGSDDK KAKGADGKTK IATPRGAAPP GQKGQANATR
IPAKTPPAPK

190 200 210 220 230 240
TPPSSGEPPK  SGDRSGYSSP  GSPGTPGSRS RTPSLPTPPT REPKKVAVVR
TPPKSPSSAK

250 260 270 280 290 300
SRLQTAPVPM PDLKNVKSKI GSTENLKHQP GGGKVQIVYK PVDLSKVTSK
CGSLGNIHHK

310 320 330 340 350 360
PGGGQVEVKS EKLDFKDRVQ SKIGSLDNIT HVPGGGNKKI ETHKLTFREN
AKAKTDHGAE

370 380 390 400 410
IVYKSPVVSG DTSPRHLSNV SSTGSIDMVD SPQLATLADE VSASLAKQGL

P10636-4 (SEQ ID NO:5)

10 20 30 40 50 60
MAEPRQEFEV MEDHAGTYGL GDRKDQGGYT MHQDQEGDTD AGLKESPLQT
PTEDGSEEPG

70 80 90 100 110 120
SETSDAKSTP TAEAEEAGIG DTPSLEDEAA GHVTQARMVS KSKDGTGSDD
KKAKGADGKT

130 140 150 160 170 180
KIATPRGAAP PGQKGQANAT RIPAKTPPAP KTPPSSGEPP KSGDRSGYSS
PGSPGTPGSR

190 200 210 220 230 240

-19-



35968

SRTPSLPTPP TREPKKVAVV RTPPKSPSSA KSRLQTAPVP MPDLKNVKSK
IGSTENLKHQ

250 260 270 280 290 300
PGGGKVQIVY KPVDLSKVTS KCGSLGNIHH KPGGGQVEVK SEKLDFKDRV
QSKIGSLDNI

310 320 330 340 350 360
THVPGGGNKK IETHKLTFRE NAKAKTDHGA EIVYKSPVVS GDTSPRHLSN
VSSTGSIDMV

370 380
DSPQLATLAD EVSASLAKQG L

P10636-2 (SEQ ID NO:6)

10 20 30 40 50 60
MAEPRQEFEV MEDHAGTYGL GDRKDQGGYT MHQDQEGDTD AGLKAEEAGI
GDTPSLEDEA

70 80 90 100 110 120
AGHVTQARMYV SKSKDGTGSD DKKAKGADGK TKIATPRGAA PPGQKGQANA
TRIPAKTPPA

130 140 150 160 170 180
PKTPPSSGEP  PKSGDRSGYS  SPGSPGTPGS RSRTPSLPTP PTREPKKVAV
VRTPPKSPSS

190 200 210 220 230 240
AKSRLQTAPV PMPDLKNVKS KIGSTENLKH QPGGGKVQIV YKPVDLSKVT
SKCGSLGNIH

250 260 270 280 290 300
HKPGGGQVEV KSEKLDFKDR VQSKIGSLDN ITHVPGGGNK KIETHKLTFR
ENAKAKTDHG

310 320 330 340 350
AEIVYKSPVV SGDTSPRHLS NVSSTGSIDM VDSPQLATLA DEVSASLAKQ GL

Viéc dé cp t6i tau bao gdbm khoang 30 bién thé tu nhién da biét trong s céc bién
thé duoc liét ké trén co s& dir liéu Swiss-Pro va cac hoan vi cua ching, cling nhu cac dot
bién lién quan dén bénh ly lién quan dén tau, nhu ching mat tri, bénh Pick, ching liét trén

nhan, v.v. (xem, vi du: co s& dit liéu Swiss-Pro va Poorkaj, ef al. Ann Neurol. 43:815-825
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(1998)). Mot s6 vi du vé cac dot bién tau da duge danh sb boi dang ddng chirc nang thi
441 1a lysin v6i dot bién threonin trén géc axit amin 257 (K257T), isoleuxin v&i dot bién
valin & vi tri axit amin 260 (1260V); glyxin véi dot bién valin & vi tri axit amin 272
(G272V); asparagin v&i dot bién lysin ¢ vi tri axit amin 279 (N279K); asparagin véi dot
bién histidin & vi trf axit amin 296 (N296H); prolin véi dot bién serin & vi tri axit amin 301
(P301S); glyxin vé6i dot bién valin & vi tri axit amin 303 (G303V); serin vdi dot bién
asparagin ¢ vi tri 305 (S305N); glyxin véi dot bién serin & vi tri axit amin 335 (G3359);
valin v6i dot bién methionin & vi tri 337 (V337M); axit glutamic v6i dot bién valin & vi tri
342 (E342V); lysin vé6i dot bién isoleuxin & vi tri axit amin 369 (K3691); glyxin véi dot
bién arginin ¢ vi tri axit amin 389 (G389R); va arginin v6i dot bién tryptophan & vi trf axit

amin 406 (R406W).

Tau cé thé duge phosphoryl héa trén mot hodc nhiéu gdc axit amin bao gdm
tyrosin ¢ cac vi tri axit amin 18, 29, 97, 310, va 394, serin & cdc vi tri axit amin 184, 185,
198, 199, 202, 208, 214, 235, 237, 238, 262, 293, 324, 356, 396, 400, 404, 409, 412, 413,
va 422; va threonin ¢ cac vi tri axit amin 175, 181, 205, 212, 217, 231, va 403,

1L Khang thé
A. Dic tinh vé tinh ddc hiéu va chtc nang gén két

Sang ché dé xudt cac khang thé lién két véi tau. Mot sd khang thé gin két dac
hiéu v6i epitop ndm trong cac goc 23 dén 46 cua trinh tu SEQ ID NO:1. Mot s6 khang thé
gan két dac hiéu véi epitop nam trong cac gdc 25 dén 44 cua trinh tu SEQ ID NO:1. Mot
s6 khang thé gin két dic hieu véi epitop nam trong 28 dén 41 cla trinh tu SEQ ID NO:1.
Mot sé khang thé gan két dac hiéu véi epitop ndm trong céc gbc 30 dén 39 cua trinh tu
SEQ ID NO:1. Mot s khang thé gan két dic hiéu véi epitop nam trong cac gbc 30 dén 36
cua trinh tw SEQ ID NO:1. Mat sé khang thé gan két dic hiéu voi epitop nim trong céc
gbc 33 dén 39 cia trinh ty SEQ ID NO:1. Mot s§ khang thé gin két ddc hiéu voi epitop
nam trong cac gbc 33 dén 36 cua trinh tu SEQ ID NO:1. Mot sb khang thé gan két dic
higu v6i epitop bao gdm cac goc 28 dén 30, 28 dén 31, 28 dén 32, 28 dén 33, 28 dén 34,
28 dén 35, 28 dén 36, 28 dén 37, 28 dén 38, 28 dén 39, 28 dén 40, 28 dén 41, 29 dén 31,
29 dén 32, 29 dén 33, 29 dén 34, 29 dén 35, 29 dén 36, 29 dén 37, 29 dén 38, 29 dén 39.
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29 dén 40, 29 dén 41, 30 dén 32, 30 dén 33, 30 dén 34, 30 dén 35, 30 dén 36, 30 dén 37,
30 dén 38, 30 dén 39, 30 dén 40, 30 dén 41, 31 dén 33, 31 dén 34, 31 dén 35, 31 dén 36,
31 dén 37, 31 dén 38, 31 dén 39, 31 dén 40, 31 dén 41, 32 dén 34, 32 dén 35, 32 dén 36,
32 dén 37, 32 dén 38, 32 dén 39, 32 dén 40, 32 dén 41, 33 dén 35, 33 dén 36, 33 dén 37,
33 dén 38, 33 dén 39, 33 dén 40, 33 dén 41, 34 dén 36, 34 dén 37, 34 dén 38, 34 dén 39,
34 dén 40, 34 dén 41, 35 dén 37, 35 dén 38, 35 dén 39, 35 dén 40, 35 dén 41, 36 dén 38,
36 dén 39, 36 dén 40, 36 dén 41 cua trinh ty SEQ ID NO:1. Mot s khang thé gin két véi
tau bat ké co xay ra qua trinh phosphoryl héa hay khong. Mot s6 khang thé gin két véi
epitop khong bao gém gdc phu thudc vao qua trinh phosphoryl hoa. Cac khang thé nay ¢6
thé thu duogc bang cach tao mién dich véi polypeptit tau da dugc tinh sach tir nguén tu
nhién hozc duoc biéu hién tai td hop. Cac khang thé nay c6 thé duoc sang loc dé gin két
tau ¢ dang khong dugc phosphoryl hoa ciing nhu dang ma & d6 mot hodc nhiéu gde d& bi
phosphoryl héa dugc phosphoryl hoa. Tét hon, néu céc khang thé nay gin két véi 4 luc
dong nhét hodc gin két voi tau da duoc phosphoryl hoa it nhit cao hon gip 1,5 lan, 2 lan
hodc 3 lan so véi tau khong dugc phosphoryl hoa (tire 1a “dic hiéu véi pan”). 16B5 la vi
du vé khang thé don dong dac hiéu véi pan. Sang ché con dé xuat cac khang thé gin két
v6i cung mot epitop nhu khing thé bét ky trong sd cac khang thé néu trén, vi du, epitop
ctia 16B5. Ciing ndm trong pham vi cia sang ché la cac khang thé canh tranh, dé gan két

v6i tau, voi khang thé bit ky trong sb cac khéng thé néu trén, vi dy, canh tranh véi 16B5.

Céc khang thé néu trén c6 thé duoc tao ra ban diu bang cach tao mién dich voi
peptit bao gdm céc gbe 23 dén 46, 25 dén 44, 28 dén 30, 28 dén 31, 28 dén 32, 28 dén 33,
28 dén 34, 28 dén 35, 28 dén 36, 28 dén 37, 28 dén 38, 28 dén 39, 28 dén 40, 28 dén 41,
29 dén 31,29 dén 32, 29 dén 33, 29 dén 34, 29 dén 35, 29 dén 36, 29 dén 37, 29 dén 38.
29 dén 39, 29 dén 40, 29 dén 41, 30 dén 32, 30 dén 33, 30 dén 34, 30 dén 35, 30 dén 36.
30 dén 37,30 dén 8, 30 dén 39, 30 dén 40, 30 dén 41, 31 dén 33, 31 dén 34, 31 dén 35, 31
dén 36, 31 dén 37, 31 dén 38, 31 dén 39, 31 dén 40, 31 dén 41, 32 dén 34, 32 dén 35, 32
dén 36, 32 dén 37, 32 dén 38, 32 dén 39, 32 dén 40, 32 dén 41, 33 dén 35, 33 dén 36, 33
dén 37, 33 dén 38, 33 dén 39, 33 dén 40, 33 dén 41, 34 dén 36, 34 dén 37, 34 dén 38, 34
dén 39, 34 dén 40, 34 dén 41, 35 dén 37, 35 dén 38, 35 dén 39, 35 dén 40, 35 dén 41, 36
dén 38, 36 dén 39, 36 dén 40, 36 dén 41 cta trinh tw SEQ ID NO:1 hoic bang cach tao
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mién dich véi polypeptit tau ¢6 chidu dai day di hodc doan cla ching chira cac gbc nay va
sang loc dé gin két dic hiéu véi peptit bao gdm cac gbc nay. Tot hon, néu céc peptit nay
da dugc gin vao phan ti tiép hop khac loai gitip tao ra dép tng khang thé véi peptit nay.
Su gén két nay co thé 1a truc tiép hodc thong qua peptit hodc axit amin dém. Xystein duoc
dung lam axit amin dém do nhoém SH tu do ctia né tao didu kién thuén lgi cho viéc gén
phan tr mang. Su lién két v6i polyglyxin (vi du, 2 dén 6 glyxin), ¢ hodc khong c6 gbe
Xystein nam gitta glyxin va peptit cling c¢6 thé duge st dung. Phan tr mang dong vai tro
tao ra epitop té bao T gilip tao ra dép ung khang thé khang peptit ndy. Mot vai chit mang
thuong duge st dung cu thé nhu hemoxyanin tir con ha (KLH), albumin tr long tring
trimg va huyét thanh bo (BSA). Peptit dém c6 thé duge bd sung vao tac nhan giy mién
dich peptit 1a mot phan cua quy trinh téng hop peptit pha ran. Cac chét mang thuong dugc
b6 sung bang lién két ngang héa hoc. Mot s vi du vé cac lién két ngang hdéa hoc co thé
dugc st dung bao gdm este N-maleimido-6-aminocaproyl lién két ngang hodc este m-
maleimidobenzoyl-N-hydroxysucxinimit (MBS) (vi du, xem tai liéu: Harlow, E. ef al.,
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N.Y. 1988; Sinigaglia et al., Nature, 336:778-780 (1988); Chicz et al., J Exp.
Med., 178:27-47 (1993); Hammer et al., Cell 74:197-203 (1993); Falk K. et al,
Immunogenetics, 39:230-242 (1994); WO 98/23635; va, Southwood et al., J. Immunology,
160:3363-3373 (1998)). Chét mang va chat dém néu c6 mit c6 thé duge gin vao mot trong

s0 hai dau cuia tac nhan giy mién dich.

Peptit c6 doan dém va mang tuy y c6 thé duoc ding dé gy mién dich cho cdc
dong vat trong phong thi nghiém hodc cac té bao B nhu dugc boc 16 mot cach chi tiét hon
dudi day. Cac dich ndi chira té bao lai ¢6 thé dugc thir nghiém vé kha nang gin két véi
mdt hodc nhiéu peptit bao gom cac gbc 24 dén 46, 25 dén 44,28 dén 30, 28 dén 31, 28 dén
32, 28 dén 33, 28 dén 34, 28 dén 35, 28 dén 36, 28 dén 37, 28 dén 38, 28 dén 39, 28 dén
40, 28 dén 41, 29 dén 31, 29 dén 32, 29 dén 33, 29 dén 34, 29 dén 35, 29 dén 36, 29 dén
37,29 dén 38, 29 dén 39, 29 dén 40, 29 dén 41, 30 dén 32, 30 dén 33, 30 dén 34, 30 dén
35, 30 dén 36, 30 dén 37, 30 dén 38, 30 dén 39, 30 dén 40, 30 dén 41, 31 dén 33, 31 dén
34,31 dén 35, 31 dén 36, 31 dén 37, 31 dén 38, 31 dén 39, 31 dén 40, 31 dén 41, 32 dén
34,32 dén 35, 32 dén 36, 32 dén 37, 32 dén 38, 32 dén 39, 32 dén 40, 32 dén 41, 33 dén
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35, 33 dén 36, 33 dén 37, 33 dén 38, 33 dén 39, 33 dén 40, 33 dén 41, 34 dén 36, 34 dén
37, 34 dén 38, 34 dén 39, 34 dén 40, 34 dén 41, 35 dén 37, 35 dén 38, 35 dén 39, 35 dén
40, 35 dén 41, 36 dén 38, 36 dén 39, 36 dén 40, 36 dén 41 cua trinh tu SEQ ID NO:1
va/hodc cac dang da dugc phosphoryl hoa va khong dugc phosphoryl héa cua tau, vi du,
dang dong chirc nang c6 chiéu dai ddy di cua tau véi vi tri 404 & dang da duoc phosphoryl
hoa. Peptit c6 thé duge gin vao phan tir mang hodc ddu khéac dé tao diéu kién thudn lgi cho
thir nghiém sang loc. Trong truong hop nay, tt hon néu chat mang hodc du 1a khac 80
v6i dang két hop cua doan dém va phan tr mang duoc st dung dé gdy mién dich nham
loai bd cac khang thé ddc hiéu voi doan dém hodc phan tr mang hon la peptit tau. Cac

dang ddng chire ning tau bit ky c6 thé dugc st dung.

Céc khang thé ¢ tinh dac hiéu gén két cua khang thé da chon cua loai gam nhim
(vi du, 16B5) cling ¢6 thé duoc tao ra bang cach sir dung bién thé ciia phuong phép biéu
hién thé thuc khuan. Xem WO 92/20791 cta Winter. Phuong phéap nay 1a dic biét thich
hop dé san sinh cac khang thé ctia nguoi. Theo phuong phap nay, ving bién doi cta chudi
nang hodc chudi nhe ctia khang thé da chon cua loai gam nhdm duoc dung 1am nguyén liéu
ban dau. Vi du, néu vung bién ddi ctia chudi nhe duoc chon lam nguyeén li¢u ban déu, thi
thu vién thé thuc khudn duoc xdy dung trong dé céc thanh vién biéu hién cing mét ving
bién ddi cua chudi nhe (tc 1a nguyén liéu ban dau cta loai gdm nhdm) va vang bién dbi
ctia chudi niang khac nhau. Cac ving bién ddi ctia chudi ning c6 thé thu duogc tir thu vién
gdm cac ving bién doi ctia chudi nang da duoc sip xép lai cia ngudi ching han. Thé thuc
khuén c6 kha nang gén két dac hiéu manh véi dich mong mubn (vi du, peptit tau) (vi du, it
nhét 10* va tét hon néu it nhit 10°M™) duoc chon. Sau do, ving bién ddi cua chudi ning
thu duoc tir thé thuc khuin nay dong vai tro lam nguyén lidu ban dau dé xay dung thu vién
thé thuc khuan khac. Trong thu vién nay, mdi thé thuc khuédn biéu hién cung mot vung
bién d6i ctia chudi nang (tc la vung xac dinh duogc tu thu vién biéu hién dau tién) va vung
bién ddi ctia chudi nhe khac. Vi du, cic ving bién ddi cia chudi nhe ¢6 thé thu duge tir thu
vién gém céc ving bién ddi cua chudi nhe da duoc sip xép lai cia nguoi. Tiép theo, thé
thue khuan c6 kha nang gan két dac hiéu manh véi dich mong mubn da duoc chon. Cac
khang thé thu dugc thuong c6 cung tinh dac hiéu epitop hoac tinh dac hi¢u epitop tuong tu

nhu nguyén liéu ban dau cua loai gam nham.
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Cac khang thé khac co thé thu dugc béng cach tao dot bién ADN b6 trg ma hoa
cac chudi nang va cac chudi nhe cta khang thé 1am vi du, nhu 16B5. Cac khang thé don
dong c¢6 muc do tuong ddng trinh tu it nhat 90%, 95% hodc 99% so v6i 16B5 trong trinh
tu axit amin clia cac vung bién doi ciia chudi ning va/hogc chudi nhe hoan chinh va duy tri
duoc dic tinh chirc nang cda nod, va/hodc la khac biét so voi khang thé tuong tmg boi sb
luong dang thé nhé axit amin khong hop 1y vé& mit chitc nang (vi du, cac dang thé bao
toan), doan khuyét, hodc doan chén cling nim trong yéu cau clia sing ché. Sang ché ciing
bao gdm cac khing thé don dong c6 it nhat mot va t6t hon 1a hoan tat ca sdu CDR nhu xé4c
dinh duoc boi Kabat ¢c6 mirc d tuong déng 1a 90%, 95%, 99% hodc 100% so vdi cac
CDR tuong ung cua 16BS5.

B.  Khaéng thé khong phai 1 khang thé ctia nguoi

Qua trinh san sinh céc khéng thé don dong khac khong phai khang thé ctia ngudi,
vi dy, loai gam nham, chudt lang, linh trudng, thd hodc chudt nhét, khang lai tac nhan gay
midn dich c6 thé duoc thuc hién, vi du, bing cach tao min dich dong vét nay bang tac
nhén giy mién dich nhu néu trén. Xem tai liéu: Harlow & Lane, Antibodies, A Laboratory
Manual (CSHP NY, 1988) (duoc dua vao day bang cach vién dan dbi véi moi muc dich).
Téc nhan giy mién dich nay c6 thé thu duoc tir ngudn tu nhién, bang cach tong hop peptit

hodc bang cach biéu hién tai to hop.

Tuy ¥, tac nhan gAy mién dich c6 thé dugc ding véi chat bd tro. Mot vai loai chét
bd tro ¢6 thé duoc dung nhu dugc boe 1§ dudi day. Chét b trg Freund hoan chinh tiép
theo 1a chit b6 trg khdng hoan chinh duge uu tién dé gdy mién dich cho céc dong vt trong
phong thi nghiém. Thé hodc chudt lang thuong dugc su dung dé tao ra cac khang thé da
dong. Chudt nhit thuong duoc str dung dé tao ra cac khang thé don dong. Cac khang thé
dugc sang loc theo kha nang gin két dac hiéu tuy y v6i. Cac khang thé duoc sang loc tiép
vé kha niang gan két v6i ving dic hidu ctia tau. Qué trinh sang loc nay co thé duoc tién
hanh bing cach xac dinh kha niang gin két ciia khang thé véi tap hop gdm cdc dot bién
khuyét ctia tau va xac dinh xem céc dot bién khuyét nay c6 gan két v6i khang thé hay
khong. Kha ning gén két c6 thé duoc danh gia, vi du, bang cach thdm téch Tay, FACS™
hodc ELISA.
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C. Khéng thé nhan héa

Khang thé nhan héa 1a khang thé dugc tao ra bang k¥ thuét di truyén, trong d6 céc
CDR tir khang thé “cho” khong phai ctia nguoi (vi du, 16B5) duge ghép vao trinh tu cia
khang thé “nhan” cua nguoi (xem, vi du: US 5,530,101 va 5,585,089 cua Queen; US
5,225,539 cuia Winter, US 6,407,213 cua Carter, US 5,859,205 6,881,557 cua Adair, US
6,881,557 cua Foote). Céc trinh tu cia khang thé nhan c¢é thé, vi du, 1a trinh tu cua khang
thé hoan chinh ctia ngudi, to hop chira cic trinh tu ndy, trinh tu lién tng cua céc trinh tu
ctia khang thé cua ngudi, hodc trinh ty ving dong mam. Do d6, khang thé nhan hoa la
khang thé c6 mot vai hoac tAt ca cac CDR hoan toan hodc hau nhu tir khang thé cho va céc
trinh ty khung ctia ving bién ddi va cac ving hang dinh, néu c6, hoan toan hoac hau nhu
tlr céc trinh tu ctia khang thé ciia ngudi. Tuong tu, chudi ning dugc lam gidng nhu chudi
ning ctia ngudi co it nhat mot, hai va thudng 1a ca ba CDR hoan toan hodc hau nhu tir
chudi ning ctia khang thé cho, va trinh tu khung ctia viing bién ddi cua chudi ning va ving
hang dinh cta chudi ning, néu c6, hiu nhu tir khung cta ving bién doi ctia chudi ning va
trinh tu ctia vung héng dinh ctia nguoi. Tuong tu, chudi nhe dugc nhan hoa ¢ it nhét mot,
hai va thuong la ca ba CDR hoan toan hoac hdu nhu tir chudi nhe cua khang thé cho, va
trinh tu khung ctia ving bién ddi cta chudi nhe va ving hing dinh ctia chudi nhe, néu co,
hdu nhu tir khung cta ving bién doi ctia chudi nhe ctia ngudi va trinh tu ciia ving hang
dinh. Khong giéng nhu cac thé nano va dAb, khang thé nhan hoa chtra chudi ning duoc
lam gidng nhu chudi ning cta ngudi va chudi nhe duge nhan hoa. CDR trong khéang thé
nhan héa hdu nhu tr CDR twong tng trong khang thé khong phai khang thé cua nguoi néu
it nhit 85%, 90%, 95% hoic 100% gbc twong tng (nhu xic dinh dugc theo Kabat) 1a
gidng nhau gitta cac CDR twong tng. Trinh tu khung ctia vung bién ddi cta chudi khang
thé hodc ving hing dinh cta chudi khang thé hau nhu tir trinh tu khung ctia viing bién doi
cua ngudi hodc viing hing dinh ctia ngudi 1an lugt néu it nhit 85%, 90%, 95% hodc 100%

gbe twong tng xac dinh duge theo Kabat 1a gidng nhau.

Mic du cac khang thé nhan hoa thuong két hop tat ca sdu CDR (t6t hon la nhu
xac dinh duogc theo Kabat) tir khang thé cua chudt nhit, nhung chiing cling c6 thé duoc tao

ra v6i it hon tat ca sdu CDR (vi du, it nhét 3, 4, hodc 5) tir khang thé cta chudt nhat (vi du,
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Pascalis et al., J. Immunol. 169:3076, 2002; Vajdos et al., Journal of Molecular Biology,
320: 415-428, 2002; Iwahashi ef al., Mol. Immunol. 36:1079-1091, 1999; Tamura et al,
Journal of Immunology, 164:1432-1441, 2000).

Trong mdt s& khang thé, chi c6 mot phan CDR, cu thé 1a phan nhém gdm cac gbe
CDR cén thiét ddi v6i qua trinh gin két, duoc goi 1a SDR, 1a cén thiét dé duy tri qua trinh
gin két trong khang thé nhan héa. Cac gbc CDR khong tiép xuc véi khang nguyén va
khong c6 mat trén SDR ¢6 thé dugc xéac dinh dua trén cac nghién ctru trudce day (vi du, céac
gbc H60 dén H65 trong H2 ctia CDR thuong 1a khong can thiét), tir cac ving cia cac CDR
xac dinh duoc béi Kabat ndm ngoai céc vong siéu bién Chothia (Chothia, J. Mol. Biol.
196:901, 1987), béng cach xdy dung mo hinh phéan tr va/hodc theo kinh nghiém, hodc nhu
da duoc boc 10 trong tai licu: Gonzales et al., Mol. Immunol. 41: 863, 2004. Trong céac
khéng thé duoc nhan hoa nay, ¢ vi tri ma & dé6 mot hodc nhiéu géc CDR khong c6 mét
hoic trong d6 CR cho nguyén ven dugc loai bo, axit amin chiém giit vi tri nay la axit amin
chiém gitr vi tri twong tng (bang cach danh sé Kabat) trong trinh tu cia khang thé nhan.
S6 lugng cac doan thé nay cua khang thé nhan ddi voi cac axit amin cho trong cac CDR
phan anh trang théi can béng clia cac cAn nhic canh tranh. Céc su thé nhu vay la ¢ loi vé
tiém nang lam giam s6 luong cac axit amin ctia chudt nhit trong khang thé nhan héa va do
d6 lam giam tinh sinh mién dich tiém nang. Tuy nhién, cac su thé cling c6 thé lam thay doi
4i luc, va tét hon 14 can tranh viéc lam giam dang ké &i luc. Cac vi tri dé thé nam trong cac

CDR va céc axit amin dé thé ciing ¢6 thé duoc lua chon theo kinh nghiém.

Céc trinh tu ctia khdng thé nhan ciia ngudi ¢6 thé tuy ¥ duoc chon tir nhiéu trinh
tu da biét ctia khang thé cua nguoi dé tao ra mirc do tuong dong trinh tw cao (vi du, muc
do6 twong ddng nam trong khoang tir 65% dén 85%) gitta khung ctia ving bién ddi trinh tu

nhén cta ngudi va khung cia ving bien doi twong (g ciia chudi khang thé cho.

Céc axit amin nhat dinh tir cac gbc khung ctia ving bién doi cta nguoi c6 thé
dugc chon dé thay thé dua trén anh huéng dén cdu hinh CDR va/hodc kha nang gin két
v6i khang nguyén. Nghién ciru vé anh hudng nay duogc tién hanh bang cach l4p mé hinh,
kiém tra cac dic tinh cua cac axit amin & vi tri cu thé, hodc quan sat theo kinh nghiém vé

cac tac dong cua su thé hoac tao ddt bién cua cac axit amin cu the.
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Vi du, néu axit amin 1 khéc nhau gitta gdc khung ctia ving bién ddi ctia loai gam
nhim va gbc khung cua ving bién dbi cua ngudi da duoc chon, thi axit amin cua khung
clia nguoi ¢6 thé duge thé biang axit amin cta khung twong duong tir khang thé ctia chudt
nhit néu ky vong mot cach hop 1y ring axit amin:

khong lién két cong hoéa tri truc tiép voi khang nguyén,

nam lién ké véi ving CDR,

theo cach khic tuong tic v6i ving CDR (vi du, ndm trong khoang 6A cua vung
CDR), (vi du, xac dinh duoc béng cach 14p mo hinh chudi nhe hodc chudi nang trén ciu
tric can giai quyét cia chudi globulin mién dich déng nhét da biét); va

mdt gbc tham gia vao tuong tac véi VL-VH.

Céc gbc khung thude cac nhom (1) d&n (3) nhu xé4c dinh dugc boi Queen, US
5,530,101 ddi khi con duge goi 1a gde chinh tic va gbc dang thude cip. Cac gbe khung
xéac dinh nhém chinh tic chta cac vong CDR cho xac dinh c4u hinh ctia vong CDR d6i khi
duge goi 1a cac gbe chinh tic (Chothia va Lesk, J. Mol Biol 196, 901-917 (1987),
Thornton & Martin J. Mol. Biol., 263, 800-815, 1996). Lép géc khung ma trg giup viéc tao
cdu hinh vong gan két véi khang nguyén dong vai tro trong viéc tinh chinh tinh phu hop
ctia khang thé d6i voi khang nguyén doi khi dugc goi la cac gbe dang thude cip (Foote &
Winter, 1992, J Mol Bio. 224,487-499). Cac gbc du tuyén khac dé thay thé 1a cac gbc tao
ra vi tri glycosyl héa tiém nang. Cac gbe du tuyén khac dé thé 1a cac axit amin cua khung
nhan cua ngudi ma la khac thuong ddi véi globulin mién dich cua nguoi ¢ vi tri dé. Cac
axit amin nay c6 thé dugc thé bing cac axit amin tr vj tri twong duong ctia khang thé cho
cua chudt nhit hogc tir vi tri twong dwong cta nhidu hon céc globulin mién dich thong
thuong cia ngudi. Cac gbe du tuyén khac dé thé 1a cac axit amin cta khung nhéan cua

ngudi ma 1a khic thuong do6i voi globulin mién dich ctia nguoi ¢ vi tri do.

Sang ché dé xuat cac dang dugc nhan hoa cta khang thé 16B5 ctia chudt nhit.
Khang thé cta chudt nhit chira viing bién dbi cua chudi ning va chudi nhe hoan chinh ¢é
cac trinh tu axit amin 1an luot néu trong SEQ ID NO.10 va 16. Sang ché dé xuat mot vung
bién ddi cua chudi ndng hoan chinh dugc nhan hoa (H1) duge minh hoa béng vi du va ba
viing bién dbi ctia chudi nhe hoan chinh duoc lam gidng nhu ving cia nguoi (L1, L2 va

L3) duoc minh hoa béng vi du. Bién thé HIL2 c6 cung ai luc hoac ai luc manh hon so voi
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16B5 thé kham va bay dot bién nguoc. HIL1 va HIL3 ¢6 4i luc tuong tu nhu 16B5 thé

kham va sau dot bién ngugc.

Sang ché dé& xuét cac bién thé cua khang thé 16B5 dugc 1am giéng nhu bién thé
cta ngudi HIL2 trong d6 ving bién dbi ctia chudi ning hoan chinh dugc lam giéng nhu
vung cda ngudi c6 muc do tuong d(‘Sng trinh tu it nhét 90%, 95%, 96%, 97%, 98% hoac
99% so vai trinh ty SEQ ID NO:15 va vung bién dbi cia chudi nhe hoan chinh duoc nhan
héa c6 murc do tuong dong trinh tu it nhit 90%, 95%, 96%, 97% 98% hodc 99% so voi
trinh tu SEQ ID NO:22. Tét hon, néu trong cac khang thé nay, mot sé hodc toan bo dot
bién ngugc trong HIL2 dugc gilt lai. Noi cach khéc, it nhét 1, 2, hodc 3 vi tri vi tri H13
duoc chiém gitr boi K, vi tri H48 dugc chiém gitr bai M va vi tri H91 duoc chiém gitr boi
F. T6t hon, néu it nhét 1, 2, 3 hodc ca bdn vi tri vi trf L1 dugc chiém gitr boi N, vi tri L4
duoc chiém gitt boi L, vi tri L36 duoc chiém gitt boi F va vi tri L43 dugc chiém gitr boi S.
Tt hon, néu cac ving CDR cua cac khang thé duoc 1am gidng nhu viing ctia nguoi nay 1a
gidng hodc hau nhu gidng véi cac ving CDR ctia H1L2, 1a twong tu nhu cdc ving CDR
ctia khang thé cho ctia chudt nhat. Cac viing CDR c¢6 thé dugce x4c dinh bang dinh nghia

thong thudng bat ky (vi du, Chothia) nhung tét hon 13 x4c dinh duogc theo Kabat.

Mot kha nang dé bién doi tiép trong cac bién thé 16B5 1a tao dot bién ngugc bd
sung trong cac khung ctia viing bién doi. Nhiéu gbc khung khong tiép xuc véi cac CDR
trong mAb dugc lam gidng nhu gdc cia nguoi c6 thé 1a thich hop dé thé cac axit amin tir
cac vi tri twrong tng ctiia mADb cho cta chudt nhit hodc cac khang thé khac ctia chudt nhit
hodc cua ngudi, va ngay ca khi nhiéu gde tiép xtic véi CDR tiém ning ciing dé bi thé hodc
ngay ca khi cac axit amin ndm trong cac CDR c¢6 thé dugc bién ddi, vi du, bang cac gbe
tim thdy & vi tri tuong mg cua trinh tu nhin cia nguoi dung dé cung cip cho cac khung
clia vung bién dbi. Ngoai ra, cdc trinh tuw nhan bién ddi cua nguoi co thé duogc st dung, vi
du, cho chudi ning va/hoic chudi nhe. Néu céc trinh tu nhan khéc nhau dugc st dung, mdt
hodc nhiéu qué trinh dot bién nguoc néu trén khong thé duoc thuc hién do céac géc cho va
nhan twong Gmg 1a nhu nhau khi khong xay ra dot bién nguoc. Vi du, néu st dung trinh tu
nhan ctia chudi ning trong d6 vi tri H13 da duoc chiém gitr boi K thi khong can qué trinh

dot bién nguoc.
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Sang ché con bao gdm cac khang thé nhéan hoa, trong d6 cac vung bién dbi cia
chudi nhe va chudi nang hoan chinh ¢6 mirc do twong ddng trinh tu it nhit 90%, 95%,
96%, 97%, 98% hodc 99% so véi cac ving bién dbi ctia chudi nhe va chudi nang hoan
chinh ctia khéng thé 16BS nhan héa HIL1 (lin luot 14 cac trinh tw SEQ ID NO: 21 va 15)
hoic khang thé 16B5 nhan héa H1L3 (1an luot la céc trinh tu SEQ ID NO: 23 va 15).

D. Céc khang thé thé kham va duoc boc

Sang ché con dé xudt cac dang thé kham va duoc boc cia cac khang thé khong

phdi khang thé ctia nguoi, dic biét 1a khang thé 16B5.

Khéng thé thé kham la khang thé trong d6 cac ving bién déi hoan chinh ctia chudi
nhe va chudi ning cta khang thé khong phai khang thé cua ngudi (vi du, chuodt) duoc két
hop v6i cac ving hing dinh ctia chudi nhe va chudi ning cta nguoi. Cac khang thé nay
hau nhu hodc hoan toan giit dugc tinh dic hiéu gin két cua khéng thé ctia chudt nhit, va la

khoang hai phan ba trinh tu cta nguoi.

Khang thé dugc boc la loai khang thé nhan hoa ma van gitt dugc mot s va
thuong 1a toan by cac CDR va mét s gbe khung cua ving bién ddi khong phai cua nguoi
ctia khang thé khong phai khang thé cta ngudi nhung thay thé céc gbc khung cua vung
bién ddi khac ma c6 thé lién quan téicac epitop té bao B hodc té bao T, vi du, céc gbc tiép
xuc (Padlan, Mol. Immunol. 28:489, 1991) v&i cac gdc tir cac vi tri tuong ung cua trinh tu
ctia khang thé cta nguoi. Két qué 1, khang thé trong d6 cac CDR hoan toan hozc hiu nhu
tir khang thé khong phai khang thé cta nguoi va cac khung cia ving bién doi ctia khang
thé khong phai khang thé ctia nguoi duge tao ra theo cach gidng nhu ctia nguoi bang cach
thé. Cac dang duogc boc cua khang thé 16B5 ciing dugc ndm trong pham vi ctia sang ché.
E. Céc khang thé ctia nguoi

Cac khang thé cua nguoi khang tau duoc tao ra béng nhiéu k¥ thuat duoc boc 10
dudi day. Cac phuong phép tao ra céc khang thé ctia ngudi bao gdm phuong phép trioma
cua Oestberg et al., Hybridoma 2:361-367 (1983); Oestberg, patent My s6 4,634,664; va

Engleman et al., patent My 4,634,666, viéc st dung chudt nhét chuyén gen bao gdm céc

gen globulin mién dich cta nguoi (vi du, xem: W093/12227 (1993); US 5,877,397, US
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5,874,299, US 5,814,318, US 5,789,650, US 5,770,429, US 5,661,016, US 5,633,425, US
5,625,126, US 5,569,825, US 5,545,806 cua Lonberg va céac déng tdc gid, Nature 148,
1547-1553 (1994), Nature Biotechnology 14, 826 (1996), WO 91/10741 ctia Kucherlapati
(1991) va cac phuong phap biéu hién thé thuc khuin (xem, vi du: WO 91/17271 ctia
Dower va céac déng tac gia va WO 92/01047, US 5,877,218, US 5,871,907, US 5,858,657,
US 5,837,242, US 5,733,743 va US 5,565,332 ctia McCafferty va cac déng tac gia.

F. Lua chon vung héng dinh

Céc vung bién doi cta chudi nang va cda chudi nhe cla khéng thé kham, duoc
nhan hoa (ké ca duoc boc), hodc cac khang thé cta nguoi co thé duoc lién két véi it nhat
mdt phin ving hing dinh ciia nguoi. Viée lua chon viing hiang dinh phu thudc, mot phan,
vao viée mudn c6 ddc tinh té bao bd tro phu thudc vao khang thé va/hodc doc tinh té bao
do té bao hay khong. Vi du, cac ddng vi IgG1 va IgG3 clia ngudi 6 doc tinh té bao do bd
thé tao ra trong khi do céc isotyp 1gG2 va IgG4 clia nguoi ¢6 it hodc khong ¢ ddc tinh té
bao do bd thé tao ra. Cac vung héng dinh cta chudi nhe c6 thé 1a lamda hodc kappa. Céc
khang thé co thé duoc biéu hién dudi dang céc tetrame chtra hai chudi nhe va hai chudi
ning, 1a cac chudi nang, chudi nhe riéng ré, nhu Fab, Fab', F(ab")2, va Fv, hoic la cac
khéng thé chudi don trong do ving bién ddi cua chudi ndng va chudi nhe dugc lién két

thong qua doan dém.

Céc vung hiang dinh cta ngudi linh hoat qua trinh bién dbi di kiéu va bién ddi
dong di kiéu gifta cic ca thé khac nhau, tic la cac viing hang dinh c6 thé 1a khéc nhau
trong céc ¢4 thé khéc nhau & mot hodc nhidu vi tri da hinh. Dong di kiéu khac biét véi di
kiéu & chd huyét thanh nhan dién dong di kiéu lién két v6i mién khong da hinh ctia mot
hodc nhiéu isotyp. Viée dé cap dén ving hang dinh cua ngudi bao gdm ving hing dinh ¢6
di kiéu tu nhién bat ky hodc hoan vi bat ky cua cac géc chiém gilt cac vi tri da hinh trong
céc di kiéu tu nhién hodc 1én t6i 3, 5 hogc 10 doan thé dé lam giam hodc lam tang chic

ndng tac dong nhu néu dudi day.

Mot hodac mdt vai axit amin ¢ dau tdn cing amino hodc carboxy cta chudi nhe
va/hodc chuoi nang, nhu lysin ¢6 dau tdn cung C cta chudi nang, cé thé bi khuyét hoic

duoc tao dan xuét mot phén hodc toan bd cic phan tir. Viée thé co thé dugc thuc hién
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trong cic ving hiang dinh dé lam gidm hodc lam ting chirc nang tac dong nhu doc tinh té
bao do bd thé tao ra hoac ADCC (xem, vi du: Patent M§ s 5,624,821 cia Winter va cac
dong tac gia; Patent MY s6 5,834,597 ciia Tso va cic dong tac gia; va Lazar et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 103:4005, 2006), hodc dé kéo dai thoi gian ban thai & nguoi (xem, vi
du: Hinton et al., J. Biol. Chem. 279:6213, 2004). Viéc thé 1am vi du bao g@)ln Gln & vi tri
250 va/hodc Leu & vi tri 428 (danh sb theo hé EU dugc dung trong doan nay ddi véi vung
héng dinh) dé tang thoi gian ban thai cua khang thé. Viec thé & vi tri bt ky hodc tht ca cac
vi tri 234, 235, 236 va/hodc 237 déu lam giam ai lyc déi voi cac thu thé Fey, dic biét 1a thu
thé FeyRI (xem, vi du: US 6,624,821). Viéc thé alanin & vi tri 234, 235 va 237 cua IgGl
cla ngudi dugc uu tién dé lam giam chuac nang tidc dong. Tuy y, céac vi tri 234, 236
va/hodc 237 & 1gG2 cla ngudi duge thé bang alanin va vi tri 235 duge thé bang glutamin.

(xem, vi du: US 5,624,821.)
G. Biéu hién cac khéng thé tai td hop

Céc khang thé thé kham, dugc nhan héa (ké ca duoc boc) va khang thé cta ngudi
thuong tao ra bang cach biéu hién tai to hop. Cac axit nucleic ma hoa cac khang thé cé thé
duoc ti wu hoa béng codon dé biéu hién trong loai té bao mong mudn (vi du, CHO hoac
Sp2/0). Cac axit nucleic ma hoéa ving bién ddi ctia chudi ning va chudi nhe 16B5 duoc
nhan hoa da dugc bdc 1§ trong ban md té nay co céc trinh ty chira hodc ciu thanh b1, vi
du, SEQ ID NO: 25 (ma héa Hul6B5 H1), SEQ ID NO: 26 (ma héa Hul6B5 L1), SEQ ID
NO: 27 (m& héa Hul6B5 L2), hodc SEQ ID NO: 28 (ma héa Hul6BS L3). Déi véi cac
ving bién d6i bao g0m céc peptit tin hiéu nhu SEQ ID NO. 10 va 16, axit nucleic ¢6 thé
ma hoa vung bién ddi c6 hodc khong c6 peptit tin hiéu. Cac doan axit nucleic ma hoa
chudi ning va chudi nhe ¢é thé ¢o mit trén phan tr axit nucleic lién ké twong tu hodc trén
cac phén tir riéng r&. Céc chudi ning va chudi nhe c6 thé duoc bidu hién tir cung mot vecto

hodc tur cac vat truyén khac nhau. Céc axit nucleic thuong dugce tao ra & dang phan 1ap.

Céc axit nucleic ma héa ving bién d6i ctia chudi ning 16B5 dugc lam gidng nhu
axit cta nguoi c6 thé duoc lién két véi axit nucleic doan ma hoa vung hang dinh IgG1 cia
nguoi, vi du, c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 30. Cac axit nucleic nhu vay con co thé

chra intron ndm gitta cac doan ma héa ving bicn doi ciia chudi ning va ving hang dinh
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IgG1, tic 1a dau tan cing 5° t6i doan ma héa viing hang dinh. Trinh tu axit nucleic lam vi
du ma héa ving héng dinh IgG1 cua ngudi va cé intron cta chudt nhit & dau tan cung 5’

ctua né dugce néu trong SEQ ID NO: 31.

Céc axit nucleic ma héa cac ving bién dbi cua chudi nhe 16B5 duoc lam gidng
nhu axit cla ngudi ¢ thé duoc lién két voi axit nucleic doan ma hoa ving hing dinh
kappa ctia ngudi, vi du, ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 33. C4c axit nucleic nhu vay
con ¢6 thé chira intron nim gitta cac doan ma hoa vung bién dbi cua chudi nhe va vung
hang dinh kappa (tirc 12 dau tan cung 5° téi ving hang dinh kappa). Trinh tu axit nucleic
lam vi du ma hoéa viing hang dinh kappa cta ngudi va 6 intron clia ngudi ¢ dau tan ciing

5’ cua nd dugce néu trong SEQ ID NO: 34.

Céu triic ctia axit nucleic tai td hop thudng bao gdm trinh tu kiém soat bidu hién
duoc lién két linh hoat véi trinh tu ma ho4 cia cac chudi khéng thé, bao gém mién chira
gen khoi dau co lién quan trong tu nhién hodc khac loai. Tét hon, néu cac trinh tu doi
chirmg biéu hién 12 hé gen khéi dau cua sinh vat ¢6 nhan dién hinh trong vt truyén co kha
nang bién nap hoac chuyén nhiém cac té bao vat chu ctia sinh vat ¢6 nhan dién hinh. Ngay
khi vat truyén dugc dua vao vat chu thich hop, thi vét chi nay dugc duy tri trong cac diéu
kién thich hop dé biéu hién trinh tu nucleotit & mtrc cao, va thu gom va lam sach céac
khang thé phan tng chéo. Vecto hodc cac vecto ma héa cac chudi khang thé con c6 thé
chtra gen c¢6 kha néng chon loc, nhu dihydrofolat reductaza hoic glutamin synthaza, dé

cho phép khuéch dai s0 lugng ban sao cua cac axit nucleic ma hoa chudi khang thé.

E. coli 1a vat chi chua ¢6 nhan dién hinh dac biét hitu dung dé biéu hién cac
khéng thé, dic biét 1a cac doan khang thé. Cac vi khudn, nhuw ndm men cling la httu dung
dé biéu hién. Saccharomyces 1a vat chu ctia nAm men duoc wu tién, chra cac vecto thich
hop ¢6 trinh tu kiém soat biéu hién, co nguén géc sao chép, céc trinh tu két thic va trinh tu
twong tu, néu mudn. Céc gen khéi dau thong thuong bao gdm 3-phosphoglyxerat kinaza
va enzym thiy phan glucoza khéac. Cac gen khéi dau dugc tao ra béi nAm men bao gom,
trong s6 nhiéu gen khac, cac gen khai dau tir dehydrogenaza cia rugu, isoxytochrom C, va

cac enzym lién quan dén viéc sir dung maltoza va galactoza.
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Céc t€ bao clia dong vat co v la té bao vat chu dé bidu hién cac phan doan
nucleotit mad hda globulin mién dich hodc cac doan cua ching. Xem tai liéu cua
Winnacker, tr phdn Gen dén phan Dong, (VCH Publishers, NY, 1987). Nhiéu dong té bao
vat chu thich hop c6 kha niang tiét céc protein khac loai nguyén ven da duogc phat trién
trong linh vuc k§ thudt nay, va bao gdm céc dong té bao CHO, céc dong té bao COS khac
nhau, té bao HelLa, té bao HEK?293, té bao L va té bao u tuy khong san sinh khang thé ké
c& Sp2/0 va NSO. Tét hon, néu céc té bao la té bao khong phai ctia nguoi. Cac vat truyén
biéu hién déi vai cac té bao nay c6 thé bao gdm trinh ty kiém soét biéu hién, nhu ¢6 nguodn
gbe tir qué trinh sao chép, gen khéi diu, gen ting cuong (Queen et al., Immunol. Rev.
89:49 (1986)), va cac vi tri thdng tin xr ly can thiét, nhu vi tri gén két ribosom, vi tri ghép
ARN, vi tri polyadenyl hoa, va trinh tu két thuc phién ma. Trinh tu kiém soat biéu hién
duoc wu tién l1a cdc gen khoi dau co6 ngudn gbc tir cac gen ndi sinh, xytomegalovirut,
SV40, adenovirut, papilomvirut ctia bo, va céac loai tuong tu. Xem tai liéu: Co ef al, J

Immunol. 148:1149 (1992).

Khi (céac) vat truyén da duoc dua vao dé ma hoa khang thé cua chudi nang va
chudi nhe vao moi truong té bao, thi tap hop céac té bao co thé dugc sang loc theo nang
sut phat trién va chét luong san pham trong moi truong khong c6 huyét thanh. Sau do, tap
hop céac té bao san sinh trén bé mit ¢6 thé duoc tao dong té bao don trén co s& FACS dé
tao ra cac dong té bao don dong. Niang suét dic hiéu 16n hon 50pg/té bao hoic 100pg/té
bao trong mot ngay, twong tmg véi ndng do cla san pham 16n hon 7,5g/1 mdi truong, cod
thé dugc uu tién. Cac khang thé da san sinh béi cac dong té bao don 1é cling c6 thé duogc
thit nghiém vé& do duc, céc dac tinh loc, PAGE, IEF, quét UV, HP-SEC, tao ban dd
hydratcacbon-oligosacarit, quang phd khdi, va tht nghiém gin két, nhu ELISA hoic
Biacore. Sau do, dong da dugc chon c6 thé dugce nudi ciy trong nhiéu lo nhé va duoc bao

quéan dong lanh dé st dung tiép.

Ngay khi duoc biéu hién, céc khang thé c6 thé duoc lam sach theo cac quy trinh
chuan trong linh vuc ky thuat nay, bao gom k§ thuat bat git protein A, sic ky cot (vi du,
tuong tac ky nuée hodc trao ddi ion), tién hanh & do pH thap dé lam bét hoat virut va cac

quy trinh tuong tu (téng quan: Scopes, Protein Purification (Springer-Verlag, NY, 1982)).
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Phuong phap san xuat cong nghiép cac khang thé co thé dugc su dung, bao gém
viée tdi uu hoa bﬁng codon, lva chon gen khoi dau, cac yéu tb phién ma, va gen két thuc,
tach dong té bao don 1¢ khong chira huyét thanh, thu gom té bao, st dung cac chét danh
dau chon loc dé khuéch dai nhiéu ban sao, gen két thuc CHO, tao dong té bao don 1é
khong chtra huyét thanh, cai thién néng do protein (xem, vi du: US 5,786,464, US
6,114,148, US 6,063,598, US 7,569,339, W02004/050884, WO2008/012142,
WO02008/012142, W02005/019442, W02008/107388, va WO02009/027471, va US
5,888,809).

IV. Téc nhan gy mién dich cht dong

Téc nhéan duge str dung dé gdy mién dich chu dong dong vai tro tao ra cung loai
khang thé da dugc mo ta lién quan dén qua trinh gdy mién dich thu dong néu trén & nguoi
bénh. Cac tac nhan dugc str dung cho qué trinh gdy mién dich chu dong co thé 1a cung loai
tac nhan gdy mién dich dung dé tao ra céac khang thé don dong & cac dong vat trong phong
thi nghiém, vi du, peptit gém 3 dn 15 hodc 3 dén 12 hoac 5 dén 12, hodc 5 dén 8 axit
amin lién k& tir ving tau twong Ung v6i cac goe 23 dén 46, 25 dén 44, 28 dén 41 hodc 30
dén 39 cta trinh ty SEQ ID NO. 1, vi du, peptit bao gdm céc gbe 28 dén 30, 28 dén 31, 28
dén 32, 28 dén 33, 28 dén 34, 28 dén 35, 28 dén 36, 28 dén 37, 28 dén 38, 28 dén 39, 28
dén 40, 28 dén 41, 29 dén 31, 29 dén 32, 29 dén 33, 29 dén 34, 29 dén 35, 29 dén 36, 29
dén 37, 29 dén 38, 29 dén 39, 29 dén 40, 29 dén 41, 30 dén 32, 30 dén 33, 30 dén 34, 30
dén 35, 30 dén 36, 30 dén 37, 30 dén 38, 30 dén 39, 30 dén 40, 30 dén 41, 31 dén 33, 31
dén 34, 31 dén 35, 31 dén 36, 31 dén 37, 31 dén 38, 31 dén 39, 31 dén 40, 31 dén 41, 32
dén 34, 32 dén 35, 32 dén 36, 32 dén 37, 32 dén 38, 32 dén 39, 32 dén 40, 32 dén 41, 33
dén 35, 33 dén 36, 33 dén 37, 33 dén 38, 33 dén 39, 33 dén 40, 33 dén 41, 34 dén 36, 34
dén 37, 34 dén 38, 34 dén 39, 34 dén 40, 34 dén 41, 35 dén 37, 35 dén 38, 35 dén 39, 35
dén 40, 35 dén 41, 36 dén 38, 36 dén 39, 36 dén 40, 36 dén 41 ciia trinh tu SEQ ID NO: 1.
Dé tao ra cac khang thé gin két véi cung mot epitop hodc epitop chong 1én nhau nhu
16BS, tinh dac hiéu epitop cia cac khang thé nay c6 thé dugc 1ap ban do (vi du, bang cach
gan két thir nghiém v6i mot loat cac peptit chong 1én nhau kéo dai t&i tau). Sau do, mot

doan tau cau thanh béi hodc bao gdm hoic chdng 1én nhau epitop c6 thé dugc dung lam
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tac nhin gdy mién dich. Cic doan nhu viy thuong duoc dung & dang khong duogc

phosphoryl hoa.

Chét mang va chit bd tro khac loai, néu duoc st dung, c6 thé 1a giéng nhau nhu
dugc dung dé tao ra khang thé don dong, nhung con cé thé duoc chon dé tao ra dd 6n dinh
t6t hon trong dugc pham dé dung cho ngudi. Cac chat mang thich hop bao gom albumin
huyét thanh, hemoxyanin tir con ha, céc phén t globulin mién dich, thyroglobulin, long
trang trimg, bién doc té udn van, hodc bién doc to tir vi khudn gdy bénh khéc, nhu bénh
bach hau (vi du, CRM197), E. coli, bénh ta, hodc H. pylori, hodc dan xuét doc té da bi suy
yéu. Cac epitop ctia té bao T ciing 1a céc phén tr mang thich hop. Mot sb thé tiép hop ¢co
thé dugc tao ra bang céc tic nhan lién két theo sang ché voi phén tr polyme kich thich
mién dich (vi du, tripalmitoyl-S-glyxerin xystein (Pam;Cys), manan (polyme manoza),
hodc glucan (polyme B 1-2)), cac xytokin (vi du, cac peptit IL-1, [L-1 alpha va B, IL-2, y-
INF, IL-10, GM-CSF), va cac chét héa Ung dong (vi du, MIP1-a va 3, va RANTES). Tac
nhan gdy mién dich c6 thé duoc lién két véi cdc chét mang c¢6 hodc khong co cac axit amin
dém (vi du, gly-gly). Cac chit mang bao gbém cac tiéu phan gidng virut. Céc tiéu phan
giéng virut (VLP), con duoc goi gia virut hodc cac tiéu phin c6 ngudn gde tir virut, c6 cdu
tric siéu phan tir cdu thanh boi nhiéu béan sao cua capsit virut va’hodc protein ¢é vo ¢6 kha
nang tu lap rap vao cac VLP c6 tinh dbi xtng cau da duoc xac dinh in vivo. (Powilleit, et
al., (2007) PLoS ONE 2(5):e415). Theo céach khac, peptit gdy mién dich c¢6 thé duoc lién
két voi it nhit mot epitop té bao T nhén tao c6 kha nang lién két v6i rit nhiéu phéan tr
MHC thuéc Nhom II, nhu epitop kéo dai DR ("PADRE"). PADRE duoc boc 16 trong US
5,736,142, WO 95/07707, va tai li¢u: Alexander J et al, Immunity, 1:751-761 (1994). Cac
tac nhan gdy mién dich hoat tinh ¢6 thé c6 mat duéi dang multime trong d6 nhiéu ban sao
clia tac nhén gy mién dich va/hodc chat mang cia né co mit dudi dang mot phan tir dong

hoéa tri duy nhat.

Cac doan thuong duogc dung véi chit b tro duoc dung. Chét bd tro lam tang néng
do clia cac khang thé da dugc tao ra va/hogc ai luc lién két cia cac khang thé da duoc cam
ang so v6i khi peptit dugc st dung riéng 1é. Nhiéu loai chét b tro c6 thé duoc st dung két

hop v6i doan sinh mién dich cua tau dé tao ra dap ing mién dich. Céac chét bd tro dugc uu
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tién lam tang dap ng ndi tai véi tac nhin gdy mién dich ma khong gay ra cac thay doi vé
céu hinh trong hop chat gdy mién dich ma anh huodng t6i kha ning dap tng. Tét hon, néu
céc chat bd tro bao gdm céc hop chat nhém, nhu nhom hydroxit va nhém phosphat, 3 De-
O-axylat monophosphoryl lipit A (MPL™) (xem GB 2220211 (RIBI ImmunoChem
Research Inc., Hamilton, Montana, nay la mot ph?ln ctia Corixa). Stimulon™ QS-21 la
triterpen glycosit hodc saponin phén 14p dugce tr vo ctia cay Quillaja Saponaria Molina tim
thdy & Nam M¥ (xem tai lidu cia Kensil va cde dong tic gid, trong Vaccine Design: the
Subunit va Adjuvant Approach (eds. Powell & Newman, Plenum Press, N, 1995); US
5,057,540), (Aquila BioPharmaceuticals, Framingham, MA; hién 1a Antigenics, Inc., New
York, NY). Cac chit bd tro khéc 1a nhii tuong dau trong nudc (nhu squalen hodc dau lac),
tuy ¥ két hop véi chét kich thich mién dich, nhu monophosphoryl lipit A (xem tai liéu:
Stoute et al, N. Engl. J Med. 336, 86-91 (1997)), polyme pluronic, va vi khuin
mycobacteria da chét. Céc ta dugce ribi 1a nhii twong dau trong nude. Ta duoc ribi chira diu
dé chuyén héa (squalen) duoc nhii héa véi nuée mudi chira Tween 80. Ribi con chura cac
san phém mycobacteria dd dugc tinh sach lam cac chét kich thich mién dich va
monophosphoryl lipit A clia vi khuan. Chét b6 trg khac 1a CpG (WO 98/40100). Cac chét
b6 trg co thé duoc dung lam thanh phan cta dugc pham ding dé didu tri bénh chta hoat
chat hodc ¢6 thé duoc dung riéng r&, trude, dong thoi vai, hodc sau khi dung tdc nhan diéu

tri bénh.

Céc chat tuong tu cta cac doan tu nhién chtra tau tao ra cac khang thé khang tau
cling ¢6 thé duoc st dung. Vi du, mot hodc nhiéu hoiic tat ca céc axit amin L ¢6 thé duoc
thé bang cic axit amin D trong cac peptit nay. Ngoai ra, thir tu clia cdc axit amin ciing ¢
thé dao nguoc (peptit retro). Tuy y, peptit bao gém tit ca cac axit amin D theo thi tu dao
nguoc (peptit retro-inverso). Céc peptit va cac hop chit khac khong nhat thiét phai c6 muc
d twong dong vé trinh tu axit amin véi cac peptit tau nhung khong c6 vai trd lam chét
gidng peptit tau va gdy ra dap ing mién dich tuwong tu. Cac khang thé khang kiéu idio
khang lai cac khang thé don dong véi tau nhu néu trén ciing ¢ thé duoc st dung. Céc
khang thé khang-Id gia khang nguyén va tao ra dap Gmg mién dich véi né (xem tai liéu:
Essential Immunology, Roit ed., Blackwell Scientific Publications, Palo Alto, CA 6th ed.,
p. 181).
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Peptit (va tiy y chat mang ngung tu véi peptit nay) ciing c¢6 thé duge dung ¢ dang
axit nucleic ma hoa peptit va duoc biéu hién tai chd & nguoi bénh. Poan axit nucleic ma
hoa tac nhan gdy mién dich thuong duoge lién két véi cac yéu t§ diéu khién, nhu gen khoi
dau va gen tdng cudng cho phép biéu hién doan ADN trong céc té bao dich du dinh cua
ngudi bénh. Pé biéu hién trong céc té bao mau, nhu muén gy ra dap ung mién dich, gen
khéi ddu va gen tdng cuong tir cac gen globulin mién dich ctia chudi nhe hodc chudi nang
hodc gen khoi dau va gen tdng cuong sém trung gian chinh cia CMV la thich hop dé biéu
hién truc tiép. Yéu t6 diéu khién da lién két va céc trinh tw ma héa thudng dugc tach dong
vao vecto. Cac khang thé ciing ¢6 thé duoc dung ¢ dang axit nucleic ma hoa chudi ning
va/hodc chudi nhe cta khéng thé. Néu co mit ca chudi ning 1an chudi nhe, thi tdt hon néu
céc chudi nay duoc lién két & dang khang thé cta chudi don. Cac khang thé dé dung thu
dong con co thé duge tao ra, vi du, bang céach sic ky 4i luc tir huyét thanh cta cac nguoi

bénh da duoc dicu tri bang peptit gdy mién dich.

ADN c6 thé duge phén phdi & dang tran (térc la khong c6 nguyén liéu tao keo
hodc nguyén liéu bao nang). Theo cach khéac, nhiéu hé vat truyén virut c6 thé duoc si
dung bao gdm céc hé retrovirut (vi dy, xem tai liéu: Lawrie va Tumin, Cur. Opin. Genet.
Develop. 3, 102-109 (1993)); vat truyén adenovirut {vi du, xem tai liéu: Bett et al, J. Virol
67,591 1 (1993)); vat truyén virut lién quan dén adeno {vi du, xem tai liéu: Zhou et al., J.
Exp. Med. 179, 1867 (1994)), cac vecto virut tir ho thiy ddu bao gbém virut ddu mua va
virut thuy déu ¢ loai chim, cc vecto virut tir chi virut alpha nhu céc virut thu duoc tir cac
virut Sindbis va Semliki rimg (vi du, xem tai liéu: Dubensky et al., J. Virol. 70, 508-519
(1996)), virut gay bénh viém ndo ¢ ngwa Vé-né-zua-la (xem US 5,643,576) va
Rhabdovirut, nhu virut gay bénh viém miéng c6 nang (xem WO 96/34625) va virut gay u
nhu (Ohe et al., Gene Therapy 6, 325-333 (1995); WO 94/12629 ctia Woo va cac déng tac
gia va Xiao & Brandsma, Nucleic Acids. Res. 24, 2630-2622 (1996)).

ADN ma hoa tic nhan gdy mién dich, hodc vecto chtra cling, ¢6 thé dugc bao 261
thanh céc liposom. Céc lipit va cdc chét tuong ty thich hop lién quan duge boc 16 trong US
5,208,036, US 5,264,618, US 5,279,833 va US 5,283,185. Cac vecto va ADN ma hoa tac

nhan gdy mien dich ciing ¢6 thé hap phu 1én hogc lién quan dén tiéu phan mang, cac vi du

-38-



35968

vé céc chét nay bao gdm cac polyme polymetyl metacrylat va polylactit va poly(lactit-co-

glycolit), (vi dy, xem tai liéu: McGee et al., J. Micro Encap. 1996).
V. Cac phuong phap sang loc

Céac khang thé c6 thé duoc sang loc ban dau vé tinh dic hiéu gén két du dinh nhu
néu trén. Céc tdc nhan giy mién dich hoat tinh c6 thé cling dugc sang loc theo kha nang
tao ra cac khang thé c6 tinh dic hiéu gin két nhu vay. Trong truong hop nay, tdc nhan gay
mién dich hoat tinh duoc dung dé gay mién dich cho dong vat ¢ phong thi nghiém va

huyét thanh thu duoc da dugc thir nghiém vé tinh dac hiéu gén két thich hop.

Sau d6, cac khang thé c6 tinh dic hiéu gan két mong muébn c6 thé duogc tha
nghiém & mé hinh té bao va mo hinh dong vat. Tét hon, néu cac té bao da dugc su dung dé
sang loc nhu vay la cac té bao than kinh. Md hinh té bao bi bénh do tau gay ra da duoc
thong bao, trong d6 cic u nguyén bao than kinh duoc bién nap bang ving tau lap lai bon
lan, ty y c6 dot bién lién quan dén bénh do tau gay ra (vi du, delta K280, xem tai liéu:
Khlistunova, Current Alzheimer Research 4, 544-546 (2007)). Trong mo hinh khac, tau
dugce tao ra trong dong té bao u nguyén bao than kinh N2a bang cach bd sung doxyxyclin.
Cac md hinh té bao cho phép tac gia sang ché nghién ctru doc tinh clia tau dbi véi cac té
bao ¢ trang thai hoa tan hoic két tu, hinh dang cta cac khoi két tu tau sau khi ngimg biéu
hién gen tau, kha ning hoa tan ctia cac khdi két tu tau sau khi ngimg tiép su biéu hién gen,
va hiéu qua cia céac khang thé trong viéc e ché sy hinh thanh cac khéi két tu tau hodc giai

két tu ching.

Céc khang thé hodc cac tdc nhan gdy mién dich hoat tinh ciing c6 thé dugc sang
loc 6 cac md hinh dong vat chuyén gen cua cac bénh lién quan dén tau. Céc dong vat
chuyén gen nay c6 thé ¢ gen chuyén tau (vi du, dang dong chire ning bat ky cia nguoi)
va tlly y gen chuyén APP cua nguoi trong sb cac loai gen khac, nhu kinaza dé phosphoryl
hoa tau, ApoE, presenilin hodc alpha synuclein. Cac dong vét chuyén gen nay duoc bd tri

dé phat trién it nhét mot ddu hi¢u hodc triéu ching bénh lién quan dén tau.

Dong vat chuyén gen lam vi du la dong K3 ctia chudt nhét (Itner ez al., Proc. Natl,

Acad. Sci. US4 105(41):15997-6002 (2008)). Céc con chudt nhit nay ¢6 gen chuyén tau
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clia ngudi chira dot bién K 369 1 (dot bién lién quan dén bénh Pick) va gen khoi dau Thy
1.2. M6 hinh nay c6 thoi gian thodi hda than kinh nhanh, khiém khuyét van dong va thoai
bién cac soi hudng tAm va cac té bao hat trong ndo. Bong vat lam vi du khéc 1a dong pR5
ctia chudt nhét. Cac con chudt nhét ndy c6 gen chuyén tau cua nguoi chira dot bién P301L
(dot bién lién quan dén bénh mit tri tién dinh thai duong) va gen khéi diu Thy 1.2
(Taconic, Germantown, N.Y., Lewis, ef al., Nat Genet. 25:402-405 (2000)). Céac con chuot
nhét ndy bi thodi hoéa thin kinh dién ra tr tr hon. Cac con chudt c6 cac dam rdi soi than
kinh phét trién & mot vai vung ndo va day tiy séng, duge dua vao day hoan toan bang cich
vién din). Pay la md hinh tuyét voi dé nghién cau két qua cla viéc phét trién dam rdi va
dé sang loc diéu tri ma c6 thé Gre ché su tao ra cac khoi két tu nay. Loi ich khac ctia cdc mo
hinh trén dong vat nay 1a bénh ly phat trién twong déi sém. Dé lam dong nhét, cac bat
thuong vé hanh vi lién quan dén bénh ly do tau c6 thé quan sat duoc trong thoi gian sém it
nhat 3 thang, nhung cdc dong vat van co stic khoe tuong doi t6t cho t6i it nhat 8 thang
tudi. Noi cach khac, khi dugc 8 thang tudi, céc dong vat co thé tu di chuyén, tu an duoc,
va ¢6 thé thuc hién duge cac hanh vi du linh hoat dé cho phép kidm sodt duoc hicu qua
diéu tri bénh. Qua trinh gy mién dich hoat tinh cho cac con chu6t nhit nay trong thoi gian
tr 6 dén 13 thang c6 nong do tao Al wl KLH-PHF-1 khoang 1.000 va chi ra rang xuét hién
mot sd dam rdi soi than kinh, lugng nhd pSerd22, va giam can nhe so véi cac dong vat dbi

chting khong dugc diéu tri.

Hoat tinh cua cac khang thé hoic cac hoat chét c6 thé duoc danh gia theo céc tiéu
chudn khéc nhau bao gém mirc giam lugng tau toan phan hodc tau da dugc phosphoryl
hoa, gidm cac ddc tinh giy bénh khac, nhu cac mang AP dang tinh bot, va tc ché hodac tri
hoan hodc khiém khuyét vé hanh vi. Céc tic nhan gy mién dich hoat tinh cling c6 thé
duge thtr nghiém vé kha nang tao ra khang thé trong huyét thanh. Ca tac nhén gy mién
dich thu dong 1an chu dong c6 thé dugc thit nghiém vé kha nang di chuyén cia cac khang
thé qua hang rao médu ndo vao ndo dong vat chuyén gen. Cac khang thé hoic cac doan tao
ra khang thé ciing ¢6 thé dugc thir nghiém ¢ dong vat linh truéng khong phai 1a ngudi ma
tu nhién c6 hoac béng cach tao ra cac triéu chirng ctia bénh dac trung boi tau. Cac thi
nghiém trén khang thé hodc hoat chit thuong duoc thuc hién cung véi chat dbi chung

trong d6 mot thir nghiém song song dugc tién hanh véi didu kién khong c¢6 mat khang thé
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hodc hoat chét (vi du, thay béng chat dan). Viéc lam giam, tri hodn hodc e ché diu hiéu
hodc triéu chimg bénh c6 thé do khang thé hogc hoat chét gdy ra trong qua trinh thu

nghiém sau d6 cé thé duoc danh gia so voi nhom doi ching.
VI. Nguoi bénh can duoc diéu tri

Su ¢6 mit cia cac dam rdi soi than kinh da duoc tim théy 0 mot vai bénh bao
gém bénh Alzheimer, hoi ching Down, suy gidm nhan thtc nhe, hoi chirng Parkinson sau
viém ndo, ching mét trf sau chén thuong hodc chimg mat tri do chén thuong, bénh
Niemann-Pick typ C, ching liét trén nhan, bénh mét tri tién dinh thai duong, bénh thoai
héa thuy trdn thai duong, bénh xo ctng cot bén teo co/chiing mét tri két hop véi bénh
Parkinson ctia Guam, va chtng liét trén nhén tién trién PSP. Céc phac do theo sang ché
cling ¢6 thé duoc dung trong qua trinh diéu tri hodc phong bénh bt ky trong sé céc bénh
nay. Do méi lién quan mat thiét gilta cdc bénh than kinh va tinh trang bénh ly va tau, cac
phéc do theo sang ché ¢6 thé duoc dung trong viéc diéu tri hodc phong bénh cho dbi twong
bat ky c6 luong tau gia tang hodc tau da dugc phosphoryl hoa (vi du, trong CSF) so véi tr
s6 trung binh trong céc ca thé khong bi bénh than kinh. Cac phéc do theo sang ché cling ¢6
thé dugc dung trong viéc diéu tri hodc phong bénh than kinh & cdc cé thé ¢o dot bién ¢ tau
lién quan dén bénh than kinh. Cac phuong phap theo sang ché 1a dac biét thich hop dé diéu

tri hodc phong bénh Alzheimer, va dic biét 1a & nguoi bénh.

Ngudi bénh can diéu tri bao gdm céc ¢4 thé ¢6 nguy co mic bénh nhung khong cé
triéu chimg, cling nhu cdc nguoi bénh ¢6 tridu ching. Céc ngudi bénh co nguy co méic
bénh bao gdm céc bénh nhan ¢6 nguy co di truyén da biét cia bénh. Cac cé thé nay bao
gdm céc ca thé co lien quan da timg méac bénh ndy, va cic ca thé co nguy co da dugc xac
dinh theo phan tich chat danh d4u di truyén hodc sinh hoa. Cac diu hiéu di truyén vé nguy
co bao gdm céc dot bién & tau, nhu céc dang néu trén, cling nhu cac dot bién & cac gen
khac lién quan dén bénh than kinh. Vi du, alen ApoE4 & dang di hop i va tét hon 1a &
dang dong hop t lién quan dén nguy co mic bénh Alzheimer. Cac diu hiéu khac vé nguy
co méc bénh Alzheimer bao gé)ln cac dot bién & gen APP, dic biét 1a cac dot bién & vi tri
717 va vi tri 670 va 671 lan luot duge goi la cac dot bién Hardy va Swedish, cac dot bién &

gen presenilin, PS1 va PS2, tién sir gia dinh bi AD, tang cholesterol trong mau hodc ching
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xo vita dong mach. Cac ca thé dd mic bénh Alzheimer c6 thé duogc nhan dién béng cach
chup anh PET, do ching mat tri dic trung gy ra, cling nhu khi ¢6 mit cac yéu t6 nguy co
néu trén. Ngoai ra, nhiéu thir nghiém chin doan la sin c6 dé xac dinh cac ca thé c6 méc
AD hay khong. Cac thtr nghiém nay bao gém viéc do ndng do CSF tau hoic phospho-tau
va AB42. Nong do tau hodc phospho-tau tang va nong do Ap42 giam ching t6 c6 mat AD.
Mot sb dot bién lién quan dén bénh Parkinson. Ala30Pro hodc Ala53, hodc cac dot bién &
céc gen khac lién quan dén bénh Parkinson nhu kinaza chira doan ldp giau leuxin, PARKS.
Céc c4 thé ciing c6 thé duoc chan dodn boi cac bénh than kinh bét ky néu trén theo céc tiéu

chuan cua DSM IV TR.

O bénh nhéan khong ¢6 triéu ching, viée didu tri c6 thé bat du & do tudi bt ky (vi
du, 10, 20, 30). Tuy nhién, thuong khong nhét thiét phai bat dau viéc didu tri cho dén khi
nguoi bénh 40 tudi, 50 twéi, 60 tudi hodc 70 tudi. Viée didu tri thuong doi héi ding nhidu
liéu trong mot khoang thoi gian. Viéc diéu trj bénh c6 thé duge theo doi bing cach thir
nghiém nong do khang thé theo thoi gian. Néu khong c6 dap ung, lidu cao hon duoc chi
dinh. Trong truong hop bénh nhan mic hoi chtrng Down, viéc diéu tri bénh c6 thé bat diu
trude khi sinh bang cach dung tac nhan diéu tri bénh cho nguoi me hodc sau khi sinh mot

thoi gian ngan.
VII. Dugc pham va phuong phap diéu trj bénh

Trong cac mg dung phong bénh, khang thé hodc tac nhan tao ra khang thé hodc
duoc pham chira chiing dugc dung béi nguoi bénh man cam véi, hodc theo cach khac cé
nguy co mic bénh (vi du, bénh Alzheimer) theo phac dd (liéu luong, tAn suét dung va
duong dung) hitu hiéu dé lam giam nguy co, gidm nhe mtc do trdm trong bénh, hodc tri
hoan su khoi phét cta it nhit mot ddu hiéu hodc triéu chimg bénh. Cu thé, tbt hon néu
phéc d6 nay 14 hitu hiéu dé e ché hodc tri hoan su hinh thanh tau hodc phospho-tau va céc
s¢i tao cap trong ndo, va/hodc tc ché hodc tri hoan ddc tinh ctia n6 va/hoic tc ché/hoéc tri
hoan su phat trién cta céc thiéu hut vé hanh vi. Trong cac Gng dung diéu tri, khéng thé
hodc tdc nhan tao ra khang thé dugc dung boi nguoi bénh dé mic, hodc di mac bénh (vi
du, bénh Alzheimer) theo phéc d6 (lidu lwong, tin suét dung va duong dung) hiru hiéu dé

lam giam hogc it nhat e ché sy phd hity tiép it nhdt mot déu hiéu hodc triéu chimg bénh.
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Cu thé, tbt hon néu phéc d6 nay 1a hiru hiéu dé lam gidm hodc it nhit tc ché muc 1am tdng
tiép luong tau, phospho-tau, hodc cic s¢i tao cip dugc tao ra tir do, cac doc tinh c¢6 lién

quan va/hodc céc thiéu hut vé hanh vi.

Phac dd dugce xem 1a ¢6 tac dung diéu tri hodc phong bénh néu mot bénh nhéan da
dugc diéu trj dat két qua co loi hon so véi két qué trung binh ctia nhém ddi chirmg gdm cac
bénh nhén so sanh khong duoc diéu tri bang cac phuong phap theo sang ché, hodc néu két
qua c6 loi hon da dugce chirng minh & bénh nhén da duoc diéu tri so vé6i cac bénh nhan dbi
chimg & thtr nghiém 1am sang c6 kiém soét (vi du, tht nghiém pha II, pha II/IIT hodc pha

III) & murc p < 0,05 hodc 0,01 hodc ngay ca & muc 0,001.

Liéu luong hitu hiéu thay ddi tuy thudc vao nhiéu yéu t6 khac nhau, bao g6m
duong dung, vi tri dich, tinh trang sinh Iy ctia bénh nhan, bénh nhéan c6 phai la nguoi mang
ApoE hay khong, bénh nhan la nguoi hay dong vat, céac thube khac da dung, va xem viéc

diéu tri 1a c6 tac dung diéu trj hay phong bénh.

Khoang liéu luwong lam vi du ddi véi cac khang thé nim trong khoang tir
0,01mg/kg dén Smg/kg, va thuong nam trong khoéang tr 0,1mg/kg dén 3mg/kg hodc ndm
trong khoang tr 0,15mg/kg dén 2mg/kg hodc nim trong khoadng tr 0,15mg/kg dén
1,5mg/kg thé trong bénh nhan. Khéng thé ¢6 thé duoc dung véi cac liéu nhu vy hang
ngay, cach ngay, héng tuén, hai tudn mot lan, héng thang, ba thang mot lan, hoac theo liéu
trinh khac bat ky xac dinh duoc bang cach phén tich theo kinh nghiém. Viéc diéu tri 1am vi
du doi hoi can dung nhiéu liéu trong khoang thoi gian dai, vi du, it nhit séu thang. Céc
phéc dd diéu tri bénh khac lam vi du doi hdi cin dung mot lan trong hai tudn hodc mot 1an

trong mot thdng hoic mét lan trong thoi gian 3 thang dén 6 thang.

Lugng cha tac nhan hoat tinh nim trong khoang tir 0,1ug/ngudi bénh dén
500pg/ngudi bénh va tét hon 1a nim trong khoang tir 1ug dén 100pg hodc lug dén 10pg
mdi 1an tiém khi dung cho ngudi. Thoi diém tiém co thé thay d6i déang ké tir mot 1an mot
ngdy, téi mot lan mot nam, t6i mot 1an mudi nam. Phac dd thong thuong bao gdm viée gay
mién dich, sau d6 tiém liéu cao cach nhau theo thdi gian, nhu cach nhau 6 tuan hoac hai
thang. Phéc do khac bao gdm viéc gay mién dich, tiép theo tiém lidu cao sau d6 1 thang, 2

thang va 12 thang. Phac db khac doi héi tiém cach nhau hai thang trong sudt cudc doi.
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Theo cach khéc, viéc tiém lidu cao c¢6 thé duoc tién hanh khong theo quy tdc nao do duoc

tién hanh bang cach theo doi dap ing mién dich.

Tét hon, néu cac khang thé hodc céc tic nhén tao ra cac khang thé dugc dung qua
duong ngoai bién (tirc 1a dudng dung, trong d6 khang thé da dung hodc da duoc tao ra di
qua hang rao mau néo t6i vi tri da dinh trong ndo). Cac dudng dung bao gdm dung khu tru,
tinh mach, duong miéng, dudi da, trong dong mach, trong so, trong vo, trong mang bung
(IP), qua miii hodc trong co. Cac duong dung khang thé duoc wu tién 1a duong dung trong
tinh mach va duéi da. Cac dudng gay mién dich hoat tinh duoc wu tién la duong dung
trong tinh mach va duéi da. Vi tri tiém hau hét thuong duoc tién hanh & co tay hodc chan.
Trong mdt sé phuong phép, cac tdc nhan duge tiém truc tiép vao mo cu thé trong do céc

chit lfmg dong dugc tich tu, vi duy, khi tiém trong so.

Tét hon, néu dugc pham dung ngoai dudng tiéu hoa 1a vo trung va hau nhu déng
truong va duoc san xuit theo tiéu chuin GMP. Duoc phém c6 thé duoc bao ché & dang
lidu don vi (tuc 1a lidu dé dung mot 1an duy nhét). Duoc pham c6 thé duoc bao ché bang
cach st dung mot hoic nhiéu chat mang, chat pha loang, t4 dugc hodc chat bd tro duoc
dung. Quy trinh bao ché Ia tiy thudc vao dudng dung da chon. Pé tiém, céc khang thé ¢
thé duogc bao ché & dang dung dich nudc, t6t hon la trong dung dich dém tuong thich vé
mat sinh ly nhu dung dich Hank, dung dich Ringer, hodc nuéc mudi sinh ly hodc dung
dich dém axetat (dé lam giam su khé chiu & vi tri tiém). Dung dich nay c6 thé chtra céc
chét cdu thanh nhu chét tao hon dich, chét lam én dinh va/hodc chat phan tan. Theo cach
khac, cac khang thé co thé & dang dong kho nhanh dé tao ra v6i chat dan thubc thich hop,

vi du, nude vo trung khong chira chat gay sét, trude khi dung.

Céc phac dd theo sang ché c6 thé duoc dung két hop véi cac tac nhan khac ¢6 tac
dung diéu tri hodc phong bénh can diéu tri. Vi du, trong truong hop bénh Alzheimer, céc
phac do theo sang ché c6 thé duoc két hop véi liéu phdp mién dich khac AP
(WO/2000/072880), c4c chit tc ché cholinsteraza hodc memantin hoac trong truong hop
bénh Parkinson can két hop v6i liéu phdp mién dich khang alpha synuclein néu trong
WO/2008/103472 ctia Levodopa, cic chét chu van dopamin, cac chéat uc ché COMT, cac

chat e ché MAO-B, Amantadine, hodc cdc tdc nhan chdng tiét axetylcholin.
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VIII.  Tao anh in vivo, phuong phép chan do4n bénh, va t6i vu héa licu phép mién dich

Sang ché mo ta cac phuong phap tao anh in vivo cac mang ling dong protein tau
(vi du, cdc ddm rdi soi than kinh va thé vui tau) & nguoi bénh. Cac phuong phap duoc tién
hanh bang cich cho ngudi bénh dung chét phan tmg, nhu khang thé ma lién két voi tau (vi
du, khang thé 16BS, da dugc boc, nhan hoa, thé kham hoic ciia chudt), va sau d6 phét hién
tac nhan sau khi n6 da duogc gin két. Cac khang thé gin két vdi epitop cla tau nam trong
céc axit amin tlr 24 dén 46 1a dugc vu tién. Trong mot sb phuong phép, khang thé gin két
vé6i epitop ndm trong cac axit amin tir 25 dén 44, hodc nim trong céc axit amin tir 30 dén
39. Dap tmg rd rang véi cac khang thé da dung co thé tranh duoc hogc giam dugc bang
cach st dung céc doan khéng thé khong chua viing hing dinh ¢6 chiéu dai day du, nhu cac
Fab. Trong mot sb phuong phép, khang thé twong tu c6 thé dung lam chat phan ung diéu

tri 1an chan doan bénh.

Céc chét phan Gng dung dé chan doan bénh c6 thé duoc dung bang cich tiém qua
duong tinh mach vao co thé nguoi bénh, hoic dung truc tiép vao néo bang cach tiém trong
so hodc bang cach khoan 15 qua so. Liéu luong cua chét phan (mg nén nim trong cung
khoang nhu dbi véi cac phuong phap diéu trj bénh. Thong thuong, chat phan ung dugc
gin nhan, mic du trong mot sb phuong phép, chit phan ng so cap ¢o 4i luc voi tau khong
dugc gin nhan va chit gin nhan tha cap duoc sir dung dé gan két voi chét phéan Ung so
cap. Viéc lua chon ddu phu thudc vao cach thic do. Vi du, ddu huynh quang la thich hop
ddi voi viee do quang hoc. Viéc st dung cac ddu thuan tir 1a thich hop dé do cat 16p ma
khong c6 su can thiép cua viéc phau thuat. Cac ddu c6 hoat tinh phong xa ciing c6 thé

dugc do bang cach sir dung PET hodc SPECT,

Phuong phép tao anh in vivo cac mang lang dong protein tau 1 hitu ich dé chin
doan hodc chan doan xéc nhén bénh do tau gdy ra, nhu bénh Alzheimer, bénh thoi hoa
thuy trén thai duong, ching liét trén nhan tién trién va bénh Pick, hodc ¢6 nguy co dé mic
cdc bénh nay. Vi du, cdc phuong phap co thé duoc st dung trén nguoi bénh ¢6 cic triéu
chimg mét tri. Néu ¢6 céc dam rdi soi than kinh bat thuong, thi nguoi bénh co thé da mic
bénh Alzheimer. Theo cach khac, néu nguoi bénh c¢6 thé vui tau bét thuong, thi tuy theo vi

tri cla cac thé vii, ngudi bénh ¢ thé méc bénh thoai hoa thiy tran théi duong. Céc
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phuong phép ciing ¢6 thé duoc sir dung cho céc bénh nhan khong co triéu chung. Su c6
mit ctia cdc mang lang dong protein tau bat thuong biéu thi nguy co d& mic bénh c6 tridu
chtng trong tuong lai. Cc phuong phap nay con 1a hitu dung dé theo ddi qua trinh tién
trién cua bénh va/hoic kha nang dap tng vai viée diéu tri & cac nguoi bénh da duoc chan

dodn trudc do 1a mac bénh lién quan dén tau.

Viéc chan doan co thé duoc thuc hién béng cach so sanh sd lugng, kich thudc,
va/hodc mat do cua vi tri da gén nhén, so véi tri s6 nén tuong trng. Céc tri s nén co ban co
thé biéu thi mic trung binh trong nhom g0m céc ca thé khong méc bénh. Céc tri s6 nén
cling c6 thé biéu thi cdc mtrc da xdc dinh dugc trude d6 ¢ cing nguoi bénh. Vi du, cic tri
s6 nén co thé duoc xac dinh & ngudi bénh trude khi bat dau liéu phap mién dich tau, va cac
tri s6 do duoc sau do duoc so sanh véi céc tri s6 nén. Viéc giam tri sd so Vi cac tri s& nén

chung t6 c6 dap ing duong véi viée diéu tri.

O mot sé ngudi bénh, viée chin doan bénh do tau gdy ra c6 thé duoc tro gitp
bang cach tién hanh quét PET. Viéc quét PET c6 thé duoc thuc hién bang cach s dung, vi
du, b6 tao anh PET thong thuong va thiét bi tro gitp. Viéc quét thuong bao gom mot hodc
nhiéu ving cta ndo thuong da biét 1a lién quan dén cac mang ling dong protein tau va mot
hodc nhiéu ving, trong d6 quét vai viing néu cac khdi két tu bat ky thuong cd mat co tac

dung lam déi chung.

Tin hiéu phat hién dugc trong qua trinh quét PET ¢o thé duoc thé hién & dang anh
da chiéu. Anh da chiéu c6 thé & dang anh hai chiéu c6 mat cat qua ndo, ¢ dang anh ba
chiéu, thé hién khong gian ba chiéu ctia ndo, hodc & dang bbn chiéu thé hién cac thay doi
vé khong gian ba chiéu ctia ndo sau mot khodng thoi gian. TV 18 mau c6 thé dugc dung véi
céc mau khéc nhau biéu thi luong nhan khac nhau va, do véy, cic mang lang dong protein
tau phat hién dugc. Két qua cua viée quét ciing c6 thé thé hién duoc vé mit sb luong, trong
do s6 lugng lién quan dén lugng nhan da phat hién duge va tir d6 biét duoc cac mang ling
dong protein tau. Nhan c¢6 mit trong viing nio da biét 1a lién quan dén cac mang ling dong
cua bénh ly cu thé do tau gdy ra (vi du, bénh Alzheimer) cé thé dugc so sanh vdi nhan ¢o
mat trong ving da biét khong lién quan dén cac mang ling dong dé thu duoc ty 1é 1a déu

hi¢u thé hién marc d cua cdc mang lang dong nam trong vung trude do. Doi véi phdi tir da
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duoc gan nhan phong xa tuwong tu, cac ty 18 nay co6 thé lam thude do so sanh cac mang

ling dong protein tau va mtrc thay ddi ctia chiing gitra cac nguoi bénh khac nhau.

Trong mdt s6 phuong phép, qua trinh quét PET dugc thuc hién dong thoi cung
v6i hodc trong ciing mot 1an tham kham bénh nhan nhu khi quét MRI hodc CAT. Viéc
quét MRI hodc CAT dua ra cac chi tiét giai phau cta ndo chi tiét hon so véi viée quét
PET. Tuy nhién, hinh anh thu dugc tir viéc quét PET c6 thé bi chdng 1én hinh anh quét
MRI hodc CAT thé hién chinh xac hon vi tri cia phéi ta PET va tir d6 cac mang léng dong
tau duoc so sanh voi cdu tric giai phau trong ndo. Mot s6 thiét bi c6 thé thuc hién duoc ca
viéc quét PET 1an quét MRI hodc CAT ma khong can thay dbi vi tri cta nguol bénh gitra

cac lan quét dé thuan tién cho viéc chong hinh anh.

Céc phdi tir PET thich hop bao gdm céc khang thé gin nhan dong vi phéng xa
theo sdng ché (vi du, khang thé 16B5, da duoc bocnhan hoa, thé kham hodc cua chudt).
Déng vi phong xa dugc st dung c6 thé, vi du, 1a C", NP, 0P, Flg, hodc I'*. Khoang cach
gilta cac 1an dung phéi tir PET va tién hanh quét c6 thé phu thude vao phéi tir PET va dic
biét 1a tdc do hép thu va kha nang lam sach n#o, va thoi gian ban thai cua dau déng Vi

phong xa cua nd.

Viée quét PET ciing c6 thé duge tién hanh lam thudce do phong bénh & bénh nhéan
khong ¢6 trigu chirng hodc ¢ cac ngudi bénh c6 cic triéu chimg suy giam nhan thic nhe
nhung van chua dugc chan dodn 1a bi bénh do tau gdy ra nhung c6 nguy co cao phat trién
bénh do tau gay ra. P6i voi cdc bénh nhan khong c¢6 triéu chiing, viéc quét la dic biét hitu
dung dé ca thé xem xét nguy co cao bi bénh do tau gay ra do tién st gia dinh, cac yéu tb
nguy co di truyén hodc sinh hoa, hodc do tudi truéng thanh. Viéc quét nhim phong bénh
¢6 thé duoc thuc hién, vi du, & ngudi bénh ¢ dd tudi tir 45 dén 75. O mot sd nguoi bénh,

viéc quét lan dau tién duoc thuc hién & do tudi 50.

Viéc quét dé phong bénh co thé duoc thuc hién v&i khoang thoi gian, vi du, tir sau
thang dén muoi nam, t6t hon 1a tr 1 nam dén 5 nam. O mot sd nguoi bénh, viéc quét dé
phong bénh dugc thuc hién héng nam. Néu viéc quét PET dugc thuc hién la thude do
phong bénh thé hién luong két tu protein tau 16n bat thuong, thi liéu phap mién dich c6 thé

duoc bit dau va sau do, tién hanh quét PET nhu & cdc nguoi bénh dd duoc chin dodn bi
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bénh do tau gay ra. Néu viéc quét PET dugc thuce hién la thude do phong bénh thé hién
lwong két tu protein tau nim trong murc binh thudng, thi ¢6 thé duogc thuc hién quét PET
tiép & cac khoang thoi gian tlr sau thang dén 10 nam, va t&t hon 1a tir 1 ndm dén 5 nim nhu
néu trén, hoac dap lai su xuét hién cta cac dau hiéu va céc triéu ching cia bénh do tau gay
ra hodc suy gidm nhén thirc nhe. Bang cach két hop viée quét dé phong bénh véi viée dung
liéu phap mién dich huéng truc tiép dén tau, néu va khi marc binh thuong néu trén cua cac
méng lang dong protein tau phat hién duoc, thi luong két tu protein tau c6 thé dugc lam
giam, hodc tién gin t&i muc thong thuong, hodc it nhit Grc ché sy gia ting tiép theo, va
ngudi bénh c6 thé khong bi bénh do tau gdy ra trong thoi gian dai néu khong quét dé
phong bénh va tiép nhan liéu phép mién dich huéng truc tiép toi tau (vi du, it nhat 5 nim,

10 nam, 15 ndm hodc 20 nam, hodc trong phan doi con lai cua nguoi bénh).

Luong thong thuong cia cac mang lang dong protein tau c6 thé duoc xac dinh
béng lugng cua cac dam roi soi than kinh hodc thé vii tau trong ndo ctia mau dai dién cia
ca thé & nhom khoe manh khong dugc chén doén 12 mic bénh cu thé do tau gay ra (vi du,
bénh Alzheimer) va khong c6 nguy co cao phét trién bénh nay (vi du, mau dai dién 1a ca
thé khong mac bénh dudi 50 tudi). Theo cach khac, luong thong thudng c6 thé duge nhan
dién & tirng nguoi bénh néu tin hiéu PET theo cac phuong phdp theo sang ché nam trong
ving néo trong do6 da biét rang cac méng lang dong protein tau phat trién khong khac nhau
(nam trong do chinh x4c cua phép do) so véi tin hiéu thu duge tor viung ndo trong do da
biét rang cac mang ling dong nay phét trién khong binh thudong. Nong do ting cao & ca thé
¢6 thé dugce nhan dién bang cach so sanh véi nong do thong thuong (vi du, tri sb trung
binh nim ngoai va bién thién cta sai sb chuan) hodc don gian la so sdnh vai tin hiéu gia
ting nam ngoai sai sd thir nghiém trong ving nio lién quan dén céc mang ling dong
protein tau so voi ving khong biét 1a lién quan dén céc mang lang dong. Nhim cac muc
dich so sanh ndng do cia cac méng két tu protein tau & ca thé va nhom cé thé, tdt hon néu
cic mang ling dong protein tau dugc xdc dinh trong cuing mdt viing cua nfo, cc ving nay
bao gbém it nhit mot ving ma tao ra cdc mang ling dong protein tau lién quan dén bénh cu
thé do tau gdy ra (vi du, bénh Alzheimer) 12 da biét. Nguoi bénh c6 ndng do cac mang ling

dong protein tau ting cao la ngudi du tuyén dé bat dau liéu phdp mién dich.
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Sau khi bat ddu liéu phap mién dich, viéc giam ndng do cla cic mang lang dong
protein tau c6 thé duoc quan sat trude tién 1a diu chi ra rang viée diéu tri nay 1a thu duoc
tac dung mong mudn. Mtrc giam quan sat duoc c6 thé, vi du, ndm trong khoang tir 1% dén
100%, nim trong khoang tir 1% dén 50%, hodc nim trong khoang tir 1% dén 25% tri sb
nén. Tac dung nay c6 thé duoc x4c dinh duge trong mot hozc nhiéu ving ndo trong d6 da
biét rang céc mang ling dong dugc tao ra hodc c6 thé duge xac dinh so vdi tri sb trung
binh ciia cac ving nay. Tac dung diéu trj toan phin c6 thé duoc ude tinh bang cach cong ty
1& phan traim muc giam so véi dudong nén v6i mire tdng trung binh ctia cidc mang két tu

protein tau xudt hién theo cach khac & nguoi bénh khong duogc diéu tri.

Viée duy tri cic mang ling dong protein tau & muc hang dinh hodc tham chi 1a
lam tdng nhe cdc mang ling dong protein tau cling c6 thé 1a diu chi ra kha nang dap ung
vé6i vide diéu tri cho du dap tmg nay la dudi marc tdi wu. Cac dép tmg nhu vay c6 thé duogc
so sanh vdi tién trinh theo thoi gian cua lugng cac mang ling dong protein tau & céc nguoi
bénh mic bénh cu thé do tau gdy ra (vi du, bénh Alzheimer) khong nhan dugc viée diéu
tri, dé xac dinh liéu liéu phap mién dich c6 hiéu qua trong vi¢c e ché su gia tang tiép cua

céc mang ling dong protein tau hay khong.

Viéc kiém tra céc thay doi vé cac mang ling dong protein tau cho phép dung liéu
phap mién dich hodc dung phac db khéc dap ting véi viée diéu tri. Viéc kiém tra PET cung
cap chi ddu ctia ban chat va mtc do dap tng véi viée didu tri. Tiép do, viée xac dinh ¢6 thé
duoc thuc hién xem c6 can diéu chinh viée diéu tri hay khong va néu viée diéu tri mong
muodn ¢6 thé duoc diéu chinh dé dap ung voi viée kiém tra PET hay khong. Do d6, viéc
kiém tra PET cho phép liéu phap mién dich huéng truc tiép tdi tau hodc dung phac d6 diéu
tri khac can dugc diéu chinh trude khi cdc chit danh diu sinh hoc khac, MRI hoac viéc
danh gia vé nhén thire ¢6 dap tmg c6 thé phat hién duoc. Mtc thay doi co nghia la so sanh
tri sb cla thong sb sau khi diéu tri so voi tri s6 nén dé dua ra mot s6 ching cir réng viéc
diéu trj thu dugc hodc khong thu dugc hiéu qua c6 lgi. Trong mot sd truong hop, muac thay
d6i vé tri sb cua thong s6 & chinh ngudi bénh da dua ra mdt s6 chimg ctt rang viéc diéu tri
thu duoc hodc khong thu duge hiéu qua c6 loi. Trong céc truong hop khac, murc thay doi

Ve tri s, neéu co, & nguodi bénh, dugc so sanh véi mire thay doi ve tri s, néu ¢d, & nhom

-49-



35968

bénh nhan déi chimg dai dién khong dung liéu phap mién dich. Mtrc chénh léch vé dép
mg & ngudi bénh cu thé so voi déap Gmg thong thuong & bénh nhan ddi chimg (vi du, tri sd
trung binh cdng v6i phuong sai clia sai s6 chuan) ciing ¢6 thé dua ra chting ¢t rang phac

dd theo liéu phap mién dich dat dugc hoic khong dat duoc hi¢u qua cé 1oi & nguoi bénh.

O mot sb ngudi bénh, viéc kiém soat biéu thi mtrc giam co thé phat hién duoc &
céc mang lang dong protein tau nhung lugng cic mang ling dong protein tau van & mirc
cao hon binh thuong. O cac ngudi bénh nay, néu khéng xuét hién tac dung phu khong thé
chép nhan dugc, thi phac dd diéu tri co thé duoc tiép tuc nhu ban dau hoac tham chi la
ting & tan sut dung va/hoic lidu lugng néu chua dat t6i lidu lwong téi da dugc khuyén

cao.

Néu viéc kiém tra chi ra lugng cac mang ling dong protein tau & nguoi bénh giam
so v6i lugng cidc mang ling dong protein tau ¢ muc binh thudong, hodc gin muc binh
thuong, thi phac d theo lidu phéap mién dich ¢6 thé dugc didu chinh tir mot trong sd qua
trinh tao ra (tirc 1a lam giam lugng céc mang lang dong protein tau) thanh mot trong s6 qué
trinh duy tri (tGc 1a duy tri cac mang lang dong protein tau & lugng gan nhu hang dinh).
Phac dd nhu vay co thé duoc tac dong b:?mg cach lam giam liéu lugng va hoéc tAn suét

dung liéu phap mién dich.

O céc ngudi bénh khac, viée kiém tra co thé ching to duoc réng liéu phap mién
dich thu dugc mot sd tac dung diéu tri bénh nhung la tac dung dudi muac t6i wu. Tac dung
t6i wu ¢6 thé duoc xac dinh & dang ty 1& phan trdm cta mirc giam lugng mang ling dong
protein tau trén mot nira hodc mdt phan tu so véi mic thay dbi vé cac mang ling dong
protein tau (do dugc hodc tinh dugc trong toan bd ndo hodc (céc) ving tuong tng cla
chung trong d6 da biét rang céc mang lang dong protein tau dugc tao ra) dugc dua ra boi
mau dai dién ctia bénh nhan mic bénh do tau gdy ra da dung liéu phap mién dich & thoi
diém nhét dinh sau khi bit diu didu tri. Nguoi bénh c¢6 mtre giam nhé hodc nguodi bénh cé
cédc mang ling dong protein tau vin & mirc hang dinh hodc tham chi tang, nhung cao hon
khéng déng ké so v6i mong mudn khi khong ding liéu phap mién dich (vi du, nhu duoc
suy ra tir nhom bénh nhan déi chimg khong duoc dung liéu phap tri liéu mién dich) c6 thé

dugc phan loai thanh nhém dwong tinh véi bénh nhung chi ¢ dap tng dudi muc tdi uu.

-50-



35968

Céc ngudi bénh nay c6 thé tiy ¥ duoc didu chinh phac dd trong dé lidu va hodc tin suét

dung tdc nhan dugc tiang 1én.

O mot s6 ngudi bénh, cac mang lang dong protein tau ¢6 thé lam taing mang lang
dong tau ¢ muc twong tu hodc 16n hon so véi cac ngudi bénh khong dung liéu phap mién
dich. Néu muc ting nay van tiép dién trong mot khoang thoi gian, nhu 18 thang hoac 2
ndm, thdm chi sau khi ting bét ky vé tn suét hodc liéu cua céc tac nhan, thi viéc dung liéu

phdp mien dich néu muon c6 thé dirng lai dé tién hanh viéc diéu tri bénh khac.

Phan mo ta vé viéc chan doan, kiém tra, va diéu chinh phéac dd diu tri ddi vai cac
bénh lién quan t6i tau néu trén chi yéu nhdm vao viée st dung cac k¥ thuat quét PET. Tuy
nhién, k§ thuat khac bat ky dé hién thi va/hodc xéc dinh cac mang lang dong protein tau
ma chép nhan viéc st dung cac khang thé tau theo sang ché (vi du, khang thé 16BS, da
duoc bocnhén hoa, thé kham hodc ctia chugt) cling co thé duoc su dung thay cho k¥ thuat

quét PET dé thuc hién cac phuong phéap nay.
Vi du thye hién sang ché

VIDU 1. Tao khang thé 16B5

Khéng thé pan 16B5, nhan dién tau & dang dugc hodc khong dugc phosphoryl
hoa, dugc goi ra gén két véi tau dugc tinh sach va dugc lua chon dua trén cac dic tinh bat

gilr ai lyc cao ctia no6 trong thir nghiém ELISA.

VIDU 2.  Tao dong va giai trinh tu cta khang thé 16B5

ARN dugc lay ra tir céc té bao két von biéu hién khang thé 16B5 bang cach si
dung Trizol LS (do Invitrogen cung cép). Nong do ARN dugc do bang cach st dung kit
Quant-IT (do Invitrogen cung cip).

5’-RACE dugc diung dé khuéch dai dau tan cung 5° cia ARN théng tin cua IgG
bang céch sir dung kit Smart RACE (do Clontech cung cap). Khoang 1pg ARN dugce su
dung cho phéan tmg RT va cic bé ADN bd tro duge khuéch dai tiép bang cach su dung
doan mdi van ning kém theo kit Smart RACE va cac doan mdi dic hiéu gen (GSP) duoc

thiét ké & ExonBIO.
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Céac trinh tu doan mdi:
Poan mdi van nang: CTAATACGACTCACTATAGGGC (SEQ ID NO: 7)
Cac GSP:

IgG1 va IgG2a: CTC AAT TTT CTT GTC CAC CTT GGT GC (SEQ ID NO:
8)

[gG2b: CTC AAG TTT TTT GTC CAC CGT GGT GC (SEQ ID NO: 9)

Céc san pham PCR dugc tinh sach gel va duoc tao dong vao vecto pSUPER-blunt
(Adexon, www.adexonbiotech.com). DBéi v6i chudi nang, 15 khuén lac duoc chuan bi &
mtrc mini va duge gidi trinh tu. D6i voi chudi nhe, PCR cua khudn lac duoc thuc hién dé
phan biét chudi nhe khang thudong ndi sinh, va chi ¢6 cac dong khong dugc khuéch dai tur
PCR cua khuén lac dugc giai trinh tu. Céc két qua giai trinh ty dugc phan tich trén vat
truyén NTI. Chét thich rng va céc trinh tu doan mdi GSP duoc danh déu trén ban dd. Cac
viing nam gitra chét thich mg va céc trinh tu GSP 1a c4c trinh tu cta chudi ning IgG bao
gbm doan dan dau, peptit tin hi¢u va mién V va phén cua ving hang dinh. ORF dugc danh

dau trén ban do.
ViDU 3. Lap ban d epitop cia khang thé 16B5

Xéc dinh epitop bang cach phan tich doan peptit. Trinh tu tau ctia nguoi chira 4
doan lap géan két vi éng va khong c6 doan chén c6 diu tan cung N, va chira dot bién P301L
(rTau), dugc thé hién & E. coli va dugc tinh sach. Dang nay cta tau c6 trinh tu néu trong
SEQ ID NO:3, bang céch thé leuxin bang prolin & vi tri 243 (twong Gng v6i P301L bing
cach st dung quy udc danh sb dua trén dang dong chuc ning dai nhat cia tau). Qua trinh
phan giai bang enzym ¢200ug tau dugc thuc hién bang mot trong s6 bdn proteaza khac
nhau: trypsin (phan cit & dau carboxyl ctia arginin va lysin), chymotrypsin (phan cit so bd
& dau tan ciing carboxyl cua tyrosin, tryptophan, phenylalanin va leuxin), LysC (phan cat ¢
dau tan cung carboxyl cua lysin), hodc GluC (phan cit sau céc gdc glutamat va hiém khi
phan cit sau cac gbe aspartat). T4t ca céc proteaza déu mua dugc tir Thermo Scientific, va

qua trinh phén giai duoc thuc hi¢n trong thoi gian 16 gio & 37°C. Cac doan peptit thu dugc

-52-



35968

dugc u voi 10pg 16BS, va duge lam két tha bing cach st dung hat tir tinh protein G
(NEB). Cac chat két tia duoc rira cdn than trong PBS chtra 300mM NaCl va 0,5% NP-40,
sau d6 duge rira giai bang dung dich tach 1M NaCl trong 100mm glyxin, do pH=2,8. Dich
rira giai dugc sdy kho trong chan khong va duogc tao huyén phu lai trong dung dich axit
trifloaxetic 0,1% (TFA). Dich rtra giai da dugc tao huyén phu lai dugc nap vao cot C18
4,6x50mm, sau d6 dugc phan doan theo phuong phap sic ky 16ng cao ap (HPLC) (thiét bi
Agilent 1260 Infinity) bang cach str dung gradien tuyén tinh chta axetonitril véi 0,075%
TFA. Cac phan doan pic dugc thu gom, say kho va duge tao huyén phu lai trong nudc ct.
Cac khéi peptit va mirc d¢ tuong ddng dugce xac dinh bang MALDI-TOF/TOF. Pic tuong
ing v6i cac gbe 25 dén 44 cua trinh tw SEQ ID NO:1 duoc x4c dinh trong phd LysC MS.
Céc pic twong Gng v6i cac gbe 25 dén 44 cua trinh ty SEQ ID NO:1 va 24 dén 44 duoc
xac dinh trong phd Trypsin MS. Khéng thu dugc tin hiéu nao tu qué trinh phan giai
chymotrypsin va GluC, ching to rang mot sb epitop c6 thé chira gbe 29 cua trinh tu SEQ

ID NO:1 va/hodc gbe 37 cua trinh tu SEQ ID NO:1.

Xéc dinh epitop bang cach phan tich dot bién. Bang cach st dung céc két qua xac
dinh duoc béng cach phan tich doan peptit (néu trén), tao dot bién khuyét rTau duoc thuc
hién bang cach khuéch dai toan bo plasmit bang cach st dung céac phuong phép sinh hoc
phan tr tiéu chudn. Protein duoc biéu hién hién trong thé tich méi truong nudi cdy vi
khuén nhd, va thé tich twong dwong cua dich phan giai trong chira vi khuin duoc dién di,
tao vét, va dugc nhudm béng khéng thé 16B5. Pé tién hanh ddi chiing nham nap mau,
Tau46, khang thé ¢o tinh ddc hiéu véi ving dau tan cung C cua tau (epitop cd dau tan cung
C), dugc st dung dé nhudm céc vét kép. Ca hai khang thé duoc su dung & néng do
0,2ug/ml. Céac anh duoc bét giit bang cach st dung may quét huynh quanh Licor Odyssey.
Céc dot bién khuyét cua tau dudi day duoc tao ra va phan tich theo cach nay: A5-24, A23-
32, A25-44, A30-39, va A37-46. Nhu duoc thé hién trén cac Hinh 1 va 2, cac dot bién
khuyét ciia tau A25-44 va A30-39 khong dugc do bang khéng thé 16B5, ching to ring
epitop da dugc nhén dién béi 16BS nim trong cac gbe do. Dot bién khuyét cua tau A37-46
chi phét hién dugc voi lugng khong dang ké bang 16B5, ching t6 rang mét sé gbe nam
trong s6 37 dén 46 (vi du, gbc 37) c6 thé dong vai tro gan két 16B5 véi tau. Khéng thé

16B5 da nhudm dot bién khuyét cua tau A23-32 yéu hon so v&1 A5-24 va manh hon so véi
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cac dot bién khuyét A25-44 va A30-39, tir d6 ching to ring 16B5 con ¢6 thé lien két véi
peptit chira céc gbc 33 dén 36, 30 dén 36, 33 dén 37, 30 dén 37 hodc 33 dén 39. Tém lai,
dit liéu thu duge tir cc dot bién khuyét tau goi y ring epitop nhén dién duoc boi 16B5 ¢o
thé bao gdm mot vai hodc tit ca cac gde 23 dén 32 ctia trinh tw SEQ ID NO:1 va mot vai
hodc tat ca cic gbc 37 dén 46 cua trinh tu SEQ ID NO:1. Vi du, 16B5 ¢6 thé nhéan dién
epitop nam trong cac gbc 32-38 hodc 28 dén 41 cua trinh tu SEQ ID NO:1.

Xac dinh epitop bang cach quét alanin. Cac gde don 1é trong vung cua tau kéo dai
t6i cac gbe 30 dén 42 duoc tao dot bién tiép thanh alanin bang cach sir dung k¥ thudt tao
dot bién PCR. Cac protien da dugc tao dot bién duge biéu hién, va cac dich phén giai duoc
phén giai bang k¥ thuat dién di va tao vét bang khang thé 16B5 hodc khang thé Tau46, nhu
néu trén. Két qua cua phan tich nay dugc thé hién trén Hinh 3. Dot bién diém cu thé duoc
phan tich, bao gém T30A, M31A, H32A, Q33A, D34A, Q35A, E36A, G37A, D38A,
T39A, D40A, A41L va G42A, dugc liét ké trén day dudi dang vét. Céac gbe cu thé duoc
boc trong hop nam trén mdi vét. Kha ning gin két co thé phat hién dugc cia 16B5 duoc
loai trlr hoan toan boi dot bién Q33A cia tau va hdu nhu duoc giam bsi dot bién G37A
clia tau, tir d6 chiing t6 rang gbc 33, va gin két yéu hon so voi gbe 37, ¢6 thé 1a cac thanh
phén quan trong ctia epitop da duge nhan dién boi 16B5. Céc gde khéc ¢ thé 1a cac thanh

phan quan trong cta epitop da dugce nhan dién boi 16B5 trong phan tich Biacore.

ViDU 4. Gay mién dich thu dong & md hinh chudt chuyén gen hTau.P301L mac bénh

do tau gay ra

[0143] Gay mién dich. C4c con chudt nhét cai hTau.P301L-Tg 3 thang tudi trén nén tang
di truyén FVB/N duge st dung ddi v6i thir nghiém nay. 10mg/kg khang thé thir nghiém va
khang thé ddi chung dugc dung qua duong trong khoang mang bung, mot lan mot tudn.
Thoi gian diéu tri bénh khoang 5 thdng. Sau khi tiém 23 1an, két thiic nghién cru nay bang
cach giét chudt nhit. Bang 1 thé hién khang thé thir nghiém va déi ching dung trong thir

nghiém nay.

Bang 1

Phac dd liéu
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Nhom K

Nhém M

Khang thé

16B5

6F10

Tinh dic hiéu gin
két

Nam trong s 23 dén 46 (xem Vi
du 3)

Khéng thé déj chung isotyp I1gG1
khong tao mién dich

N 22 22
Diéu tri N2 N3
Liéu luong 10mg/kg hang tudn 10mg/kg hang tuin

Liéu luong theo thé

1,724ml/kg

2,381ml/kg

tich

Hién tugng chét do sinh non 1a kiéu hinh quan sat dugc & m6 hinh loai gam nhdm
chuyén gen mic bénh do tau gdy ra. M6 hinh cu thé dung trong thir nghiém nay phat trién
tau da dugc siéu phosphoryl héa ¢ 6 thang tudi, mac du viéc khéi phat ¢6 tinh bién thién
manh. Chuot nhit ciing bi khiém khuyét van dong nhu kha nang gilr chan sau va giam van
dong toan than, va chét do sinh non & do tudi 8 thang dén 11 thang (dir liéu chua duoc
cong bd reMYND, Terwel et al, 2005). Chudt nhit c6 cac tridu ching bénh trong giai
doan mudn, dugc dic trung bdi sy c6 mit cta kiéu gilt chan va giam cén, duoc giét. Mot
s6 lugng 16n chudt nhit khong mong muén da chét do sinh non khong co céc triéu chirng
nay. Nguyén nhan gy ra cai chét trong cac truong hop nay duoc xem la khong lién quan
dén bénh do tau gdy ra trong giai doan mudn hodc thit nghiém khéng thé, va thay vao do la

lién quan dén nén tang FVB/N bam sinh.

Bang 2 thé hién tong quan vé kha nidng sdng sét hoan toan clia tit ca cac con

chudt nhét trong qué trinh nghién ctru.
Béang 2

Kha nang séng sot trong qué trinh diéu tri (moi nguyén nhan dan dén tir vong)

N tai thoi diém bat

% sdng sot
dau nghién ctru

N con song tai thoi
diém dem giét
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Bang 2

Kha ning sdng sot trong qua trinh didu tri (moi nguyén nhan dan dén tir vong)

Nhom K N2 22(23)* 11 50(47)

Nhom M N3 22 13 59

*Mot con chudt trong Nhom K can duogc thay thé khi bt dau nghién ctru. D@t liéu nay cé

thé duoc phan tich c6 hodc khong c6 con chuot thay thé nay.

Sau khi giét, chudt nhit dugc md gidi phau va than nio va ndo gitta duoc dong
nhit hoa bang cach su dung may dong nhét co hoc bang gém (VOS 14 S40, téc do 750
vong/phit; VWR) trong 10 trong lugng-thé tich chira dung dich dém trong nudc da chira
chit e ché Tris-proteinaza-phosphataza (dung dich dém TPPI) chtta: 20mM Tris-HCI (d6
pH=8,1); 150mM NaCl; ImM axit etylen diamin tetraaxetic (EDTA, Merck); 1mM axit
etylen glycol tetraaxetic (EGTA, do Sigma-Aldrich cung cdp); SmM natri pyrophosphat
(do Sigma cung cép); 30mM natri florua (Sigma-Aldrich); ImM PMSF (do Sigma cung
cdp); 2mM natri  vanadat (do  Sigma cung cip); 10mM  1,10-ortho-
phenanthrolinmonohydrat (Sigma-Aldrich); 5ug/ml chét Gc ché trysin tir d6 twong; Spg/ml
pepstatin; va hdn hop gédm cac chét (e ché proteinaza (CPI, Roche Diagnostics GmbH,
Germany). Thé tich ¢6 dinh 140ul va 100ul dich dong nhét than ndo va nio gifta (TotH),
lan luot (khodng mot nira tong thé tich) duoc ly tim & tde do 136000xg, trong thoi gian 60
phut ¢ 4°C (b6 phén quay TLA-55, OptimaTMTLX Ultracentrifuge, Beckman Coulter) dé
tao ra phén doan hoa tan Tris (SF), va phan con lai cta tong luong dich dong nhét can
dugc bao quan ¢ -80°C. Do sé luong vong kep han ché (N=12), cdc miu duoc phén chia
mdt cach ngau nhién dé cén bang mdy ly tdm va chia cac nhém diéu tri bénh khéc nhau

vao cdc giai doan ly tdim khéac nhau.

Dich néi trén bé mat (S1, con duoc goi la “phan doan hoa tan” hoic “SF”) duoc
tach ra khoi cdn von (P1), duge phén chia va bao quan ¢ -80°C. Can von Pl duoc hoa tan
trong 10 thé tich trong luong chtra dung dich c6 néng do mudi cao (0,85M NaCl chtra
dung dich dém TPPI) va dugc ly tim & toc do 20000xg (200.000m/s%), trong thoi gian 30
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phit ¢ 4°C. Cgn vén c6 ndng dd mudi cao thu duge (P2) duoc bao quan & -80°C. Dich nbi
trén bé mat (S2) duge cho vao 1% Sarkosyl véi mot phan mudi cia 10% Sarkosyl va u &
nhiét do trong phong trong thoi gian 60 phut trong mdy tron quay kiéu dao dinh, sau dé
duge ly tam & toe do 136000xg (1.360.000m/s), trong thoi gian 60 phut & 4°C. Dich ndi
trén bé mit da hoa tan Sarkosyl (S3) dugc bao quan ¢ -80°C va can von khong hoa tan
sarkosyl (P3, con dugc goi 1a “phan doan khong hoa tan™ hodc “IEF”) duoc tao huyén phu
lai trong 30pl dung dich dém TPPI va duoc phan chia. Dich dong nhat toan phan (TotH),
cac phan doan chtra thin nao hoa tan Tris (SF), va phan doan khong hoa tan Sarkosyl (IF)
dugc tao ra bang quy trinh phan doan néu trén duoc dung trong cac phan tich dién di gel

poly-acrylamit va tham tach Western du6i day.

Dién di gel poly-acrylamit va thim tach Western. Dé st dung SDS-PAGE va
thdm tach Western thong thuong, cac mau dugc lam bién tinh va duoc khur béng cach a ¢
95°C trong thoi gian 10 phut, sau d6 duge tich trén 7,5% gel Tris-HCI (Criterion XT
Precast Gel, dia dang to ong c6 26 16, 15ul, 1,0mm; Biorad). Sau khi truyén dién kho
(iBlot™ Invitrogen) vao mang PVDF (iBlot™ Gel Transfer Stacks, PVDF, Regular,
Invitrogen), cdc mang nay dugc rira trong 0,4% PFA trong thoi gian 30 phut va sau dé
duoc rira bang dung dich chira nuée mudi dém Tris. Tiép theo, cac mang nay dugc U trong
nude mudi dém Tris (TBS, do pH=7,6) chta 5% (trong lwong/thé tich) sita kho khong
chira chit béo va 0,1% (thé tich) Tween-20 trong thoi gian 1 gio. Cac vét duge 0 v6i cac
khang thé chinh khang tau khac nhau qua dém, & néng do lam viée duoc thé hién trong
Bang 3. Sau khi rita va i v6i khang thé phu da tiép hop v6i HRP khang chudt hodc khang
thé (IgG cta dé khang chudt hodc dé khang thd, DAKO), cac vét duoc phat trién bai thiét
bi do ECL (SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate, product 34096,
Thermo Scientific). Hinh anh dugc ghi ¢ dang sb (VisionWorks Acquisition, UVP) véi cac
thoi diém phoi nhim khac nhau, va phan mém dic trung (VisionWorks Analysis, UVP)
duoc st dung d6i voi phén tich cac vét. Dé so sanh, gel quy chiéu gita cac gen duoc chay
v6i céc phan chaa bén phan doan can chay trén mdi gel dé so sanh. Céc khang thé don
dong chinh khang tau dugc st dung dé do bao gdm ATI100 (phospho-Tau, Thermo
Scientific; ty 1¢ pha loang 1:250), AT8 (phospho-Tau, Thermo Scientific; ty 1& pha loang
1:500), HT7 (pan Tau, Pierce; ty 1& pha loang 1:1000), va 1FS (epitop chua biét dbi voi
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Testing Facility, Neotope, ty I& pha loang 3:500). Cac vét duoc thir nghiém lai bang khang
GAPDH (Abcam 9485; ty 1€ pha lodng 1:2500) lam dbi chung tai. Cac khang thé Pan Tau
la khong dac hiéu vdi phospho-Tau.

Béang 3
Tom tit vé cac khang thé duge st dung ddi v6i phan tich hoa sinh
. Tinh dac hiéu . ) A AT
mAb Nha cung cap _ Nong do gbc Nong .Cf(-’ lam
(nguoi) viee

Phospho-PHEF-
Thermo tau

AT100 Scientific pSer212/Thr21 200ug/ml 0.8pg/ml
4
Phospho-PHF-
Thermo tau
ATS Scientific | pSer202/Thr20 |  200Ke/m! 0.4ug/ml
5
: nam gitra gbe
HT7 Pierce 159 va gbe 163 200pg/ml 0,2png/ml
IF5* Neotope psS* Img/ml opg/ml
GAPDH Abcam Nguoi Img/ml 0,4pg/ml

*dang dong chirc nang IgG2b, thé lai JH131-1F5.4.1, 16 s6 NB-0081

Nhu dugc thé hién trén Hinh 4, mic giam lugng tau dang ké vé mat théng keé
dugc quan sat thdy & cac phén doan than ndo khong hoa tan sarkosyl thu dugc tir cac con
vét da dugc diéu tri bang khang thé 16B5, so v6i cac con vat dugce diéu tri bing khang thé
ddi chimg 6F10. Muc ¥ nghia théng ké dugc dénh gia bing cdch str dung thir nghiém t
Student, p<0,05. Mrc lam gidm duoc quan sat d6i voi ca cac khang thé dac hiéu véi
phospho-tau (AT8, 6 bén trai phia trén; AT100, 6 bén trdi phia duci; 1F5, 6 bén phai phia
trén) va cac khang thé pan-tau (HT7, 6 bén phai phia du6i). Phan tich cac vét thim tach
Western ctia dich ddng nhit toan phan ciing chi ra muc giam dang ké vé ty 1é gilia
phospho-tau va tau toan phan & cac con vat da duge diéu tri bang 16B5 so vdi cac con vat

doi chimg da duge diéu tri bing khéng thé 6F10, khi phat hién duge bing khang thé dac
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hiéu v6i phospho. Xem Hinh 5, 6 bén trai (thé hién tin hiéu phat hién duoc bang khang thé
khang phospho-tau AT8 chia cho tin hiéu da dugc phat hién bang khang thé HT7 pan tau).
Trai lai, khong c6 su thay ddi c6 ¥ nghia vé ty 1¢ giita tau toan phan va néng do GAPDH
trong dich dong nhat toan phin cta cac con vat di duogc diéu tri bang 16B5 so vé6i cac con
vt di ching da duogc didu tri bing khang thé 6F10. Xem Hinh 5, 6 bén phai (thé hién tin
hiéu phat hién duoc béng khang thé HT7 pan tau chia cho tin hiéu phat hién duoc béng
khéng thé GAPDH). Céc dit liéu nay chiing t6 rang ndng do cla phospho-Tau chr khong

phai tau toan phan dugc gidm trong céc dich dong nhAt.

Phéan tich m6. Phan tich héa mé mién dich nhd st dung cac khang thé khang
phospho-tau dugc thuc hién trong ving bt dinh bd sung cua nhan trong ving dudi ddi
(STH/ZI) va nhan tiéu nfo cai xen, phdn trugc va sau, nhan tiéu ndo bén bd sung
(IntA/P/LAT). Cac phén mo té bao dbi xung doc (40pm) dugc bao quan trong PBS béng
dung dich natri azit 0,1% & 4°C cho t6i khi stt dung. Tam phan trén mdi con chudt, & thop
chi dinh, duogc nhudm ndi bﬁng cdc mAb ATS, AT100 hodc 1F5. Phan dugc chon dé
nhudm bang cac khang thé chi dinh nhu duoc liét ké trong Bang 4 duéi day. Cac phén cua
tht ca céc con vat da chon dé nhudm cu thé dugc phén chia mot cach ngau nhién dé nhuom

va dinh lugng dugc lam mu.

Cac phan ndi tu do trén bé mat dugc u & Netwells™. Sau do, cac phan nay duoc
rtra hai lan bang PBS va u trong thoi gian 20 phut trong dung dich 1,5% hydro peroxit
trong PBS va metanol (theo ty 1& 1:1) dé loai bé hoat tinh peroxidaza ndi sinh. Sau khi rira
céc phan nay, ba lan trong PBS chira 0,1% Triton X100 (PBST), cac phan nay duoc phong
bé trong 10% huyét thanh bao thai bé (FCS) trong PBST trong thoi gian 30 phut, tiép theo
U qua dém voi cac khang thé chinh AT8, AT100 (Thermo scientific), béng cach st dung
lan luot néng do 0,4pug/ml va n@)ng do6 0,05ug/ml, trong PBST v6i 10% FCS. Sau khi rua,
cdc phan nay dugc 1 v6i khang thé ciia khang thé phu (DAKO, 1/500 trong PBST, 10%
FCS) cua gén nhén peroxidaza khang chudt (GAMPO) va tin hiéu duoc phat trién béng
3,3’-diaminobenzidin tetrahydroclorua (DAB, 1 vién nén/10ml Tris-HCl véi 3ul

H,0,/10ml). Céc phan da duoc nhudm ngugc bang hematoxylin Mayer, duoc loai bo nudc
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trong nam budce (50, 70, 95 va 2x100%) trong etanol va xylen (Merck Eurolab) va duoc

thiét lap trong Depex (Moi truong thiét 1ap Depex, Phong thi nghiém BDH).
Bang 4

Tém tat vé céc khang thé ding dbi véi phan tich mién dich mo héa hoc

Nha cung Tinh dac . . Né)ng do lam
mAb ) Vit chu Nong do gbce _
cap hiéu viéc
ATS8 Thermo Nguoi Chuot 200pg/ml 0,41g/ml
ATI100 Thermo Nguoi Chudt 200pg/ml 0,05 pg/ml

Hinh &nh thu duoc bang kinh hién vi Olympus BX41 c6 lap may quay mau Color
view II Olympus va phan tich bing may tinh bing cach st dung phan mém Phan tich Five
— Cell"D. Cuong d chiéu sang va cac thiét 1ap vé& bo tu anh sang dbi véi kinh hién vi
duoc gilr on dinh trong toan bd qué trinh tao anh. Toan bd cac hinh anh thu duoc duogc dua
dén cung mot chuong trinh phy trén mdy tinh dé giam dén muec t6i thiéu do léch trong khi
nghién ctru. Viée tao ngudng vé mat do cia cac 16p duge Gng dung dong nhit trong toan

bd phan tich.

Vung quan tdm nhu dugce xdc dinh dudi day duoc chon dé dinh luong tu dong
(céac) tin hiéu da dugc nhudém. Nhan cta viung dudi ddi va vung bat dinh duoc md ta lan
luot bang cudng ndo huéng vé phia bung va bang chat trang huéng vé phia lung, cling nhu
dua trén khéc biét vé mat do té bao (phin ndo & thop trude ddi xtng doc 1,32 dén 1,92).
Nhan tiéu ndo cai xen, phan trude va sau, va nhan nio bén dugc mo ta bang chét tring va
céc thay doi vé mat do té bao va ndo thit thir ba (phan ndo ddi xung doc, thép trude 1,92
dén 2,64 doi voi LAT va 0,84 dén 1,8 dbi voi IntA/P). Déi véi mdi 1an nhudm, 6 phan ndo
chtra STH/ZI va 16 phan chta IntA/P/LAT/mbi dong vat ndm trong phan tich.

Nhu dugc thé hién trén Hinh 6, lugng phospho-tau phat hién dugc trong nhan tiéu
ndo va vung dudi doi ctia dong vat duge diéu tri bang khéng thé 16B5 bi giam dang ké so

v6i lugng phospho-tau phat hién dugc trong cling cac ciu tric & dong vat dbi chimg da
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duoc didu tri bang khang thé 6F10. Mic y nghia théng ké duoc danh gid bang cach su
dung thtr nghiém t Student, p<0,05.

VIDUS5.  Nhan hoa 16B5

Trinh ty phan tich cho thdy rang khang thé 16B5 la viing kappa (Vk) bién d6i co
trinh ty néu trong SEQ ID NO:16, thuc phdn nhém 1 theo Kabat ctia chudt, va twong ing
v6i phén nhém theo Kabat ctia ngudi. Cac CDR Kabat duge gach chan. ving chudi ning
bién ddi (Vh) ciia khang thé 16B5 c6 trinh tw néu trong SEQ ID NO:10, thudc phan nhém
2b theo Kabat cua chudt, va tuong Gmg v6i phan nhom 1 theo Kabat ctia ngudi (Kabat et
al. (1991), Sequences of proteins of Immunological Interest, Fifth Edition; NIH
Publacation 91-3242). Cac CDR Kabat duoc gach chan.

Vung Vk cia 16B5 bao gdm trinh tu CDR-L1 ¢ 17 gbe
(KSSQSLLNSRTRKNYLA, SEQ ID NO: 17), trinh tw CDR-L2 ¢6 7 géc (WASTRES,
SEQ ID NO: 18), va 8 gbc CDR-L3 (KQSYTLRT, SEQ ID NO: 19). Trinh tu CDR-L1
thudc nhom tiéu chudn 3, va cac trinh tu CDR-L2 va CDR-L3 thuéc Nhém 1 (Martin &
Thornton (1996), J. Mol. Biol. 263:800-15).

Ving Vh ctia 16B5 bao gdm trinh ty CDR-HI ¢6 5 gbe (YHGMD, SEQ ID NO:
11) theo cach danh s6 Kabat hogc trinh tw CDR-H1 ¢6 10 gbc (GYPFTYHGMD, SEQ ID
NO: 24) theo cach danh s Kabat va Chothia két hop, trinh tw CDR-H2 ¢6 17 gbe (WINT-
YSGVPTYADDFKG, SEQ ID NO: 12), va trinh tu CDR-H3 ¢c6 8 géc (RRDFTMDF,
SEQ ID NO: 13). Trinh tu CDR-H1 thudc nhém tiéu chudn 1 va trinh tw CDR-H2 thudc
Nhom 2 (Martin & Thornton (1996), J. Mol. Biol. 263:800-15). Trinh ty CDR-H3 khong
¢6 nhom tiéu chuan, nhung chic chin c6 bazo xo#n theo quy luét cia Shirai ez al. (1999),

FEBS Lett. 455:188-97.

Cac goc trén bé mat chung gitta mién Vk va mién Vh la céc goc thong thuong ddi

vO1 cde vi tri nay ¢ chudt nhat.

Nghién ctru da dugc thyc hién trén céc trinh tu protein trén co s dit licu PDB
(Deshpande ef al. (2011), J. Virol. 85:1820-33) dé tim ra cac cAu tric tao ra mo hinh cdu

trac tho ctia khang thé 16B5. Ciu trac cia khang thé gdy doc tri bénh ta chtra doan Fab

-61-



35968

Te33 (ma pdb 1ZEA_H) duoc ‘sfx dung d6i v6i VL v6i d6 phéan giai bang 1,78A. N6 van
c6 cling cau tric tiéu chudn ddi véi cac vong nhu 16B5. Céu truc tinh thé cia Fab trong
phurc thé Dsbb-Fab (ma pdb 2ZUQ_B) duoc st dung dé xdy dung mién VH ctia 16B5. N6
dugc thuc hién ¢ do phan giai 1a 3,3A va chtra cung cdu tric tiéu chudn déi véi CDR-H1
va CDR-H2, va cling c6 cung chidu dai CDR-H3 ¢6 bazo xoin. Chuong trinh

BioLuminate duoc st dung dé xay dung céu truc tho cia 16B5 Fv.

Nghién ctru vé co s dir liéu trinh tu protein khong du thira tir NCBI ¢6 trinh tu
Fv ctiia 16BS dugc CDR*X” cho phép chon céc khung thich hop ctia ngudi dé ghép cac
CDR ctia cac loai gam nhim. Déi véi VK, chudi nhe kappa ctia ngudi ¢6 sé hiéu luu giir
NCBI ACJ71718.pro dugc chon (SEQ ID NO:20). Trinh ty cta chudi nhe kappa cta
nguoi ndy c6 cung nhom tidu chudn déi véi CDR-L2 va L3. Déi voi Vh, BAC02002.1 cia
chudi nang Ig ctia ngudi duge chon (SEQ ID NO: 14). N6 ¢6 chung dang tiéu chuan CDR-

H1 va H2, va H3 ctia 16B5 14 8 gdc ¢6 bazo xodn da duoc du doén.

Céc thiet ké vé chuoi ndng va chuoi nhe duge nhan hda va cac dot bién nguoc dua

trén cdc khung ctia nguoi nay duoc 1an luot thé hién trong cac bang 5 va 6.

Chudi ndng bién déi (H1) duoc nhan hoa ctia 16B5 ¢6 trinh tu néu trong SEQ D
NO: 15 duoc thiét ké. Thiét ké nay bao gdm ba dot bién nguoc: R13K; V48M: va YISF. K
¢ vi tri 13 dugce chon do n6 thuong xuét hién nhiéu hon so véi R & ngudi. M & vi tri 48
duge chon do né thuong xuét hién nhiéu hon so véi V & nguoi. F ¢ vi tri 98 da dugc chon

vin6 ndm trén bé mat chung, khién cho né gitr dugc gdbc mong muodn cta chudt nhit.
Ba trinh tu chudi nhe bién ddi duoc nhan hoa cta 16B5 duoc thiét ké:

Phién ban 1 (L1) ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 21 va bao gdm ba dot bién
ngugc: DIN; M4L; va Y36F. N ¢ vi tri 1 da dugce chon vi nd tao lién két hydro tiém nang
v61 N61 trong HCDR2. L ¢ vi tri 4 da duoc chon vi nd tiép xuc voi1 K96, Q97 va S98 trong
LCDR3; né cling tiép xtc v6i gbe bé mat F104. F ¢ vi trf 36 d4 duoc chon vi Y ¢6 thé lién
két hydro v6i D106 trong HCDR3, trong khi d6 F lai khong thé lién két. Lién két hydro ¢6
thé gitp xay ra qué trinh twong tic ngoai ma cé thé anh huéng téi chtrc nang cia HCDR3,

va do d6 t6t hon néu tranh dugc qua trinh nay.
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Phién ban 2 (L2) ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 22 va bao gdm bdn dot bién
nguge: DIN; M4L; Y36F; va P43S. Viéc phan tich nguyén nhén dbi véi DIN, M4L, va
Y36F la twong tw nhu di v6i phién ban 1. S & vi tri 43 da dugc chon vi S tao ra lién két

nguyén tir hydro vi Q110 trong VH, ma ndm gan véi HCDR3.

Phién ban 3 (L3) ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 23 va bao gébm ba dot bién
nguoc: M4L; Y36F; va P43S. Viéc phan tich nguyén nhan ddi véi mdi dot bién nay la

twong tu nhu dbi voi cac phién ban 1 va 2.
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Bang 5
Trinh ty d€ nhan héa chudi ning ctia 16B5

Thiét ké VI

R13K,
SEQ ID | VH nhéan Fr | V48M,
NO:10 cua | FR B2 | YOIF)
S6 gbe theo | SO gbc tuyén | FR hoac | mAb  chudt | SEQ ID | SEQ ID
Kabat tinh CDR bo me NO:14 NO:15
1 1 Frl Q Q Q
2 2 Frl [ \% \4
3 3 Frl Q Q Q
4 4 Frl L L L
5 5 Frl \% \ \%
6 6 Frl Q Q Q
7 7 Frl S S S
8 8 Frl G G G
9 9 Frl P S S
10 10 Frl E E E
11 11 Frl L L L
12 12 Frl K K K
13 13 Frl K R K
14 14 Frl P P P
15 15 Frl G G G
16 16 Frl E A A
17 17 Frl T S S
18 18 Frl \ \% Vv
19 19 Frl K K K
20 20 Frl [ \Y Vv
21 21 Frl S S S
22 22 Frl C C C
23 23 Frl K K K
24 24 Frl A A A
25 25 Frl S S S
26 26 Frl G G G
27 27 Frl Y Y Y
28 28 Frl p S T
29 29 Frl F F F
30 30 Frl T T T
31 31 CDR-H1 Y S Y
32 32 CDR-HI H Y H
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Bang 5
Trinh tu d€ nhan hoéa chudi ning ctia 16BS

Thiét ké VI

RI3K,
SEQ ID | VH nhéan Fr | V48M,
NO:10 cua | FR B2 | Y91F)
SO gdc theo | SO gbe tuyén | FR hodc | mAb  chudt | SEQ ID | SEQ ID
Kabat tinh CDR bo me NO:14 NO:15
33 33 CDR-HI G A G
34 34 CDR-H]1 M \ M
35 35 CDR-H1 D N D
35A CDR-HI1
35B CDR-HI
36 36 Fr2 W W W
37 37 Fr2 \% \% \Y%
38 38 Fr2 K R R
39 39 Fr2 Q Q Q
40 40 Fr2 A A A
41 41 Fr2 P p P
42 42 Fr2 W G G
43 43 Fr2 G Q Q
44 44 Fr2 G € G
45 45 Fr2 L L L
46 46 Fr2 E E E
47 47 Fr2 W W W
48 48 Fr2 M \% M
49 49 Fr2 G G G
50 50 CDR-H2 W W W
51 51 CDR-H2 I I I
52 52 CDR-H2 N N N
52A 53 CDR-H2 T T T
52B 54 CDR-H2 Y N Y
52C 55 CDR-H2 S T S
52D 56 CDR-H2 G G G
52F 57 CDR-H2 \% N v
52F 58 CDR-H2 P P p
53 59 CDR-H2 T T T
54 60 CDR-H2 Y Y Y
55 61 CDR-H2 A A A
56 62 CDR-H2 D Q D
57 63 CDR-H2 D G D
58 64 CDR-H2 F F F
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Bang 5
Trinh tu dé nhan hda chudi ning cia 16B5

Thiét ké VI

RI3K,
SEQ ID | VH nhan Fr | V48M,
NO:10 cua | FR B2 | Y91F)
S6 gbe theo | S gbc tuyén | FR  hoge | mAb  chudt | SEQ ID | SEQ ID
Kabat tinh CDR bo me NO:14 NO:15
59 65 CDR-H2 K T K
60 66 CDR-H2 G G G
66 67 Fr3 R R R
67 68 Fr3 F F F
68 69 Fr3 A \% V
69 70 Fr3 F F F
70 71 Fr3 S S S
71 72 Fr3 L L L
72 73 Fr3 E D D
73 74 Fr3 T T T
74 75 Fr3 S S S
75 76 Fr3 \% \% \%
76 77 Fr3 G S S
77 78 Fr3 T T T
78 79 Fr3 A A A
79 83 Fr3 Y Y Y
80 84 Fr3 L L L
81 85 Fr3 Q Q Q
82 86 Fr3 I I I
82A 87 Fr3 N S S
82B 88 Fr3 N S S
82C 89 Fr3 L L L
83 90 Fr3 K K K
84 91 Fr3 N A A
85 92 Fr3 E A E
86 93 Fr3 D D D
87 94 Fr3 T T T
88 95 Fr3 A A A
89 96 Fr3 T \ \%
90 97 Fr3 Y Y Y
91 98 Fr3 F Y F
92 99 Fr3 C C C
93 100 Fr3 A A A
94 101 Fr3 R R R
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Bang 5

Trinh tu dé nhin hoa chudi ning cta 16B5

Thiét ké VI
RI13K,

SEQ ID | VH nhéan Fr | V48M,
NO:10 cua | FR B2 | Y91F)

S6 gbe theo | Sb gbc tuyén | FR hodc | mAb  chudt | SEQ ID | SEQ ID

Kabat tinh CDR bo me NO:14 NO:15

95 102 CDR-H3 R A R

96 103 CDR-H3 R R R

97 104 CDR-H3 D G D

98 105 CDR-H3 F Q F

99 106 CDR-H3 T N T

100 107 CDR-H3 M G M

100A CDR-H3 M

100B

100C

100D

100E

100F

100G

100H

1001

100J

100K

101 108 CDR-H3 D D D

102 109 CDR-H3 F \Y F

103 110 Fr4 W W WY

104 111 Fr4 G G G

105 112 Fr4 Q Q Q

106 113 Fr4 G G G

107 114 Fr4 T T T

108 115 Fr4 S T T

109 116 Fr4 \Y \Y \Y

110 117 Fr4 T T T

111 118 Frd \Y \Y \Y

112 119 Fr4 S S S

113 120 Fr4 S S S
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Bang 6
Trinh tu ctia cac ving bién ddi cﬁi chudi nhe16B5 duoc nhan hoa
SEQ ID Ak Ak
. NO:16 e nhan o e nhan
ot s o4 PO A ?B?N MAL.  dioe nhanhoa NA6E
%Zlc))at tsuc;gr? ) FR hodc lcrlllﬁgt g ?IM Y36F3 | DIN, M4L, P43S%’
e QID SEQID 36F, P43S) SEQID
tinh CDR  |bome [NO:20 NO:21 SEQ ID NO:22 INO:23

1 1 Frl N D N N D
2 2 Frl I I If I I
3 3 Frl \Y \% \Y \Y \4
4 il Frl L M L L L
5 5 Frl S T T T T
0 6 Frl Q Q Q Q Q
7 7 Frl S S S S S
8 Q Frl P P P P P
0 0 Frl S D D D D
10 10 Frl S S S S S
11 11 Frl L L L L L
12 12 Frl A A A A A
13 13 Frl \% \Y \Y \Y \Y
14 14 Frl S S S S S
15 15 Frl P L L L L
16 16 Frl G G G G G
17 17 Frl E E E E E
18 18 Frl K R R R R
19 19 Frl \Y A A A A
20 20 Frl T T T T T
21 21 Frl M I I I I
22 22 Frl S N N N N
23 23 Frl C C C C C
24 24 CDR-L1K K K K K
25 25 CDR-LIS S S S S
26 26 CDR-LIS S S S S
27 27 CDR-L1Q Q Q Q Q
27A 28 CDR-LIS S S S S
27B 29 CDR-LIL \Y L L L
27C 30 CDR-L1L L L L L
27D 31 CDR-LIN Y N N N
27E 32 CDR-LIS S S S S
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. Bango6
Trinh tu cua cdc vung bién ddi ctia chudi nhel6B35 duoc nhan hoa
SEQ 1D Thiét ké v1 Thiét ké v3

. NO:16 duoc nhan ., duoc nhan
el o oAb hhamots (DiN.MAL. duoe N
Elzgat tsuilgr(l)c FR hoac lcrfllﬁgt E 3’%&%& 36F’) ~ (DIN, ML P43Sj

A [HHS SEQID [SEQID Y36F, P43S) SEQ ID
tinh |CDR  bome [NO:20 NO:21 SEQ ID NO:22 NO:23

27F 33 CDR-LIR S R R R
28 34 CDR-LI1T N T T T
29 35 CDR-L1R N R R R
30 36 CDR-L1K K K K K
31 37 CDR-LIN N N N N
32 38 CDR-L1)Y Y Y Y Y
33 39 CDR-L1[L L L L L
34 40 CDR-L1A A A A A
35 41 Fr2 W W W W W
36 42 Fr2 F Y F F F
37 43 Fr2 Q Q Q Q Q
38 44 Fr2 Q Q Q Q Q
39 45 Fr2 K K K K K
40 46 Fr2 P P P P P
41 47 Fr2 G G G G G
42 48 Fr2 Q Q Q Q Q
43 49 Fr2 S P P S S
44 50 Fr2 P P P P P
45 51 Fr2 K K K K K
46 52 Fr2 L L L L L
47 53 Fr2 L L L L L
48 54 Fr2 I It If I I
49 55 Fr2 Y Y Y Y Y
50 56 CDR-L2|W W W W W
51 57 CDR-L2 A A A A A
52 58 CDR-L2S S S S S
53 59 CDR-L2T T T T T
54 60 CDR-L2R R R R R
55 61 CDR-L2E E E E E
56 62 CDR-L2S S S S S
57 63 Fr3 G G G G G
58 64 Fr3 V \% \Y \Y \Y
59 65 Fr3 P P P P P
60 66 Fr3 D D D D D
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. Bango
Trinh tu cia cac vung bién ddi cia chudi nhel6B5 duoc nhin hoa
i%?lg) gmét ké v1 Thiét ké v3

. uoc nhan o duoc nhan
2 s o ey B ot (DIN AL, Huoe nhanhoa Na6E
Elzgat ‘[Su(;égr(x) ) FR hoac ﬁﬁgt ilSl géicua 36F3 - (DIN, MaL, P43 S%’

e QID SEQID 36F, P43S) [SEQID
tinh (CDR  |bome [NO:20 NO:21 SEQ ID NO:22 INO:23

61 67 Fr3 R R R R R
62 68 Fr3 F F F F F
63 69 Fr3 T S S S S
64 70 Fr3 G G G G G
65 71 Fr3 S S S S S
66 72 Fr3 G G G G G
67 73 Fr3 S S S S S
68 74 Fr3 G G G G G
69 75 Fr3 T T T T T
70 76 Fr3 D D D D D
71 77 Fr3 F F F F F
72 78 Fr3 T T T T T
73 79 Fr3 L L L L L
74 &0 Fr3 T T T T T
75 &1 Fr3 [ I I I I
76 82 Fr3 S S S S S
77 83 Fr3 S S S S S
78 84 Fr3 \% L L L L
79 35 Fr3 Q Q Q Q Q
80 86 Fr3 A A A A A
81 &7 Fr3 E E E E E
82 ]88 Fr3 D D D D D
83 &9 Fr3 L \Y \Y \Y \Y
84 90 Fr3 A A A A A
&5 01 Fr3 \% \Y \Y \Y \Y
86 92 Fr3 Y Y Y Y Y
&7 93 Fr3 Y Y Y Y Y
88 04 Fr3 C C C C C
&9 05 CDR-L3K Q K K K
90 96 CDR-L31Q Q Q Q Q
01 07 CDR-L3S Y S S S
02 08 CDR-L3Y Y Y Y Y
93 99 CDR-L3[T S T T T
04 100 CDR-L3[L T L L L
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Bang 6
Trinh tu ctia cac vung bién ddi cua chudi nhel6BS duoc nhan hoa
SEQ 1D Thiét ké v1 Thiét ké v3

. NO:16 dugc nhan ., duoc nhan
So6 goc o cua Doan VL hoda Thietké v2 ~ hoa (M4L,
o " Shghel o i (B, ercrbighen
Kabat  fuyén R hoge chudt  SEGTD  SEQ D Y36F, P43S)  SEQ ID

tinh (CDR  bome [NO:20 NO:21 SEQ ID NO:22 NO:23

05 CDR-L3 P
05A CDR-L3
05B CDR-L3
95C CDR-L3
95D CDR-L3
O5SE CDR-L3
OSF CDR-L3
96 101 CDR-L3R Q R R R
97 102 CDR-L3T T T T T
08 103 Fr4 F F F F F
99 104  [Frd G G G G G
100 105  [Frd G G G G G
101 106  [Fr4 G G G G G
102 107  [Fr4 T T T T T
103 108  |[Frd N K K K K
104 109 Frd L \Y \Y \Y \Y
105 110 [Fr4 E E E E E
106 111 Fr4 I If I [ It
106A 112 [r4 K K K K K
107 113 Fr4 R R R R R
ViDU 6. Al lyc tau cua céc khang thé 16B5 duoc nhan hoa

Dt liéu gén két ddi voi céc khéang thé 16B5 duoc nhan hoa co thiét ké HIL1 hoac

H1L2 duoc thé hién trong Bang 7 dudi day. Dé so séanh, dit liéu gén két ddi v6i 16BS5 thé

kham cling dugc thé hién. Dit liéu nay duoc tao ra béng cach sir dung thiét bi Biacore.

Chimg t6 rang phién ban H1L2 ¢6 4i luc manh nhit — vé co ban la twong tu nhu & luc cia

16B5 thé kham. Cdc phién ban HIL1 va HIL3 dugc lam giéng nhu phién ban ctia nguoi

cua 16B5 cling ¢6 ai luc thich hop.
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Cac phép do cdng huéng plasmon bé mit duge thuc hién bang cach st dung
Biacore T200 (GE Lifesciences). Tat ca cac thir nghiém duoc thuc hién bang cach sir dung
pha dong chua 10mM HEPES, d6 pH = 7.4, 150mM NaCl, va 0,05% Tween-20 &
30ul/phat, qua chip cam bién CM5 da duoc chuén bi bang cach lién hop amin khéang thé
bat giit khang chudt hodc khang nguoi. 16B5 (dang thé kham hodc dugce nhan héa) dugc
gin két v6i khang thé bt giit ¢6 dinh, va nong do bién déi cua hTau-P301L tai td hop da
dugc tinh sach duge dung cho khéng thé phire trong nhiéu lan lap lai lién tiép. Cac budc
lap lai duogce tach riéng so véi cac bude tai tao cod néng dd mudi cao hodc do pH thép. Cac
thir nghiém nay dugc lap lai bang cac ché phdm khac nhau chia khang thé va khang

nguyén. Phan tich da duoc thue hién bang phin mém Biacore trén may.

Bang 7

Dtr liéu Biacore

Kp (M) Kpa(1/Ms) | Sai s6 Kpy | Ke(1/gidy) | Sai s8 Ky,
Chil6B5 232 pM 1.43x 10" [ 1,5x10° 333x10°  |3,5x107
Hul6BSHIL1 | 617 pM 3,5x10° 1,5x 10° 2,15x10° |82x10°
Hul6BSHIL2 | 286 pM 1,2 x 10’ 4,6 x 10° 342x10° [ 1,1 x107
Hul6BSHIL3 | 320pM 125x 10" |6,2x 10" 398x10° [1,8x107

VIDU 7.  Phét hién su két tia mién dich ciia tau bing cac khang thé 16B5 duoc nhan
hoa

Mau vo néo trai thu duge tir bénh nhan bi bénh Alzheimer sau khi chét v6i diém
s6 Braak 1a 6 1an luot dugc léy ra tir cac dung dich dém c6 do hoa tan tang dan, theo thu tu
sau: (i) Dung dich mudi dém co 116ng do cao (20mM Tris, Smm EDTA, 1mM DTT, 10%
sucroza, 7500mM NaCl ¢6 do pH=7.4), (ii) dung dich dém Triton (20mM Tris, SmM
EDTA, ImM DTT, 10% sucroza, 1% Triton X100, 500mM NaCl c6 d6 pH=7.4), va (iii)

dung dich dém Sarkosyl (10mM Tris, Smm EDTA, ImM DTT, 10% sucroza, 500mM
NaCl, 1% Sarkosyl, d6 pH=7.4).
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Déi v6i mbdi mau, 200 microgam dung dich mudi hoa tan ¢6 ndng do cao, hodc 20
microgam sarkosyl khong hoa tan, cac phin doan dugc pha loang thanh 400 microlit dung
dich dém két tha mién dich (10mM Tris, 150mm NaCl, 0,5% Triton X100, ImM EGTA,
ImM EDTA, do pH=7.4). Cac mau nay dugc tinh sach so bd béng hat tir tinh protein G
(do New England Biolabs cung cap), va 5 microgam khang thé dugc bd sung vao mdi ong.
Céc khang thé dugc sur dung bao gém: 1) khang thé IgG khong tao mién dich cta chudt
(mlgG), lam khéng thé déi chtng; 2) khang thé IgG khong tao mién dich cua nguoi
(hIgG), lam khang thé déi ching; 3) khang thé 16B5 thé kham (Chil6B5); 4) 16BS duoc
nhan hoa, phién ban HIL2 (h16B6-HI1L2); va 16B5 dugc nhan hoa, phién ban HI1L3
(h16B6-H1L3). Cé4c dich phan giai da duoc tinh sach so bd va cac khang thé nay duoc u
trong thoi gian 2 gio & 4°C. Cac phtrc thé khang thé/khang nguyén duge lam két tua bang
cach st dung céc hat protein G ¢4 tur tinh, va chét két tia duoc rira ky béng dung dich chira
PBS/350mM NaCl. Sau khi rua giai béng cach st dung dung dich dém Laemmli, dich rra
giai dugc phan giai bang SDS-PAGE va tao vét bang cach sir dung khéng thé da dong tau
(DAKO).

Nhur duge thé hién trén Hinh 7, HIL2 va HIL3 cta 16B5 thé kham va 16B5 duoc
nhin hoa da nhéan dién tau trong ca cac phan doan hoa tan va khong hoa tan tir ndo cia

nguoi bi bénh Alzheimer.

VI DU 8. Xac dinh dic tinh hoa mé mién dich cua céc khang thé tau ctia 16B5 duoc nhan

hoa va loai gdm nham trén ndo cua nguoi bi bénh Alzheimer

Khang thé don dong khéang tau 16B5 cua loai gam nhidm va hai bién thé cta no
nhan héa - h16B5-H1L2 va h16B5-N1D, con dugc thir nghiém hdéa md mién dich trén céc
phan vé ndo cta ngudi méi duge lam dong lanh tir nguoi cho mic bénh Alzheimer va

nguo1 doi ching cao tudi, khong mac bénh.
Phuong phap:
Mb6 ndo cua nguoi

Vo ndo tru¢e nhan duoc tir Vién nghién ctu stc khée Mit troi (Sun Health

Research Institute). Céac trudng hop bao gdm sau ngudi bénh (d6 tudi trung binh 86,8 +
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0,40 SEM) duoc chan doan 1a méc bénh Alzheimer va dugce xac nhan béng viéc danh gia

than kinh bénh hoc sau khi qua doi, va ba nguoi dbi chirng cao tudi khong mac bénh (dd

tudi trung binh 77 + 9,7 SEM). Nhan khéu hoc cta cac truong hop nay duogc liét ké trong

Bang 8 sau. Qua trinh hoa md mién dich dugc thuc hién trén céc phan cit nhé dong lanh

10um, da ¢ dinh nhe béng axeton.

Bang 8

Nhén khau hoc doi véi cac truong hop duge kiém tra bang hoa mo mién dich

Khoang thoi gian
Truong hop Chan doan Tudi (nim) Gidi tinh sau khi qua doi
(g10)
11 dén 21 AD 88 Nir 2,28
03 dén 34 AD 88 Nir 3.3
08 dén 06 AD 86 Nam 2,66
03 dén 52 AD 86 Nam 2,2
01 dén 16 AD 87 Nam 3
01 dén 18 AD 86 Nam 3
10 dén 63 Péi chung 79 Nam 3
10 dén 39 Déi chimg 93 Nam 3
10 dén 22 Ddi chung 59 Nir 3,2

Hoéa mé mién dich

Phuong phap peroxidaza mién dich 1a phuong phéap phat hién thanh phén chinh,

bao gdm polyme da duoc gin nhan peroxidaza da tiép hop véi cac globulin mién dich cta

dé khéng chudt (Polyme gin nhin EnVision+ hé théng HRP; Dako K4001) hodc thiét bi
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khuéch dai vat truyén ABC dbi véi cac khang thé nhan hoa da duoc biotinyl hdéa mot cach
truc tiép (ABC Elite Standard; PK-6100; Vector Laboratories). Qua trinh nhuom duoc
quan sat bing mit bang chét tao sic DAB (DAB léng + Hé théng chit tao sic co chit;

Dako K3468), ma tao ra chat léng dong mau nau.

Ddi chirng am tinh bao gom viéc thuc hién quy trinh héa m6 mién dich nguyén

ven trén phan lién ké véi khang thé d6i chimg isotyp IgG hoidc khong c6 khang thé so cip.
Gdn nhan mién dich hupnh quang

Qua trinh nhuém mién dich huynh quang kép dugc tién hanh dé xac dinh mbi
quan hé gitra cac thé bién thé cua khang thé dugc nhan hoa va loai gam nham, céc khang
thé tau khac nhéan dién cac epitop da duoc phosphoryl héa khac nhau, va beta dang tinh
bot. Cac phan moé duge nhudm song song véi coc tai chira khang thé chtra cac bién thé
16B5 dugc nhan hoa duoc biotinyl héa hodc duge danh ddu FITC (1ug/ml) va khang thé
ctia loai gam nham (16B5 don dong (lug/ml), AT8 (theo ty ¢ 1:1000), AT100 (theo ty 1&
1:1000), hodc 3D6 (lug/ml). Céc khang thé ctia loai gaim nham duoc phat hién bang khang
thé thtr cap khang chudt cua dé tiép hop véi huynh quang 488 hodc 635 (do Invitrogen
cung cép). Cac khang thé nhan héa da duoc biotinyl hoa dugc phat hién bang streptavidin

635.
Hc?’p thu so bo

Dé danh gia tinh dic hiéu cta cac khang thé véi cac khang nguyén cua no, lug/ml
khang thé 16B5 duoc hép thu so bd bang 50ug/ml tau P301L hogc synuclein kiéu dai
(protein khong lién quan) da duoc tinh ché cua ngudi qua dém & 4°C. Sau do, cic khang

thé nay dugc ding cho mé va quy trinh héa mé mién dich duoc thuc hién nhu néu trén.
Phan tich hinh anh

Céc lat cit duoc chup anh bang kinh hién vi Olympus BX61, Olympus
Nanozoomer 2.0HT, hodc hé phé cong ti€u Leica SPE. Hinh anh thu duoc la tai liéu dang
TIFF.

Két qua
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Nhu duoc thé hién trong Bang 9 sau, khang thé don dong 16B5 cua chudt va ca
hai bién thé nhan héa c6 hoat tinh ddi v6i mo6 nhidm bénh Alzheimer, mang ludi soi than
kinh nhudém ndi bat, mét s& dam rdi soi than kinh (chu yéu la hinh céu), va mot sb mang
viém day than kinh duong tinh véi tau. Hau hét cac bénh AD dang soi lién quan dén 16B5
bi giéi han & chat xam, nhung mot vai hoat tinh cling phat hién dugc trong chit tring. Trai
lai, md doi ching khong méac bénh lai c6 hoat tinh nén khuéch tan nhung 14 4m tinh di

v6i bénh ly bat ky tim thdy 6 mo AD.

Céc thir nghiém vé su gin nhan kép duge thuc hién bang phién ban don dong cua
16B5 cua loai gam nham va béng ca (1) bién thé duoc nhan hoa, 1An (2) khang thé nhéan
dién tau & cac epitop dugc phosphoryl héa khac nhau, va (3) beta dang tinh bot dé xéc

dinh tiép dgc tinh cta bénh Iy nhan dién dugc béi cac bién thé cia khang thé,

Ca h16B5-H1L2 1an h16B5-N1D dinh vi dong thoi béi khang thé don dong 16B5
¢6 mic do twong dong cao vé mat cdu tric gay bénh dang soi AD. H16B5-H1L2 ciling
phat hién dugc bénh 1y c¢6 hoat tinh mién dich véi cac epitop tau da duoc phosphoryl hoa
khéc nhau bao gdém serin 202 va threonin 205 (ATR8), serin 212 va threonin 214 (AT100),
va serin 396 (khéang thé s& hitu ndi bo, 20H1). Cudi cung, viéc gén nhan kép béng khang
thé beta dang tinh bot khang thé nhan dién trinh tu axit amin ¢ dau tan cung N (3D6; aa 1
dén 5) va 16B5 thé hién su déng Xuét hién rat nho gilra cac cAu trac co hoat tinh mién dich

AP va 16B5 trén cac mang tinh bot.

Néu hoat tinh mién dich ctia 16B5 duogc so séanh véi khang thé don dong khang
tau c6 dic tinh da biét co ban trén thi truong (Dako), thi ca hai loai nay da bi bénh AD
dang soi déu co cac mang viém day than kinh duong tinh véi tau, sgi ctia mang ludi than

kinh, va cac dam roi soi than kinh.

Tinh dac hiéu cta khang thé dugc danh gia bang cach hép thu so bo véi tau
P301L tai to hop da duoc tinh sach. Mic gidm trong qua trinh nhudm dugc quan sat thiy
khi 16B5 duoc hép thu so bo béng tau P301L, nhung qua trinh nhuém khéng bi anh huéng
néu céc khéng thé duoc hép thu so bd bang protein khong c6 lién quan (synuclein kiéu dai)

vé1 cuing mot nong dé mol.
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Ca khang thé déi ching isotyp IgG 14n céc phan khong chtra khang thé so cap déu

am tinh doi voi qua trinh nhudm trén tat ca cac moé da duoc thir nghiém.
Bang 9

Céc khang thé 16B5 duoc xéac dinh dic tinh héa md mién dich

Khang thé S6 16 Nhuoém mé AD Nong do
Loai gam nhdm
NB-0174A Co lug/ml
16B5
16B5 thé kham 061512 Co lug/ml
h16B5-H1L2 NB-0248 Céo lug/ml
HI16B5-N1D 011113 Co lug/ml

Toan bd cac cong bd (bao gdm ca sd hidu luu git tai ngdn hang Gen - GenBank,
s6 hidu luu gitr UniProtKB/Swiss-Prot va céc sb hiéu twong tu), patent va don yéu cau cip
patent da néu dugc dua vao ban mo ta nay béng cach vién dan ddi véi moi muc dich & muc
d6 néu mdi cong bd don, patent va don yéu clu cép patent duoc chi ra mot cach cu thé va
riéng biét cling duoc dua vao day bang cach vién dan dbi v6i moi muc dich. Trong truong
hop c6 su thay doi bat ky vé cdc trinh tu lién quan dén céc s6 hiéu luu gitr tai ngan hang
Gen va s UniProtKB/Swiss-Prot va s6 hiéu tuong tu, don nay dua ra céac trinh tu lién
quan dén cac s hiéu luu gilr da néu nhu ngay ndp don thich hop cta don, tic 1a ngay ndp
don thye va ngay sém hon ctia don uu tién boc 16 s6 hiéu luu gilt ¢6 lién quan. Déu hiéu,
bude, yéu t6, phuong an, hodc khia canh bét ky ctia sang ché ¢o thé duoc st dung két hop
v6i du hiéu, bude, yéu td, phuong 4n, hodc khia canh bat ky khéac néu khong c6 quy dinh
cu thé nao khéc. Madc du sang ché da duoc boc 16 mot cach chi tiét bﬁng cach minh hoa va
vi du nham muc dich 1am r3 va hiéu 16 hon, tuy nhién ro rang rang cac thay ddi va cai bién

nhét dinh c6 thé duoc thyuc hién trong pham vi cua yéu cau bao hé kem theo.
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YEU CAU BAO HO

1. Khéng thé don dong nhan héa, thé kham hodc duoc boc va gin két véi tau, trong
doé khéang thé nay chira CDR-L1 c¢¢ trinh tu néu trong SEQ ID NO:17, CDR-L2 c¢6 trinh tu
néu trong SEQ ID NO:18, CDR-L3 c¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO:19 va CDR-H1 ¢6
trinh tu néu trong SEQ ID NO:11 hodc SEQ ID NO:24, CDR-H2 c¢6 trinh tu néu trong
SEQ ID NO:12 va CDR-H3 ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO:13.

2. Khang thé theo diém 1, trong d6 khang thé nay bao gém ving bién ddi chudi
ngng hoan chinh c6 trinh ty axit amin giéng it nhat 90% vdi trinh tu néu trong SEQ ID
NO:15 va ving bién d6i chudi nhe hoan chinh giéng it nhit 90% véi trinh tu néu trong

SEQ ID NO:22.

3. Khéng thé theo diém 2, v6i diéu kién 12 it nhdt mot trong cac vi trf H13, H48 va
H91 lan luot duoc chiém gilr bdi K, M va F va it nhét mot trong cac vi tri L1, L4, L36 va
L43 lan lugt dugc chiém gitr boi N, L, F va S hodc v6i diéu kién 1a céc vi tri H13, H48 va
H91 lan luot duge chiém gitr béi K, M va F va hai trong s cac vi tri L1, L4, L36 va L43
lan lugt dugc chiém gir boi N, L, F va S, hodc vé6i diéu kién 1a cac vi tri H13, H48 va H91
1an lugt duge chiém gitt boi K, M va F, va it nhat ba trong sb cac vi tri L1, L4, 1.36 va 143
lan lugt duge chiém gitt boi N, L, F va S, hodc, v6i diéu kién 1a cac vi tri H13, H48 va
H91 lan lugt duge chiém gitr boi K, M va F, va céc vi tri L1, L4, 1.36 va 143 1in luot duoc

chiém git béi N, L, F va S trong d6 cac vi tri nay dugc xéc dinh theo Kabat.

4. Khang thé theo diém bt ky trong s6 cac diém 2 dén 3, trong d6 khang thé nay
chira viing bién ddi chudi nang hoan chinh c6 trinh ty axit amin gidng it nhit 95% véi
trinh ty néu trong SEQ ID NO:15 va vung bién d6i chudi nhe hoan chinh gidng it nhat
95% vai trinh tu néu trong SEQ ID NO:22.

5. Khang thé theo diém bat ky trong s cac diém 2 dén 4, trong d6 ving bién doi
chudi ning hoan chinh dugc dung hop véi ving hing dinh chudi nang va ving bién dbi

chudi nhe hoan chinh duoc dung hop véi ving héng dinh chudi nhe, mot cach tuy y, trong
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d6 ving hang dinh chudi ning 1a dang dot bién ctia viing hing dinh tu nhién ctia ngudi ma
cO su gin két gidm véi thu thé Fey so véi vung hang dinh ty nhién ctia ngudi hodc trong

d6 ving hang dinh chudi nang la thudc isotyp IgGl.

6. Khang thé theo diém bt ky trong s6 cac diém 2 dén 5, trong d6 ving bién dbi
chudi nang hoan chinh ¢6 trinh tu axit amin giéng it nhat 98% v&i trinh tu néu trong SEQ
ID NO:15 va ving bién dbi chudi nhe hoan chinh ¢6 trinh tu axit amin gidng it nhit 98%

vo1 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 22.

7. Khang thé theo diém 1 trong d6 vung bién déi chudi ndng hoan chinh dugc ma
hoa béi trinh tu néu trong SEQ ID NO:25 va ving bién ddi chudi nhe hoan chinh duoc ma
héa boi trinh tu néu trong SEQ ID NO:27.

8. Polynucleotit bao gdm axit nucleic ma héa cac chudi ning va chudi nhe cua
khéng thé dugc mo ta trong cac diém 2 dén 7.
9. Phuong phéap nhan hoa khang thé bao gom cac budec:
xac dinh trinh tu cta cac vung bién doi cia chudi ning va chudi nhe cua khéng

thé cua chudt nhit;

tong hop axit nucleic ma héa chuoi nang duoc nhan hoa chira cac CDR ctia chudi
nang cua khang thé ctia chudt nhat va axit nucleic ma hoa chudi nhe dugc nhan héa chira

céc CDR ctia chudi nhe ctia khang thé cua chudt nhit; va
biéu hién céc axit nucleic trong té bao chu dé tao ra khang thé nhan hoa,
trong d6 cdc CDR la nhu dugc x4c dinh theo diém 1, va

trong d6 khang the cua chudt nhat dugce dac trung boi ving bién doi chudi ning

hoan chinh ¢¢ trinh tr néu trong SEQ ID NO:10 va ving bién ddi chudi nhe ¢6 trinh tu

néu trong SEQ ID NO:16.
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10.  Dugc phdm chtra khang thé theo didm 1 va chét mang dugc dung.

11.  Axit nucleic hodc céc axit nucleic chira doan ma hoa vung bién doi chudi
nang cé trinh tu néu trong SEQ ID NO: 25 va doan ma hoa ving bién doi chudi nhe ¢

trinh tu néu trong SEQ ID NO: 27.

12. Khang thé theo diém bat ky trong s6 cic diém 1 dén 7, trong d6 chudi nang
ctia khang thé nay chira viing hang dinh IgG1 cta nguoi co trinh tu néu trong SEQ ID NO:
29 v6i diéu kién 1a c6 thé thiéu lysin ¢ dau tan cung C, va chudi nhe cia khang thé nay

chra ving hang dinh kappa ctia nguoi c6 trinh tuy néu trong SEQ ID NO: 32.
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<140>
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US 61/800,382
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34

FastSEQ cho Windows phién
1

434

PRT

Homo sapiens

1

Met Ala Glu Pro Arg Gln Glu Phe

1

5

Thr Tyr Gly Leu Gly Asp Arg Lys

20

Gln Asp Gln Glu Gly Asp Thr Asp

35 40

Gln Thr Thr Glu Asp Gly Ser Glu

50

55

Ala Lys Ser Thr Pro Thr Ala Glu

65

70

Glu Gly Ala Pro Gly Lys Gln Ala

85

Pro Glu Gly Thr Thr Ala Glu Glu

100

Glu Asp Glu Ala Ala Gly His Val

115 120

Ser Lys Asp Gly Thr Gly Ser Asp
130 135
Gly Lys Thr Lys Ile Ala Thr Pro

145

150

Lys Gly Gln Ala Asn Ala Thr Arg

165

Lys Thr Pro Pro Ser Ser Gly Glu

180

Gly Tyr Ser Ser Pro Gly Ser Pro

195 200

Thr Pro Ser Leu Pro Thr Pro Pro
210 215
Val Val Arg Pro Pro Lys Ser Pro

225

230

Thr Ala Pro Val Pro Met Pro Asp

245
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Glu
Asp
25

Ala
Glu
Asp
Ala
Ala
105
Thr
Asp
Arg
Pro
Pro
185
Gly
Thr

Ser

Leu

4.0

Val
10

Gln
Gly
Pro
Val
Ala
90

Gly
Gln
Lys
Gly
Ala
170
Pro
Thr
Arg

Ser

Lys
250

-81-

Met
Gly
Leu
Gly
Thr
75

Gln
Ile
Ala
Lys
Ala
155
Lys
Lys
Pro
Glu
Ala

235
Asn

Glu
Gly
Lys
Ser
60

Ala
Pro
Gly
Arg
Ala
140
Ala
Thr
Ser
Gly
Pro
220
Lys

Val

Asp
Tyr
Glu
45

Glu
Pro
His
Asp
Met
125
Lys
Pro
Pro
Gly
Ser
205
Lys

Ser

Lys

His
Thr
30

Ser
Thr
Leu
Thr
Pro
110
Val
Gly
Pro
Pro
Asp
190
Arg
Lys
Arg

Ser

Ala
15

Met
Pro
Ser
Val
Glu
95

Ser
Ser
Ala
Gly
Ala
175
Arg
Ser
Val

Leu

Lys
255

Gly
His
Leu
Asp
Asp
80

Ile
Leu
Lys
Asp
Gln
160
Pro
Ser
Arg
Ala
Gln

240
Ile



Gly
Ile
Lys
Tyr
305
Gly
Glu
Asn
Lys
Glu
385
His
Gln

Gly

Ser
Ile
Asp
290
Lys
Asn
Lys
Ile
Leu
370
Ile
Leu

Leu

Leu

<210> 2

<211>
<212>
<213>

<400> 2

Met
1
Thr
Gln
Gln
Ala
65
Thr
Met
Gly
Pro
Pro
145
Gly

Arg

Ala
Tyr
Asp
Thr
50

Lys
Pro
Val
Ala
Gly
130
Pro

Asp

Ser

Thr
Asn
275
Asn
Pro
Ile
Leu
Thr
355
Thr
Val

Ser

Ala

406
PRT
Homo sapiens

Glu
260
Lys
Ile
Val
His
Asp
340
His

Phe

Asn

Thr
420

Asn
Lys
Lys
Asp
His
325
Phe
Val
Arg
Lys
Ser

405
Leu

Glu Pro Arg

Gly
Gln
35

Thr
Ser
Ser
Ser
Asp
115
Gln
Ala
Arg

Arg

Leu
20

Glu
Glu
Thr
Leu
Lys
100
Gly
Lys
Pro

Ser

Thr
180

5
Gly

Gly
Asp
Pro
Glu
85

Ser
Lys
Gly
Lys
Gly

165
Pro

Leu
Leu
His
Leu
310
Lys
Lys
Pro
Glu
Ser
390

Ser

Ala

Gln
Asp
Asp
Gly
Thr
70

Asp
Lys
Thr
Gln
Thr
150
Tyr

Ser

Lys
Asp
Val
295
Ser
Pro
Asp
Gly
Asn
375
Pro

Thr

Asp

Glu
Arg
Thr
Ser
55

Ala
Glu
Asp
Lys
Ala
135
Pro

Ser

Leu

His
Leu
280
Pro
Lys
Gly
Arg
Gly
360
Ala
Val
Gly

Glu

Phe
Lys
Asp
40

Glu
Glu
Ala
Gly
Ile
120
Asn
Pro

Ser

Pro

35968

Gln
265
Ser
Gly
Val
Gly
Val
345
Gly
Lys
Val

Ser

Val
425

Glu
Asp
25

Ala
Glu
Ala
Ala
Thr
105
Ala
Ala
Ser

Gly

Thr
185

Pro
Asn
Gly
Thr
Gly
330
Ser
Asn
Ala
Ser
Ile

410
Ser

Val
10

Gln
Gly
Pro
Glu
Gly
90

Gly
Thr
Thr
Ser
Ser

170
Pro

-82-

Gly
Val
Gly
Ser
315
Gln
Lys
Lys
Lys
Gly
395

Asp

Ala

Met
Gly
Leu
Gly
Glu

75
His

Ser

Pro
Arg
Gly
155

Pro

Pro

Gly
Gln
Ser
300
Lys
Val
Ile
Lys
Thr
380
Asp

Met

Ser

Glu
Gly
Lys
Ser
60

Ala
Val
Asp
Arg
Ile
140
Glu
Gly

Thr

Gly
Ser
285
Val
Cys
Glu
Gly
Ile
365
Asp
Thr
Val

Leu

Asp
Tyr
Glu
45

Glu
Gly
Thr
Asp
Gly
125
Pro
Pro

Thr

Arg

Lys
270
Lys
Gln
Gly
Val
Ser
350
Glu
His
Ser

Asp

Ala
430

His
Thr
30

Ser
Thr
Ile
Gln
Lys
110
Ala
Ala
Pro

Pro

Glu
190

Val
Gly
Ile
Ser
Lys
335
Leu
Thr
Gly
Pro
Ser

415
Lys

Ala
15

Met
Pro
Ser
Gly
Ala
95

Ala
Ala
Lys
Lys
Gly

175
Pro

Gln
Ser
Val
Leu
320
Ser
Asp
His
Ala
Arg
400

Pro

Gln

Gly
His
Leu
Asp
Asp
80

Arg
Lys
Pro
Thr
Ser
160

Ser

Lys



Lys
Ser
Lys
225
Lys
Lys
Val
Gly
Val
305
Gly
Ile
His
Ser
Val

385
Leu

Val
Arg
210
Ser
Val
Cys
Gln
Ser
290
Lys
Ser
Glu
Gly
Pro
370
Asp

Ala

<210> 3

<211>
<212>
<213>

<400> 3

Met
1
Thr
Gln
Gly
Gln
65
Lys
Gly
Ala

Pro

Thr

Ala
Tyr
Asp
Ile
50

Ala
Lys
Ala
Lys
Lys

130
Pro

Ala
195
Leu
Lys
Gln
Gly
Ile
275
Leu
Ser
Leu
Thr
Ala
355
Arg

Ser

Lys

377
PRT
Homo sapiens

Glu
Gly
Gln
35

Asp
Arg
Ala
Ala
Thr

115
Ser

Val
Gln
Gly
Ile
Ser
260
Val
Gly
Glu
Asp
His
340
Glu
His
Pro

Gln

Pro
Leu
20

Glu
Thr
Met
Lys
Pro
100
Pro

Gly

Ser

Val
Thr
Ser
Ile
245
Lys
Tyr
Asn
Lys
Asn
325
Lys
Ile
Leu

Gln

Gly
405

Arg
5
Gly
Gly
Pro
Val
Gly
85
Pro
Pro

Asp

Arg

Arg
Ala
Thr
230
Asn
Asp
Lys
Ile
Leu
310
Ile
Leu
Val
Ser
Leu

390
Leu

Gln
Asp
Asp
Ser
Ser
70

Ala
Gly
Ala

Arg

Ser

Thr
Pro
215
Glu
Lys
Asn
Pro
His
295
Asp
Thr
Thr
Tyr
Asn

375
Ala

Glu
Arg
Thr
Leu
55

Lys
Asp
Gln
Pro
Ser

135
Arg

Pro
200
Val
Asn
Lys
Ile
Val
280
His
Phe
His
Phe
Lys
360
Val

Thr

Phe
Lys
Asp
40

Glu
Ser
Gly
Lys
Lys
120
Gly

Thr

35968

Pro
Pro
Leu
Leu
Lys
265
Asp
Lys
Lys
Val
Arg
345
Ser

Ser

Leu

Glu
Asp
25

Ala
Asp
Lys
Lys
Gly
105
Thr
Tyr

Pro

Lys
Met
Lys
Asp
250
His
Leu
Pro
Asp
Pro
330
Asn
Pro

Ser

Ala

Val
10

Gln
Gly
Glu
Asp
Thr
90

Gln
Pro

Ser

Ser

-83-

Ser
Pro
His
235
Leu
Val
Ser
Gly
Arg
315
Gly
Ala
Val

Thr

Asp
395

Met
Gly
Leu
Ala
Gly
75

Lys
Ala
Pro

Ser

Leu

Pro
Asp
220
Gln
Ser
Pro
Lys
Gly
300
Val
Gly
Lys
Val
Gly

380
Glu

Glu
Gly
Lys
Ala
60

Thr
Ile
Asn
Ser
Pro

140
Pro

Ser
205
Leu
Pro
Asn
Gly
Val
285
Gly
Gln
Gly
Ala
Ser
365

Ser

Val

Asp
Tyr
Ala
45

Gly
Gly
Ala
Ala
Ser
125
Gly

Thr

Ser
Lys
Gly
Val
Gly
270
Thr
Gln
Ser
Asn
Lys
350
Gly
Ile

Ser

His
Thr
30

Glu
His
Ser
Thr
Arg
110
Gly

Ser

Pro

Ala
Asn
Gly
Gln
255
Gly
Lys
Val
Lys
Lys
335
Thr
Asp

Asp

Ala

Ala
15

Met
Glu
Val
Asp
Pro
95

Ile
Glu

Pro

Pro

Lys
Val
Gly
240
Ser
Ser
Cys
Glu
Ile
320
Lys
Asp
Thr

Met

Ser
400

Gly
His
Ala
Thr
Asp
80

Arg
Pro
Pro

Gly

Thr



145
Arg

Ser
Lys
Pro
Asn
225
Gly
Thr
Gly
Ser
Asn
305
Ala
Ser

Ile

Ser

Glu
Ala
Asn
Gly
210
Val
Gly
Ser
Gln
Lys
290
Lys
Lys
Gly

Asp

Ala
370

<210> 4

<211>
<212>
<213>

<400> 4

Met
1
Thr
Gln
Gln
Ala
65
Glu
Pro

Glu

Ser

Ala
Tyr
Asp
Thr
50

Lys
Gly
Glu

Asp

Lys
130

Pro
Lys
Val
195
Gly
Gln
Ser
Lys
Val
275
Ile
Lys
Thr
Asp
Met

355
Ser

404
PRT
Homo sapiens

Glu
Gly
Gln
35

Thr
Ser
Ala
Gly
Glu

115
Asp

Lys
Ser
180
Lys
Gly
Lys
Val
Cys
260
Glu
Gly
Ile
Asp
Thr
340
Val

Leu

Pro
Leu
20

Glu
Glu
Thr
Pro
Thr
100
Ala

Gly

Lys
165
Arg
Ser
Lys
Cys
Gln
245
Gly
Val
Ser
Glu
His
325
Ser

Asp

Ala

Arg
5
Gly
Gly
Asp
Pro
Gly
85
Thr
Ala

Thr

150
Val

Leu
Lys
Val
Gly
230
Ile
Ser
Lys
Leu
Thr
310
Gly
Pro

Ser

Lys

Gln
Asp
Asp
Gly
Thr
70

Lys
Ala

Gly

Gly

Ala
Gln
Ile
Gln
215
Ser
Val
Leu
Ser
Asp
295
His
Ala
Arg

Pro

Gln
375

Glu
Arg
Thr
Ser
55

Ala
Gln
Glu
His

Ser
135

Val
Thr
Gly
200
Ile

Lys

Gly
Glu
280
Asn
Lys
Glu
His
Gln

360
Gly

Phe
Lys
Asp
40

Glu
Glu
Ala
Glu
Val

120
Asp

35968

Arg
Ala
185
Ser
Ile
Asp
Lys
Asn
265
Lys
Ile
Leu
Ile
Leu
345

Leu

Leu

Glu
Asp
25

Ala
Glu
Asp
Ala
Ala
105
Thr

Asp

Thr
170
Pro
Thr
Asn
Asn
Pro
250
Ile
Leu
Thr
Thr
Val
330

Asn

Ala

Val
10

Gln
Gly
Pro
Val
Ala
90

Gly
Gln

Lys

-84-

155
Pro

Val
Glu
Lys
Ile
235
Val
His
Asp
His
Phe
315
Tyr
Val

Thr

Met
Gly
Leu
Gly
Thr
75

Gln
Ile

Ala

Lys

Pro
Pro
Asn
Lys
220
Lys
Asp
His
Phe
Val
300
Arg
Lys

Ser

Leu

Glu
Gly
Lys
Ser
60

Ala
Pro
Gly

Arg

Ala
140

Lys
Met
Leu
205
Leu
His
Leu
Lys
Lys
285
Pro
Glu
Ser

Ser

Ala
365

Asp
Tyr
Glu
45

Glu
Pro
His
Asp
Met

125
Lys

Ser
Pro
190
Lys
Asp
Val
Ser
Pro
270
Asp
Gly
Asn
Pro
Thr

350
Asp

His
Thr
30

Ser
Thr
Leu
Thr
Pro
110
Val

Gly

Pro
175
Asp
His
Leu
Pro
Lys
255
Gly
Val
Gly
Ala
Val
335
Gly

Glu

Ala
15

Met
Pro
Ser
Val
Glu
95

Ser

Ser

Ala

160
Ser

Leu
Gln
Ser
Gly
240
Val
Gly
Gln
Gly
Lys
320
Val

Ser

Val

Gly
His
Leu
Asp
Asp
80

Ile
Leu
Lys

Asp



Gly
145
Lys
Lys
Gly
Thr
Val
225
Thr
Gly
Ile
Leu
Ser
305
Leu
Thr
Ala
Arg
Ser

385
Lys

Lys
Gly
Thr
Tyr
Pro
210
Val
Ala
Ser
Val
Gly
290
Glu
Asp
His
Glu
His
370

Pro

Gln

<210> 5

<211>
<212>
<213>

<400> 5

Met
1
Thr
Gln
Gln
Ala
65
Thr

Met

Ala
Tyr
Asp
Thr
50

Lys

Pro

Val

Thr
Gln
Pro
Ser
195
Ser
Arg
Pro
Thr
Tyr
275
Asn
Lys
Asn
Lys
Ile
355
Leu

Gln

Gly

375
PRT
Homo sapiens

Glu
Gly
Gln
35

Thr
Ser

Ser

Ser

Lys
Ala
Pro
180
Ser
Leu
Pro
Val
Glu
260
Lys
Ile
Leu
Ile
Leu
340
Val
Ser

Leu

Leu

Pro
Leu
20

Glu
Glu
Thr

Leu

Lys
100

Ile
Asn
165
Ser
Pro
Pro
Pro
Pro
245
Asn
Pro
His
Asp
Thr

325
Thr

Tyr
Asn

Ala

Arg
5
Gly
Gly
Asp
Pro
Glu

85
Ser

Ala
150
Ala
Ser
Gly
Thr
Lys
230
Met
Leu
Val
His
Phe
310
His
Phe
Lys
Val

Thr
390

Gln
Asp
Asp
Gly
Thr

70
Asp

Thr
Thr
Gly
Ser
Pro
215
Ser
Pro
Lys
Asp
Lys
295
Lys
Val
Arg
Ser
Ser

375
Leu

Glu
Arg
Thr
Ser
55

Ala
Glu

Asp

Pro
Arg
Glu
Pro
200
Pro
Pro
Asp
His
Leu
280
Pro
Asp
Pro
Glu
Pro
360

Ser

Ala

Phe
Lys
Asp
40

Glu
Glu
Ala

Gly

35968

Arg
Pro
Pro
185
Gly
Thr
Ser
Leu
Gln
265
Ser
Gly
Arg
Gly
Asn
345
Val
Thr

Asp

Glu
Asp
25

Ala
Glu
Ala
Ala

Thr
105

Gly
Ala
170
Pro
Thr
Arg
Ser
Lys
250
Pro
Lys
Gly
Val
Gly
330
Lys
Val
Gly

Glu

Val
10

Gln
Gly
Pro
Glu
Gly

90
Gly

-85-

Ala
155
Lys
Lys
Pro
Glu
Ala
235
Asn
Gly
Val
Gly
Gln
315
Gly
Ala
Ser

Ser

Val
395

Met
Gly
Leu
Gly
Glu
75

His

Ser

Ala
Thr
Ser
Gly
Pro
220
Lys
Val
Gly
Thr
Gln
300
Ser
Asn
Lys
Gly
Ile

380
Ser

Glu
Gly
Lys
Ser
60

Ala
Val

Asp

Pro
Pro
Gly
Ser
205
Lys
Ser
Lys
Gly
Ser
285
Val
Lys
Lys
Thr
Asp
365
Asp

Ala

Asp
Tyr
Glu
45

Glu
Gly
Thr

Asp

Pro
Pro
Asp
190
Arg
Lys
Arg
Ser
Lys
270
Lys
Glu
Ile
Lys
Asp
350
Thr

Met

Ser

His
Thr
30

Ser
Thr
Ile
Gln

Lys
110

Gly
Ala
175
Arg
Ser
Val
Leu
Lys
255
Val
Gly
Val
Gly
Ile
335
His
Ser

Val

Leu

Ala
15

Met
Pro
Ser
Gly
Ala

95
Ala

Gln
160
Pro
Ser
Arg
Ala
Gln
240
Ile
Gln
Ser
Lys
Ser
320
Glu
Gly
Pro

Asp

Ala
400

Gly
His
Leu
Asp
Asp
80

Arg

Lys



Gly
Pro
Pro
145
Gly
Arg
Lys
Ser
Lys
225
Lys
Lys
Val
Ile
Lys
305
Thr
Asp
Met

Ser

Ala
Gly
130
Pro
Asp
Ser
Val
Arg
210
Ser
Val
Cys
Glu
Gly
290
Ile
Asp
Thr

Val

Leu
370

<210> 6

<211>
<212>
<213>

<400> 6

Met
1
Thr
Gln
Gly
Thr
65
Asp

Arg

Ala
Tyr
Asp
Ile
50

Gln
Lys

Gly

Asp
115
Gln
Ala
Arg
Arg
Ala
195
Leu
Lys
Gln
Gly
Val
275
Ser
Glu
His
Ser
Asp

355
Ala

352
PRT
Homo sapiens

Glu
Gly
Gln
35

Gly
Ala
Lys

Ala

Gly
Lys
Pro
Ser
Thr
180
Val
Gln
Gly
Ile
Ser
260
Lys
Leu
Thr
Gly
Pro
340

Ser

Lys

Pro
Leu
20

Glu
Asp
Arg
Ala

Ala
100

Lys
Gly
Lys
Gly
165
Pro
Val
Thr
Ser
Val
245
Leu
Ser
Asp
His
Ala
325
Arg

Pro

Gln

Arg
5
Gly
Gly
Thr
Met
Lys

85
Pro

Thr
Gln
Thr
150
Tyr
Ser
Arg
Ala
Thr
230
Tyr
Gly
Glu
Asn
Lys
310
Glu
His
Gln

Gly

Gln
Asp
Asp
Pro
Val
70

Gly

Pro

Lys
Ala
135
Pro
Ser
Leu
Thr
Pro
215
Glu
Lys
Asn
Lys
Ile
295
Leu
Ile
Leu

Leu

Leu
375

Glu
Arg
Thr
Ser
55

Ser

Ala

Gly

Ile
120
Asn
Pro
Ser
Pro
Pro
200
Val
Asn
Pro
Ile
Leu
280
Thr
Thr
Val

Ser

Ala
360

Phe
Lys
Asp
40

Leu
Lys

Asp

Gln

35968

Ala
Ala
Ser
Gly
Thr
185
Pro
Pro
Leu
Val
His
265
Asp
His
Phe
Tyr
Asn

345
Thr

Glu
Asp
25

Ala
Glu
Ser

Gly

Lys
105

Thr
Thr
Ser
Ser
170
Pro
Lys
Met
Lys
Asp
250
His
Phe
Val
Arg
Lys
330

Ser

Leu

Val
10

Gln
Gly
Asp
Lys
Lys

90
Gly

-86-

Pro
Arg
Gly
155
Pro
Pro
Ser
Pro
His
235
Leu
Lys
Lys
Pro
Glu
315
Ser

Ser

Ala

Met
Gly
Leu
Glu
Asp
75

Thr

Gln

Arg
Ile
140
Glu
Gly
Thr
Pro
Asp
220
Gln
Ser
Pro
Asp
Gly
300
Asn
Pro

Thr

Asp

Glu
Gly
Lys
Ala
60

Gly

Lys

Ala

Gly
125
Pro
Pro
Thr
Arg
Ser
205
Leu
Pro
Lys
Gly
Arg
285
Gly
Ala
Val
Gly

Glu
365

Asp
Tyr
Ala
45

Ala
Thr
Ile

Asn

Ala
Ala
Pro
Pro
Glu
190
Ser
Lys
Gly
Val
Gly
270
Val
Gly
Lys
Val
Ser

350
Val

His
Thr
30

Glu
Gly
Gly
Ala

Ala
110

Ala
Lys
Lys
Gly
175
Pro
Ala
Asn
Gly
Thr
255
Gly
Ser
Asn
Ala
Ser
335
Ile

Ser

Ala
15

Met
Glu
His
Ser
Thr

95
Thr

Pro
Thr
Ser
160
Ser
Lys
Lys
Val
Gly
240
Ser
Gln
Lys
Lys
Lys
320
Gly
Asp

Ala

Gly
His
Ala
Val
Asp
80

Pro

Arg



Ile Pro Ala Lys Thr Pro Pro
115
Glu Pro Pro Lys Ser Gly Asp
130 135
Pro Gly Thr Pro Gly Ser Arg
145 150
Pro Thr Arg Glu Pro Lys Lys
165
Ser Pro Ser Ser Ala Lys Ser
180
Pro Asp Leu Lys Asn Val Lys
195
Lys His Gln Pro Gly Gly Gly
210 215
Asp Leu Ser Lys Val Thr Ser
225 230
His Lys Pro Gly Gly Gly Gln
245
Phe Lys Asp Arg Val Gln Ser
260
His Val Pro Gly Gly Gly Asn
275
Phe Arg Glu Asn Ala Lys Ala
290 295
Tyr Lys Ser Pro Val Val Ser
305 310
Asn Val Ser Ser Thr Gly Ser
325
Ala Thr Leu Ala Asp Glu Val
340
<210> 7
<211> 22
<212> ADN
<213> Trinh tw nhan tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 7
ctaatacgac tcactatagg gc
<210> 8
<211> 26
<212> ADN
<213> Trinh tw nhan tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 8
ctcaattttc ttgtccacct tggtgc
<210> 9
<211> 26
<212> ADN
<213> Trinh tw nhan tao
<220>
<223> Tbng hop
<400> 9

Ala
120
Arg
Ser
Val
Arg
Ser
200
Lys
Lys
Val
Lys
Lys
280
Lys
Gly
Ile

Ser

35968

Pro
Ser
Arg
Ala
Leu
185
Lys
Val
Cys
Glu
Ile
265
Lys
Thr
Asp

Asp

Ala
345

Lys
Gly
Thr
Val
170
Gln
Ile
Gln
Gly
Val
250
Gly
Ile
Asp
Thr
Met

330
Ser

-87-

Thr
Tyr
Pro
155
Val
Thr
Gly
Ile
Ser
235
Lys
Ser
Glu
His
Ser
315
Val

Leu

Pro
Ser
140
Ser
Arg
Ala
Ser
Val
220
Leu
Ser
Leu
Thr
Gly
300
Pro

Asp

Ala

Pro
125
Ser
Leu
Thr
Pro
Thr
205
Tyr
Gly
Glu
Asp
His
285
Ala
Arg

Ser

Lys

Ser
Pro
Pro
Pro
Val
190
Glu
Lys
Asn
Lys
Asn
270
Lys
Glu
His
Pro

Gln
350

Ser
Gly
Thr
Pro
175
Pro
Asn
Pro
Ile
Leu
255
Ile
Leu
Ile
Leu
Gln

335
Gly

Gly
Ser
Pro
160
Lys
Met
Leu
Val
His
240
Asp
Thr
Thr
Val
Ser
320

Leu

Leu

22

26



35968

ctcaagtttt ttgtccaccg tggtgc
<210> 10
<211> 225
<212> PRT
<213> Trinh tw nhan tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 10
Met Asp Trp Val Trp Asn Leu Leu Phe Leu
1 5 10
Ile Gln Ala Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser
20 25
Pro Gly Glu Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys
35 40
Thr Tyr His Gly Met Asp Trp Val Lys Gln
50 55
Glu Trp Met Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Ser
65 70
Asp Asp Phe Lys Gly Arg Phe Ala Phe Ser
85 90
Thr Ala Tyr Leu Gln Ile Asn Asn Leu Lys
100 105
Tyr Phe Cys Ala Arg Arg Arg Asp Phe Thr
115 120
Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser Ala Lys
130 135
Tyr Pro Leu Ala Pro Gly Ser Ala Ala Gln
145 150
Leu Gly Cys Leu Val Lys Gly Tyr Phe Pro
165 170
Trp Asn Ser Gly Ser Leu Ser Ser Gly Val
180 185
Leu Gln Ser Asp Leu Tyr Thr Leu Ser Ser
195 200
Ser Thr Trp Pro Ser Glu Thr Val Thr Cys
210 215
Ser
225

<210> 11
<211> 5
<212> PRT
<213> Trinh tw nhan tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 11
Tyr His Gly Met Asp
1 5

<210> 12
<211> 17
<212> PRT
<213> Trinh tw nhan tao

-88-

Met

Ala
Ala
Gly
75

Leu
Asn
Met
Thr
Thr
155
Glu
His
Ser

Asn

Ala
Pro
Ser
Pro
60

Val
Glu
Glu
Asp
Thr
140
Asn
Pro
Thr

Val

Val
220

Ala
Glu
Gly
45

Trp
Pro
Thr
Asp
Phe
125
Pro
Ser
Val
Phe
Thr

205
Ala

Ala
Leu
30

Tyr
Gly
Thr
Ser
Thr
110
Trp
Pro
Met
Thr
Pro
190
Val

His

Gln
15

Lys
Pro
Gly
Tyr
Val
95

Ala
Gly
Ser
Val
Val
175
Ala

Pro

Pro

Ser
Lys
Phe
Leu
Ala
80

Gly
Thr
Gln
Val
Thr
160
Thr
Val

Ser

Ala

26



<220>
<223> Tbéng hop
<400> 12
Trp Ile Asn Thr Tyr

1
Gly

<210> 13
<211> 8
<212> PR

<213>

<220>

<223>

<400> 13
Arg Arg Asp Phe Thr

1

<210> 14
<211> 11
<212> PR

<213>

<220>

<223>

<400> 14
Gln Val Gln Leu

1
Ser

Ala
Gly
Thr
65

Leu

Ala

Thr

Val
Val
Trp
50

Gly
Gln

Arg

Val

<210> 15
<211> 11
<212> PR

<213>

<220>

223>

<400> 15
Gln Val Gln Leu Val

1

T

8
T

Lys
Asn
35

Ile
Arg
Ile
Ala
Thr
115

7
T

Tong hop

Téng hop

Val
20

Trp
Asn
Phe
Ser
Arg

100
Val

Téng hop

5

Trinh tw nhan

5

Trinh tw nhan

Val
Ser
Val
Thr
Val
Ser
85

Gly

Ser

Trinh tw nhan

5

Ser Val Lys Val Ser

20

35968

Ser Gly Val Pro Thr Tyr Ala Asp Asp Phe Lys

tao

Met

tao

Gln
Cys
Arg
Asn
Phe
70

Leu

Gln

Ser

tao

Asp

Ser
Lys
Gln
Thr
55

Ser

Lys

Asn

Phe

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Leu

Ala

Gly

Ser
Ser
25

Pro
Asn
Asp
Ala

Met
105

10

Glu
10
Gly

Pro
Thr
Asp

90
Asp

Leu
Tyr
Gln
Thr
Ser
75

Thr

Val

Lys
Ser
Gly
Tyr
60

Val
Ala

Trp

Arg
Phe
Leu
45

Ala
Ser

Val

Gly

Pro
Thr
30

Glu
Gln

Thr

Gln
110

15

Gly
15

Ser
Trp
Gly
Ala
Tyr

95
Gly

Ala
Tyr
Val
Phe
Tyr
80

Cys

Thr

Gln Ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala

10

15

Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Tyr His

25

-89-

30



Gly Me

Gly Tr
50

Lys Gl

65

Leu G1

Ala Ar

Val Th

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Met As
1
Gly Th

Val Se

Leu Le
50

Lys Pr

65

Glu Se

Phe Th
Tyr Cy

Leu G1
13
Pro Se
145
Leu As

Gly Se
Ser Ly
Asp G1
21
Thr Se
225

<210>
<211>

t Asp Trp Val
35
p Ile Asn Thr

y Arg Phe Val

n Ile Ser Ser
85
g Arg Arg Asp
100
r Val Ser Ser
115

16

230

PRT

Trinh tw nhan

Téng hop

16

p Ser Gln Ala

5

r Cys Gly Asn

20

r Pro Gly Glu
35
u Asn Ser Arg

o Gly Gln Ser

r Gly Val Pro
85
r Leu Thr Ile
100
s Lys Gln Ser
115

u Ile Lys Arg
0

r Ser Glu Gln

n Asn Phe Tyr
165

r Glu Arg Gln

180
s Asp Ser Thr
195

u Tyr Glu Arg

0

r Thr Ser Pro

17
17

Arg
Tyr
Phe
70

Leu

Phe

tao

Gln
Ile
Lys
Thr
Pro
70

Asp
Ser
Tyr
Ala
Leu
150
Pro
Asn
Tyr
His

Ile
230

Gln
Ser
55

Ser

Lys

Thr

Val
Val
Val
Arg
55

Lys
Arg
Ser
Thr
Asp
135
Thr
Lys
Gly

Ser

Asn
215

Ala
40

Gly
Leu

Ala

Met

Leu
Leu
Thr
40

Lys
Leu
Phe
Val
Leu
120
Ala
Ser
Asp
Val
Met

200
Ser

35968

Pro
Val
Asp
Glu

Asp
105

Ile
Ser
25

Met
Asn
Leu
Thr
Gln
105
Arg
Ala
Gly
Ile
Leu
185

Ser

Tyr

Gly
Pro
Thr
Asp

90
Phe

Leu
10

Gln
Ser
Tyr
Ile
Gly
90

Ala
Thr
Pro
Gly
Asn
170
Asn

Ser

Thr

-90-

Gln
Thr
Ser
75

Thr

Trp

Leu
Ser
Cys
Leu
Tyr
75

Ser
Glu
Phe
Thr
Ala
155
Val
Ser

Thr

Cys

Gly
Tyr
60

Val
Ala

Gly

Leu
Pro
Lys
Ala
60

Trp
Gly
Asp
Gly
Val
140
Ser
Lys
Trp

Leu

Glu
220

Leu
45

Ala
Ser

Val

Gln

Leu
Ser
Ser
45

Trp
Ala
Ser
Leu
Gly
125
Ser
Val
Trp
Thr
Thr

205
Ala

Glu
Asp
Thr
Tyr

Gly
110

Trp
Ser
30

Ser
Phe
Ser
Gly
Ala
110
Gly
Ile
Val
Lys
Asp
190

Leu

Thr

Trp
Asp
Ala
Phe

95
Thr

Val
15

Leu
Gln
Gln
Thr
Thr
95

Val
Thr
Phe
Cys
Ile
175
Gln
Thr

His

Met
Phe
Tyr
80

Cys

Thr

Ser
Ala
Ser
Gln
Arg
80

Asp
Tyr
Asn
Pro
Phe
160
Asp
Asp

Lys

Lys



<212> PRT
<213> Trinh tw nhan
<220>
<223> Téng hop
<400> 17
Lys Ser Ser Gln Ser
1 5
Ala
<210> 18
<211> 7
<212> PRT
<213> Trinh tw nhan
220>
<223> Téng hop
<400> 18
Trp Ala Ser Thr Arg
1 5
<210> 19
<211> 8
<212> PRT
<213> Trinh tw nhan
<220>
<223> Téng hop
<400> 19
Lys Gln Ser Tyr Thr
1 5
<210> 20
<211> 114
<212> PRT
<213> Trinh tw nhan
<220>
<223> Téng hop
<400> 20
Asp Ile Val Met Thr
1 5
Glu Arg Ala Thr Ile
20
Ser Asn Asn Lys Asn
35
Pro Pro Lys Leu Leu
50
Pro Asp Arg Phe Ser
65
Ile Ser Ser Leu Gln
85
Tyr Tyr Ser Thr Pro
100
Lys Arg

tao

Leu

tao

Glu

tao

Leu

tao

Gln
Asn
Tyr
Ile
Gly
70

Ala

Gln

35968

Leu Asn Ser Arg Thr Arg Lys Asn Tyr Leu

Ser

Arg

Ser
Cys
Leu
Tyr
55

Ser

Glu

Thr

Thr

Pro
Lys
Ala
40

Trp
Gly
Asp

Phe

Asp
Ser
25

Trp
Ala
Ser

Val

Gly
105

10

Ser
10

Ser
Tyr
Ser
Gly
Ala

90
Gly

-91-

Leu
Gln
Gln
Thr
Thr
75

Val

Gly

Ala
Ser
Gln
Arg
60

Asp

Tyr

Thr

Val
Val
Lys
45

Glu
Phe
Tyr

Lys

Ser
Leu
30

Pro
Ser
Thr
Cys

Val
110

15

Leu
15
Tyr

Gly
Gly
Leu
Gln

95
Glu

Gly
Ser
Gln
Val
Thr
80

Gln

Ile



<210> 21
<211> 113
<212> PRT
<213> Trinh tw nhan
<220>
<223> Tbng hop
<400> 21
Asn Ile Val Leu Thr
1 5
Glu Arg Ala Thr Ile
20
Arg Thr Arg Lys Asn
35
Pro Pro Lys Leu Leu
50
Pro Asp Arg Phe Ser
65
Ile Ser Ser Leu Gln
85
Ser Tyr Thr Leu Arg
100
Arg
<210> 22
<211> 113
<212> PRT
<213> Trinh tw nhan
<220>
<223> Téng hop
<400> 22
Asn Ile Val Leu Thr
1 5
Glu Arg Ala Thr Ile
20
Arg Thr Arg Lys Asn
35
Ser Pro Lys Leu Leu
50
Pro Asp Arg Phe Ser
65
Ile Ser Ser Leu Gln
85
Ser Tyr Thr Leu Arg
100
Arg
<210> 23
<211> 113
<212> PRT
<213> Trinh tw nhan

tao

Gln
Asn
Tyr
Ile
Gly
70

Ala

Thr

tao

Gln
Asn
Tyr
Ile
Gly
70

Ala

Thr

tao

Ser
Cys
Leu
Tyr
55

Ser

Glu

Phe

Ser
Cys
Leu
Tyr
55

Ser

Glu

Phe

Pro
Lys
Ala
40

Trp
Gly
Asp

Gly

Pro
Lys
Ala

40
Trp

Asp

Gly

35968

Asp
Ser
25

Trp
Ala
Ser

Val

Gly
105

Asp
Ser
25

Trp
Ala
Ser

Val

Gly
105

Ser
10
Ser

Phe
Ser
Gly
Ala

90
Gly

Ser
10

Ser
Phe
Ser
Gly
Ala

90
Gly

-92-

Leu
Gln
Gln
Thr
Thr
75

Val

Thr

Leu
Gln
Gln
Thr
Thr
75

Val

Thr

Ala
Ser
Gln
Arg
60

Asp
Tyr

Lys

Ala
Ser
Gln
Arg
60

Asp

Tyr

Lys

Val
Leu
Lys
45

Glu
Phe

Tyr

Val

Val
Leu
Lys
45

Glu
Phe
Tyr

Val

Ser
Leu
30

Pro

Ser

Thr

Glu
110

Ser
Leu
30

Pro

Ser

Thr

Glu
110

Leu
15

Asn
Gly
Gly
Leu
Lys

95
Ile

Leu
15

Asn
Gly
Gly
Leu
Lys

95
Ile

Gly
Ser
Gln
Val
Thr
80

Gln

Lys

Gly
Ser
Gln
Val
Thr
80

Gln

Lys



<220>

<223> Téng
<400> 23

Asp Ile Val
1

Glu

Arg Ala

Arg Thr Arg
35
Pro Lys
50

Asp

Ser

Pro
65
Ile

Arg

Ser Ser

Ser Tyr Thr

Arg

<210>
<211>
212>
<213>
<220>
<223> Téng
<400> 24

Gly Tyr Pro

1

24

10
PRT
Trinh

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223> Tbng
<400> 25
caggtccagt
tcctgcaagg
cctggtcagg
gctgatgact
ttgcagatct
gattttacaa
<210> 26
<211> 339
<212> ADN
<213>
<220>
223>
<400>

25
351
ADN
Trinh

Téng
26

hop

Leu Thr

Thr Ile
20
Lys Asn

Leu Leu

Phe Ser

Gln
85
Arg

Leu

Leu
100

tw nhan
hop

Phe Thr
5

tw nhan
hop

tggtgcagtc
cttctgggta
gtttagagtg
tcaagggacg
cttctctcaa
tggacttctg

hop

Gln
Asn
Tyr
Ile
Gly
70

Ala

Thr

Tyr

Ser Pro

Cys Lys
Ala
40
Trp

Leu

Tyr
55
Ser Gly

Glu Asp

Phe Gly

tao

His Gly

tao

tggatctgag
tcccttcaca
gatgggctgg
atttgtgttc
agccgaggac
gggtcaagga

Trinh tw nhan tao

aacatcgtgc tgacccagag ccccgatagc
atcaactgca agagcagcca gagcctgctg
tggttccagc agaagcccgg ccagcccccc

35968

Ser Leu
10

Ser

Asp
Ser Gln
25
Trp

Phe Gln

Ala Ser Thr
Thr
75

Val

Ser Gly

Val Ala
90
Gly

Gly Thr

105

Met Asp
10

ctgaagaagc
taccatggaa
ataaacacct
tctttggaca
acggccgtgt
accaccgtga

ctggccgtga
aacagcagga
aagctgctga

-93-

Ala Val Ser
Leu
30

Pro

Ser Leu

Gln Lys

45
Arg Glu Ser
60
Asp

Phe Thr

Tyr Tyr

Val Glu

110

Lys

ctggagcctc
tggactgggt
actctggagt
cctectgtctc
atttttgtgc
ccgtctcctc

gcctgggcega
ccaggaagaa
tctactgggc

Leu
15
Asn

Gly
Ser
Gly Gln
Gly Val
Thr

80
Gln

Leu

Lys
95

Ile Lys

cgtcaaggtg
gcgtcaggcet
gccaacatat
tactgcctat
aagacggcgt
a

gagagccacc
ctacctggcc
cagcaccagg

60

120
180
240
300
351

60
120
180



gagagcggeg tgcccgatag gttcageggc
atcagcagcc tgcaggccga ggatgtggcc
agaaccttcg gcggeggecac caaggtggaa

27
339
ADN

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223> Tong
<400> 27
aacatcgtgc
atcaactgca
tggttccagc
gagagegeceg
atcagcagcc
agaaccttcg
<210> 28
<211> 339
<212> ADN
<213>
<220>
<223> Téng
<400> 28
gacatcgtgc
atcaactgca
tggttccagc
gagagegeces
atcagcagcc
agaaccttcg
<210> 29
<211> 330
<212> PRT
<213> Trinh
<220>
<223> Téng
<400> 29
Ala Ser Thr
1
Ser Thr Ser
Glu
35
His

Phe Pro

Val
50
Ser

Gly
Leu Ser
65
Tyr

Ile Cys

Arg Val Glu

Ala Pro
115
Lys

Pro

Lys Pro

hop

tgacccagag
agagcagcca
agaagcccgg
tgcccgatag
tgcaggccga
geggeggeac

hop

tgacccagag
agagcagcca
agaagcccgg
tgcccgatag
tgcaggccga
geggeeggeac

tw nhan
hop
Lys Gly
Gly

20
Pro

Gly
Val
Thr Phe
Val val
Val

85
Lys

Asn

Pro
100
Glu Leu

Asp Thr

Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
70

Asn
Ser

Leu

Leu

Trinh tw nhan tao

ccccgatagc
gagcctgctg
ccagagcccc
gttcagcggc
ggatgtggcc
caaggtggaa

Trinh tw nhan tao

ccccgatagc
gagcctgctg
ccagagcccc
gttcagcggc
ggatgtggcc
caaggtggaa

tao

Ser Val

Ala Ala

Val Ser
40
Ala Val
55
Val Pro

His Lys

Cys Asp

Gly Gly
120

Met Ile

35968

agcggcageg gcaccgattt caccctgacc
gtgtactact gcaagcagag ctacaccctg

attaaacgt

ctggccgtga
aacagcagga
aagctgctga
agecggeageg
gtgtactact
attaaacgt

ctggccgtga
aacagcagga
aagctgctga
agcggeageg
gtgtactact
attaaacgt

Phe Pro Leu
10

Leu Gly

25

Trp

Cys

Asn Ser

Leu Gln Ser
Ser
75

Asn

Ser Ser
Ser
90
Thr

Pro
Lys His
105
Pro

Ser Val

Ser Arg Thr

-9Y-

gcctgggega
ccaggaagaa
tctactgggc
gcaccgattt

gcaagcagag

gcctgggega
ccaggaagaa
tctactgggc
gcaccgattt

gcaagcagag

Ala Pro Ser

Leu Val Lys
30
Ala Leu
45

Gly

Gly
Ser Leu
60
Leu

Gly Thr

Thr Lys Val

Thr Pro
110
Phe

Cys
Phe Leu
125
Glu

Pro Val

gagagccacc
ctacctggcc
cagcaccagg
caccctgacc
ctacaccctg

gagagccacc
ctacctggcc
cagcaccagg
caccctgacc
ctacaccctg

Ser
15
Asp

Lys
Tyr

Thr Ser

Tyr Ser

Gln Thr
80
Asp Lys
95
Pro Cys

Pro Pro

Thr Cys

240
300
339

60

120
180
240
300
339

60

120
180
240
300
339



130

Val Val Val

145
Tyr

Val Asp

Glu Gln Tyr

His Gln Asp
195
Ala Leu
210

Pro

Lys

Gln
225
Met

Arg

Thr Lys

Pro Ser Asp

Asn Tyr Lys

275

Leu Tyr Ser
290

Val Phe

305

Gln

Ser

Lys Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223> Tbng
<400> 30
gctagcacca
ggcacagegg
tggaactcag
ggactctact
tacatctgca
aaatcttgtg
ccgtcagtct
gaggtcacat
tacgtggacg
agcacgtacc
gagtacaagt
aaagccaaag
atgaccaaga
gccgtggagt
ctggactccg
cagcagggga
cagaagagcc
<210> 31
<211> 1343
<212> ADN

30
990
ADN
Trinh

Asp Val

Ser

135

His Glu

150

Val
165
Ser

Gly

Asn
180
Trp Leu

Pro Ala

Glu Pro

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

Val His

Tyr Arg

Gly Lys
200
Ile Glu
215

Val Tyr

230

Gln
245
Ala

Asn

Ile
260
Thr Thr

Lys Leu

Cys Ser

Val

Val

Pro

Thr

Val

Ser Leu

Glu Trp
Val
280
Asp

Pro

Val
295

Met His

310

Ser
325

Leu

tw nhan
hop

agggcccatc
ccctgggetg
gcgecectgac
ccctcagcag
acgtgaatca
acaaaactca
tcctcttcecc
gcgtggtggt
gcgtggaggt
gtgtggtcag
gcaaggtctc
ggcagcccecg
accaggtcag
gggagagceaa
acggctcctt
acgtcttctc
tctecectgtc

Leu

Ser Pro

tao

ggtcttcccc
cctggtcaag
cagcggegtg
cgtggtgacc
caagcccagc
cacatgccca
cccaaaaccc
ggacgtgagc
gcataatgcc
cgtcctcacc
caacaaagcc
agaaccacag
cctgacctgc
tgggcagecg
cttcctctac
atgctccgtg
tccgggtaaa

35968

Glu
155
Lys

Asp Pro
Val
170
Val

Asn

Val
185
Glu

Ser

Tyr Lys

Lys Thr Ile

Thr Pro
235

Leu

Leu
Thr Cys
250
Glu Ser
265

Leu

Asn

Asp Ser

Lys Ser Arg

Glu Ala Leu
315
Gly Lys

330

ctggcaccct
gactacttcc
cacaccttcc
gtgccctcca
aacaccaagg
ccgtgcccag
aaggacaccc
cacgaagacc
aagacaaagc
gtcctgcacc
ctcccagccc
gtgtacaccc
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagctca
atgcatgagg

-05-

140

Val Lys Phe

Thr Lys Pro
Thr
190

Val

Val Leu

Cys Lys
205
Lys

Ser Ala

220
Pro

Ser Arg

Val Lys Gly

Gln Pro
270
Ser

Gly
Asp Gly
285
Trp Gln Gln
300
His

Asn His

cctccaagag
ccgaaccggt
cggctgtcect
gcagcttggsg
tggacaagaa
cacctgaact
tcatgatctc
ctgaggtcaa
cgegggagea
aggactggct
ccatcgagaa
tgcccccatce
gcttctatcc
acaagaccac
ccgtggacaa
ctctgcacaa

Asn Trp
160
Arg Glu
175
Val Leu

Ser Asn

Lys Gly

Glu Glu
240
Phe Tyr
255
Glu Asn

Phe Phe

Gly Asn

Thr
320

Tyr

cacctctggg
gacggtgtcg
acagtcctca
cacccagacc
agttgagccc
cctgggggga
ccggacccct
gttcaactgg
gcagtacaac
gaatggcaag
aaccatctcc
ccgggagegag
cagcgacatc
gcctccegtg
gagcaggtgg
ccactacacg

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
990



<213>
<220>
<223> Tbng
<400> 31
ggtgagtgga
ctaaagcatt
aagagctcca
ctcaaaacat
agcatgctgt
aagggcagaa
agggcccatc
ccctgggetg
gcgccectgac
ccctcagcag
acgtgaatca
acaaaactca
tcctettecce
gcgtggtggt
gcgtggaggt
gtgtggtcag
gcaaggtctc
ggcagccccg
accaggtcag
gggagagcaa
acggctcctt
acgtcttctc
tctcectgtc
<210> 32
<211> 106
<212> PRT
<213> Trinh
<220>
<223> Tbéng
<400> 32
Thr Val Ala
1
Leu Lys Ser
Glu
35
Ser

Pro Arg

Gly Asn
50
Tyr Ser Leu
65
His

Lys Val

Val Thr Lys

<210>
211>
212>
<213>

33
318
ADN
Trinh

hop

tccgeggecg
gagtttactg
acaaaacaat
caagatttta
tttctgtctg
ctttgttact
ggtcttcccc
cctggtcaag
cagcggegtg
cgtggtgacc
caagcccagc
cacatgccca
cccaaaaccc
ggacgtgagc
gcataatgcc
cgtcctcacc
caacaaagcc
agaaccacag
cctgacctgc
tgggcagecg
cttcctctat
atgctccgtg
cccgggtaaa

tw nhan
hop

Ala Pro Se

Gly Thr Al
20
Ala

Lys Va

Gln Glu Se

Th
70

Cy

Ser Ser
Ala
85

Phe

Tyr

Ser As

100

tw nhan

Trinh tw nhan tao

ctaaactctg
caaggtcaga
ttagaacttt
aatacgcttc
tccctaacat
taaacaccat
ctggcaccct
gactacttcc
cacaccttcc
gtgccctcca
aacaccaagg
ccgtgcccag
aaggacaccc
cacgaagacc
aagacaaagc
gtcctgcacc
ctcccagccc
gtgtacacgc
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagctca
atgcatgagg
tga

tao

r Val Phe

a Ser Val

1 Gln Trp
40
Val Thr
55

Leu

r

r Thr

s Glu Val

n Arg Gly

tao

35968

agggggtecgg
aaagcatgca

attaaggaat
ttggtctect
gccctgtgat
cctgtttgcet
cctccaagag
ccgaaccggt
cggctgtcect

gcagcttggg
tggacaagag
cacctgaact
tcatgatctc
ctgaggtcaa
cgcgeggagea
aggactggct
ccatcgagaa
tgcccccatce
gcttctatcc
acaagaccac
ccgtggacaa
ctctgcacaa

Ile Phe
10

Cys

Pro

Val
25
Lys

Leu

Val Asp

Glu Gln Asp

Leu Ser Lys

75

Thr His Gln
90

Glu Cys

105

-96-

atgacgtggc
aagccctcag
agggggaagc
tgctataatt
tatccgcaaa
tctttcctca
cacctctggg
gacggtgtcg
acagtcctca
cacccagacc
agttgagccc
cctgggegsga
ccggacccct
gttcaactgg
gcagtacaac
gaatggcaag
aaccatctcc
ccgggagegag
cagcgacatc
gccteccegtg
gagcaggtgg
ccactacacg

Pro Ser Asp
Asn
30

Leu

Leu Asn

Ala
45
Lys

Asn

Ser
60
Ala

Asp

Asp Tyr

Gly Leu Ser

cattctttgc
aatggctgca
taggaagaaa
atctgggata
caacacaccc
gcctccacca
ggcacagegg
tggaactcag
ggactctact
tacatctgca
aaatcttgtg
ccgtcagtct
gaggtcacat
tacgtggacg
agcacgtacc
gagtacaagt
aaagccaaag
atgaccaaga
gccgtggagt
ctggactccg

cagcagggga
cagaagagcc

Glu
15
Phe

Gln
Tyr

Gln Ser

Ser Thr

Glu Lys
80
Ser Pro

95

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1343



220>
<223> Tbéng
<400> 33
acggtggctg
actgcctctg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct
ttcaacaggg
<210> 34
<211> 671
<212> ADN
<213>
<220>
<223> Téng
<400> 34
cgtgagtgga
ctaaagcatt
aagagctcca
ctcaaaacat
agcatgctgt
aagggcagaa
ctgcaccatc
ctgttgtgtg
ataacgccct
gcacctacag
tctacgectg

ggggagagty

hop

caccatctgt
ttgtgtgcect
acgccctcca
cctacagcct
acgcctgcga
gagagtgt

hop

tccgeggeceg
gagtttactg
acaaaacaat
caagatttta
tttctgtctg
ctttgttact
tgtcttcatc
cctgctgaat
ccaatcgggt
cctcagcagc
cgaagtcacc
t

cttcatcttc
gctgaataac
atcgggtaac
cagcagcacc
agtcacccat

Trinh tw nhan tao

ctaaactctg
caaggtcaga
ttagaacttt
aatacgcttc
tccctaacat
taaacaccat
ttcccgecat
aacttctatc
aactcccagg
accctgacgc
catcagggcc

35968

ccgccatctg
ttctatccca
tcccaggaga
ctgacgctga
cagggcctga

aggggetcgg
aaagcatgca

attaaggaat
ttggtctect
gccctgtgat
cctgtttgcet
ctgatgagca
ccagagagsgc
agagtgtcac
tgagcaaagc
tgagctcgcc

-97-

atgagcagtt
gagaggccaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga
gctcgececcgt

atgacgtggc
aagccctcag
aggegggaagc
tgctataatt
tatccgcaaa
tctttcctca
gttgaaatct
caaagtacag
agagcaggac
agactacgag
cgtcacaaag

gaaatctgga
agtacagtgg
gcaggacagc
ctacgagaaa
cacaaagagc

cattctttgc
aatggctgca
taggaagaaa
atctgggata
caacacaccc
ggaactgtgg
ggaactgcct
tggaaggtgg
agcaaggaca
aaacacaaag
agcttcaaca

60

120
180
240
300
318

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
671
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177

Hinh 1

1685 Taud6
02 ugf kb (dau tan cung C)
0.2 ugfmi
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217

m16B5 " Taud6

" Biéu hién t6i mau
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37

Hinh 3
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47
Hinh 4
Sarkosyl khong hoa tan AT8 (pSZOZ/TZOS) Sarkosyl khong hoa tan 1F5 (pS404) -
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377
Hinh 5
ATS8/HT7 dbng nhit hoan toan (pS202/T205) HT7/GAPDH déng nhit hoan toan (pan-tau)
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Hinh 6
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7

Hinh 7
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