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o ~ r 3 §A A
Linh vye ky thuat duge dé cap

Sang ché dé cdp dén khang thé a-synuclein va ung dung cta ching dé ngan
ngua hodc diéu tri bénh, cu thé bénh Iy alpha-synuclein, va cu thé hon 1a bénh

Parkinson (PD).
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Bénh ly alpha-synuclein, con duoc biét 1a bénh thé Lewy (LBD), 1a ho cac bénh
thoai héa than kinh ma tit ca déu co, & diém cot 161 cua ching, alpha-synuclein lam
dau hiéu phan biét bénh ly then chét (Jellinger, Mov Disord (2003), 18 Suppl 6: 82-12;
va Spillantini and Goedert, Ann N 'Y Acad Sci (2000), 920: 16-27; ca hai tai liéu nay
déu duoe dua vao ban mé ta nay bf’mg cach vién dan). Bénh Iy alpha-synuclein bao
g@m bénh Parkinson (PD), bénh sa sut tri tué vai thé Lewy (DLB) va chimg teo da h¢

théng (MSA).

PD 1a r61 loan van dong c6 lién quan den tudi tdc, tién trién tor tor anh huong dén
hon 1% nguot ¢ do tudi trén 65. PD 1a tinh trang bénh ly thodi hoa than kinh phd bién

thir hai sau bénh Alzheimer.

Bénh ly ¢6 tinh phan biét rd cua bénh ly alpha-synuclein la thé Lewy va soi truc
Lewy, day la cac thé vui khong tan ctua céac protein da két tu tim thay bén trong cac

noron cua ndo duge kham pha trong qua trinh kham nghiém mo bénh hoc tur tha.

Su ¢6 mit cua bénh ly Lewy va su ton thdt noron trong ving nido khong vén
dong nhu phﬁn nén nio trude, hé mesopontin, hanh nhén, vo ndo méi, nhan lung van
déng cua day than kinh phé-vi, hanh khiu giac, nhan luc, va cudng nio, cé thé gay ra
céc thiéu hut nhan thire va bénh sa sut trf tué, giam khtru gidc, sy x4o tron giac ngh bao
gbm rbi loan hanh vi gide ngn cir déng mét nhanh (RBD), rdi loan tinh khi bao gdém
trAm cam va lo léng, loan chire ndng ty chu bao gém cac van dé tim mach va da day-
rudt non nhu bénh tao bon, mét maéi va tinh trang budn ngu. Mot ) trong sO cac triéu

ching khéng van dong nay duong nhu la dac diém cua pha tién van dong hodc tién
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tricu ching ctia bénh (Kalia er al. Lancet (20153), 386(9996): 896-912; dugc dua vao
ban md ta nay bang cach vién dan).

Sur ¢ mét cua bénh Iy Lewy va sy ton that noron trong ving ndo van dong, bao
gbm, dang chti v nhét 1a, su chét cdc noron gdy tiét dopamin trong liém den, c6 thé gy
ra chimg run khi nghi, cting, van dong chdm va mat 6n dinh tu thé (Spillantini and
Goedert, Ann N 'Y Acad Sci (2000), 920: 16-27; duoc dua vao ban md ta nay béz‘)g

cach vien dan).

Protein alpha-synuclein (con dugce goi la “u-synuclein” hodc “a-syn™) la thanh
phan cau trie chinh ctia thé Lewy va soi truc Lewy. Alpha-synuclein la protein nho ¢
tinh axit duge tao nén tir 140 axit amin (14 kDa). Alpha-synuclein kiéu dai tu nhién
cua nguoi o trinh ty axit amin SEQ ID NO: | nhu duge md td dudi sb tiép can
UniProtKB P37840. Trir khi dugc néu 16 rang, vién dan dén alpha-synuclein hoac
manh cua nd bao gf)m trinh tu axit amin kiéu dai tu nhién cua nguoi duge néu trén
ddy. va cac bién thé alen ctia né & ngudi, cu thé cac bién thé ¢é lién quan dén bénh thé
Lewy (vi dy, E46K, A30P, H50Q, G51D va AS53T, trong dé chir céi thu nhét biéu thi
axit amin trong SEQ ID NO: 1, con s chi vi tri codon trong SEQ ID NO: 1, va chit cai
thir hai 13 axit amin trong bién thé alen). Cac bién thé nhu vy ¢6 thé tuy ¥ cé mil

riéng ré hodc trong t6 hop bt ky. Céc dot bién da duoc kich thich E83Q, A90V,

a2

AT76T, ma ting cuong su két tu alpha-synuclein. cling c6 thé co mit riéng ré hodc két
hop voi nhau va/hodc voi cac bién thé alen ctia ngudi E46K, A30P, H50Q, G51D va
AS3T. O miec do cu tric, alpha-synuclein chira ba ving riéng biét: mién xodn alpha
dadu tan N ludng tinh c6 tinh chat lién két mang va lipit (cic gbe 1-60), mién lién két
amyloit ky nude trung tdm mé hda thanh phin khong phai amyloit-beta (NAC) clia céc
mang (cac goe 61-95), va dudi dau tan C gidu prolin ¢6 tinh axit (cac goc 96-140). Cac
géc 71-82 ctia mién NAC duge tin 1a quan trong ddi véi cac tinh chit két twkét soi cua
alpha-synuclein bang cdch lam cho protein nay ¢6 thé chuyén tir cdu tric cudn ngau
nhién thanh cdu tric tdm beta (Bisaglia er a/. FASEB J (2009), 23(2): 329-40: dugc
dua vao ban mo6 ta nay béng cach vién dan). Mic du mién dau tan khoéng cé clu tric
bac hai quan frong, nhung né chtra vi tri phosphoryl hoa quan trong & goe Ser129 va
5O lugng gde tyrosin ma duoc nitrat héa trong cac thé vui alpha-synuclein bao tan. Cac
dang At cut dau tan N va dau tan C cua alpha-synuclein cing ton tai. Cai bién sau dich

ma doi voi protein nay ¢é thé anh hudng dén su ket ty va tinh doc cua alpha-synuclein
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(Oueslati ef al. Prog Brain Res (2010), 183: 115-45; dugce dua vao ban mo ta nay bang

cach vién dan).

Alpha-synuclein ¢6 nhiéu trong hé than kinh trung vong (CNS)/ndo & dé né
duge tim théy ca ndl bao trong cdc noron va té bao than kinh dém va ca ngoai bao
trong dich ndo tuy (CSF) (Mollenhauer ef a/. J Neural Transm (2012), 119(7): 739-46;
duoc dua vao ban mé ta nay bang cach vién dan) va dich mo (ISF) ma nhing va bao
quanh cac té bao cua nio (Emmanouilidou e/ ¢/. PLoS One (2011), 6(7): €22225; dugce
dua vao ban mé ta nay biang cach vién dan). Alpha-synuclein 1a protein thudc synap
duoc bicu hién noi tréi trong cac noron cua vé ndo moi, vung hai ma, liém den, doi thi,
va tiéu nao (Iwai ef al. Neuron (1995), 14: 467-475; duoc dua vao ban mo ta nay béng
cach vién dan). Trong cac diéu kién sinh lv, né duge dinh vi trong cac dau tin synap
noron va cu thé duge didu hoa tang & cac dau tan tién synap trong qua trinh (i sAp xép
synap ¢ lién quan dén viéc thu nhan (Fortin es o/ I Neurosci (2005), 25: 10913-
10921; duge dua vao ban mé ta nay bing cach vién dan).

2

Céc nghién ciru m-vitro di cho thay rdng cdc monome alpha-synuclein co the
tao thanh diém bat dau déi voi quy trinh két tu. Monome ¢ thé két tu thanh nhiéu loai
oligome khac nhau ma sau do duoc lam on dinh bai tuong tic tam beta, tiép tuc tao
thanh céc protofibril ma cé thé polyme héa thanh cac céu triac dang soi nho khong tan
phang phat cac ciu truc duge nhan dién trong thé Lewy (Cremades et al. Cell (2012),

149(5): 1048-59; dugc dua vao ban mo td nay bang cach vién dan).

Trong cac tinh trang bénh ly, su két tu alpha-synuclein khac thuong ¢6 thé 1a
chia khoéa dbi voi cac thay déi bénh Iy quan sat thay o bénh ly alpha-synuclein
(Lashuel ef al. Nature (2002), 418: 291; va Tsigelny ef a/. FEBS Journal (2007), 274:
1862-1877; ca hai tai liéu nay déu duge dua vao ban md ta nay bang cach vién dan).
Céc nghién clru in vitro va in vivo da cho thdy rang cac tac dung gay doc than kinh cua
alpha-synuclein duong nhu 1a dugc goi ra bdi cac conformer hogc prototibril oligome
nho hoa tan (Winner ef al. Proc Natl Acad Sci U S A (2011), 108(10): 4194-9; va
Danzer ef al. ] Neurosci (2007), 27(34): 9220-32; ¢4 hai tai ligu nay déu duoc dua vao
ban mé ta nay bing cach vién dan). Trong khi cac khéi két tu dang soi nho cia alpha-
synuclein 1a dac trung cua PD, dang oligome cua alpha-synuclein [a loai doc tinh

(Danzer ef al. ] Neurosci (2007), 27(34): 9220-32; Lashuel et al. Nature (2002), 418:
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291; va Winner e/ al. Proc Natl Acad Sci USA (2011), 108: 4194-4199; mdi trong sb

o

cac tai lidu nay duge dua vao ban mo ta nay bang cach vién dan).

Cac oligome alpha-synuclein ¢6 thé duge giai phong vao méi truong ngoai bao
va dugc hép thu boi té bao lan can theo co ché “lan truyén” (Angot and Brundin,
Parkinsonism Relat Disord (2009), 15 Suppl 3: S143-147; Desplats er al. Proc Natl
Acad Sci USA (2009), 106: 13010-13015; va Lee er al. J Biol Chem (2010), 285:
9262-9272; mbi trong s6 cac tai lidu nay duoc dua vao ban mé ta nay bang cach vién
dan). Cac khdi két tu cua alpha-synuclein ¢é thé lan truyén gap nép sai thang qua co

¢hé lan rong gibng nhu prion (Lee ef al. Nat Rev Newrol (2010), 6: 702-706; Luk ef a/.
I Exp Med {2012). 200(5): 975-86; va Luk er @l Science (2012), 338(6109): 949-53;
m:O1 trong s6 cae tai licu ndy duoc dua vao ban mé a nay bang cach vién dan). Do do,

alpha-synuclein ¢6 thé gay ra sy thoai héa than kinh bot doc tinh oligome hodc sy lan

truyén va lan réng giong nhu prion.

Hién nay da thiét 1ap & va chdp nhén rang cac t bao bao o6m noron c6 thé tiét
ra cac dang khac nhau cua alpha-synuciein (monome, oligome, khdi két tu) trong cac
diéu kién binh thuong va ca trong cac didu kién stress t& bao, su tiét cac dang monome
va cac dang két tu cla alpha-synuclein 1a cao trong cac dicu kién stress t& bao. va
thong qua su gidi phong alpha-synuclein nay véo mdi truong ngoar bao, cac dang co
kha nang truyén bénh cua alpha-synuclein ¢6 thé ‘duoe lan truyén gita cac noren

9

(Recasens and Dehay, Front Neuroanat (2014), 8: 159; duoe dua vao ban ind ta nay

béang cach vién dan).

Cdc anh hudng cua alpha-synuclein trong PD co thé md rong dén su ton hai
e tiép dén cac té bao noron dé bi ton thuong. (iong nhu hau hét cac bénk thoat hoa
than kinh, cling quan sat thay dap Gmg té bao tién viém (Lee ef al. J Biol Chem (2010),
285: 9262-9272; dugc dua vao ban md ta nay béng cach vién dan). Viée tuan hoan
alpna-synuclein va/hoéc t& bao hinh sao di dugc hoat hda cd thé hoat hoa vi té bao
thin kinh, d&n dén lam ting viéc tao ra loai oxv dé phan Ung, su san Xudt nitric oxit va
xytokin, va con lam tram trong thém sy thoai hoa than kinh (Lee er al. J Biol Chem

(2010), 285: 9262-9272; duge dua vao ban mo ta nay bing cach vién dan).

Nhiéu mé hinh thir nghiém khac nhau da ching to su truyén tr (€ bao sang (e

bao cua alpha-synuclein trong cac té bao di duoc nudi cay, hodc su lan réng va lan
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truyén in vivo cua bénh 1y alpha-synuclein. Bénh 1y thé Lewy da dugce quan sat thay
trong mé ghép noron nio gitta phoi hon 10 nam sau khi mo ghép duoc cdy nham muc
dich tri liéu vao thé van ctia bénh nhan PD. Cu thé, cac noron da ghép chira mét sb
luong cac thé vii gibng nhu thé Lewy ma nhudm mau duong tinh ddi vai alpha-
synuclein, cho thy ring di xay ra su truyén bénh ly alpha-synuclein & vét chi déi voi
manh ghép (Li er al. Nat Med (2008), 14(5): 501-3; va Kordower er al. Nat Med
(2008), 14(5): 504-6; ca hai tai liéu nay déu duoc dua vao ban mé ta nay bang cach

vién dan).

Hon nlta, cdc soi nho alpha-synuciein té: ) hop da duoc tao thanh trude va
alpha-synuclein oligome ¢6 thé duoe hap thu boi cic & bao va noron da duge nudi
chy. va su chuyén truc tiép alpha-synuclein tlr (€ bao thé cho dén té bao thé nhan voi
st tao thanh cac thé vui alpha-synuclein tuong tu v&i bénh 1y Lewy di duge chimg 10
(Danzer et al. ] Neurosci (2007), 27(34): 9220-32; Volpicelli-Daley er al. Neuron
(2011), 72(1): 57-71; va Luk e/ al. Proc Natl Acad Sci U S A (2009), 106(47): 20051~
6; mdi trong sb cac tai liéu nay duge dua vao ban mé ta nay biang cach vién dan). Viée
tiém cac so1 nho alpha-synuclein téng hop déa duoc tao thanh trude hoac vat licu chira
alpha-synuclein gidng nhu thé Lewy duoce chiét tir ndo cta cac con chudt chuyén gen
alpha-synuclein da gia vao ndo cta cac con chudt nhan khoéng co tri¢u ching bi b¢nh
<& x{c tién su tao thanh bénh 1y gidng nhu thé Lewy trong cic noron chu ctia dong vat
nhan cing voi sy thodi hda than kinh va cac thiéu hut than kinh (Luk et al. ] Exp Mcd
(2012). 209(5): 975-86; va Luk el al. Science (2012), 338(6109): 949-53; ca hai tai
liéu nay déu duoc dua vao ban mé ta nay bang cach vién dan). Cac dich chiét thé
Lewy chira alpha-synuclein tach riéng tu ndo PD duoc cdy vao liém den hodc thé van
ctia khi dubdi ngan va cac con chudt dugce hap thu nhanh béi cac t¢ bao chu (trong vong
24 gidy) sau d6 1a sir ton hao chdm hon cla cac ddu tan gay tét dopamin thé vin, vai su
t6n hao & bao 3 rang sau hon mot nam (Recasens er al. Ann Neurol (2014), 75(3):
351-62; duge dua vao ban md ta nay béng cach vién dan). Tuong ty, viée cay cac con
chudt véi dich dong nhat nio co ngudn goe tir cac bénh nhén méac bénh Iy synuclein
DLB hodc MSA sé& kich hoat bénh ly alpha-synuclein giéng nhu Lewy & cac con chudt
chil (Watts et al. Proc Natl Acad Sci U S A (2013), 110(48): 19555-60; va Masuda-
Suzukake er al. Brain (2013), 136(Pt 4): 1128-38, ca hai tai liéu nay déu duoe dua vao

ban mé ta nay bang cach vién dan). Cudi cung, viéc chuyén va truyén ca alpha-



39272

synuclein dang monome lan oligome tir hanh khiru giac dén cac cédu tric ndo noi thong
da dugc ching to & chudt (Rey ef al. Acta Neuropathol (2012). 126(4): 555-73; duoc

dura vao ban mo ta nay bang cach vién dan),

Céc phuong phap tri liéu mién dich thy dong bang céc khang thé nhim dich
alpha-synuciein dd duge thu nghiém o nhiéu mo hinh thir nghiém & chuét vé bénh Iy
alpha-synuclein tién 1am sang (Lawand et a/. Expert Opin Ther Targets (2015): 1-10:
duoe dua vao ban mé ta nay bang cach vién dan). Cu thé, nghién ctru st dung khang
thé dom dong duoc hu'(')*ng/chéng lai alpha-synuciein (9E4) da cho thay su thanh thai in
vive cua cdc khoi két aipha-synuciein va bénh v hge. cac cai thién van dong hanh
vi, va tac dung bao v¢ than kinh (WO 2014/058924: tai licu nay duoc dua vao ban mo

ta nay bing cach vién dan).

Cac nghién cuu khac su dung su tao mién dich thu dong cua cac con chudt
chuyén gen alpha-synuclein dugc phét trién lam cac mé hinh tht nghiém vé PD/DLB.
bang khang thé don dong 9F4 da cho thdy khang thé nay di loai bo bénh Iy alpha-
synuclein, lam giam cac thiéu hut synap va soi truc, hity bo sy ton hao céc sgi tyrosin
hydroxylaza thé van, va lam giam déng ké sy thiéu hut tri nhé va su suy véu chirc
nang van dong (Games ef al. J Neurosci (2014), 34(28): 9441-54; Bae er ol. ] Neurosci
(2012), 32(39): 13454-69; va Masliah e/ al. PLoS One (2011), 6(4): €19338: mdi trong
sb céc tai lieu nay duge dua vao ban moé 1a nay b:ﬁz‘ig cach vién dan). Ngoai ra, da
chimg 10 rang viée st dung thu dong cic khang thé don dong khéng alpha-synuclein ¢
chudt kiéu dai ma da duoc tiém trong thé van béng, so1 nho da duoc tao thanh trude
alpha~synuclein tong hop (pffs) din dén sy giam manh bénh ly Lewy. ngan chan sy

tén hao noron dopamin trong liem den, va cai thién dang ké sy suy yeu vdn dong de

'méy & md hinh thu nghiém & chudt sau khi diéu tri béng pffs (Tran er al. Cell Rep
(2014), 7(6): 2054-65; duge dua vao ban md ta nay 'nfmg cach vién dan).

Ngoai ra, mét trong sb céc thach thie chinh ¢é lién quan dén viée didu tri cac
roi loan cia CNS bang tri liéu phéan b 16n, nhu cac khang thé. 1a viée dua cac thude
nay vao mo bi anh hudng. Su di qua cua céc phan tr 1on vao néo va tuy song bi han
ché nhiéu bai hang rao mau ndo (BBB). BBB bao vé va didu hoa sy ndi can bang cua
ndo va ngan chin sy di qua tu do cua cac phin tr vao phan chu véu ctia ndo. nhd dé

Y7

gidi han viée diéu tri nhic¢u bénh vé ndo. Vige chuyén cdc phén tir thiét yéu nhu cac
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chat dinh dudng, yéu (3 sinh truong, va cac hormon dat duoc théng qua chudi cac chét
van chuyén va thy thé dac hiéu ma diéu hoa su di qua cac té bao ndéi mé nao. Sy phén
phéi cac chat sinh hoc va céc thude khac dén nio do dé 1a mot thach thie dang ké.
Ngoai ra, duomg nhu (on tai cac co ché vin chuyén ma loai bo nhanh chong cac khang
thé khoi ndo, ¢o 18 dé ngin nglra dap ung viém do su gin cua Fe voi cac phdi o tac
déng ma xuc tién dap tmg tién viém.

Trong thap ky trude ddy, di co cac bao cao vé su van chuyén khang thé qua

BBB trong do su lién két vdi mien ngoai bao cta cac phan tor van chuyén sé xuc tién

2~

van chuyeén xuyén t€ bao (transcytosis) cua phic hop thu thé khang thé qua lép t€ bao

ndt mo.

BBB chu yéu bao gf)ﬂl cdc té bao ndi mé mao mach nac., ma co cac dac tinh
chuyén biét, nhu céc mdi ndi chat, dé han ché su van chuyén cua cac phan tu vao nao
(Reese ct al. 1967, J. Cell Biol. 34: 207-217; Brightman et al. 1969, I. Cell Biol. 40:
648-677, Rubin et al. 1999, Ann. Rev. Neurosci. 22: 11-28), mic du céc loai té bao
khac, nhu € bao quanh mao mach, t bao hinh sao, va cac té bao noron, ciing dong vai
tro quan trong déi voi chire nang ciia BBB. Théng thudng, it hon 0.1% khang thé duoe
dinh liéu ngoai vi dén duoc ndo (Boado et al. 2010, Mol. Pharm. 7: 237-244; Pepinsky
et al. 2011, Nat. Neurosci. 8: 745-751). BBB thuc hi¢n chirc nang lam hang rao vat ly,

trac dbi chat va mién dich (Gaillard et al. 2003, Microvase. Res. 65: 24-31).

Su van chuyén khang thé qua BBB ¢6 thé duge ting cuong bang cach kich hoat
vin chuyén xuyén t& bao (transcytosis) qua trung gian thu thé trén (¢ bao ndi mo cua
nao. Thong qua quy trinh nay, su gan cac khang nguyén trén phia khoang caa t€ bao
ndi mé ¢ thé gay ra su hap thu va chuyén déng qua lai cua khang thé di qua té bao, va
sau do6 1a sy giai phong tiép theo clia no vao mé.

Céc tri liéu bang thude hién nay déi voi PD chin yéu tdp trung vao vice dicu tri
cac triéu chimg cta bénh lién quan dén van déng. Hién nay khong co tri liéu san c6

hodc ¢6 trén thi truong ma co the diéu tri hoac ngén ngua bénh ly alpha-synuclein.

Do d6. ¢6 nhu cau trong linh vire k¥ thudt nay doi véi tri liéu dé dieu tri cac bénh

ly alpha- synuciein, dac biét la & nguoi.
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> A - A - , A
Ban chit ky thudt cia sang che

Séng che dé cap dén khang thé duoe phin lap khang alpha-synuclein cua nguoi.

’

Sang ché dé xuat khang thé hodc manh lLién két khang nguyén cua nd c6 mdt hodc

nhiéu ddc tinh chire ndng cua khang the aslo0452 ngl-3. Vi du:

Sang ché de xuat khang thé hodic manh lién ket khang nguyén cua nd lién ket
dédc hi¢u véi vung dau tan C cha o-synuclein cua nguoi. Sang ché dé xuat khang the
hodc manh lién két khang nguyén cta n6 lién ket dic hiéu voi ving chia khoang axit

amiin 102 dén khoang axit amin 130 cua a-synuclein cta nguot (vi du, SEQ 1D NO: 1).

{

Theo mot s6 phuong 4n, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua no lién két
dac hiéu voi ving chia khoang axit amin 120 dén khoang axit amin 130 cta -
synuclem cua nguot (SEQ 1D NO: 1) Theo mot s6 phuong an, khang thé hodac manh
licn két khang nguyén clia no lién két voi epitop ma khong giéng nhu khang thé dugc

lién két boi khang thé 9E4.

Sang che dé xuat khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua no lién ket
voi a-synuclein cua ngudi nhung khéng lién két voi fi-synuclein cla ngudt hode y-

svnuclein cta nguoi.

Séng ché dé xuat khang thé hodc manh lién ket khang nguyén cua no lien két
voi a-synuclein ca ngudi, chudt cong va khi dau cha.

<
A

Sang ché dé xudt khéng thé hodc manh lién két khang nguyén cia no lién két
vl a-synuclein cua nguoi voi ai luc cao. Theo mot phuong an, khang thé. hoac manh
lién két khang nguyén ctia nd theo sang ché lién két voi alpha-synuciein véi Kp it hon
500 picomol (pM), it hon 400 pM, it hon 300 pM. it hon 200 pM, it hon 150 pM. it
hon 120 pM, it hon 110 pM hoac 106 pM hodc it hon nhu duge xac dinh bfing cach su
dung phén tich Octet chang han. Theo mot phuong ar. khang thé. hodc manh lién két
khang nguyén cta nd theo sang ché lign két voi alpha-synuclein véi Kp it hon 400
nicomol (pM), it hon 300 pM, it hon 250 pM. it hon 200 pM, it hon 150 pM, it hon
120 pM. it hon 110 pM, it hon 100 pM, it hon 80 pM hodc 74 pM hodc it hon nhu
dirge xac dinh bing cach st dung phan tich KinExA chang han.

Séng ché d& xudt khang thé hodic manh 1ién két khang nguyén cta nd lién ket

«

vai u-synuciein nguyén the noi sinh cua nguoi.
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Sang che dé xuat khang thé hoac manh lién ket khang nguyén ctia no lién két

v(i dang monome cua a-synuclein cua nguoi.

Sang ché de xuat khang thé hodc manh lién ket khang nguyén cua no lién két

vai khoi két tu cta a-synuclein ctua ngudi.

Sang ché dé xuat khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua nd lién két

v(i cac dang bénh by, ¢d lién quan dén bénh cta a-synuclein.

Sang ché dé xuat khang the hodc manh lién két khang nguyén cua no theo sang
ché lam giam muc a-synuclein trong dich m6 nao. Cu the, khing thé hodc manh lién
két khang nguyén ctia n6 theo sang ché lam giam mic a-synuclein tu do chua duoe
[ién ket trong dich mo ndo.

Sang ché dé xuat khang thé hodc manh lién ket khdng nguyén cua no theo sang
che lam gidm muc a-synuclein trong dich ndo tuy. Cu the, khang thé hodc manh lién
két khang nguyén cta no theo sang ché lam giam mic a-synuclein tu do chua duge
lién ket trong dich ndo tay.

Nhu duge st dung trong ban md ta nay. thudt nglt “a-synuclein tu do chua
duoc lién két™ chi a-synuclein khong duge lién két voi khang the hodc manh lién ket
khang nguyén cua né theo sang che. u-synuclein tu do chua duge lién két nay co the
ap dung cho u-synuclein ¢ dang monome hodc oligome cua no, hodc ¢ dang ket tu.
Céc thudt ngtr nay nhin chung ap dyng cho dang bénh Iy bat ky cua a-synuclein,

Sang ché dé xudt khang thé hodic manh lién két khang nguyén cua no lam giam
su lan rong o-synuclein in vivo.

Theo mot phuong an, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua no theo
sang ché canh tranh voi khang thé aslo0452 ngl-3 dé lién ket vai a-synuclein cua
nguoi.

Theo mot phuong an, khang thé hodc manh lién ket khang nguyén cua no theo
sang ché lién két voi cung epitop trén a-synuclein cua nguoi nhu khang the aslo0452
ngl-3.

Theo mét phuong an, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua no theo

sang ché co ngudn gde tir khang thé asyn0087 chira vung chudi nang bien do6i (VH)
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cta trinh tu axit amin cua SEQ ID NO: 2 va ving chudi nhe bién doi (VL) cta trinh tu

axit amin SEQ ID NO: 3. nhu dugc boc 10 trong ban md ta nay.

Theo phuong én cu thé, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cla né
theo séng ché c6 ngudn gde tir khang thé asyn0087, trong dé khang thé hodc manh lién
két khang nguyén nay c¢é Kp it hon 500 mM va lién két voi cung epitop nhu khang thé
bat ky trong s cac khéng thé asyn0087, aslo0452 ngl-3 va aslo0543, duge mé ta trong

ban mo ta nay.

Nhu duge su dung trong ban mo6 ta nay, “H-CDR” biéu thi viing quy¢t dinh tinh

bo tro (CDR) trén vang chudi ning, va “L-CDR” biéu thi ving quyét dinh tinh b tro

v . 7 o 3 o o . ¥
(CDR) trén vang chudi nhe cua khang thé hoac manh lién két khang nguyén cua no.

Theo mot phuong an, khang thé hodc méanh lién ket khang nguyén cua no theo

sang ché chira it nhat mat CDR duoc chon tir:
(1) H-CDRI cua SEQ ID NO: 5,
(i) H-CDR2 cta SEQ [D NO: 6,
(iiiy  H-CDR3 cua SEQ ID NO: 7,
(ivy L-CDRI1 cua SEQ ID NO: 9,

(v  L-CDR2 cua SEQ ID NO: 10,

(vi) L-CDR3 cta SEQ ID NO: 11.

Theo phuong 4n khac, CDR3 cua chudi niang cua khang thé hodc manh lién két
khang nguyén cua no theo sang ché 1a CDR3 cta SEQ ID NO: 16 cua chudi nang cua
khang thé aslo0452 ngl-3; va/hodc CDR3 cha chudi nhe cua khang thé hoac manb lién
két khang nguyén cta nd theo sang ché 1a CDR3 ctia SEQ ID NO: 21 cua chudi nhe
cuta khang thé aslo0452 ngl-3.

Theo mét phuong an, khang thé hoic manh lién két khang nguyén cua no theo
sang ché ¢o it nhat mot, it nhat hai, it nhat ba, it nhét bdn, it nhat nam hodc tat ca cdc
CDR duge chon tir CDR cua khang thé aslo0452 ngl-3, tire la it nhit mdt CDR duoc
chon tir bat ky trong s6 SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID
NO: 20, SEQ ID NO: 10, SEQ 1D NO: 21,

-11-



39272

Theo mét phuong an, CDR3 clia chudi ning eiia khang thé hodc manh lién két

khang nguyén ctia n6 theo sang ché la CDR3 ctia chudi ning cua khéng thé aslo0452
ngl-3; va/hodc CDR3 cta chudi nhe cta khang the hodc manh lién két khang nguyén
cua no theo sang ché 1a CDR3 cua chuodi nhe cua khang thé aslo0452 ngl-3.
khéng nguyén clia n6 theo sang ché la CDR3 cta chudi ning cua khang thé aslo0452
ngl-3

Theo mot phuong an, CDR2 ctia chudi nhe cta khang thé hodc manh lién két

khang nguyén cua no theo sdng che la CDR3 cua cheol nhe cua khang thé aslo0452

Theo mot phuong an, CDR3 cta chuoi nang ciia khang thé hodc manh lién két
khang nguyén cua no theo sang ché 1a CDR3 cua chudi ning cia khang the aslo0452
ngi-3 va CDR3 cua chudi nhe cua khdng thé hodc manh lién ket khang nguyén cua no

theo sang ché la CDR3 cua chudi nhe clia khang thé aslo0452 ngl-3.

Sang che dé xuat khang thé hodac manh lién ket khang nguyén cta nod ¢é sau

CDR cua khang the asio0452 ngl-3.

Do do, theo mot phuong én, khang thé, hozc manh lién két khang nguyén cua

noé theo sang ¢ hé chua:
a)  ba CDR chudi ning ¢6 trinh tu:
(i)  H-CDRI cua SEQ ID NO: 5,
(i)  H-CDRZ cua SEQ ID NO: 15, v
(iit)y  H-CDR3 cua SEQ ID NO:
b) ba CDR chudi nhe ¢6 trinh
(i) L-CDRI cia SEQ ID NO: 20,

(i1)  L-CDR2 cua SEQ ID NO: 10, va

oy
—

(1) L-CDR3 cua SEQ ID NO:

Sang ché dé xudt khang thé hodc manh lién ket khang nguyén cua no theo sang

ché chira mién niding bién doi co do dong nhat it nhat [a 80%, 85%. 90%, 95%, 96%,
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97%, 98%, 99%, hoac 100% vdi trinh tu nucleotit duoce xac dinh boi SEQ ID NO: 13
va chudi nhe bién ddi co do don&, nhdt it nhit 1a 80%. 85%, 90%, 95%, 96%. 97%

98%, 99%, holic 100% vai trinh tu nucleotit dugce xac dinh bai SEQ 1D NO: 18

Sang ché dé xuét khéng thé hodc manh lién két khang nguyén cta no theo sang
ché chira mién nang bién ddi ¢6 do dong nhét it nhat 1a 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99%, hodc 100% vai trinh tu axit amin duoc xéac dinh boi SEQ 1D NO: 14
va chudi nhe bién ddi cé do dC)ng nhat it nhat 1a 80%., 85%. 90%, 95%, 96%. 97%,

98%, 99%. hodc 100% voi trinh tu axit amin duge xdc dinh bai SEQ 1D NO: 19,

Séng ché dé xudt kh véang thé hode manh lién két khang nguyén cua nd theo sang
ché chia mién nang bién doi ¢6 trinh tyr axit amin cua SEQ 1D NO: 14 va chudi nhe

bién déi ¢6 trinh ty axit amin cua SEQ 1D NO:

Theo phuong dn cu thé, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cia né
theo sdng che chira chudi ning bién doi c6 trinh tu duoc xdc dinh bai SEQ ID NO: 4

va chuol nhe bien doi ¢o trinh tu duoc xac dinh bdi SEQ 1D NO: 8

Theo phuong an cu thé khac, khang thé hodc méanh lién két khang nguyén cua
n6 theo sang ché chtra chudi nang bién doi co trinh tu duoc xac dinh boi SEQ D NO:
4 va chudi nhe bién d6i ¢o trinh tu duoc xac dinh boi SEQ D NO: 8, va lién két vai o-
synuelein cua ngudi voi Ko it hon 500 pM va lién két véi cing epitop nhu asyn0087,

aslo0452 ngl-3 hodc aslo0543.

Theo phuong an khac, khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia né theo
sang ché chua chudi nang bién dbi co do déng nhét it nhit 1a 80%, 85%. 90%, 95%
96%, 97%. 98%, 99%., hodc 100% vdi trinh tu duoc xdc dinh bt SEQ D NO: 14 va
chudi nhe bién déi co do dong nhat it nhét 1a 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%., 98%,
99%, hodc 100% vai trinh tu duoce xac dinh bai SEQ 1D NO: 19.

Theo phuong an cu thé, khang thé hodc manh lién két khang nguyén coa no
theo sang ché chira chudi niang bién déi ¢6 trinh tu dugce xac dinh boi SEQ D NO: 14
va chudi nhe bién dbi cé trinh tu duge xdce dinh bai SEQ 1D NO: 19.

Theo phuong an khdc, khang thé. hoac manh lién két khang nguyén ctia n theo
sang ché chira chudi ndng bién déi co db ddng nhat it nhit 1a 80%. 85%. 0%, 95%.

96%, 97%., 98%, 99%, hodac 100% voi trinh tu duge xéc dinh boi SEQ ID NO: 14 va
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chudi nhe bién doi ¢6 do dong nhat it nhat 1a 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%. 98%,

99%, hodc 100% véi trinh tu duoc xac dinh bo1 SEQ (D NO: 19 va con chia:
a) ba CDR chudi ning co trinh tu:
(i) H-CDR1 cua SEQ ID NO: 5

(ii)  H-CDR2 cua SEQ ID NC: 15: va

(i)  H-CDR3 cua SEQ ID NO: 16, va
by ba CDR chudi nhe ¢d trinh tu:
(V) CDRTcta SEQ ID NGO: 20

(i) L-CDR2cua SEQ ID NO: 10, va
(i) L-CDR3 cua SEQ ID NO: 21,

Sang ché ciing dé xuat khang thé hodc manh lign két khang nguyén cua nd chua
mién nang bién dbi co trink tu nucleotit duge xac dinh boi SEQ ID NO: 13 va chubi
nhe bién doi ¢6 trinh tu nucleotit dugce xac dinh baoi SEQ 1D NO: 18,

Sang ché dé xuat khang thé hoac manh lién két khang nguyén cua no chia mién
ning bién doi cé trinh wyr axit amin duge xac dinh bdi SEQ 1D NO: 14 va chuol nhe

bién d6i ¢6 trinh tu axit amin duoc xac dinh bai SEQ 1D NO: 19

3

Sang ché cling dé xuat khing thé hodc manh lién két khang nguyén cua no theo
sdang ¢ 'hé chuia chudi ndng ¢o trinh tu axit amin duge xac dinh boi SEQ 1D NGO 12 va
chudi nhe ¢o trinh tu axit amin dugc xac dinh boi SEQ ID NO: 17.

Theo phuong an khac, khang thé hodc manh lién két khang ng,uyén cua no theo
sang ché chira chudi nang b ién doi co do dow nhat it nhit 12 80%. 85%. 90%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99%. hodc 100% vo trinh tu duge xac dinh boi SEQ 1D NO: 24 va

chudi nhe bién déi co do dong nhét it lhat la 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%.,
99%, hodc 100% vai irinh tu dugce xéc dinh boi SEQ ID NO: 30,

Theo phuong an cu thé, khang thé hoic manh lién két khang nguyén cla no

theo sang ché chira chudi nang bién ddi ¢6 trinh tu duge xac dinh boi SEQ 1D NG: 24

va chudi nhe bién d6i ¢6 trinh tu duoe xéce dinh boi SEQ 1D NO: 30.
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Theo phuong an khac, khang thé, hoac manh lién két khang nguyén cta né theo
sang ché chira chudi ning bién dbi co do ddng nhat it nhat 1a 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99%, hoac 100% vdi trinh tu duge xéc dinh bot SEQ 1D NO: 24 va
chudi nhe bién ddi co do ddng nhat it nhat 1a 80%. 85%, 90%, 95%, 96%, 97%. 98%,
99%, hoac 100% voi trinh tu duge xac dinh bai SEQ ID NO: 30 va con chua:
¢) ba CDR chudi nang co trinh tu:
(iv)  H-CDRI1 cua SEQ ID NO: 25,
(v)  H-CDR2 cua SEQ ID NO: 26; va
(viy  H-CDR3 cua SEQ ID NO: 27, va
d) ba CDR chudi nhe ¢o trinh tu:
(iv)  L-CDRI cua SEQ ID NO: 31,

(v) L-CDR2 cua SEQ ID NO: 32; va

lod
fad

(vi)  L-CDR3 cua SEQ ID NO:

Sang ché cling dé xuat khang thé hodc manh lién ket khang nguyén ctia no chua
mién nang bién doi ¢6 trinh ty nucleotit duge xac dinh boi SEQ ID NO: 24 va chudi
nhe bién doi co trinh tu nucleotit duge xde dinh bt SEQ ID NO: 30.

Sang ché dé xudt khang thé hodic manh lién két khang nguyén cua n6 chua mién
nang bién do6i ¢d trinh ty axit amin dugc xac dinh bai SEQ ID NO: 24 va chuoi nhe
bién doi ¢d trinh tur axit amin duge xdc dinh boi SEQ 1D NO: 30.

Sang ché ciing d¢ xuat khang thé hodc manh lién ket khang nguyén cua no theo
sang ché¢ chira chudi nang cé trinh ty axit amin duge xac dinh boi SEQ ID NO: 22 va
chudi nhe ¢6 trinh tu axit amin duge xédc dinh boi SEQ ID NO: 28.

Theo mét phuong an, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua no theo
sang ché nhu duge xac dinh trong phan bat ky trén ddy la khang the IgA, 1 gD, Igk,
[gM, IgG nhu IgG1, 1gG2, 1gG3, hodc IgG4 hodc manh lién ket khang nguyén cua no.

Theo phuong an khac, khang thé hodc manh lien két khang nguyén cua né theo
sang ché co ving Fe cai bién. Cac cai bién thich hop la da dugc biét ro Va1 nguot co
hiéu biét trung binh vé linh vuc ky thuat nay va c6 thé bao gom, khoéng ke nhirng cai

bién khéac, céc cai bién dé lam ting hodc gidm chu ky ban huy, cat bo, lam gidm hodc
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tang cuong chirc ning tac dong, tao ra xystein duoe thé bang cac thiol tur do dé lién
hop. Vi du vé céc cai bién nay 12 YTE dé lam tang chu ky ban hay vihodc T™M dé lam
giam chitc nang tac dong. Theo mét sb phuong an, bat ky trong s6 céc khang thé hoic
manh lién két khang nguyén duoc boc 16 trong ban mé ta nay chia cac dot bién
M252Y/S254T/T256F (YTE) trong vung Fc khang thé (Dall’Acqua ct al., 2006,
Biol. Chem, 281:23514-23524). Theo mdt s6 phuong 4n, bat ky trong s6 cac khang thé
hodc manh lién két khang nguyén duoc bdc 16 trong ban mé ta nay chira dot ' bién bo ba
(dwoe viét tit trong ban mé ta nay 1a “TM”) trong ving Fe tuong Gmg véi dot bién
L234F/1L235E/P3318 duoe boe 10 trong Oganesyan e al. Acta Crystallogr D Biol
Crystallogr, (2008) 64: 700-704. Theo mdt phurong an, khang t ¢ hodic manh lién két
khang nguyén clia no theo sang ché ¢o thé la khing thé 1gG1 T™M hode manh lidn két
khang nguyén cta no. Theo phuong an khac, khang thé hoac manh lién két khang

nguyén cua no theo sang che ¢o thé chira vang Fe ¢ dot bicn YTE.

Theo phuong an khac. khang thé, hodc manh lién két khang nguyén cua né theo
sang ché co thé duge lién hop véi gde van chuyén qua hang rao mau nio (BBB), trong
do goe van chuyén qua BBB ¢6 kha nang vén chuyén khang thé, hodc manh lién két
khang nguyén cua nd, qua BBB.

Theo mot phuong an, goe van chuyén qua BBB ¢6 thé 1a khang thé. Theo mét
phuong an, khang thé qua BBB c6 thé tao thanh céu truc da déc hiéu véi khang thé
khéng a-syncuclein hodc manh licén két khéng nguyén clia nd. Gbe van chuyén qua
BBRB ¢o thé chua quyét dinh tinh bd tro cua chudi ning bién doi cua globulin mién
dich -1 (VH-CDRI1), viing quyét dinh tinh bo tro cia chudi nang bién doi cua globulin
mién dich -2 (VH-CDR2), ving quyét dinh tinh h bé tro cua chudi nang bién doi cua
globulin mién dich -3 (VEHI-CDR3), ving quyét dinh tinh bé tro ctia chudi nhe bién dbi
cua glebulin mién dich -1 (VL-CDR1), vung quyé'{ dinh tinh bd tro cta chudi nhe bién
do6i coa globulin mién dich -2 (VIL-CDR2), va ving quyét dinh tinh bd trg cta chudi
nhe bién dbi cua ;:}obu‘m mién dich -3 (VL-CDR3); trong do VH CDRI1 chira SEQ D
NO. 40 hodc 49. VH-CDR2 chira SEQ ID NO. 41 hoac 50, VH-CDR3 chia SEQ 1D
NO. 42 hojic 51, VL-CDR1 chtra SEQ ID NO. 36, 44 hodc 53. VL-CDRZ chua SEQ
ID NO. 37, 45 hodc 54 va VL-CDR3 chira SEQ D NO. 38, 46 hodc 55.
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Theo mét s6 phuong én, goc van chuyén chira vung chudi ndng bién doi cua
globulin mien dich (VH) chita SEQ ID NO: 47 hodc SEQ ID NO: 39. Theo mot sb
phuong an, gbe van chuyén chira viing chudi nhe bién déi cua globulin mién dich (VL)

chira SEQ ID NO: 43.

Ngoai ra, &,oc van chuyén cé thé duge chon tir khang thé day du, manh Fv,
manh Fab, manh Fab', manh F(ab)2, manh (dsFv) duoc lién két disulfua. manh Fv
chudi don (scFV), manh sc(Fv)2, khang thé thé déi (diabody), khang thé thé ba
(triabody), khang thé thé bdn (tetrabody), khang thé minibody, va khang t thé chudi
don. Theo phuong 4n cu thé, gbe van chuyén chita manh scFV chira mién VH va mién
VL dugce dung hop cung nhau thong qua cau ndi. Trong mét s6 wuomg hop, cau ndi co
thé 1a (Gly4Ser)" (SEQ 1D NO: 36), trong dé n la s6 nguyén duong duge chon twr

nhém bao gém 1,2.3,4,5,6,7,8,9va 10,

Theo mdt s6 phuong an, phan t vén chuyén bat ky theo sang ché ¢o the duoc
két hop nhu duge md ta trong ban md ta nay vai phan tu lién ket alpha-synuclein bat
ky theo sang ché dé tao ra phén tir lién két da dac hiéu theo sang ché.

Séng ché dé xuat khdng thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 theo sang
ché nhu duoce xac dinh trong phan bat ky trén day. dé su dung lam thudc.

Sang ché ciing dé xuat khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua no theo
sang ché nhu duoc xac dinh trong phan bat ky trén ddy dé su dung trong viée ngan
ngura hodce diéu tri bénh ly a-synuclein.

Theo mét phuong an, bénh ly a-synuclein duoc chon tir b¢nh Parkinson (PD).
bénh sa sut tri tué voi the Lewy (DLB), va ching teo da he thong (MSA).

Theo mdt phuong an, bénh ly a-synuclein la bénh Parkinson (PD

Sang ché dé xuit phuong phéap diéu tri hodc ngan nglra bénh, cu thé bénh ¢o
lien quan dén hé than kinh trung uong, & bénh nhan, phuong phap nay bao gom buce
cho bénh nhén nay dung khang thé hodic manh lién két khang nguyén cua no theo sang
ché nhu dugc xac dinh trong phan bat ky trén day.

Theo moét phuong an, bénh néu trén la bénh Iy e-synuclein.

Theo mét phuong an, bénh ly a-synuclein duge chon tir benh Parkinson (PD),

bénh sa sut tri tué vai thé Lewy (DLB), va ching teo da hé théng (MSA).
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'heo mot phuong an, bénh 1y a-synuclein & bénh Parkinson (P1).

Sang ché dé xuit duge phiam chira khang the hoac manh lién két khang nguyén
ctia n6 theo sang ché nhu duge xdc dinh trong phan bat ky trén day, va ta duoc duge

dung.

Cum tr “ta duoe duge dung” bao gbm bat ky va tit ca cic dung moi, moi
trudmg phan tan, chat phu, chat khang khuén va chat khang nam, chét ding truong, va
chat lam cham su hép thu, va cac chét trong tu, ma tuong thich vai viée st dung duge
pham. Viée str dung cac moi trudng va chét nhur véy cho cac chét ¢6 hoat tinh vé mat
dueoe hoe la da biét ro trong finh vue k¥ thudt nay. Ché pham ciing ¢ thé chira cde hop
chat ¢6 hoat tinh khéc tao ra cac chirc nang tri liéu bo trg, bo sung, hodc tdng cuong,
Duge pham ciing co the duge bao pdm trong do chira, goi, hodc dung cu phén phéi
cling véi huéng dan st dung.

7

Duoc pham theo sdng ché duoc ph(}i ché dé tuong thich voi duong dung dy
dinth ctia n6. Phuong phap thuc hién viée str dung nay 1a da biét rd v&i ngudi ¢o hidu
hiét trung binh ve linh vue k¥ thudt nay. Viée st dung 6 thé. vi du. 12 irong tinh mach,
trong mang bung, trong co, trong khoang, dudi da hodc qua da.

Séng ché dé xuat phan tir axit nucleic duge phan [dp mad hoa khang thé hoic
manh lién két khang nguyén cta nd theo sang ché nhu duoc xdc dinh wong phéan bai

ky trén day.

Theo phuong an cu thé, sang ché dé xudt phin wr axit nuclerc duoce phan ldap

chia SEQ 1D NO: 13 va/hodc SEQ 1D NO: 18.

Theo phuong 4n cu the khac, sang ché dé xudt phin tur axit nucleic duoc phin
lap chira SEQ 1D NO: 23 va/hode SEQ ID NO: 29

Ngay kht duge cung cap thong tin nay, nguoi ¢ hi€u biét trung binh vé linh
vue k¥ thuat nay c¢6 thé dé dang thu duge phan tir axit nucleic mi hoa khang thé da
duoc bde 16 hoac manh lién két khang nguyén cta no. Axit nucleic ¢6 thé chia ADN
hodc ARN va co thé 1a dang tong hop hodc tai to hgp mot phan hodc hoan toan. Vign
dan dén trinh fi nucleotit bao gdm phan tir ADN véi trinh wr da néu rd, va bao gom
phan tir ARN véi trinh ty da néu 16 trong do U duoce thay the cho T. trur khi ¢6 quy

dinh khac.
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Cac phén tir axit nucleic theo sang ché chia trinh ty ghi ma cho CDR, mién

VH, va’hodc mién VL duogc boc 10 trong ban mé (4 nay.

xudt cau tric & dang plasmit, vecto, phagemid, catxet phién

fe2

Sang ché cling d
ma hodc catxet biéu hién chia it nhdt mot phan tir axit nucleic mé hoa khéng thé hoic
manh lién két khang nguyén cia no theo sang ché nhu duge xéc dinh trong phan bat
ky trén day, cu thé ma héa CDR, mién VH, va‘hoic mién VL dugc boc 16 trong ban

mo ta nay.

Sang ché con dé xuat t¢ bao chu chira mét hodc nhicu cdu trac nhu néu trén

s
o0
<

)
3

Sang ché cling dé xUAt axit nucleic ma hoa bat ky mot hede nhiéu mién CDR
(11-CDR1, H-CDR2, H-CDR3, L-CDR1, L-CDR2, hodc L-CDR3), VI hodc VL duoc
boc 16 trong ban mo ta nay, cling nhu phuong phdp tao ra san phan da dugc ma hoa,
Phuong phép nay bao o6m biéu hién san pham da duge ma hoa tur axit nucleic ma hoa,
Viée biéu hién ¢d thé dat duoc biing cach nuoi céy trong cac diéu kién thich hop té bao
chii tai 16 hop chira axit nucleic nay. Sau khi san xudt bang cach biéu hién mién VH
hodc VL, hodc thanh vién lién két dic hiéu co thé duogc tach riéng va/hode tinh ché

bang cach sir dung k¥ thudt thich hop bat ky, sau do duoc sir dung khi thich hop.

Cac manh lién két khang nguyén, mién VH va/hodc VL va phén tu axit nucleic
mi hoa va vecto ¢6 thé dugce tach rieng va/hode duge tinh ché tir méi trudng tu nhién
ctia ching, & dang gan nhu tinh khiét hodc dong nhat, hodc, trong trudng hop cta axit
nucleic, khéng ¢é hodc gdn nhu khong co axit nucleic hodc gen ¢6 ngudn goe khdc voi

trinh tu mé hoa polypeptit voi chie ning yéu cau.

Hé dé tach dong va biéu hién polypeptit trong nhidu té bao cht khic nhau la da
biét 16 trong linh vue k§ thudt nay. Déi v6i cac té bao thich hop dé san xuat khang thé,
xem Gene Expression Systems, Academic Press, eds. Fernandez et al., 1999, N61 mot
cach ngén gon, té bao chu thich hop bao gém vi khudn, té bao thuc vat, té bao dong
vat ¢é vU, va hé ndm men va baculovirut. Dong t& bao dong vat ¢d vi co san trong linh
vuc k§ thudt nay dé biéu hién polypeptit khac loai bao gdm té bao tring chudt dong
Trung Hoa, té bao Hela, té bao than chudt dfmg con, té bao u tuy cua chudt NSO, va
nhidu céc té bao khac. Té bao chu vi khudp thong thuong 1a £ coli. He¢ biéu hién

protein bat ky tuong thich voi sdng che co the duge sir dung dé sdn xuat cac khang the
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da duoce boc 16, HE biéu hién thich hop bao gbdm déng vat chuyén gen duge mo ia

trong Gene Expression Systems, Academic Press, eds. Fernandez et al,, 1999

Céc vecto thich hop ¢o thé duge chon hodc duge tao cdu true, dé cho chung
chira trinh tu diéu hoa thich hop, bao g&n trinh fu gen khot dau, trinh tu gen két thue,
trinh tu polyadenyl hoa, trinh tu gen ting cuong. gen danh dau va cac trinh ty khéc khi
thich hop. Vecto ¢co thé 1a plasmit hodc virut, vi du, thé thue khudn, hodc phagemid,
khi thich hop. Chi tiét xem, vi du, Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 2nd ed.. Cold Spring Harbor Laboratory Press. 1989. Nhicu k§ thudt va
protocol dd biét dé thao tac axit nucleic, vi di. rong viée diéu ché cau trie axit

nucleic, phat sinh dot hién, giai trinh tu, dua ADN vao © bao va bicu hién gen, va

phan tich proteir. duge moé ta chi o (&t trong Current Protocols in Moleculur Biology.

ond Edition. eds. Ausube! et al., John Wiley & Sors 1992

Theo khia canh khac, sang ché dé xudt (¢ bio chu chira axit nucleic nhu duge

boc 16 ¢ ddy, cu the la vecto chira phan t axit nucleic md hoa khang thé hodc manh

lien két khang nguyén ctia no theo sang ché nhu duoc xéc dinh trong phan bat kv trén
day

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuat phuong phap bao g6m dua axit nucleic

-

nhu vay vao té bio chi. Viée dua vao co thé st dung k¥ thuat ¢6 san bat ky. Doi vt @

bao ¢6 nhan dién hinh, cdc k¥ thuat thich hop co U hé bao gom =huyén nhiem canxi
phosphat, DEAE-Dextran, duc 16 dién, chuyén nhiém qua trung gian liposom va lai
nap str dung retrovirut hoge virut khac, vi du. vacxinia hodc, doi voi té bao con trung,
baculovirut. Déi véi té bao vi khuan, cac k¥ thudt thich hop co thé bao gdm bién nap
canxi clorua, duc 16 dién va chuyén nhiém st dung thé thue khuan. Viée dua axit
nucleic vao & bao co thé dugce theo ddi bang cach gdy ra hogc cho phép bi¢u hién L

axit nucleic nay, vi dy, bang cach nudi cdy té bio chi trong cic diéu kién dé biéu hién

gel.
&
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M6 ta van tat cac hinh vé
Sang che by gid s& duge md ta chi tiét hon dya vao cac hinh vé va Danh muc

trinh tu dinh kem, trong dé duge thé hién:

Cac SEQ ID NO quan trong:
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SEQ

D

trinh tw
trinh tuw
trinh tu

axit amin L-CDRI
axit amin L-CDR2
axil amin L-CDR3

t — b
o O

o

I

aslo0543 trinh tw
trinh tu
trinh tu
trinh ty
irinh tu
trinh v
trinh o
trinh tu
trinh ty
trinh tu
trinh wr
trinh tw

jus)
¢

axit amin chudi nang
nucleotit VH

axit amin VH

axit amin H-CDRI
axit amin H-CDRZ
axit amin H-CI
axit amin chudi nhe
nucleotit VL

axit amin VL

axit amin L-CDR1
axit amin L-CDR2
axit amin L-CDR3

SRR R NG I (O S
5 LU T SN VS B

ot

[
o]

29

o Ll W
[USEE NG R

““““ Tén Mo ta NO:

alpha synuclein cua nguoi trinh ty axit amin 1

asyn0087 trinh tu axit amin VH 2
trinh tu axit amin VL 3

Trinh ty chung cua khang thé ¢o -

ngudn goe tlr asyn0087 trinh ty axit amin VH 4
rinh tu axit amin H-CDR1 5
trinh ty axit amin H-CDR2 6 |
trinh tu axit amin H-CDR3 7 ‘
trinh tir axit amin VL 8
trinh tu axit amin L-CDR] *
trinh tu axit amin L-CDR2 10
trinh ty axit amin L~-CDR3 11

| aslo0452 ngl-3 trinh tu axit amm chudi nang - 12 '

trinh tu nucleotit VH 13
trinh tu axit arin VH 14 |
trinh fur axit amin H-CDRI 5 !
trinh tur axit amin H-CDR2 15
trinh tu axit amin H-CDR3 16
trinh tur axit amin chudi nhe 17
trinh tu nucleotit VL 18
trinh ty axit amin VL 9

Chat van chuyén qua BBB chung  trinh tu
trinh tu
trinh tu
trinh tu
trinh tu

axit amin VH
axit amin VL
axit amin L-CORI
axit amin L-CDR2Z
axit amin L-CDR3

[USERVE RS IS e
oo~ O W e
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BBBt0626g! trinh tu axit amin VH 39
trinh tu axit amin H-CDR 40
trinh tu axit amin H-CDR2 41
trinh tu axit amin H-CDR3 42
trinh tu axit amin VL 43
trinh tu axit amin L-CDR] 44
trinh tir axit amin L-CDR2 45
trinh tu axit amin L-CDR3 46
BBBt0626 trinh tu axit amin VH 47
trinh tu axit amin H-CDR 40
trinh tu axit amin H-CDR2 41
trinh ty axit amin H-CDR3 42
trinh ty axit amin VL 43
. frinh tu axit amin L-CDRY 44
trinh tu axit amin L-CDR?2 45
trinh tu axit amin L-CDR3 46
BBBt0632gl trinh tu axit amin VH 48
trinh tu axit amin H-CDRI1 49
trinh tu axit amin H-CDR2 50
trinh tu axit amin H-CDR3 51
trinh tu axit amin VL S2
trinh ty axit amin L-CDRI 52
trinh ty axit amin L-CDR2 54
trinh tu axit amin L-CDR3 55

~
3

Ch thich hinh vé:

Bang 1: Xac dinh ai luc cla cdc khang thé khang a-synuclein quan trong do
v&i a-syn cua nguoi duge thye hién trén hai nén xac dinh ai Tuc.

Fig. 1: So do cta thir nghiém HTRF"

Fig. 2: So sanh trinh tu axit amin cua ving bién doéi chudi ning asyn0087.
aslo0452ngl-3 va aslo0543 (VH) (SEQ ID NO: 2, 14 va 24, mot cdch tuong ting) va
vung bién dbi chubi nhe (VL) (SEQ ID NO: 3, 19, va 30, mot cach tuong tng). Céc

axit amin gach chan tuong tmg véi CDR.

Fig. 3A-3D: Trinh tu nucleotit va trinh tu axit amin cua aslo0452 ngl-3. Fig. 34
va 3B thé hién trinh tu nucleotit va axit amin cua chudi nang bicn doi va chuoi nhe
bién ddi, mot cach tuong Gng, cia aslo0452 ngl-3. Fig. 3A boc 16 SEQ 1D No: 13 va

14, mot cach tuong Ung, theo thir tu xudt hién. Fig. 3B bdc 16 SEQ 1D No: 18 va 19,
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mot cach tuong tng, theo thir tw xuét hién. Fig. 3C va 3D thé hién su sap hang cla cac
trinh tu nay dbi vai trinh tr dong mam cua ngudi gan glii nhat. Fig, 3C thé hién sy sap
hang cua trinh ty axit amin mién chudi nang bién ddi aslo0452 ngl-3 (SEQ ID NO: 14)
dbi voi trinh tu dong mam IGHV3-23 (SEQ ID NO: 58) va JH6 (SEQ D NO: 59).
Fig. 3D thé hién sy sip hang cta trinh ty axit amin mién chudi nhe bién doi asio0452
ngl-3 (SEQ ID NO: 19) dbi voi trinh tu dong mam IGLV5-45 (SEQ 1D NO: 60) v

2 (SEQ ID NO: 61), 3. Cac ving quyét dinh tinh b6 trg (CDR) dugce gach chén va
danh ddu. Sy khéc biét so voi dong mam duge danh ddu bang in dam va dudmg vién.
T4t ca cac gde khong phai Vernier trong vang khung chudi nhe la axit amin dong mam
ctia ngudai. Cic gde Vernier (%) khong duge thay Goi dé phi hop vai cée axit amin

dong mam.

Fig. 4A va 4B: Sy lién K@t epitop cua cac dong vo tinh thé phdn lap chinb su

dung panen cua cac dang cit cut a-syn. Cac 16 ELISA duge phu bing mdt déy céc
& L o) v ¥ o v B

’

dang cat cut a-syn co san trén thi ruong biéu thi cac vung xac dinh khac nhau cua
protein nay: 1-140: chiéu dai day du, 1-60. chi ¢6 v Ang déu tan N, 61-140: thanh
phan khong phai amy]mit cua mang (NAC) cong voi ving dau tan C. 1-95: vang dau
tin N va NAC, 96-140: chi ¢6 ving ddu tan C, ANAC: ving NAC dugc lam khuyét,
NCAP: 1a dang dugc gheép néi theo cach khéc ctia g-syn mét axit amin 103-129
(rPeptide). Cac khang thé so cép duoc st dung dé phat hién ia (Fig. 4A) Asyn087: va
(Fig. 4B) Aslo0452 ngl-3 (thash mau den), asio0543 (thanh mau xam nhat) va doi
chimg duge lam phu hop isotyp NIP228 (thanh mau xam dam). Lién két duge phat
hién bang khang thé thir cap khang IgG Eu’* cia nguoi (Fig. 4A) hodc khang thé thir

chp khéng 1gG-HRP cua npudi (Fig. 4B).

Fio. 5: Tinh dic hiéu cna aslo0452 ngl-3 va aslo0543 dbdi voi o- syn so vai cac

G

thanh vién ho synuclein sir dung thir nghiém canh tranh epitop DELFIA. Su dung thu
nghiém HTRF canh tranh epitop, tinh déc higu ctia céc dong vo tinh aslo0452 ngl-3 va
asio0543 da duoc 161 uu hoa ai luc ddivéi a-syn duoe xac dinh bang cach chudn d6 «-

syn, B-syn va y-svn khong duge danh dau. Tu thir nghiém nay, gia tri [Cso duoe xac

dinh.
Fig. 6: Tinh ddc hiéu cua aslo0452 ngl-3 va aslo0543 do vOl g-syn cua nguol,

khi dAu ché va chudt cong su dung thir nghiém canh tranh epitop HTRF. Su dung thi
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nghiém HTRF canh tranh epitop, profin tinh phan ting chéo gifta cac loai cua cac dong
vd tinh duoe 161 wu hda &i luc duge xac dinh trong thu nghiém tuong tu biang cich
chuan d6 a-syn khong duge danh dau va dao ham gia tri ICso doi vi moi loai a-syn.

.
A

Fig. 7A va 7B: Két qua do bao ché chay tiéu bicu ching to rang cac dong vo
tinh duoc t61 vu hoa 4i luc lien két véi a-syn nguyén thé cua ngudi trong dong t€ bao u

nguyén bao than kinh cua nguoi.

Cac panen A, C. B va G clia Fig. 7A va 7B thé hién su lién két voi dong té bao
ung thu v cta ngudi am tinh véi a-syn, BT20. Cac panen B, D, I va H cua Fig. 7A va
7B thé hién su lién két vai dong € bao u nguyén bao than kinh cua nguoi duong tinh
von g-svr, SHSYSY. Fig. 7A: Cac khéang thé so cap cla nguoi duge st dung trong
nghién ciu nay la asyn0087 va dbi chimg Hu IgG. Su lién két cua khang thé clia nguoi
duoe phét hién bing cach str dung khang IgG-FITC tht chp cuia nguoi (Jackson). Fig.
7B: Céc khang thé so chp clia ngudi duge su dung trong nghién cuu nay la aslo0452
ngl-3, aslo0543, va déi chimg IgG1 TM duge lam phu hop isotyp NIP228. Sy lién két
ctia khéng thé cua ngudi duge phat hién bang cach st dung khang 1gG-FITC thu chp
cia ngudi (Jackson). Khang thé so cap cua chudt duge sir dung la 4D6 (Covance), va
déi chung am duge lam phu hop isotyp (R&D Systems). Sy lien két cua khang thé cla
chudt nhat dugc phat hién bang cach st dung khang 1gG-FITC thu cap cua chudt nhit
(Sigma).

Fig. 8: Tinh dic hi¢u cua cac IgG khang a-syn dugc lam t6i wu hoa déi véi -
syn da duoc két tu ctia nguoi nho DELFIA ELISA. D6 thi cho thay rang aslo0452 ngl-
3 va aslo0543. hai dong vo tinh ddc hiéu a-syn co di luc cao, va khang thé chinh
asyn0087 phat hién duge cac dang két tu da duge bt gift cua a-syn (thanh mau den)

nhung khéng phat hién duoce a-syn dang monome da dugc bat gitt.

Fig. 9A-9C: Tinh déc hiéu cua cac dong vé tinh duge to1 uu hoa i luc trong cée
mé ¢o lién quan dén bénh nho ky thuat hoa mod mién dich. Fig. 9A, 9B va 9C thé hi¢n
su nhudém mau véi aslo0452 ngl-3, asyn0087 va aslo0543, mot cach tuong Ung. Cac
;ﬁanen A. B va C cho thay aslo0452 ngl-3 nhuém mau ca thé Lewy (Cac panen A va B)
va soi truc Lewy (Panen C) cua liém den trong mo ndo PD. Panen D cho thay
aslo0452 ngl-3 thé hién sy nhudém mau mire 1h§p cua o-syn trong cac té bao tr vo nio

thai duong trong lat cit niio binh thuong. Cac panen E, F, va G cho thay aslo0452 ngl-
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3 nhudm mau thé Lewy, soi truc Lewy va cham Lewy cua hanh nhan trong moé nao
PD. Panen H cho thdy khang thé dbi ching duoge lam pht hop isotyp chimg to kbon;:,
¢é sir nhudm mau trong hanh nhén trong mé ndo PD. Cdc panen | dén M cho thiy su
nhudm mau asyn0087 cua nhén luc trong mod ndo PD; cac dac diém bénh ly duoe nhin
dién 1a thé Lewy (Panen [ va L), khoi két tu noron (Panen J), soi truc Lewy (Panen K,
va thé Pale (Panen M). Cac panen N va O cho thay aslo0543 nhuém mau thé Lewy va
so1 truc Lewy trong liém den troz ng mo niao PD. Panen P thé hién sy nhudm mau mue
thdp aslo0543 clia a-syn treng cac t& bao tr vo nio thai duong trong lat ca it ndo binh

thuong.

Fig. 10A va 10B: Viée sir dung aslo0452 ngi-3 todn than lam giam nhanh chong

mire asvn tu do trong vo nio trudc tran cua chudt cong. Gid tri trung binh + SEM nong
do u-synuclein tu do tuyét Ao (Fig. 10A) hodc tuong dot (Fig. 10B) trong iSF cua cic
con chudt cdng duoe diéu tr bang aslo0452 ngl-3 (30 mg/kg trong tinh mach; ky hicu
dong kin) hodc chét dan thudc (ky hiéu mo).

Fig. 11A va 11R: Aslo0452 ngl-3 lam giam theo cach phu thuge lidu fuong va
thoi gian mic asyn tu do trong CSI cua chudt cbng khi st dung toan than. Gia tri
trung binh £ SEM néng dé a-synuclein tu do tuyét d6i (Fig. 11A) hodc tuong di (Fig.

IB) trong CSF cua cac con chudt cong duoc dicu tri bang aslo0452 ngl-3 (3, 10. 30.

100 mg/kg trong tinh mach; ky hiéu dong kinj hodc ch at dan thuoc (ky hiéu ma).

Fig. 12A-12C: cac khang thé khang alphaés_‘ymclein asi<)()452. ngl-3 va
aslo0452 ngl-3-D265A phong bé su lan rong alpha-synuclein cling bén dén dbi bén.
(Fig. 12A): cac con chudi khong phai tg da duoce tiém LV-a-syn vio vung hal ma phai
(mii tén mau den) duge gay mién dich thu dong bang licu hang tudn cua khang thé
[oG1 cna chudt khang alpha-synuclein: aslo0452 ngl-3. aslo0452 ngi-3 D265A. 94,
hodic bang khang thé ddi chumg isotyp NIP228, trong 13 tuan, sau do la xac dinh sy lan
rong alpha-synuclein bing hoa t& bao micn dich voi SYN-1 va phén tich hinh anh ty
dong. (Fig. 12B): Dinh luong s liéu tinh phan (g mién dich alpha-synuclein thu
duoc t phan tich hoa té bao mién dich cua lat cit vanh hai ma cing bén duogc biéu thi
trong A. Mdi ¢dt la gia tri trung binh + SEM cua 10 didu tri khang thé doc lap (n=10

con chudt cho mdi nhém diéu tri bing khang thé). *P<0,05 so vdi NIP228; ANOVA 1

chiéu vdi kiém dinh Dunnett’s post. (Fig. 12C): Dinh luong s & liéu tinh phan Gng mién
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dich alpha-synuclein thu duge tir phan tich hoa té bao mién dich cta lat cat vanh hai
ma doi bén duge biéu thi trong panen A. Mdi ¢dt la gia iri trung binh + SEM cua 10
diéu tri khang the doéc lap (n=10 con chudt cho moi nhom diéu tri bang khang the).

#P<0,05 so vi NIP228; ANOVA 1 chiéu véi kiém dinh Dunnett’s post.

Fig. 13A-13C: cac khang thé khang alpha-synuclein aslo0452 ngl-3 va
aslo0452 ngl-3-D265A 1am giam su lang dong va su phén tan cta alpha-synuclein
duoc biéu hién theo cach lentivirut doc theo soi truc. (Fig. 13A): cac con chudt khong
phai tg dd duge tiém LV-u-syn vao ving hai ma phai duge gdy mién dich thu dong

bang liéu hang tuan cta khang thé¢ 1gG1 cta chudt khang alpha-synuclein: aslo0452

ngl-3. aslo0452 ngl-3 D265A, 9E4, hoidc biang khang thé doi chung isotyp NIP228,

trong 13 tudn, sau do 1a phan tich hoa té bao mién dich su lang dong alpha-synuclein
doc theo soi truc xuyén hai md cung bén va déi bén (miii tén mau den). (Fig. 13B):
Dinh luong sy ling dong alpha-synuclein sgi truc cung bén duoce xac dinh bing hoa t&
bao mién dich véi SYN-1 va phan tich hinh anh ty dong. Maoi cot la gia tri trung binh =
SEM cta 10 diéu tri khang thé dde lap (n=10 con chudt cho mdi nhém diéu tri bang
khang thé). *P<0,05 so voi NIP228; ANOVA | chiéu vai kiém dinh Dunnett’s post.
(Fig. 13C) Binh lugng su lang dong alpha-synuclein soi truc doi bén dige xac dinh

bang hoa t& bao mien dich véi SYN-1 va phén tich hinh anh tr dong. Moi cot la glé tr

didu tri bing khang thé). *P<0,05 so véi NIP228; ANOVA | chidu véi kiém dinh

Dunnett’s post.

Fig. 14A-14C: cac khang thé khang alpha-synuclein aslo0452 ngl-3 va
aslo0452 ngl-3-D265SA lam giam su ling dong alpha-synuclein trong noron hai ma
CA1 va noron vo ndo méi 16p 5. (Fig. 14A): Céac con chudt khong phai ig da duocc
tiém LV-a-syn vao vung hai ma phai dugc gay mién dich thu dong bing liéu hang tuan
ctia khang thé IgG1 cta chudt khang alpha-synuclein: aslo0452 ngl-3, aslo0452 ngl-3
D265A, 9E4, hodc bﬁng khéng thé dbi chimg isotyp NIP228, trong 13 tudn, sau do la
phén tich hoa té bao mién dich su ling dong alpha-synuclein trong noron hai ma CAl
clng bén va noron vo ndo maéi 1op 5 ctng bén (mili tén mau den). (Fig. 14B): Binh
luong su lang dong alpha-synuclein trong noron vo ndo méi lop 5 clng beén duge xdc
dinh bing hoa té bao mién dich v&i SYN-1 va phén tich hinh anh tu déng. S6 liéu

duoc thé hién dai dién cho s6 luong (€ bao (noron) duong tinh v&i alpha-synuclein cho
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mdi 0.1 mm vuéng. Moi cot 1a gia tri trung binh + SEM cua 10 0 diéu tri khang thé doc
lap (n=10 con chudt cho moi nhém diéu tri bang khang thé). ¥*P<0,05 so v&i NIP228;
ANOVA 1 chiéu véi kiém dinh Dunnett’s post. (Fig. 14C): Dinh luong su lfmg dong
alpha-synuclein trong noron hai ma CAl cung bén duge xac dinh biang hoa té bao
mién dich v&éi SYN-1 va phén tich hinh anh tu dong. Sé liéu thé hién dai dién cho $0
lugng ¢ bao duong tinh véi alpha-synuclein (noron) cho mbi 0,1 mm vudng. M6i ¢t
la gia tr] trung binh + SEM cua 10 didu tri khéng thé doc 1ap (n=10 con chudt cho mébi
nhom diéu tr1 bfmg khang thé), *P<0,05 so voi NIP228 ANOVA | chidu véi kiém

dinh Dunnett’s post.

Fig. 15A-15C: cac khang the asio0452 ngi-3 va aslo0432 ngl-3-D265A phong
bé sy lan rong alpha-synuclein o cac con chugt chuyén gen alpha-sy nuclein. (Fig.
1SA): cac con chudt a-syn (g da duge tiém LV-g-syn vao vung hai md phai (mti tén
maéu den) duge gdy mién dich thu dong bing lidu hing tuin cua khing thé 1gG1 cua
chudt khang alpha-synuclein: aslo0452 ngl-3, aslo0452 ngl-3 D265A, 9E4, hodc bing
khang thé déi chimg isotyp NIP228. trong 13 tudn, sau d6 12 xac dinh sy lan rong
alpha-synuclein bing hoa t€ bao mién dich véi SYN-I va phan tich hinh arh tu dong.
(Fig. 15B): Dinh lugng 50 liéu tinh phan (g mién dich alpha-synuclein thu duoc ti
phan tich hoa té bao mién dich cha lat cit vanh hai md cung bén duoc biéu thi trong
vanen A. Mot ¢6t 1a gia tri trung binh £ SEM cua 10 &idu tri khang thé doc 1ap (n=10
con chudt cho mdi nhom didu tri bang khéng L,‘ #P<0.05 so vt NIP228; ANOVA |
chiéu voi kiém dinh Dunnett’s post. (Fig. 15C): Dinh heong s6 lieu tinh phan ing mién
dich alpha-svnuclein thu duge tir phan tich hoa p bao mién dich cua lat ¢it vanh hai

mi ddi bén duoc bidu thi trong panen A. Mo cdt 1a gia tri trung binh + SEM cua 10
diéu trji khang thé doc lép (n=10 con chudt cho mdi nhom diéu tri béng khang thé).
*P<(),05 so voi NIP228; ANOVA 1 chiéu voi kiém dinh Dunnett’s post.

Fig. 16A-16C: cac khang thé asloD452 ngl-2 va aslo0452 ngl-3-D265A lam
giam sy ling dong va sw phédn tan cua alpha-synuclein dugc biéu hién theo cach
lentivirut doc theo soi truc & chudt chuye én gen. (Fig. 16A): cac con chugt a-syn tg
duroc tiém LV-o-syn vao ving hai ma phai dugc gay mién dich thu dong bang licu

hang tuan cua khang the Ig(?‘é cua chudt khang alpha-synuclein: aslo0452 ngl-3.
RIT

aslo0452 ngl-3 D265A, SE4, ho dc bing khang thé ddi chimg isotyp NIP228, trong 13

tudn, sau do la phan tich héa té bao mién dich su iing dong alpha-synuclein doc theo
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$o1 truc xuyén har ma cung bén va ddi bén {mill tén mau den). (Fig. 16B ) Dinh lugng
su ié’ng dong alpha-synuclein sgi truc cing bén duge xéac dinh bér}g_ hoa té bac mién
dich véi SYN-1 va phan tich hinh anh tu dong. Moi ¢6t 1 gid tri trung binh + SEM
ctia 10 dicu tri khang thé doc 1ap (n=10 con chuét cho mdi nhém diéu tri bang khang
thé). *P<0,05 so véi NIP228; ANOVA 1 chiéu véi kiém dinh Dunnett’s post. (Fig.
hoa t& bao mién dich v&i SYN-1 va phén tich hinh anh ty dong. Méi ¢ot [a gia tri trung
binh + SEM ctia 10 didu tri khang thé déc lap (n=10 con chudt cho mdi nhom diéu tri
bffmg khang thé). *P<0.05 so véi NIP228: ANOVA | chidu voi kiém dinh Dunnett’s

post.

Fig. 17A-17D: cac khang thé aslo0452 ngl-3 va aslo0452 ngl-3-D265A lam
giam sy ling dong alpha-synuclein trong noron hai ma CA1 va noron vo ndo méi lop
5 & céac con chudt chuvén gen alpha-synuclein. (Fig. 17A): cac con chudt a-syn tg
duoe tiém LV-a-syn vao vung hai ma phai duogc gay mién dich thu dong bang liéu
hing tuan cta khang the IgG1 cla chudt khéng alpha-synuclein: aslo0452 ngl-3,
aslo0452 ngl-3 D265A, 9E4. hodc bang khang thé ddi chimg isotyp NIP228, trong 13
tuan, sau d6 la phan tich héa té bao mién dich su lang dong alpha-synuclein wong
noron hai md CAl cung bén va noron vo ndo mdi 16p 5 cling bén (mui tén mau den).
(Fig. 17B): Dinh lugng su ling dong alpha-synuclein trong noron vo ndo moi lop 5
cung bén duge xac dinh bing hoa té bao mién dich v&i SYN-1 va phan tich hinh anh
tu dong. S6 licu duoc thé hién dai dién cho s6 luong té bao (noron) duong tinh véi
alpha-synuclein cho mdi 0,1 mm vuong. MOi ¢t la gia tri trung binh + SEM cua 10
didu tri khang thé déc 1ap (n=10 con chudt cho mdi nhom diéu tri bang khéng thé).
*P<(,05 so voi NIP228; ANOVA | chiéu véi kiém dinh Dunnett’s post. (Fig. 17C):
Dinh luong su lang dong alpha-synuclein trong noron hai md CAl cung bén duge xac
dinh bing hoa té bao mién dich véi SYN-1 va phén tich hinh anh tu dong. SO ligu
duoc thé hién dai dién cho s6 lugng {é bao (noron) duong tinh vaoi alpha-synuclein cho
moi 0,1 mm vudng. M6bi ¢Ot 1a gia tri trung binh £ SEM cua 10 diéu tri khang thé dac
lap (n=10 con chudt cho mdi nhom diéu tri bang khang thé). *P<0,05 so voi NIP228:
ANOVA 1 chiéu voi kiém dinh Dunnett’s post. (Fig. 17D): Dinh luong su lang dong
alpha-synuclein trong noron hai ma CAl d6i bén duoc xac dinh biang héa té bac micn

dich v&i SYN-1 va phén tich hinh anh tu dong. 86 licu duoe thé hién dai dién cho s
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luong té bao (noron) duong tinh véi aipha-synuclein cho mdi 0,1 mm vudng. Mdi cot
la gid tr1 trung binh £ SEM cua 10 diéu tri khang thé déc 13p (n=10 con chudt cho moi
nhom diéu tri bang khang thé). *P<0,05 so vai NTP228; ANOVA 1 chidu véi kieém
dinh Dunnett’s post.

Fig. 18 Su canh tranh epitop cua aslod452-ngl3-hIgG1TM voi BBBt0626gl-Sckv-
Bs2-also0452-ngl-3-h1gG1TM chimg to trong thir nghiém HTRF rang viéc két hop goc
BBB khéng lam thay doi tinh dac hiéu lién két cta aslo452-ngl3-hlgG1TM. Khang thé
khang alpha-synuclein duge danh ddu bang Dylight650, aslo0452hgl3-hlgG1TM lién két
vt alpha synuclein da duoe biotin hoa ma dén lwot minh duoce lién két vai streptavidin
duoe danh ddu bang cyrprat. Sau khi kich thich cyrpuat. su truyén nang luong (FRET
xay ra va khi trong su cO mat cua “aslo0452 thpli-higGITM duge déanh dau bang
dylight650, dylight650 bi kich thich va tao ra huynh quang. Néu IgG canh tranh c6 mit
thi s lién kéi cua aslo0452 duoce danh du bang dylight650 bi phong bé va sy kich thich
cua aslo0452 duge dénh déu bing dylight650 bi ngan chan, dan dén su giam tin hiéu

huynh guang. aslo0452 khong duge danh dau va Bbbt(626-Bs2-also0452 hlgGTTM ca

=y
—
=z

hai déu ¢o kha nang canh tranh & mirc 46 tuong tu nhau véi aslo0452-nal3-higG

duoe danh dau bang dylight650

Fig. 19 Su iién két vt 1 bao ndi md nio chudt nb hit cua BRBi0626gl-BS2-
aslod52-ngl-3-nlgGUTM ching 10 su gan dich hiéu qua cua gbe BBB khi duge lién hep
voi aslod52-ngl3-higGITM. FMAT (Cong ngh¢ thu nghiem vi thé tich huynh quang -
Fluorescence Micro-volume Assay Technology) hodc céng nghé thiv nghiém bong
Mirror ca hai déu di duge sir dung dé xdc dinh su lién két dac hitu cua cic khang thé
v&i té bao ndi mé ndo. Thi nghiém nay xac dinh sy lién két cua IgG cua nguot voi e
bao n6i mo néo chudt nhat (b.End3). Té bao B End3 duoce kién két mot cach tuong tu
b Bbbt0626 higGiTM, Bbbt0626giscFv-Bs2-aslo0452-hIgG1T™M va
Bbbt0626glsclv-Bs2-N1P228 hlgG!'TM, nhung khong duge lién két bai khang thé doi
chimg NIP228 hlgG1TM. Su lién két nay dugc phat hién bang khang Fe¢ mAb cia
chudt nhat (dac hiéu véi nguol) ma dén luot minh duogc phat hién bang khang thé

“

khang Fc chudt nhat ¢ dé duoc danh dau bang Alexafluor647.
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Mo ta chi tiet sang ché

Sang ché dua trén phat hién bit ngd va dang ngac nhién vé cdc khing thé
aslo0452 ngl-3 va aslo0543. Phat hién nay di din dén nhém khang thé méi ¢6 céc dic
tinh chung boi ciac khang thé aslo0452 ngl-3 va aslo0543, cling nhu nhém phy cua céc

khang thé cé cac dac tinh cta aslo0452 ngl-3 va aslo0543, mot cach tuong ung.

Theo mot phuong an, khang theé hodc manh lién | két khang nguyén cua no theo
séng ché ¢ ngudn gde tir khang thé asyn0087 chira ving chudi néng bién doi (VH)
¢ua trinh tu axit amin cua SEQ ID NO: 2 va vung chudi nhe bién doi (VL) cua trinh tu

axit amin SE Q D NO: 3, nhu dugce bdc 16 trong ban mo ta nay.

Theo phuong an cu thé, khang thé hoac manh lién két khang nguyén cia no
theo sang ché ¢o ngudn gde tir khang thé asyn0087, trong do khang thé hodc manh lién
két khang nguyén nay c¢6 Ko it hon S00 nM va lién két véi ciing epitop nhu khang thé
bat kv trong s6 cac khang thé asyn0087, aslo0452ngl-3 va aslo0543, duge mo ta trong

ban mo ta nay.

Gidng nhu asyn0087, cac khéng thé aslo0452 ngl-3 va aslo0543 lién két vai viing
dau tan C (cac gbe 96-140) cua o-synuclein cua nguoi. Cu thé hon, cac khang the
aslo0452 ngl-3 va aslo0543 hoac manh lién két khang nguyén cua no lién két voi ving
duoe bao gdm gilra khoang axit amin 102 va khodng axit amin 130 cta a-synuclein
cua ngudi (vi du, SEQ 1D NO: 1). Theo mét s6 phuong an, bat ky trong s6 cac khang
thé hodc manh lién két khiang nguyén duge bdc 16 trong ban mé ta ndy lién két v6i
ving duoc bao gom gitta khoang axit amin 120 va khodng 130 cua a-synuclein cua
ngudt (vi du, SEQ 1D NO: 1). Theo mot s phuong an, bat ky trong 50 cac kh hang thé
hodc manh lién két khang nguyén duge boc 16 trong ban mo ta nay lién két vén epitop
khéng phai la epitop gidng nhu epitop duge lién k &1 boi khang thé 9L4.

Céc khang thé aslo0452 ngl-3 va aslo0543 la chon loc dbi véi a-synuclein.
Khéng thé hoic manh lién két khang nguyén cia nd khéng lién két véi cac thanh vién
ho synuclein khac nhu fB-synuclein hodc y-synuclein. Cu thé hon, khang thé hoac manh

lién két khang nguyén cta no 1a dac higu doi véi a-synuclein cua nguot.

Céc khang thé aslo0452 ngl-3 va aslo0543 lién két vai alpha-synuclein cua

3

ngudi, chudt cong hodc khi dau ché. Kha nang cta aslo0452 ngl-3 va aslo0543 dé lién
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két voi alpha-synuclein ctia nguoi, khi dAu choé va chudt cong la dau higu biéu thi su
lién két voi epitop khéc nhau trén alpha-synuclein ctia ngudi so véi khang thé khong
lién két voi alpha-synuclein cta nguoi, khi dau ché va chuét cdng. Cac khang thé
aslo0452 ngl-3 va aslo0543 do do ¢ kha ning duge st dung dé nghién clru va danh

gia d6 an toan in vivo trong mo hinh thir nghiém vé bénh ¢ khi ddu cho va chudt cong.

¢ khang thé aslo0452 ngl-3 va aslo0543 lién ket v6i a-synuclein cua ngudi
vai ai lue cao. Céc khang the aslo0452 ngl-3 va aslo0543 lién két v6i alpha-synuclein
véi Ko it hon 500 picomol (pM), it hon 400 pM, it hon 300 pM, it hon 150 pM, it hon

£

120 pM. it hon 115 pM, it honl110 pM hozc 106 pM hodc {t hon nhu duge xac divh
bang cach sir dung phin tich Octet chang han (xem, vi du, Vi du 9). Cac khing thé
aslo04352 ngl-3 va aslo0543 lién két voi alpha-synuclem vai Ko it hon 300 picomol
(pM), it hon 250 pM, it hon 200 pM, it hon 150 pM, it hon 120 pM, it hon 110 pM
hozc 108 pM. it hon 100 pM, it hon 80 pM hodc 74 pM hodgc it hon nhu duge xéc dinh
hang cach st dung phén tich KinExA chang han {xem, ching han, Vidu 9 vé protocol
phan tich KinExA tham chiéu).
Manh aslo0452 ngl-3 Fab lién két véi e-synuclein cua ngudi voi di lye cao.
Manh aslo0452 ngl-3 Fatb lién két voi ai*vhd synuclein voi Kp it hon 300 picomol
(pM), it hon 200 pM, it hon 180 pM, 174 pM hoac it hon nhu duge xéc dinh bang cach

str dung phén tich KinExA ch Wang han (xem, vi du, Vidu 9.3).

N

Céc khang thé a:>10(452 ngl-3 va aslo0543 lién két voi o-synuclein nguyén thé
néi sinh cua nguot. Cac khang thé aslo0452 ngl-3 va aslo0543 lién két vai khoi két ry
cua a-synuclein cua nguoi. Cu thé. cac khang thé nﬁy do do lién két voi epitop ma
khéng duge yéu cau cho qua trinh ket ty. Cac khéng thé aslo0452 ngl-3 va aslo0543 co
kha nang cang hoéa ca dang monome va dang két tu cna alpha-synuclein. Khang thé
hogic manh lién két khang nguyén clia né theo sang ché ¢6 kha ning lién két véni dang
monome va dang két ty clia alpha-synuclein.

Céc khang thé aslo0452 ngl-3 va aslo0543 lién két véi cac dang bénh ly, 6 lién
quan dén bénh cia a-synuclein, vi du thé Lewy. sgi truc ie /. chdm Lewy trong md
néo bi bénh Parkinson. Quan sat thw su nhudm mau vAt it & ndo binh thuong (khong

bi bénh).
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Khang thé aslo0452 ngl-3 lam giam mic a-synuclein trong dich m6 ndo. Cu
thé, khang thé aslo0452 ngl-3 lam giam muc w-synuclein tw do chua duge lién két

trong dich md néo.

Khang thé aslo0452 ngl-3 lam giam murc o-synuclein trong dich ndo tiy. Cu
thé, khang thé aslo0452 ngl-3 lam giam mic a-synuclein tu do chua duge lién két
trong dich ndo tay. Khang thé aslo0452 ngl-3 lam giam sy lan rong a-synuclein in
vivo. Chic néang tc ché su lan rong alpha-synuclein mdi nay la dau hiéu biéu thi su
lién két voi epitop khac nhau trén alpha-synuclein cua nguoi so vai cac khang thé
khéng tie ché s lan rong,

Theo mét s6 phuong éan, bit ky trong s6 cac khang thé hodc manh lién két
khang nguyén cta n6 dugce bdc 19 trong ban mo ta nay co bat ky mot hodc nhiéu tinh
chét chirc nang cua aslo0452 ngl-3, vi du, bat ky trong s6 cac tinh chét chice nang cua
aslo0452 ngl-3 duge trich dan trong ban mo ta nay. Theo mot s6 phuong an, bat ky
trong s6 cac khang thé hodic manh lién két khang nguyén cua no dugc boc 19 trong bén
mb 4 nay co bat kv mdt hodc nhidu tinh chét chire ning cua aslo0543, vi du, bat kv

trong sb cdc tinh chat chirc nang cia aslo0543 duge trich dan trong ban mo 14 nay.

Theo mot phuong an, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cta no theo
sang ché canh tranh v6i khang thé aslo0452 ngl-3 va/hodc aslo0543 dé lién két voi a-
synuclein cua nguoi. Theo phuong an khac, khang thé hodc manh lién két khang
nguyén cua no theo sang ché lién két vai cung epitop trén a-synuclein ctia nguo1 nhu
khang thé aslo0452 ngl-3 va/hodic aslo0543.

Co thé dé dang xac dinh duoc rang liéu khing thé hodc manh lién két khang
nguyén cua nd co lien két vai epitop cua khang thé tham chiéu hofic manh lién két
khéng nguyén nhu duge xac dinh trén diy hay khong. Cac phuong phép nhu vay la
thong thuong trong linh vuc kg thudt nay. Vi du, mot khang thé c6 thé duoc so sanh
vén khang thé khac béng thir nghiém canh tranh hoa sinh, nho do, hai khéng thé (mot
duge danh dau nhim muc dich phat hién va mét khong duge danh dau) duoc U dong
thoi voi khang nguyén da cho. Néu tin hiéu lién két dat dugc dbi voi khang thé da
duge danh dau thi hai khang thé nay duoc néu la nhén biét cac epitop riéng biét, khong
chong chap trén protein quan tam. Néu khong thu duge tin higu lién két thi, nguae lai,

chung sé duoc x4c dinh ddc diém 14 c6 cdc epitop chong chap trén trinh ty protein nay

-33-



39272

o~

vi su lién két clia mot khéng thé s& can tr& khong gian sur 1ién két ctia khéng thé thi
hai. Ngoai ra, vi tri axit amin cua epitop dé cho ciing c¢ thé duoc nhan dién bang cich
su dung cac protein cdi bién nhu dang cat cut, trinh tu peptit thing ¢6 ngudn goe L
trinh tu amino bac mdt cua khang nguyén, cic gen truc giao (orthologue) cua loai, va
bang su tiéu hoa phan giai protein va phén tich pho khoi cuia khang thé da dugce lién
két voi protein di cho. Cac phuong phdp nay dong vai o tao ra ving tuong tic gitra

khang thé va khang nguyén,

Cac thtr nghiém thong thuong khac (nhu cdc phédn tich lién két va dot bién
peptin) ¢6 thé duoe tién hanh dé xdc nhan xem viée khéng co lién két quan st duoc bt
kv trén thie € 14 do sy lién két v epitop theo sang ché hav mot s6 hién tuong khac
(rhv su can trér khéng gian) chiu trach nhiém. Cée ther nghiém nay ¢o theé duge ten
hanh bing cach st dung ELISA, RIA, Biacore, bao ké chay hodc cac thir nghiém lién
két khang thé da biét khac.

Vi dy, dé lap ban dd chinh x4 ¢ epitop dic hiéu, md hinh toan hoc veé mat phén

7
A

céch epitop:paratop ¢o thé thu duoc tir 56 11éu tao ra thong qua viée gidl cau tric cua

phirc hop khang nguyén : khang thé sur dung phuong phap tao anh ¢o do phén gial cao

o

v

nhu dong két tinh vai nhicu xa tia X. Dé xéc nhan tinh thich hop cta mé hinh todn hoc
thu dugc, vé mat nhan dién cac gbe tiép xuc quan trong xac dinh epitop, thi phuong
phap phat sinh dét bién diém cua khang nguyén tiep theo phai duge thue hign va phan
tich su tac dong dén do manh cua lién két gitta khang nguyén vé khang thé gay ra b
céc dbt bién nay duoc thiét 1ap. St dung td hop cac phuong phap nay, ban dé chinh
xéc cua cac goe tiép xte quan trong chira epitop ¢o thé duge thiét lap.

~

Khéng thé hodc manh lién két khang nguyén cla nod ma lién két vai epitop cua
khéng thé¢ hogc manh lién két khang nguyér cua né theo sang ch é ¢o the duoce tao ra
bang cach san xuat cac bién thé cua khéng thé hodc manh hén két khang nguyén cua
né theo séng ché. Khang thé bién thé nay hodc manh lién két khang nguyén cta nd co
thé c6 cac CDR ¢6 chung mic d6 dong nhat cao véi cac CDR cua khing thé hoiic
manh lién két khang nguyén clia nd theo sang ché. Chang han, theo mot s6 phuong an,

5

bat ky trong s6 cdc CDR duge boe 10 trong ban mo ta ndy cua bat ky trong 5O cac

,

khang thé hogc manh lién ket khang nguyén duge boc 1§ trong ban mé ta nay co the

khac nhau bai 1 hodic 2 gbe axit amin 50 vai bat ky mot hodc nhiéu trong s6 cac trinh
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ty CDR dac hig¢u duoc dé cép dén trong ban mo ta nay (vi du, bét ky mot hodc nhiéu
trong s cdc CDR ¢é SEQ ID NO: 5, 15, 16, 20, 10 va 21). Ngoai ra, cac khang thé
nay co thé c6 mot hoac nhiu bién dbi (vi du thay thé axit amin bao toan) trong cic

vung khung.

Theo mot phuong én, khang thé hoac manh lién két khang nguyén cua né theo
sang ché c6 cac bién doi trong trinh ty axit amin CDR ma gitt dugc it nhat 80%, it nhat
85%, it nhit 90%, it nhdt 92%, it nhit 93%, it nhat 94%, it nhat 95%, it nhat 96%, it
nhit 97%, it nhat 98% va Ién dén 99% d6 dong nhat trinh tr so voi cac CDR cua

khang thé aslo0452 ngl-3.

Cu thé, su thay thé axit amin bao toan dugc du tinh. Céc thay thé bao toan la
cac thay thé ma dién ra trong ho axit amin c6 mach bén lién quan. Cac axit amin dugc
ma hoa di truyén nhin chung duoc chia thanh cdc ho: (1) co tinh axit: aspartat.
glutamat; (2) c6 tinh bazo: lysin, arginin, histidin; (3) khong phén cyc: alanin, valin,
leuxin, isoleuxin, prolin, phenylalanin, methionin, tryptophan; va (4) phén cuc khong
tich dién: glyxin, asparagin, glutamin, xystein, serin, threonin, tyrosin. Cac ho nay ¢6
thé duge phan loai tiép: serin va threonin 1a ho hydroxy béo; asparagin va glutamin [2
ho chtra amit; alanin, valin, leuxin va isoleuxin [a ho béo; va phenylalanin, tryptophan,
va tyrosin 1a ho thom. Do do, nhin chung, ¢ thé du doan r§mg su thay thé riéng biét
leuxin bang isoleuxin hodc valin, aspartat bang glutamat, threonin bang serin, hodc sy
thay thé tuong tu axit amin béng axit amin cé lién quan vé mat ciu truc, sé khong co
anh huong 16n dén chic nang lién két hodc céc tinh chat cua khang thé thu dugc, dic

biét la néu sy thay the nay khong bao gom axit amin & vi tri CDR.

Theo mot phuong an, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua no theo

sang ché chua it nht mot CDR duoc chon tir:
(1) H-CDRI1 cua SEQ ID NO: 5,
(ii)  H-CDR2 cua SEQ ID NO: 6,
(iii)  H-CDR3 cua SEQ ID NO: 7,
(iv)  L-CDRI1 cua SEQ ID NO: 9,
(v)  L-CDR2 cta SEQ ID NO: 10,

(vi) L-CDR3 cua SEQ ID NO: 11.
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Theo mdt phuong 4n, khang thé hodc manh lién két khang nguyén ciia né theo
sang ché ¢6 it nhit mot CDR duoce chon tir cac CDR eta khang thé aslo0452 ngl-3, e
14 it nhat moét CDR duge chon tu bt ky mot trong s6 SE Q ID NO: 5, SEQ ID NO: 15
SEQ ID NO: 16. SEQ ID NO: 20, SEQ 1D NO: 10, SEQ ID NO: 21.

Theo phuong an khae, CDR3 ctia chudi ning clia khang thé hodc manh lién két
khang nguyén cua n¢ theo sang ché 1a CDR3 cua chudi nang cua khang thé aslo0452
ngl-3; va/hoic CDR3 cua chudi nhe cua khang thé hodc manh lién két khang nguyén
ctia nd theo sang ché 13 CDR3 cla chudi nhe cia khang thé aslo0452 ngl-3. Do do,
theo mot phuong an, CDRY cla chudi ndng ctia khing thé hodc manh lién két khang

nguyén cla né theo sang che 1a CHR3 cua SEQ 113 WO 1o cua chuot nang cua khang

thé aslo0452 ngl-3; vivhoae CTDR3J cla chudi nie cua khang thé hode manh lien ket

khang nguyén cua nd theo sang che 1a CDR3 cia SEQ ID NO: 21 cua chuot nhe cua

khéang thé aslo0452 ngl-3.

Theo phuong an khac, CDR3 cua ¢ hudi ning cta khang thé hoac manh [ién két

khéang nguyén cta no theo sang ché la CDR3 cua chudi ning caa khang the asl00452

T'heo mot phueng an, CDR3 cua chuoi nhe cia khang the hoac manh lién két

a

¢

khang nguyén cta no theo sang che la CDR3 cua chudi nhe cva khang thé aslo0452
ngl-3.

Theo mot phuong &n, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua né theo
séng che ¢d sau CDR cla khang thé aslo0452 ngl-3 aic la ba CDR chud 101 ning ¢ trinh
tur axit amin SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 15 va 5EQ [D NO: 16; va ba CDR chuoi

nhe ¢é trinh tu axit amin SEQ [ NO: 20, SEQ [ NO: 10 va SEQ ID NO: 21

Sang ché (& xudt khang thé hodc manh lién Két khﬁng nguyén cua no theo sang
ché chira chudi nang bién doi co dd d(‘“)ng nhét it nhat 1a 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%., 98%. 99%, hodc 100% véi trinh tr nucleotit duge xac dinh boi SEQ D NO: 13
vi chudi nihe bién déi co d6 déng nhat it nhét 1a 80%, 85%, 90%, 95%. 96%, 97%

98%. 99%, hoac 100% véi trinh ty nucteotit duge xac dinh h bot SEQ 1D NO: 18,
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Sang che cling d¢ xuat khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua nd chira
mién ning bién dbi ¢é trinh tw nucleotit dugc xac dinh boi SEQ ID NO: 131 a chudi

nhe bién ddi co trinh tu nucleotit duge xac dinh boi SEQ ID NO: 18.

Sang ché dé xuat khang thé hoic manh lién két khang nguyén cta no theo sang

ché chua chudi nang bién dbi co do dong nhat it nhat 1a 80%, 85%, 90%, 95%, 96%.
97%, 98%, 99%. hoiic 100% vé&i trinh tu axit amin duge xdc dinh boi SEQ ID NO: 14
va chudi nhe bién d6i ¢o dd dons_ nhat it nhat 12 80%, 85%, 90%. 95%, 96%, 97%,

98%, 99%. hoac 100% vai trinh tu axit amin duge xac dinh bot SEQ 1D NO: 19,

Theo mot phuong an, khang theé, hode manh lién két khang nguy¢n cua no, chira

(1) chudi ning bién doi ¢é do dong nhat it nhat 1a 80%, 83%. 90%, 95%. 96%, 97%,

98%. 99%. hodc 100% voi trinh ity axit amin duge xac dinh boi SEQ 1D NO: 14 va
""" chubi nhe bién ddi co do dong nhait it nhat 1a 80%. 85%, 90%. 93%, 96%, 97%, 98%.

99%, hoac 100% voi trinh ty axit amin duge xac dinh boi SEQ ID NO: 19, va (11) sau
CDR cuia khang thé aslo0452 ngl-3.

Sang ché dé xuat khang thé hodc manh lién ket khang nguyén coa né theo sang
ché chira chudi ning bién déi ¢d trinh tu axit amin cua SEQ D NO: 14 va chudi nhe
bién d6i ¢ trinh tu axit amin cta SEQ 1D NO: 19.

Theo mot phuong an, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua né theo
sang ché ¢ sau CDR cua khang thé aslo0343.

Do dd, theo mot phuong an, khang thé, hogc manh lié n két khang nguyén cua
no theo sang ché chia:

a) ba CDR chudi ning c6 trinh tu:

[N
(o

(i) H-CDRI ¢ua SEQ ID NO:

(i)  H-CDR2 cta SEQ ID NO: 26; va

(i) H-CDR3 cua SEQ ID NO: 27, va
b) ba CDR chudi nhe ¢o trinh tyu:

(1) L-CDRI1 cua SEQ ID NO: 31,

(i) L-CDR2 cua SEQ ID NO: 32; va

(iii)  L-CDR3 cta SEQ ID NO: 33,
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Theo phuong én khac, khang thé, hodc manh lién két khang nguyén cua n6 theo
séng ché chira chubi ning bién dbi c6 do dong nhét it nhat 1a 80%, 85%, 90%, 95%.
96%, 97%, 98%, 99%, hodc 100% vai trinh tu duge xéc dinh boi SEQ ID NO: 14 va
chudi nhe bién dbi co do ddng nhét it nhét 1a 80%, 85%. 90%., 95%, 96%, 97%, 98%,

99%, hoic 100% vdi trinh tu duge xdce dinh boi SEQ ID NO: 19 v n chira:
a) ba CDR chudi ning c6 trinh tu:

(vit)  H-CDRI cta SEQ ID NO: 25,
(viii) H-CDR2 ¢ta SEQ D NO: 26: va
(ixd  TI-CDR3 cva SEQ ID NO: 27, va

b) ba CDR ¢huoi nhe ¢6 trinh tu:

(vil) L-CDRI ctia SEQ ID NO: 31,
(viii) L-CDR2 cta SEQ 1D NO: 32; va
(ix) L-CDR3cla SEQ ID NO: 32

Sang ché ciing dé xut khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua no chua
chubi nang bién d6i co trinh ty nucleotit duge xac dinh bot SEQ ID NO: 23 va chudi
nhe bidn ddi co trinh tr nucleotit duge xac dinh boi SEQ [D NO: 29.

Sang ché cling de xuat khang thé hodc manh lién ket khang nguyén cua no theo
sang ché chira chudi ndng bien doi ¢ trinh tur axit amin cla SEQ [D NO: 24 va chudi
nhe bién ddi co trinh tu axit amin cua SEQ 1D NO: 30.

Theo phuong an khéc, khang thé, hodc méanh lién ket khang nguyén cua no,
chira chudi ning ¢6 trinh ty axit amin dugce xac dinh bot SEQ 1D NO: 22 va ¢ ‘hudi nhe
¢6 trinh ty axit amin duge xac dinh boi SEQ ID NO: 28.

Vang khung va CDR hodc khang thé co thé duoc dinh nghia mot cach chinh
xac (xem, Kabat er al. Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition,
U.S. Department of Health and Human Services (19913, 91-3242, 1991; va Chothia et
al. . Mol. Biol. (1987), 196:901-917, ca hai tai li¢u nay déu dugc dua vao ban mo ta

nay bang cach vién dan).

7
A

Céc thay doi nh¢ trong trinh ty axit amin cua khang thé hodc manh lién két

khang nguyén ctia no theo sang ché duoc, du dinh 1a duoc bao gbm boi sang ché, voi
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diéu kién 1a cac thay déi trong (céac) trinh tu axit amin nay gilt duoc it nhét 75%, 6t
hon nita 1a it nhit 80%, it nhét 90%, it nhit 95%, va tot nhat 1 it nhat 99% do dong
nhét trinh tu so voi khang thé hodic manh lién két khang nguyén ctia no theo sang ché
nhu duoc dinh nghia bt ky ddu trong ban mé ta nay. Cu thé, cc thay thé axit amin

bao toan dugce du dinh.

Sang ché cling dé xuat trinh tu axit amin chudi don chtra chudi nhe cia khang
thé hodc manh lién két khang nguyén cua né theo séng ché nhu duge dinh nghia bat ky
ddu trong ban md 14 ndy. Séng ché ciling dé xuat trinh tu axit amin chudi don chira
chudi ning cta khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 theo sang ché nhu
duoc dinh nghia bat ky dau trong ban mé ta nay.

I3
A

Su sép hang t61 uu cia cac trinh ty dé so sanh ¢6 thé duoc tién hanh, vi du,
bang thuat toan sip hang do tuong dong cuc bd cua Smith va Waterman (Smith and
Waterman, Adv. Appl. Math. 2 (1981), 484; dugc dua vao ban mo ta nay bang cach
vién dan), bang thuat toan cia Needleman & Wunsch (Needleman & Wunsch, J. Mol.
Biol. (1970), 48: 443; dugc dua vao ban mo ta nay bang cach vién dan) bing phuong
phap tim kiém tinh tuong tu cla Pearson & Lipman (Pearson & Lipman, Proc Natl
Acad Sci U S A (1988), 85: 2444; duge dua vao ban md ta nay bang cach vién dan),
bing cach thue hién cac thuft toan nay nho may tinh (GAP, BESTFIT, FASTA, va
TFASTA - Sequence Analysis Software Package of the Genetics Computer Group,
University of Wisconsin Biotechnology Center, 1710 University Avenue, Madison,
Wis. 53705), hodc kiém tra bing mit (xem Current Protocols in Molecular Biology,
F.M. Ausbel et al, eds, Current Protocols, a joint venture between Greene Publishing
Associates, [n. and John Wiley & Sons, Inc. (1995 Supplement) Ausbubel; duge dua
vio ban md ta nay bang cach vién dan).

Vi du vé cac thudt toan thich hop dé xac dinh phﬁn tram do tuong ty hodc dd
dbng nhit trinh ty 12 thuat toan BLAST va BLAST 2.0 (xem Altschul et al. J. Mol.
Biol. (1990), 215(3): 403-410; va “http://www.ncbi.nlm.nih.gov/” cua Trung tim
Thong tin Coéng nghé sinh hoc Qubc gia - National Center for Biotechnology

Information; ca hai tai liéu nay déu duge dua vao ban md ta nay bang cach vién dan).
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Theo mdt phuong an, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua no theo
sang ché dugc phan 14p. Theo phuong dn khac, khang the hodc manh lién ket khang

nguyén cla no theo sang che duoc tinh che.

Theo mét phuong an, khang thé hogc manh lién két khang nguyén cua nd theo
sang ché 1a khang thé don dong. Theo phuong an khac, khang thé hodc méanh lién két
khang nguyén cua no theo sang ché 1a khang thé duoc lam gidng nhu ctia ngudi. Theo
phuong an khac, khang thé hodic ménh lién két khdng nguyén cla né theo sang ché 1a

khang the ctia nguon.

Theo mét phuong an., khang the hedie manh lien kér khang nguyén cua nd theo
sang ché 1a TgA, lgh, 1gk, igM hodic TgG, nhu (gGl, [gG2, 1gG3, va [¢G4, khang the

hoic manh lién ket khang nguyén ctia no.

Theo phuong an khac, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua no theo

A

sang ché ¢6 4i luc lién két giam doi voi thy thé Fe IgG. Do do, khang thé hodc manh
lién két khang nguyén theo sang ché c6 tac dung sinh mién dich thap. Theo mdt
phuong 4n, khang thé hoac manh lién két khang nguyén cta no 1a khang the 1gG1 TM
hodc manh lién két khang nguyén cua né. 1gGi T™ la thé d(}t bién bd ba IgG1, chua 3
dot bién didm (L234F/L235E/P3318S) trong mitn Fo ma lam giam ai lyc lién két cua
khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua né véi thu thé Fe-gama (FeyR)
(Oganesyan ef al. Acta Crystallogr D Biol Crystallogr, (2008) 64: 700-704. duge dua
vao ban mé ta nay bang cach vién dan). Theo mot sd ‘phmmg an, viéc ngén ngua qua
trung gian khang thé ddi vai sy lan rong alpha-synuclein bang cac khang thé theo sang
ché do do khong doi hoi chie nang tac dong c6 lién quan dén Fc lam chic nang tac

d6éng chinh.

Cac manh lién két khang nguyén bac gbm Fab, Fv, scFv, dAb, Fd, Fab’, F(ab’ )
hodc ving quyét dinh tinh b tro (CDR) riéng biét co khung du dé lién két. Manh Fab
¢6 thé 1a manh héa tri mot gdm céc mien VL, VI, CL va CHI1. Manh F(ab')z ¢6 thé 14
manh héa tri hai chia hai manh Fab duoc lién két bdi cu disulfua & ving ban Ié.
Manh Fe ¢6 thé gdm mién CH2 va CH3. Manh Fv ¢ thé gdm mién VL va VI cua
nhanh don cha khang thé. Manh dAb (Ward ef al. Nature (1989). 341 544-546; ducc

T rT Y

dua vao ban md té ndy bang cich vién dan) c6 thé gom mien VH. Ving guyet dinh
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tinh b tro (CDR) riéng biét ¢é khung di dé lién két co thé 1a phan lién két khang

nguyen cua vung bién doi.

Phin lién két khang nguyén ctia ving bién déi chudi nhe va phén lién két khang
nguyén cla vung bién doi chudi ning, vi dy, hai mién cta manh Fv, VL va VH, cé thé
duge ndi, sir dung phuong phap tai to hop, bang cau ndi téng hop ma c6 thé lam cho
ching duoc tao ra dudi dang chudi protein don trong d6 ving VL va VH bat cap dé
tao thanh phan t hoa tr1 mot (dugce biét 1a Fv chudi don (sckv); xem, vi du, Bird ef af.
Science (1988), 242(4877): 423-426; va Huston ¢r af Proc Natl Acad Sci U § A
(1988), 85: 5879-5883; ca hai tai lidgu nay déu duge dua vao ban mé ta nay bang cach
vién dén). Céac phdn nav thu duoc bang cach st dung cac k¥ thuat thong thuong da biét

vai ngudi ¢6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k¥ thudt nay, va céac phan nay duoc siang

loe dé str dung theo cach giong nhu la khang the ngu

et
]

n ven.

Khéng thé hodc manh lién két khang nguyén cia né theo sang ché c6 thé co bat
ky hodc tAt ca cac tinh chét ¢ loi nhu duoc x4c dinh trén diy hodic su két hop cua
chang. Cu thé, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cia nd theo sang ché ¢o
thé ¢6 tinh chon loc doi véi alpha-synuclein va co kha nang lam cham hogic ngén ngua

su truyen tir t€ bao sang (¢ bao va sy lan rong cua alpha-synuclein in vivo.

Chire ndng cua khang thé thu duge hodc manh lién két khang nguyén cia né
theo sang ché va cu thé 1a (i) kha ning cua no dé lidn két véi epitop cua alpha-
synuclein; va (i1) kha ning cua no dé lam cham hodc ngin ngua su tm}/én tr té bao
sang t¢ bao va sy lan rong cla alpha-synuclein in vivo co the duoc xac dinh mot cach
dé dang béng, cach thir nghiém hoat tinh dac hiéu cua no sir dung cac ky thudt duge mo
ta trong ban mo ta nay trong phin Vi du thuc hién sing ché.

Sang ché dé xudt ché phdm dé phan phdi khang thé hofic manh lién két khang
nguyén cua nd theo sang ché qua hang rao mau ndo (BBB) str dung phan tr vin
chuyén ma ¢o thé di qua té bao ndi mé cua ndo trong khi dugc két hop vdi khang thé
hoac manh da néu, vi du. trong khi duoc dung hop hoac duge lién hop voi khang thé

hodc manh di néu. Cac trinh tv BBB duge dua ra trong ban md ta nay.

Nhu duge str dung trong ban md ta nay, thudt nglt “trong tai” dugce su dung
dudi dang chit toc ky doi voi khang thé hodc manh lién ket khang nguyén cua no nhu

duge mé ta kém theo ddy ma su van chuyén qua BBB ctia n6 c6 thé duoc lam dé dang
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nh phan tir van chuyén nhu duge dé xuat trong ban mé ta nay. Theo cdc phuong an
cu thé, “trong tai” bao gom ving bién doi chudi ndng cua cic khang the theo sang ché,

cu thé hon, ving bién doi chudi nang cua also0452 ngl-3 hodc aslo0543.

Trong ta1 co thé la mot ph?m cua phan ftu vin chuyén, vi du, dud dang
polypeptit dung hop, hodc duoc nbi voi polypeptit nay théng qua lién két disulfua hoic
cac lién két cong hoa tr khac. Theo cach khac, trong tai co thé duoc két hop voi phan
t&r van chuyén theo cach bat ky ma s& cho phép phén tir vén chuyén dé dang van
chuyén né qua BBB, nhu duoc md ta thém dudi ddy. Theo cac khia canh nhat dinh,
trong tai nay van con 1a mot phan cla phan 0 van chuyén sau khi vén chuyén qua
BBB, va gilt duge hoat tinh heé than kinh trung wong (CNS) o dang do. Theo cach
khac, trong tai co thé dugc két hop v6i phan to vén chuy#n trong qué trinh vén chuyén
qua BBB, nhung theo cach ma cho phép no tach ra khoi phén o van chuyén sau khi
vén chuyén qua BBB.

\

Sang ché con dé xuat phuong phap diéu tri hodc chan doan bénh hodc r6i loan
ctia CNS. cu thé bénh ly a-synuclein, bao gom viée str dung phén tir vén chuyén nhu
vav duge két hop voi khang thé hodc maénh lién két khdng nguyén cta nd theo sing
ché.

Theo cac khia canh nhét dinh, sang ché dé xudt phédn tir van chuyén riéng bidi
chira polypeptit ¢6 ngudn gde tir globulin mién dich. Theo cac khia canh nhat dinh,
polypeptit nay la dang bé& chude hodc khéng phai bit chude cta khang thé ho lac da
FCS, duge nhén dién va phdn lap bing cach sir dung Cong ngh¢ thir nghiém vi thé tich
huynh quang (Fluorescence Micro-volume Assay Technology (FMAT)) dé phat hién
sur lién két véi té bao ndéi mo vi mach cta ndo (BMVEC), vi du, t& bao B.End3 cua
chudt. Theo céc khia canh nhét dinh, polypeptit ¢6 nguon goce tir globulin mién dich la
khang thé hodc manh co hoat tinh cta no, trong do “cd hoat tnh” nghia la phdn tr van
c:huyén 6 thé, vi du, lién kbt véi BMVEC trong mét hoac nhiéu loai, vi du, BMVEC
ctia chudt nhit, BMVEC ca chudt cong, BMVEC ciia khi dau cho, hode BMVEC cua
nguol, hép thu vao BMVEC clia mét hode nhiéu loal, va/hoic di qua hang rao mau ndo

mdt minh, hodc két hop voi trong tai.

Theo mét sb phwong 4n, phén tir van chuyén qua BBB la phén tir van chuyen

qua BBB duge mé ta trong don My tam thoi sb 62/094,503, tai liéu nay dugc dua vao
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ban md ta nay b'fmg cach vién dan. Theo cac khia canh nhat dinh, phan tir van chuyén
chita mdt hodc nhiéu trong sO Bbbt0241, Bbbt0626. Bbbt0626gl, Bbbt0632,
BBBt0632gi Bbbt0654, Bbbt0726, Bbbt0727, Bbbt0732, Bbbt0754, Bbbt0674,
Bbbt0755, Bbbt0643, Bbbt0579 hodc Bbbt0671 nhu duge md ta trong don M9 tam

thot s6 62/094,503, tai licu nay dugce dua vao ban mo ta nay b'img cach vién dan.

Theo phuong 4n cu thé, phin tor vén chuyén qua BBB la Bbbt0626 hoic

BBBt0632.

Theo mot so phuong an nhat dinh, phan tu van chuyen qua BBB dugc tao dong
mam, vi du, Bbbt0626gl la kicu dugc tao dong mam cua Bbbt0626, goi la

“Bbbt0626g]”.

Theo phuong an cy thé khéac, phan tr vin chuyén qua BBB la BBBt0632¢] hoiic
Bbbt0626g].

Theo cac khia canh nhat dinh, phan tu van chuyén khong lién két véi BMVEC
nhung van ¢é kha ning vin chuyén qua BBB nhu duge biéu thi trong thu nghiém van

chuyén xuyén t¢ bao (transcytosis) in vitro.

Lién quan dén phan t& van chuyén qua BBB, céc trinh tw VH CDR duge mo ta
twong g vai cac vi tri danh s6 Kabat cb dién, cu thé Kabat H-CDR1 1a & vi tri 31-35,
H-CDR2 14 & vi tri 50-65, va H-CDR3 1a ¢ vi tri 95-102. L-CDR2 va L-CDR3 ciing
trong Gng voi cdc vi tri danh s6 Kabat c¢d dién, cu thé vi tri 50-56 va 89-97, mot cach
twong (mg. Nhu dugc str dung trong ban mo ta nay, thudt ngtr "L-CDRT" hodac "CDRI1
chudi nhe" twong, (ng voi cac trinh ty dinh vi & vi tri Kabat 23-34 trong VL (trai lai, vi

tri L-CDR1 ¢6 dién theo so do danh so6 Kabat twong ing voi vitri 24-34).

Theo céc khia canh nhat dinh, polypeptit ¢6 ngudn gbe tir globulin mién dich
chira cac ving quyé,t dinh tinh bd tro (CDR) chudi nang globulin mién dich. Vi du,
polypeptit ¢ ngudn gde tir globulin mién dich co thé bao gom ving quyét dinh tinh bo
tro chudi nang globulin mién dich-1 (H-CDR1), ving quyét dinh tinh b tro chudi
nang globulin mién dich-2 (H-CDR2), vung quyét dinh tinh bé tro chudi ning globulin
mién dich-3 (H-CDR3). Theo cac khia canh nhét dinh, polypeptit ¢ ngudn goe
globulin mién dich co thé con chira, hodc theo cach khac chira, CDR chudi nhe

globulin mién dich. Vi du, polypeptit c6 nguén goc tir globulin mién dich co thé bao
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gom ving quyét dinh tinh bo tro chudi nhe globulin mién dich 1 (L-CDR1), ving
| d}{}‘ ‘g ch Zh slobuli o E e i T LTS N od TG A Al
quyét dinh tinh bo trg chudi nhe globulin mi¢a dich 2 (L-CDR2), va vung quyet dinh

tinh b tro chudi nhe globulin mién dich 3 (L.-CDR3),

Theo cac khia canh nhéat dinh, polypeptit c6 ngudn gbc tir globulin mién dich
chira H-CDR1, H-CDR2, H-CDR3, L-CDRI1, L-CDR2, va L-CDR3 vé&i céac trinh tu

axit amin sau, mot cach tuong ung:

(a)  SEQ ID NO: 40 lam H-CDRI, SEQ ID NO: 41 lam H-CDR2, SEQ 1D
NO: 42 lam H-CDR3, SEQ ID NO: 36 lam L-CDR1, SEQ ID NO: 37 lam L-CDR2, va
SEQ 1D NO: 38 lam L-CDR3, rong do cde CDR noy @ tuong tu v cac CDR cus
Bbbi626 va BbbtO626gl,

(b)  SEQ ID NO: 40 lam H-CDRI. SEQ ID NO: 41 jam H-CDR2, SEQ i
NO: 42 1am H-CDR3, SEQ ID NO: 44 lam L-CDR1, SEG ID NO: 45 lam L-CDR2, va
SEQ [D NO: 46 lam L-CDR3, trong d6 cac CDR nay la giéng hét voi cac CDR cua
Bbbt0626 va Bbbt062gl.

Theo céc khia canh nhit dinh, polypeptit co ngudn goe tir globulin mién dich
chira H-CDRI, H-CDR2, H-CDR3, L-CDR1, L-CDR2, va L-CDR3 vdi cac trinh tu
axit amin sau, mot cach tuong ung: '

(a)  SEQ ID NO: 49 lam H-CDRI, SEQ JD NO: 50 lam H-CDRZ. SEQ 1D
NO: 51 lam H-CDR3, SEQ 1D NO: 53 lam L-CDR1, SEQ D NO: 54 {am L-CDRZ, va
SEQ ID NO- 55 lam L-CDR3, trong dé cac CDR nay la tuong ty voi cac CDR cua
Bbbt0632gl;

(b)  SEQ ID NO: 4S lam H-CDRI, SEQ ID NO: 50 lam H-CDR2, SEQ ID
NO: 51 lam H-CDR3, SEQ ID NO: 53 lam L-CDR1, SEQ ID NO: 54 lam L-CDR2, va
SEQ ID NO: 55 iam L-CDR3, trong d6 cac CDR nay 1a gidng hét véi cac CDR cua
Bbbt0632gl;

Theo mot sé phuong an thay thé nhat dinh, mét hogc nhiéu CDR nhu duge moé
ta trén day la gibng hét voi cac CDR da dugc trich dan, ngoai trur, vi du, 1,2, 3, 4, hoéc
S phan khuyét, phan thay thé, hogc phén cai xen axit amin don.

Theo mét s6 phuong 4n nhét dinh, phan tr van chuyén nhu duge dua ra trén

day ¢ the di qua hang rao mau ndo.
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Theo cac khia canh nhit dinh, H-CDRI, H-CDR2, H-CDR3, L-CDRI, L-
CDR?2, vi L-CDR3 ¢6 thé duoc dit trong ving khung globulin mién dich dé san xuét
thé 1a vang khung c6 ngudn gbe tir ngudi. Theo cac khia canh nhat dinh, VH cua
khang thé va VL cla khing thé duoc dung hop cing nhau, v/ du, théng qua cau néi
peptit linh dong, dé tao ra phan tir scFv. Theo cac khia canh nhét dinh, VH va VL con
chira mot hodc nhiéu mién khéng d6i globulin mién dich, v du, mién CHI, viing ban
18, mién CH3, mién CH3. mién CL-kappa, vi/hodc mién CL lambda. Theo céc khia
canh nhat dinh, mot hoic nhidu mién khong d6i globulin mién dich ¢6 nguén g?(")(.: tur
giobulin mién dich cua ngudi, vi du, globulin mién dich 1gG1 cha nguot. Theo cac
khia canh nhét dinh, mién VH, VL, va/hodc mién khong ddi cé thé chia cac dot bién
dé tao diéu kién dé dang cho, vi du, chu ky ban hiy dai hon hodc ngan hon, chire nang
tac dong ting hodc giam, hodc kha ning ghn v&i phén tor trong tai théng qua sw dung

hop peptit, lién két disulfua, hodc lién hop hda hoc.

Theo cic khia canh nhat dinh, sdng ché dé xudt khang thé hodc manh lién két
khang nguyén cua nd theo sang ché dugce ket hop vai phan tu van chuyén ma cd thé di

qua t€ bao ndi mo nao nhu duge mé ta kém theo déay.

Theo céac khia canh cu the, sang ché dé xuét khang thé hoac manh lién ket
khang nguyén cua né theo sang ché duoc két hgp véi phin tr vén chuvén chira
polypeptit co nguon gdc tir globulin mién dich, trong do polypeptit nay chira vung bitn
déi chudi ning (VH) globulin mién dich va ving bién d6i chudi nhe (VL) globulin
mién dich. Theo céac khia canh nhét dinh, polypeptit co ngudn gbe tir globulin mién
dich chira cac trinh ty duge dua ra trong ban mo ta ndy, bao gbm:

(a) trinh tu axit amin VH déng nhat it nhat 80%, 84%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98%, hodc 99% voi SEQ ID NO: 39 va trinh tu axit amm VL dé‘_‘mg nhét it
nhét 80%. 84%. 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% vo&i SEQ 1D NO: 43,
trong dé SEQ ID NO: 39 va SEQ ID NO: 43 mé héa vung VH va VL cta Bbbt0626gl,

(b)  trinh tu axit amin VH dong nhat it nhat 80%, 84%, 85%, 90%, 95%.
96%, 97%, 98%, hodc 99% voi SEQ ID NO: 47 va trinh ty axit amin VL dong nhat it
nhit 80%. 84%. 85%. 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% v&i SEQ ID NO: 43,
trong d6 SEQ ID NO: 47 va SEQ ID NO: 43 ma hoa vung VH va VL cua Bbbt0626,
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(¢}  trinh ty axit amin VH d(‘ng nhit it nhat 80%, 84%, 85%, 90%. 95%,
56%, 97%, 98%, hodic 99% véi SEQ ID NO: 48 vi trinh ty axit amin V1, dong nhat it
nhat 80%, 84%, 85%, 90%, 95%., 96%, 97%, 98%, hodc 99% voi SEQ ID NO: ¢

trong d6 SEQ ID NO: 48 va SEQ ID NO: 43 mé hoa vung VH va VL cta Bbbt0632

4
i

heo cac khia canh nhat dinh, sang ché dé xuér khang thé hoac manh lién két

&

~ K

khang nguyén cua no theo sang ché dugce két hop vl phén tr van chuyén chia
potypeptit co nguon goe tir globulin mién dich, trong do polvpeptit co nguén goc i

globulin mién dich nay chira ving VH va viing VL., trong dd:

(ay  ving VI chia S8Q 1D NO 34 va vang VL chva SEQ D NO: 350 hoae
&) vang VH chire SEQ 1D NG 29 va ving VI chia SEQ 1D NO: 43, hodc

(¢)  ving VH chra SEQ [D NO: 39 va ving VL chira SEQ 1D NO: 35 hodc
(dy  ving VH chia SEQ D NO: 47 va vung VI chira SEQ 1D NO: 43; hoac

(e)  ving VH chta SEQ ID NO: 47 va ving VL chira SEQ ID NO: 35: hoac

<.
{0 viing VH chita SEQ 1D NO: 48 va ving VL chaa SEQ [D NO- 52
Theo phuong an khac, ving VH va VL cua phan (o van ¢h wyén nhir duge mo 2

trén day duoc lidn két cdng hoa tri dé tao thanh manh chuot dom {Sciv).

%) ‘

Fheo cdce khia canh nhat dinh, phan 1 vén chuyén duge dua ra o day ¢o hogt
tinh van chuyén, vi du, no co thé licn két vor BMVEC fu mor h_oac nhic¢u loat. vi du.

BMVEC cua chudt nhat, chudt cong. khi dau ché, hoac nguot, nd co the }ao thu vao

BMVEC cua mot hode nhicu loai, hode nd ¢6 thé di qua hang rao mau néo.

Theo cac khia canh nhat dinh, phan tir vin chuyén nhu dugc dé xuat trong ban
mo ta nay chira polypeptit cé ngudn e tr globulin mi ién dich, trong do polypeptit ¢o
ngudn goe (i globulin mién dich nay chira khang thé hode manh cd kha nang tham gua

2} }% &,«U!i ﬁ'l(f

“Manh ¢6 kha ning thAm qua BBB” ‘nhu duge md ta & day la manh cua phan tw

s

vén chuyén ma c6 the lién két dac hiéu voi BMVEC ctia mot hodc nhiéu loai va di qua
BMVEC in vitre hodc in vivo tir hé mach ngoai i vao hé mach CNS. Licu manh da
cho 1a manh co kha nang tham qua BBB hay khong c¢6 thé duge thu nghiém bang

nhiéu thir nghiém in vitro hodc in vive khac nhau di biet vdi nguoi o hiéu biet trung
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binh vé linh vuc k§ thudt tuong Gmg. Vi du. phan tir van chuyén cé thé duge thir
nghiém trong thir nghiém van chuyén xuyén té bao (transcytosis) in vitro, trong thi
nghiém /7 vivo nhu thir nghiém tang bai niéu, nhu duge mo ta trong US 62/094,503.
Céc thir nghiém khéc ma ¢6 thé duoe sit dung dé xac dinh su phan phdi in vive cua
trong tai qua BBB bao gdm, nhung khong gioi han ¢, ton thuong co man tinh (CCI);
mo hinh tho nghiém su tén thuong day than kinh du trir (SNI) hodc su nbi day thin
kinh tuy Séng (SNL), tit ca cac dang nay déu ¢6 thé duoc >ax, dinh béng cach g6 nhe
chén, hoac phuong phap Hargreaves (Hargreaves K, e/ @/, Pain; 1988; 32, 77-88).
Theo cac khia canh nhét dinh. phén tr vin chuyén nhu duge dé xuat trong ban mo (4

H

nay co thé lién két vai BMVEC tir mot hode nhidu loai, v/ du. BMVEC et ngudl, khi
dau ché. bo gam nhém, chuot céng, hodc bo. Su hén ket co the duoe chung to theo
nhiéu cach khac nhau da biét voi nguot ¢6 ni¢u biét trung bink vé linh vue kv thudt
tuong Umg, vi dy, trong thor nghiém FMAT nhir duge mo ta trong US 62/094,503. Theo
cac khia canh nhét dinh, BMVEC 1a té bao ndi mé mao dan cta ndo (BCEC). Theo céc
khia canh nhit dinh, phan 1 van chuyén nhu duoc dé xuat trong ban md ta nay co (he
di qua lop don cua BCEC trong thu nghiém van chuyén xuyén té bao (transcyiosis) i
vitro. Theo cac khia canh nhat dinh, hoat tinh cta phan wr vin chuyén ¢o thé duoc
chirng 16 boi sy hién thi phan twr van chuyén trong CNS. Vi du, phén tr van chuyén
duoe danh du bing triti co thé dugc phan phoi cho doi tuong, vi dir. chudt nhét, theo
cach ngoai vi, vi dy, trong tinh mach, va sau do duoc hién thi hoa trong CNS thong
qua phép chup tia X toan bd co thé mét cach dinh lugng. Theo cac khia canh nhat
dinh, phan tur van chuyén dinh vi trong cdc ving dic hiéu cua CNS, vi du. vo cla tieu

ndo, chat xam cta nio, chat xam cta tuy song, hoc cdu, hoac sy két hop ctia ching,

Theo céac khia canh nhét dinh, phan tur van chuyén nhu duoc mé ta ¢ diy chua
khang thé hodc manh c6 khd ning tham qua BBB cua no chia holc gOm hai hoac
nhiéu cau tric siéu phan t, vi du, chudi ning hodc manh cta noé va chudi nhe hodc
manh c_ila no, trong do chudi ning va chudi nhe dugc két hop. vi du, dudi dang protein
dung hep don (vi du, scl'v), hodc dudi dang hai cau trac siéu phan to duge gitr cang
v&i nhau nhd mét hodc nhiéu lién két disulfua. Theo cde khia canh nhat dinh. chudi

nang chira mién hodc ving VH va chudi nhe chira mién hogc vung VL.
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Theo mdt phuong an, sang ché dé xudt khang thé hodc ménh lién ket khéng
nguyen clia nd theo sang ¢ ché duge két hop véi phan (i van chuyén qua hang rao mau

ndo nhu dugc mé ta kem theo day.

Theo phuong 4n cu thé, khang the hodc manh 1ién ket khang nguyén cua nd
theo sang ché duge két hop voi phan tr van chuyén qua hang rao mau ndo, trong dé
phan tir van chuyén 1a manh chudi don (scFv) chira:

1. ving bién doi chudi nang (VH) cia BBBt0626gl ctia SEQ 1D NO: 39 va

vang bien ddi chudi nhe (VL) ctia BBBt0626gl cta SEQ 11X NO: 43, holdc

i vimg bicn doi chudi nang (VH) cua BBEBI0626 cue SEQ 1 NG 47 va
ving bién d6i chudi nke (VL) clia BBBL0626 cta SEG 1D NO: 43,
i, ving bitn ddi chudi nang (VH) cia BBB0632gl cia SEQ 1D NO: 48 va

ving bién ddi chudi nhe (VL) ciia BBBt10632g! cuia SEQ 1D NO: 52

Theo céc khia canh nhét dinh, chudi ndng con chira mién khéng déi chudi nang,
Vi du, 1 mién CH1, ban 18, . mién CH2, va/hoic mién CH2, heide manh cia n6. Theo céce

khia canh nhét dinh, mién khong d6i chuoi nang la n ién khong doi G hode manh cua

no. vi du. mien khéng doi igG cia ngudi, vi du, mién khong d&i 1gGl, 1gG2, 1gG3
hoac IgG4 clia nguol. Therf: cac khia canh :nhéi dinh, mién khong doi IgG hoac manh
cua né chira sy glvcosy hoéa duge lam bién doi va/hodc ot hoab nhiéu sy thay thé
axit amin so voi mién khong czm 1pG kiéu dai trong du 123\’ da duge bién d6i ¢o tinh
chét dic bidt, vi du, chu ky ban huy téng hoac giam so véi chu ky ban huy cua {gG co
mién khéng doi IgG kiéu dai, chie néng tac dong ting hodc giam so véi mién khong

dbi 1gG kiéu dai. hodc kha ndng gin voi céc gbe khac loai théng qua, vi dy, lién két

s

peptit, lién két disulfua, hodc lién hop hoa hoc. Theo cac khia canh nhat dinh, mién
khong doi [gG hogc manh cta nd ¢ sy glycosyl hoa dugc lam bién dbi so véi mién
khong daci 'gG kiéu dai trong d6 1gG da ducc bién dbi co tinh chat dac bidt, vi du, chu
ky ban hiy tang holic giam so voi chu ky béan huy cua [G ¢6 mién khong doi 1gG kicu
dai, chirc nang tac dong ting hoac giam so voi mién khong doi 1gG kiéu dai.

Theo mét s6 phuong an, khang thé hoac manh fien ket khang nguyén cta né
theo sang ché duoe két hop véi BBBt0626 hoac BBRt0626¢], nhu duge xac dinh kem

theo déy, tao thanh phéan to khang thé dac hiu kép.
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Theo cac phuong an khac, khang thé dic hiéu kép da néu theo sing ch é chu
khung TM [gG1 cua nguoi (the 1a ving CHI, CH2, CH3 chudi nang cua [gG1 TM)
dugce két hop vai manh chudi don (scFv) chira ving VH va VL cua BBBt0626 hoac
BBBt0626g! dugc ghép vl dau tan N (“dang BiS2”) hodc dau tan C (“dang BiS3™)
cta chudi nang hodc dau tdn N (“dang BiS1”) cua VL, cla khéng thé khang o-
synuclein theo sz’mg ché. Tham chiéu dén dang BiS 1a nhu duge boe 10 trong DiMasi et

J Mol Biol. 2009 Oct 30:393(3).672-92.

Theo mét s6 @hu‘(mg an, khang thé dac hidu kép di ndu theo sang ché con chi

chudi nhe chia ving €1 kappa hodc lambda duogc két hop vai VL cla khang thé

khang o-synuclein theo sing ¢ hé.

Theo céc phuong an cu thé, khang thé dic hiéu kcp theo sang che chira khung

IT™ 1gG1 cua ngudi duge két hop voi:
(1) manh chudi don (scFv) ctia BBB10626g! chira ving bién doi chudi ning
(VH) cta SEQ ID NO: 39 va vung bién doi chudi nhe (VL) cua SEQ 1D NO: 43; hod

(i)~ manh chuoi don (scFv) cua Bbbt0626 chua ving bién ddi chudi nang

...... ~

(VH) cua SEQ ID NO: 47 va vung mén ddi chudi nhe (VL) cua SEQ 1D NO: 43,

trong do ScFv da néu duoc ghép véi dau tén N {dang BiS2) hodc dau tén C
(dang BiS3) cua chudi nang ctia aslo0452 ngl-3 cua SEQ 1D NO: 12 hodc dau tan N

(“dang BiS17) cta chudi nhe ciia SEQ ID NO. 17.

Theo cac phuong an cu thé khdc nita. khang thé dac hiéu kép theo sang ché
chira khung TM IgG1 cua nguoi két hop véi manh chudi don (scFv) cuia BBBtO626g!
chira (i) ving bién dbi chudi nang (VH) cta SEQ 1D NO: 39 va (ii) vung bién dbi
chudi nhe (VL) cua SEQ [D NO: 43; trong d6 ScFv da néu duoe ghép voi dau tan N
(dang Bi52) hodc dau tan C (dang BiS3) cua chudi ning cta aslo0452 ngl-3 cia SEQ

iD NO: 12 hodc dau tan N {“dang BiS17) cta chudi nhc; cua SEQ D NG. 17

Theo cac phumlg, an cu thé khac, khang thé dic hiéu kép theo séng ché chia

khung T™M IgG1 cta nguol du'qc két hop vori:

(1) manh chudi don (scFv) cua BBBt0626gl chira vung bién ddi chudi niang

(V) cua SEQ ID NO: 39 va vung bién déi chudi nhe (VL) cua SEQ D NO: 43; hodc

-49-



39272

&

(i)  manh chudi don (scFv) cla Bbbt0626 chia ving bién doi chudi ning

(VH) cua SEQ ID NO: 47 va vang bién d6i chudi nhe (VL) ctia SEQ [D NO: 43,

trong d6 ScFv di néu dugc ghép voi diu tan N (dang BiS2) hodc dau tan C
(dang BiS3) cua chudi nang ctia aslo0543 cha SEQ 1D NO: 22 hodc diu tan N (“dang
BiS17) cua chudi nhe cua SEQ 1D NO. 28.

Sang ché cling dé xudt khang thé hodc manh lién ket khang nguyén cla no theo

sang che de sir dung 1am thudc.

Séng ché cling dé xuat khang thé hodc marh {ién két khang nguyén ctia no theo
sang ché dé str dung trong viée ngan ngixa hodc didu tri bénh cua hé than kinh trung
O, Cu thé 1a bénh I¥ a-synuclein. Theo wdt phuong dn, bénh Iy a-synuclein duge
chon tir bénh Parkinson (PD), bénh sa sut tri fué voi thé Lewy (DLB), va chimg teo da
hé théng (MSA). Theo phuong an duge uu tién, bénh ly a-synuclein la bénh Parkinson
(PD).

Sang ché ciing dé xudt viée st dung khang thé hodc manh lién két khang

2
A

nguyén cua no theo sang ché dé san xudt thude dé ngin ngla hoic diéu tri bénh cua hé
than kinh trung wong, cu thé bénh 1y a-synuclein. Theo mot phuong an, oénh ly o-
synuclein duge chon tr bénh Parkinson (PD), bénh sa stt tri tu¢ v thé Lewy (DLB),
va chimg teo da hé théng (MSA). Theo phuong an duge uu tién, bénh Iy u-synuclein

12 bénh Parkinson (PD).

Sang ché cling de xuai phuong phap dicu tri hodc ngan ngua bénh ¢ bénh nhan,
phuong phap nay bao gom bude c¢ho bénh nhén nay dung khang the. hodc manh lién
¢ A ) N , LA “ LA P

két khéng nguyén cua nd theo sang ché. Theo mdt phuong an, bénh ly a-synuclein
duoc chon tir bénh Parkinson (PD), bénh sa st tri g vol the Lewy (DLB), va chimg
teo da hé thong (MSA). Thee phuong an duge wu nen, bénh ly a-synuclein la bénh

Parkinson (PO

i

Trong viée su dung, khang th hoac manh lién két khang nguyén cia no theo

[P

[OEN

sang che ¢o kha nan;;, diéu tr; hodc ngan ngura su tién trién ciia bénh | oanﬂ cach (rc ché

D

P

sy lan truyén va lan rong cua alpha-synuclein in viva. Khang thé hodc manh lién ké
1 A

khang nguyén cla nod theo sang che do do tao ra uu diem khac biét so voi cde tri liéu

khac. Séng che¢ clng de xuét phuong phép lam chdm hodc ngin ngira sy tién trién cua
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bénh ¢ doi tugng can dieu tr1, bao gom vige st dung khang thé hodc manh heén két

khang nguyén cta no theo sang ché cho beénh nhan.

Theo mét phuong an, phuong phép diéu tri bénh néu trén bao gom viée ding
luong hitu hiéu ¢6 tac dung trj liéu cla khéng thé hodc manh lién két khing nguyén ciia
n6 theo sang ché. Theo phuong an khic, phuong phap ngan ngira bénh hodc lam giam
hodc ngin ngua su tién trién cta bénh bao gém vige s dung luong hitu hi¢u ¢o tac dung
phong ngira ctia khang thé hodc manh lién két khang nguyén ciia no theo sang ché.

Khodng liéu lugng dé str dung khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua

’

n6 theo sang ché la khoang lieu lwong tao ra tic dung tri liéu mong muon. Can phai
hiéu rang khoang liéu luong yéu cAu thy thude vao ban chat chinh xdc cua khang thé
hodc manh lién két khang nguyén cua né hodc ché pham. duomg dung, bin chat cua
viée bao ché, do tudi ctia bénh nhan, tinh chét, mic d6 hodc dd nghiém trong cla tinh
trang bénh Iy cia bénh nhan, cac chéng chi dinh, néu cé, va quyét dinh cua bac si dicu
tri. Cac bién di doi véi cdc murc liéu lugng néy ¢d thé duge didu chinh bang cach su

dung cac quy trinh o1 vu hda chuan theo thuc nghiém.

Liéu luong thich hop ndm trong khoang tr 1 dén 50 mg cho moi kg the trong.
Liéu lugng nay c6 the nam trong khoang tir 5 dén 30 mg/kg, 10 dén 25 mg/kg, hodc 15
dén 20 mg/kg. Liéu lugng don vi c6 the dugce sir dung hang ngay hodc it thuomg xuyén

hon, vi dy, hdng tuan hodc hing thang.

Viéc sir dung ¢6 thé duoge thue hién bang cac lan sir dung 1ap lai khang thé hodc
manb lién két khang nguyén cta no theo sang ché, trong khoang thoi gian kéo dai.
Viée sir dung c6 thé 1a dong thoi hodc lan luot, va ¢o the duge thuc hién theo thu v

bat ky

Viéc ngan ngtra hodc diéu tri duoc dinh nghiz & day 6 thé duoc ap dung dudi
dang tri liéu don nhit hodc c6 thé bao gém,Angoéi khang thé hodc manh lién két khang
nguyén theo sang ché, viée str dung cac chat khac hodc céac tri liéu da dugc thiét ldp
thuomg duge su dung trong diéu tri bénh ly a-synuclein  (nhu L-3.4-
dihydfoxyphenylaiamn (L-DOPA), chét chu véan (thy thé) dopamin, chat (e che
catechol-O-metyltransferaza (COMT), va/hodc chit e ché monoamin oxidaza typ B
(MAQO-B)). Viée sur dung cac chit khéc hoac cac tri liéu di duge thiét lap c6 thé duoc

ke

PN

t hop vai, hodic dudi dang phu thém vao, hodce cung chung véi, khang the hodc manh
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lién két khang nguyén theo sang ché va c6 thé theo cach dinh Héu dong

oA

hodc riéng r& doi v6i cdc thanh phan riéng ré cta viée diéu .

Tri liéu két hop co thé dugc tién hanh theo cdch bat ky dugc cho la can thiét
ho#c thudn tién bai nguoi ¢é hiéu biét trung binh vé {inh vuc k¥ thuat nay va cho muc
. . ,

dich ctia ban mo ta nay, khdng c6 giéi han nao doi véi thr tu, lwong, su lap lai hoac

lugng tuong dbi cia céc hop chat duoc sir dung két hop.

Luong hitu hidu ¢é tac dung tri liéu chi luong hodc khang thé hodc manh lién

két khang nguyén ciia no, ma khi dugc st dung mot minh hoac két hop cho béni nhan
dé didu tri bénh, hodc it nbAt mdt trong s6 cac ridu chimg 1am sang cua benh, 1d do dé
tac dong dén sur dicu i bénb hode tridu chin a; nay. Lugng hitu kicu ¢o tde dung
lidu c6 thé tha ay (’i(n Y '”x"m vi du, vao kinm thé val hoac, cac triéu chung cua bém";ﬁ
db tudi, trong Iugngﬂ va/hoédc sire khoe cua bénh nhan can duge diéu iri, va quyét dinh

cta bac si ké don. Luong hitu hiéu c6 tac dung tri liéu thich hop trong trudmg hop bat

ki da cha cé thé duoc xae dinh boi ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k¥ 'i.vhuafi:

i

nay hoac ¢6 kha ning xdc dinh bang thir nghiém théng thuong. Lueng hiru hngu ¢o tac

o fir]

3

dung tri liéu ciing 1a lugng trong do6 cdc tac dung ¢b lgi la nhiéu hon tic dong gay doc
hodc ¢é hai bt ky cia khang thé hodc khang the hoge méanh hén két khang nguyén cia

no.

"Luong hitu hiéu ¢ tdc dung phong ngle” Ia lugng bat ky cua khang the hodc
khang thé hoac manh lién két khang nguyén clta né ma, khi duoc sir dung mot minh

hodc két | hop cho bénh nhén, s& (e che hoac lam cham sy bat dau hoac su a1 xuat hién

I3
e

bénh, hodc it nhit mdt trong so cac tri¢u ching lam sang clia bénk,

L

"heo mot

r
)

phuong an, hrong hitu hi¢u co tac dung phong r*g_,ufﬂ ngan ngla hoan toan sur bat dau
hodc sy tai xuat hién bénh. "Ue ché" su bl dau nghia la lam gidm bot kha nang bit
dau bénh, hoZe ngin ngira hoan toan sy bét ddu cua bérh.

Séng ché cling dé xuat dugc pham chira khang thé, hodc manh lién két khang
nguyén cua no theo sang ché Do d(’), sang ché dé xuht dugc phdm chira khang thé hodc
manh lién két khang nguyén cia no theo sang ¢hé. cung vén ta duge ducce dung. Ta

n

dang che viée xu ly céc hop chat cé

o

duoe duge dung thich hop c6 the tao dicu kien d

r
~

hoat tinh thanh céc ché phidm thich hop dé st dung trong dugc pham.
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Duge pham theo séng ché co the duge phdi ché dé, nhung khéng gidi han o,
phén phoi ngoai dudmg tiéu hoa, vi du trong co, dudi da hodc trong tinh mach. Ché
pham thich hgp dé tiém trong co, dudi da hodce trong tinh mach bao gom dung dich

goc nuoc vo trung.

Dugc phdm c¢6 thé co dang dung.dich gbe nude va co thé bao gdm chat dém
tuong thich vé mit sinh lv nhu dung dich Hark, dung dich Ringer, hodc nudc mudi
dvoc dém sinh ly. Duoc phadm ngoai ra hogc theo cé,chv khac cé thé chira cac chat lam
ting do nhot clia hon dich, nhu natri carboxymety! xenluloza, sorbitol, hodc dextran.
Duoc phém cé thé duoc bao ché dudi dang hon dich tiém dang dAu thich hop. Dung
mbi hodc chat dan thude va béo thich hop bao gém dau béo nhu dau vung, hodc este
clia axit béo tong hop, nhu etyt oleat hodc triglyxerit, hodic liposom. Tuy y, duge pham
c6 thé chira chét lam én dinh thich hop hodc cac chdt ma lam tang do hoa tan cua cac

hop chat dé cho phép bao che dung dich ¢6 nong do cao.

Sang ché dé xuat phin tor axit nucleic duoc phan lap mi hoa khang the, hogc
manh lién két khang nguyén cla no6 theo sang ché. Sang che clng dé xuat vecto chua
phéan tr axit nucleic duge phén lap theo sang ché. Sing ché con dé xudt t€ bao chu

chira vecto theo sang ché.

Khang thé hodc manh lién két khang nguyén theo sang ché khfmg bt gidi han &
phuong phap tao ra hodc phuong phap san xuét cu thé. Do do, sang ché dé xudt khang
thé ma da dugc san xuat tlr té bao lai tiét khang thé, ciing nhu khang thé duge san xuat
tir t& bao dugc san xuét theo cach tai t6 hop ma da dugc bién nap hodc chuyén nhiém
voi axit nucleic hodc cée axit nucleic ma hoa khang thé nay. Céc té bao lai, té bao
duoe san xuat theo cach tai td hop, va axit nucleic nhu vay tao nén mét phan clia sang

che.
Vi du thye hién sang che
Vidu 1: San xuat khang the

Khéng thé dic hiéu khang a-syn duge tach riéng tir thu vién bi€u thi thé thuc
khuan sir dung chudi cac chu ky chon loc trén o-syn tai t6 hop cia ngudi (“hu a-syn™),
ca duoc ¢b dinh thu dong bén trén cac 16 vi chuan dé va tu do trong dung dich. Thu

vién biéu thi thé thuc khudn Fv chudi don (scFv) nguyén thé cha ngudi duge tach dong

-53-



39272

vao vecto phagemid dua trén thé thue khuin dang sgi M13 duge su dung dé chon loc
(Lloyd er al., Protein Eng Des Sel. (2009), 2Z(3):159-68; va Vaughan ef al, Nat
Biotechnol. (1996), 14(3); 309-14; ca hai tai lieu nay déu duogc dua vao ban mo ta nay
hang cach vién dan).

B ’

S6 lugng tiéu biéu cia cac dong vé tinh riéng ré tir dau ra chon loc sau hai hodc
ba chu ky chon loc duoe mé ta trén ddy duge sang ioc ban dau dudi dang manh scFv
hoa tan trong dich chiét £ coli chit bao (Kipriyanov er o/ J Immunol Methods (1997)
200: 69-77; duge dua vio ban md th nay bing cach vién din) trong thir nghiém FRET
dong nhdt (truyén ndng luong cong hudng huynh quang) HTRFY (Homogeneous
Time-Reselved Fluorescence, Cis bl(; international) ¢é 1ién két véi a-synuclein hoa tan

clla npudi.

Thior nghiém }TITT‘RI;‘@ (Fig. 1) la k¥ thudt thir a“zgl‘iiém ddng nhat sir dung viée
truyén nang luong cong hudng huynh quang gifra nhom huynh quang thé cho va thé
nhéan trong ving 1an cdn gin (Mathis G Clin Chem (1995) 41: 1391-1397,; dugc dua
vao ban mo ta ndy bing cach vién dan). Thu nghiém nay dugce sir dung dé x4c dinh
rromg the dai phdn tr bang cach ghép cap truc tiép hoiic gién tiép mdt trong s6 céc
phan tr quan tam v n.h(.'\m‘hu‘}/nh quang thé cho, v/ du europi (Eu3+) cryptat, va ghép

cip phan 1 quan tim khéc véi nhom huynh quang thé nhén X1.665, (allophycoxyanin
diroe lién két ngang on dinh). Sy kich thich phan 1 eryptat (¢ 337 nin) dan dén sy
phat xa huynh quang & 620 nm. Nang luong tir sy phat xa nay dugce chuyen dén

X665 trong ving lan cdn gan véi cryplat, dan dén sy phat xa huynh quang dac trung

Ly

song 1Au (& 665 nm) tr XL665. Tin hi€u dac trung ctia ca thé cho (& 620 nm) va thé
rhan (& 665 nm) duge xé4c dinh, cho phép tinh toan ty 1€ 665/620 nm ma bu cho su ¢o
mit cua cac hop chat ¢¢ mau frong thi nghiém.

Cac mau scl'v khang o-syn khdng duge tinh ché duge thir nghiém vé sur 1ién két
véi a-syn da duge biotin néa. 5 microlit dung dich chua a-syn cla ngudi da duoc
biotin hda 40 nM duoc két hop véi streptavidin sebi 6,8 nM (Cisbio International,
610SATLR) duoc bo sung vao dia thi nghiém thé tich thap co 384 18 (Costar, 3676).
Tip theo, 10 microlit mdi dich pha lodng cua mau thir nghidm khang thé dugc bo
sung vao dia. Cubi cung, 5 microlit dung dich chua khz’mg myc DC (Cisbio

International, 661IMYCDARB) duge bd sung vao dia tha aghiém. Tét ca cac lan pha
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lodng déu dugc thuc hién trong dém thur nghiém chta kali florua 0,8 M (BDFH
103444T) va albumin huyét thanh bo 0.1% (BSA. Sigma A9576) trong Dulbeccos
PBS (Invitrogen, 14190185). Pia thir nghiém duge u trong 3 gio ¢ nhict do trong
phong sau do la 16 gio ¢ 4°C trude khi doc huynh quang dugce phan giai theo thoi gian
& bude song phat xa 620 nm va 665 nm st dung thiét bi doc dia EnVision (Perkin

Flmer).

4 K yea i~ & . . . RN .
So liéu duge phén tich bang cach tinh toan ty 1€ 665/620 nm sau do la gia 1 %

3

Delta I ddi véi moi mau. Ty 1€ 665/620 nm duoc st dung dé hiéu chinh su nhiéu mau

i

st dung phuong trinh duot day:

&

e /tin higu 665 nm\
I'y1€ 665/620 nm =1

T X 10.000
\tin hiéu 620 nm/

Sau dé, % Delta F déi voi m&i méu duge tinh tean bang céch st dung phuong

trinh dudi day

/ 665 Ca a 665

ty & mau == Z5p MM — tylé doi chung am 67071771\

DeltaF (%) = k = 2 x 10.000
\ y 1¢ d6i chirng am ?2% um

Doi chimg am (lién két khong dac hiéu) duge xédc dinh bang cach thay the mau
thu nghiém bing a-syn cua nguoi hode chudt cong khéng duge gan the.
Sau doé, gia tri % Delta F duge sir dung dé tinh toan % lien két dac hiéu nhu

duoe md ta trong phuong trinh dudi day:

L (Mau Delta F% — NSB Delta F%) \
% lién két dac hiéu = ( x 100

DeltaF% lién két téng — NSB DeltaF%))

Gia tri [Cso duge xac dinh bing cach sir dung phan mém GraphPad Prism bang

.

cach lam phit hgp dudong cong su dung phu(mg trinh logistic bon tho ong $6:
Y=Day + (Dinh-Day)/(1+10"((LogEC50-X)*HillSlope))

X la 16garit ciia nong do.

Y la lién két ddc hiéu

Y bat dau ¢ Pav va di dén Dinh véi hinh chit S.
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Céc dong vo tinh Fv chudi don ma lién két vin a-syn cla ngudi dudi dang dich
chiél chat bao khéng duogc tinh ché dugc gidi winh tv ADN (Osbourn ef al,
Immunotechnology (1996), 2: 181-196; va Vaughan er al., Nat Biotechnol. (1996),
14(3); 309-14: ca hai tai liéu nay déu duoc dua vio ban md *i nay bing cich vién
dan). scFv don nhét lai duoc biéu hién trong vi khudn va duoe tinh ché bang sic ky 4i
lue (nhu duge moé t& trong WO 01/66754; tai licu nay duge dua vao ban md ta nay
bang cach vién dan). Hiéu luc ctia cac mau nay duce xac dinh bang céch chuin dé ché

-
A

pha Am da duoe tinh ¢hé d

(3)\

¢ lién ké

O)q

>t Vol a-syn cua ngroi da duge biotin hoa trong thu
nghiérm HTRF nhu duge mo 2 trén day. { Ché pmﬁ scPv d3 duoc tinh ché ma thé hién
tuong tac a-syn manh nhat duge chon dé bibn dd: thanh dang g 1gG.

Rang cach chuan do khéng thé trang thir :'s§;!‘\.i€::~,ﬂ7 HTRE, cac dong vo tinh duoc

7

xép loai vé d6 manh cua iién két voi a-syn. Chat lién két a-syn t5t nhat duge phén tich
thém vé ca dong lwc lién két voi a-syn (ko) dudi dang 1gG trén thiet bi cam bicn sinh

hoc Octet Red (xem phuong phap nhu duge mo ta trong Vi du 9), cing nhu ve tinh
chon loc thanh vién ho synuclein (o-syn, B-syn, y-syn cua nguoi) (xem phuong phap
nhu duge md ta trong Vi du 4) va vé tinh phan {mg chée veéi a-syn cia chudt (xem

phuong phap nhu duge md ta wong Vi du ).

%7 b

Vidu 2: Dan xuét asla0452 ngi-3

/

Dong v6 tinh dac hi¢u a-syn c6 tinh phan o o dau 11dn C, asyn0087, duoe nhan
dién hing cach sang loc dé lién két voi a-syn caa ngu‘h‘i trong thu nghigém DELFIA
(xem phuong phap nhu duge mo ta trong Vi du 4). Asyn0087 lién két dac hidu voi a-
Syn cue ngudi; khi dau c:hé. va lodl gémv nham (xem phw;'ng phéap nhu duge mo ta
trong Vi «:hz‘ 5). Asyn0087 duoc tre fai trinh tw d:‘arzg mim cia ngudi giﬁ glit nhét 6
thé (Tomlinson VBASE. MRC Centre of Protein I gjmecnr; Carmnbridge, UK,. 1997:
duoc dua vao ban md ta nay bang cich vién dan) ma khong anh huong dén hiéu e
nhé k§ thuat phat sinh dét bién chuan trude khi 51 wu hoa. Sau khi tao dong mam,

dong v6 tinh dugce danh gia a1 vé su lién két v6i a-syn. Khong quan sat thay tac dong
¢ hai,

Cac thu vién sckFv-thé thuc khudn 1dn ¢ nguon gdce wr dong v6 tinh chinh duge
t20 ra bang su phat sinh dét bien duge dinh hudng oligenucleotit ciia cdc vung quyet

dinh tinh bd tro (CDR) chudi niing (VH) 27va 3 va CDR chu 161 nhe (VL) 1 va 3 su
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dung céc k¥ thuat sinh hoc phan tir chuan nhu duge mé ta trong Clarkson and Lowman
(2004) (Phage display: A practical appreach. Oxford: Oxford University Press; dugc
dua vao ban m6 ta nay bang cach vién dan). Cac thu vién nay duge cho qua bude chon
loc biéu hién thé thuc hién dua trén 4i luc duoc thue hién trén a-syn ctua nguoi da
duoc biotin hda c6 kha nang hoa tan dé chon loc cdc bidn thé c6 i luc cao hon ddi voi
g-syn cua nguol., Viéc chon loc duge thue hién chu yéu nhu duge mo ta trude day &
trén véi ngoai trir 1a lam giam ndng d6 clia a-syn clia ngudi di duogce biotin hoa ¢6 kha

nang hoa tan do1 véi mai chu ky chon loc duoc thuc hién.

Céc dong vo tinh dai diér tlr mdi dau ra chon loc dwoe sang loc ban das dudi
dang ménh scFv hoa tan trong dich chiét £ coli chidt bao irong thir nghigm HTRE ve
kha ning cta ching dé canh tranh lién két vdi a-svn hoa tan so voi dong vo tiek fién
két a-syn cha me asyn0087. Dic tinh ctia mdi thu vién trong cac sang loc quan thé nay
duoge su dung dé thong tin cac thu vién phat sinh dot bién CDR nao duoe bd sung ciing
nhau theo cach di truyén, hodc ‘duoc tai to hop’ dé tao ra cac thu vién mai, va cac thu
vién tai to hop nay duge cho qua cac chu ky khac chon loc theo a1 luc duge thue hien

trén a-syn cta nguoi da dugc biotin hdéa ¢6 kha ndng hoa tan.

D61 voi ca dong vo tinh ¢ nguon goe tir thu vién phat sinh dot bién riéng ré va
tai 16 hop, sau khi phén tich trinh tu clia cac chét lién két duong, cic dong vo tinh
duoe biéu hién va duoc tinh ché dudi dang ca manh scFv va [gG va sy lién két voi -
syn hoa tan dugc xac nhan lai bdi thu nghiém HTRFE canh tranh epitop. Bing cach
chuén dé khang thé trong thtr nghiém canh tranh epitop HTRF, cac dong vo tinh duge
xép ioai theo gia tri ICso cua chung vé murc dé cai thién tuong déi su lién két véi a-syn
s0 v6i [gG cha me asyn0087. Chét lién két a-syn tot nhéat duoc phén tich thém vé tinh
chon loc thanh vién ho synuclein (a-syn, B-syn, y-syn cta ngudi) va v& tinh phan (mg
chéo voi a-syn ctia khi dau cho va chugt cbng bing ca thir nghiém HTRF lién két true

tiép hodc thu nghiém HTRF canh tranh epitop.

Tu céc chu ky lap lal nay cla qué trinh sang loc va tai t6 hop thu vign, hai dong
vd tinh phéan ing chéo a-syn cta khi dau cho va chudt cong, dac hi¢u u-syn hi¢u hic
duoc nhéan dién, aslo0452 ngi-1 va aslo0467.

Phat sinh dot bien diém don duoc thuc hién trén asio0452 ngl-1 doi v&i moi

trong s6 cac CDR & do céc cai tien duong d61 véi hidu luc 1Cso dd duge quan sat thy.
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MBi vi tri trong CDR dd chon duoc dét bién riéng ré thong qua tat ca 20 goc axit amin

!
A

cé thé ¢6, va lai duoe sang loc bang thir nghiém HTRF canh tranh epitop déi voi 1Cso
duoc cai thién so vai aslo0452 ngl-1 1gG. Nhidu gbe qua bdn CDR (H2, H3, L1 va L3)
duoc nhan dién va duoc két hop trén ca aslo0452 ngl-1 va aslo0467, va lai duge danh
gid bang thir nghiém HTRF canh tranh epitop d6i vdi [Cse duoc cai thién so voi

aslo0452 ngl-1. T cac thir nghiém nay, hai chét lién két duoe cai thién nhai duoc

nhéan dién 1a asio0452 ngi-3 va aslo0543,

Fig. 2 so sanh trinh tu axit amin cua vang VH va VL cta asyn0087, aslo0452
ngi-3 va asio0543.
Vidu2.1: Tai dinh dang scbv thanh 1gGl TM
Céc dong vé tinh Fv chudi don vi tinh chit lién két a-syn mong muon duoe
bién dbi thanh dang khang thé globulin mién dich G1 TM (IgG1 TM) toan bo khong

cé chire nang tac dong (Oganesyan ef al. Acta Crystallogr D Biol Crystallogr. (2008),

G4(Pt 6):700-4: duge dua vao ban md ta nay biang cach \_/i{“:n dan) vé co ban nhu duoc
mé fa bai _Pexjsic- et al. (Persic el al, Gene { (1997) 187: »_‘18; duge dua vio ban mo tg

ay bang cach vién dan) vdi cac céi bién zau. Manh OriP duoc bac gom rong vecto
bitu hién dé tao diéu kien dé dang viée su dung v&i té bao CHO tam thdi va - dé cho
phép su sao chep“épi:‘som. Mién ning bién doi (VH) duoc tach dong vao veclo
(pEUTL.4) chua mién khéng doi chudi ndng cia ngudi va yéu 16 diéu ti &t dé bicu hicn
chudi ning 1gG! TM toan bd ¢ té bao doéng vat co vi. Tuong tu, mién nhe bicn doi

(VL) duoc tach dong véo vecto (pEU4.4) dé bieu hién mién khéng doi nhe

o
jo)
o
O

(lambda) cua nguodi va yeu t6 diéu tidt dé biéu hién chudi nhe IgG toan bd & 1€ bao

{gG chudi nang va chudi nhg

o

dong vat co vi Pé thu duoc céc 1gG, vecto biéu hién

r
A

duge hwen nhiém vio té bao ddng vat ¢6 vi CHO tam thot (Daramola er al,
Biotechnol Prog (2014) 30: 132-141; dugc dua vac ban mé ta nay bang cach vién

dan). IgG duoc biéu hién va duogc tict vao méi truong. Vat liéu thu hoach dugc loc

’

trude khi tinh ché, sau d6 1gG duge tinh cheé bing cach sir dung sac ky Protein A. Dich
ndi bé mar nudi chy duge nap [én trén ¢ot ¢6 kich thude thich hop bang g@m Protein A
(RioSepra) va duge rira bang Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCi 250 mM. da lién ket

duoe rira giai tir ¢t bang cach su dung Natri Xitrat 0,1 M (pH 3,0) va duoce trung hoa

bang céch b6 sung Tris-HCI (pH 9,0). Vat liéu da duoc rira gidi duge trao dé dém vao
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PBS st dung ¢t Napl0 (Amersham, #17-0854-02) va nong do cua IgG duge xac dinh
theo céch phé quang ké str dung hé s6 tat dua trén trinh tu axit amin cua lgG (Mach e
al, Anal Biochem (1992) 200: 74-80; dugc dua vao ban md ta nay bang cach vién
dén). IgG da duge tinh ché duoc phén tich vé d6 tinh khiét két tu va phan rd béng cach

st dung SEC-HPLC va SDS-PAGE,

Ly do st dung IgGl TM lam dang thu6e vmg vién la dé t6i thiéu héa sy tiéu diét
“vat ngoal cude” do su hoat hoa bd thé va té bao mién dich (nre la, sy san Xudt qua
mirc C3a ma c6 thé gdy ra tinh trang viém). Su tiéu diét t& bao “ngoai cudbe” cb the
duge khoi dong boi su tich tu {iém nang phac hop mién dich tao thanh boi thude ing
vién va a-synuclein ngoai bao ma da duogc chimg to la tuong tac voi mang lipit
(Bartels et al., Biophys. J. (2010), 99: 2116-2124; duge dua vao ban mo ta nay bang
cach vién dan). Dang [gG1 T™M du@'c chon vi dang nay da duge chimg o 1a ¢ sy lién
két khéng dang ké véi thy thé Fey (FeyR) va lam gidra su hoat hoa bé thé qua trung
gian Clq bodi phuc hop mién dich (Oganesyan et ol Acta Crystallogr D Biol
Crystallogr. (2008), 64(Pt 6):700-4; dugc dua vao ban mo ta nay bang cach vién dan).

Pé tbi thidu hoa nguy co tiém ning bat kv vé tinh sinh mién dich, khung cia
aslo0452 ngl-3 cang gan véi trinh ty axit amin dong mAm cua ngudi cang ot ma
khéng anh huong dén hiéu lyc. Diéu nay cé nghia 12 mot sb axit amin trong aslo(452
ngl-3, bao gfim cac géc Vernier (Foote and Winter, J Mol Biol. (1992), 224(2): 487-
99; duoc dua vao ban mo ta nay béng cach vién dan), khong duoc dot bién dbi vai
trinh tu dong méam cla nguoi gan gii nhat. D&i vai mién Vi cua aslo0452 ngl-3 ¢o
mot gbe Vernier trong vung V ma khong duge dot bién dbi voi trinh tu IGVH3-23 va
[GJH6 dong mam cta ngudi (Fig. 3C). DI véi mién Vi ctia aslo0452 ngl-3 tét ca cac
gbe khung déu phu hop voi trinh ty IGLV5-45 va IGJL2 hodc IGJL3 dong mém cua
nguot (Fig. 3D).

Vidu 3: X4c nhan epitop [gG khéng o-syn dugc 61 wu hoa ai luc

alpha-, beta-, va gamma-synuclein tai t&6 hop coa nguoi, cac kidu iai t& hop
duoc cét cut coa alpha-synuclein ciia ngudi (aal-60, aal-95, aa6l-l 40, 96-140,
ANAC, va NCAP), va alpha-synuclein cua chudt thu duge tir rPeptide LL.C. Viéc lap
ban dd epitop thé duge thye hién bang cach sir dung céc dang ct cut a-syn co san trén

thi trudng.
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No6i mdt cach ngan gon, mdt microgam cho mdi mililit cua mbi dang cét cut

duge phu vao 18 vi chuan do qua dém & nhidt 46 4°C. Sau khi ria cac 1§ trong PBS, !

pg/ml dich pha lodng cua m 51 khang thé khang o-syn duoc bd sung. Sau khi u trong |
gio va ria, khang thé da lién két duoc phét hién bang cach bd sung khang IgG cta
ngudi dugce lién hop voi HRP hode Eu*. Sau khi 0 va rira, co chat phét hién thich hop
duge bi sung (dung dich chét tang cudng TMB hodc DELFIA, mot cach tuong (ng)

va dia duoe doc trén thiét bi doc dia vi chuan do.

Céac nghién ctru v& lién k&t epitop nay tiét 16 ring thé phan 1ap chinh, asyn0087.
nhan biét epitop nam wong ving dau tin C cia protein a-syn gilia axit amin 102 va
130 (Fig. 4A). Ca aslod452 ngi-3 va aslol543 déu duv tri su nhan biét ctia chung dbi
vl cung epitop nam trong vimg dau tan C ola protem a-syn gilia axit amin 102 va 130
nhur thé phén 1ap chinh ghe cua chung asyn0087 (Fig. 4B).

Vi du 4: Tinh dac hiéu cha aslo 0452 ngl- 100543 db1 véi a-syn so voi cac

Pt

thanh vién ho synuelein st dung thir nghiém HTRE canh tranh ¢ pm)p

biéu quan trong dm voi khang tm dugce du dinh su dung trong cac Lm dung tr

lidu ia phai dac hiéu dm V@i a-syn cha ngudi, dé b1 thieu hoa cac nguy co vé dé an

£

todn tiém ndng bat ky ¢ lién quan dén su tuong tac ngoeai dich vor cae synuclein khac
(P-synuclein va ymaynudun)

nh dic hidu cha aslo0452 ngl-3 va asin0343 ¢bi voi a-syn so vai cac thanh

oy A
LI 51
Ll £

vién ho synuclein khac, £-syn va y-syn, duoe xac dinh bang cach su dung thir nghiem
canh wanh epitop HTRY ma xac dinh su lién két cha a-syn cua nguon da duge biotin
hoa véi khang thé trong dung dich.

a-syn, B-syn va y-syn duge chuan dé wong thir nghiém nay, va tinh chon loc
clia aslo0452 ngl-3 1gG va aslo0543 [gG duoc dénh gid bang cach xac dinh muc do ue
ché su lién két cﬁ‘a a-syn cta nguoi da duoce biotin héa voi aslo0452 ngl-3/aslo0543.
Gié tri ICso duge xac dinh | ocmg? cach lam pna hop duomg cong sb liéu voi phuong trinh
logistic b6n thong 56 sur dung phan mém PRISM 6® (Graphpad). Thu nghiém HTRF
nhay hon xac dinh su lién két true tiép cta IgG véi a-syn, B-syn va y-syn cua nguot
cling duge st dung dé xdc nhan tinh ddc hiéu a-syn { 56 liéu khong duge thé hién). Déi
v6i déi chimg 4m, mau thir nghiém khang the & duge thav the chi bang khang thé ddi

ching isotyp hodc dém.
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Gia tri ICso dai dién thu dugc voi protein a-syn, B-syn va y-syn trong thu
nghiém canh tranh epitop HTRF aslo0452 ngl-3 va aslo0542 duoc thé hién trén Fig. 5.
Khéng quan sat thdy su lién két v&i B-syn va y-syn & céac nbéng do duge thir nghiém
(1én dén 5 uM), chimg to rang aslo0452 ngl-3 va aslo0543 ¢6 tinh chon loc dbi véi a-

SYTL.

Vidu 5: Tinh dac hiéu cua aslo0452 ngl-3 déi véi a-syn clia ngudi, khi ddu ché

va chudt cong sir dung thir nghiém canh tranh epitop HTRF

Khi xem xét cac tmg dung tri liéu, didu quan trong 13 khang thé ¢6 tinh phan
(ng chéo voi a-synuclein cua khi ddu cho va mong mudn ring nd c6 tinh phin ung
chéo voi a-synuclein cua chuét cong, trong khodng 10 lan tinh phan {mg quan sat thay
dbi vai a-syn cua nguoi. Pidu nay khién cho cdc nghién ctru vé do an toan duge tién

hanh ¢ ca loai khi dau cho va chudt cong.

Tinh dic hiéu cla aslo0452 ngl-3 va aslo0543 dbi véi a-syn cta ngudi, khi dau
chd va chubt cdng duoc xéc dinh bang cach sir dung thir nghiém canh tranh epitop
HTRF ma xac dinh su lién két clia a-syn cua nguoi d@ duge biotin hoa voi aslo0452
ngl-3 trong dung dich. |

a-syn cua ngudi, khi dAu cho va chudt cong duge chuan dd trong thir nghiém,
va tinh chon loc cua khang thé duoe danh gia béng céch xac dinh muc do uc ché sy
lién két ctia a-syn ca nguoi di duge biotin hoa véi khang thé. Gia tri ICse duoe xac
dinh bang cach lam phu hop duong cong s6 liéu déi véi phuong trinh logistic bén
thong s6 st dung phdn mém PRISM 6® (Graphpad). Tinh phan tmg chéo loai cua
asio0452 ngl-3 va aslo0543 cling duge xac nhan bing cach st dung dang thu nghiém
HTRFE lién két truc tiép (khong duge thé hién). Aslo0452 ngi-3 (hodc aslo0543) dugc
chuan do trong thir nghi¢m dé canh tranh su lién két ca a-syn cta ngudi hodc khi dau
cho hoac chudt cdng voi aslo0452 ngl-3 (hodc aslo0543) bai thtr nghiém HITRE. Béi
voi doi chimg dm, mau thir nghiém khang thé dugc thay thé chi bang khang thé dbi
ching isotyp hodc dém.

Gia tri 1Csp dai dién thu duge véi protein a-syn ctia nguoi, khi déu chd va chudt
c¢bng trong thir nghiém canh tranh epitop HTRF duge thé hién trén Fig. 6. Aslo0452
ngl-3 lién két voi a-syn ctia nguoi va khi dau chd véi gid t ICse bang 5,7 nM va 6.8

nM, mét cach twong tmg, va lidn ket voi a=syn clia chudt cong vor gia tri ICso bang
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3

19,6 nM, trong vong 4 lan. Aslo0543 lién két vori a-svn cua ngudi va khi dau ché véi

pid tri 1Csp bang 2,0 nM va 2.1 nM, mdt cach trong Ung, va lién két vol o-syn cla

chudt cong vai gia try [Cso bing 3,8 nM, trong vong 2 lan.

Kha

,\«

ning cua aslo0452 ngl-3 dé lidn két véi a-syn cua ngudai, khi ddu cho va
chudt ¢bng 1a dau hidu biéu thi sy lién két vdi epitop khac nhau trén alpha-synuclein
clia ngudi so voi khang thé khéng Hén két vt c-syn clia ngudi. va khi diu ché va
chudt cong.

”

Vidu 6 Tinh dic hiu cua cac dong v6 tinh duge t61 wu hoa i luc doi vor o-

svi nguven the duge xae dinh nang bao ké chay

Tinh dic higu coa cac fgG khdng o-syn duoe lam o vu nda 2 lue, aslo0452
nel-3 va aslo543, dé lién kér vai a-syn nguyén thé, ndi sinh cua ngudi duge xac dinh
bang bao ké chay sir dung cac dong, té bac am tinh va duong tinh véi o-syn

,
4

Néi mot cach ngin gon, € bac u nguyen bao than kinh SHSYSY (duong tinh
vol o-syn) va € bao ung thu vi BT-20 (dm tinh vol a-syn) duge ¢o dinh rong

formaldehyt 0,01% va sau do duge tam tham thau bang Tween 20 0.5% (theo the tich)

ol

trude khi 0 bang cac khang thé khang a-syn, khang thé doi chimg duong noac doi

193

3 & S L.

chimg isotyp. Sau khi rva ky. khang thé da lién ket duge ohm hién bang cach U v

khdng the thir cap khén g g cta nguot hodc Lhm y [l cua s‘:huQ&FITC. Sau khi rua

’hem cac 16 bao dugce phan tich bing thidt bi FALS Canto I {(Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ) va viée phén tich s6 liéu duoc thue hién bang cach st dung phén

mem Flowlo (Tree Star, Ashland, OR).

56 litu duge vé do thy dudi dang bicu do thé hign sy khac biét uuA cac t€ bao
duge nhudm mau mdt minh so vai ede t& bao duge nhudm mau biang khang thé so cap.

Két qua teén Fig. 7A cho th iy sur chuyén dich tin higu huynh quang trong sy ¢6 mat
ctia asynO087 (panen [)) trong cac & bau SH-SYSY ducng tinh v&i a-syn, so voi
khang thé thir cap va ddi chimg isotyp mét minh {panen B), bidu thi si nhan biét a-syn
diroc biéu hién ndi sinh. Asyn0087 khong lién ! k1 véi deng té bao ung thir vi cia

nguoi am tnh voi a-syn. BT-20 (panen ). Keér gqug trén Fig: 78 the hién su chuyén

dich manh tin hiéu huynh guang trong sy ¢ mat cua aslo0452 ngl-3 hodc aslo0543

(panen H) so voi khang thé d¢i ching duong, 41

)6 trér 1@ bao SH-SYSY dirong tinh

vii o-syn (panen F) va khong ¢ su ¢ chuyén dich trén té bao BT-20 am tinh v&i w-syn
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va aslo0543 déu lién ket voi o-

\AJ

(panen G). Diéu nay chimg to rang ca aslo0452 ngl-:

J

yn ctia ngudi ndi bao duoe biéu hién ndi sinh, nguyén theé.

Vidu 7: Tinh ddc hiéu cta cac IgG khang a-syn da dugc lam t6i uu hoa dbi vai

a-syn cua nguot da duoc ket ty st dung tho nghiem DELFIA ELISA

Céc ché phﬁm dang %01 nho hodic cac khéi két tu cua a-syn cua nguoi duge tao

ra nhu duge mo ta boi Emadi er a/. (Emadi ef ¢/, Biochemistry (2004), 43: 2871-2878.;
duge dua vio ban mé ta ndy bang cach vién dan). Néi mdt cach ngan gon. 200 pl u-
v téi 16 hop 50 pM duge dinh phin phan ude vio ong Sarstedt 1,8 ml va duoc da
trong thiét bi 0 c6 lic & nhiét d6 37°C trong 3 ngay & tée dé 280 vong/phit. Sy ¢d mat
ciia a-syn da dugce kéi 1 tu duee xac dinh nho su két liop cua Thioflavin T duge bo sung
dén néng do cudi cung bing 10 uM duoc U trong bong 161 trong | gidr & nhiét do trong
phong va s& doc huynh quang & bude song kich thich bang 450 nm va bude song phal

xa bang 485 nm trén thiét bj doc vi dia Envision.

Tinh dac hiéu ctia cde IgG khang a-syn di duge 1am toi uu hoéa ai luc, aslo0452
ngl-3 va aslo0543, va khang thé chinh asyn0087. d6i véi e-syn cia ngudi di duoce ) két
tu duoc xac dinh bing cach sir dung thir nghiém bat gitr khang thé DELFIA®. Thu
nghiém nay xac dinh su bt gift -syn cua nguoi da duge két tu bémg aslo0452 ngl-3,

aslo0543 hoixc asyn0087 trong ELISA tung cap. Noi mét cdch ngan gon, kicu IgGl

¥ \'

chudt cua khang thé khang khang u-syn duge ¢6 dinh bén trén 10 cia dia vi chuan do
¢6 96 156 (Nune). Sau khi phong bé, a-syn clia ngudi da két tu hodc dang monome duoc
0 trong céc 10, Sau khi ria, o-syn cua ngudi dd duoc hat gitr duoc phat hién bang cach
bé sung kiéu [gG1 TM clia ngudi cua clng khang thé khang o-syn va sau do, thé lién
hop khang 1gG cua ngudi-Europt (Perkin Elmer) hoac thé lién hop khang IgG cua
ngudi-HRP. Sau khi 0 va rira, chat phat hién thich hop duoc b6 sung (Dung dich tang
cudng TMB hoac DELFIA, mdt cach tuong Ung) va dia duge doc trén thiét bi doc dia
vi chufn d6.

Trong thir nghiém nay, chi ¢ o-syn ctia nguoi da duge két tu s& duge bat gitr
va dugce phat hién vi nd thé hién nhidu ban sao cia cing epitop trén khéi két tu don.

thu

('L >

D61 véi a-syn dang monome, chi ¢ mot ban sao epitop co mat. do do khang the
cap phat hién khong the lién két trong sy co mat cia khéng the bat gifr. SO lieu duoc

& 1‘

tom tét trén Fig. 8. Thé phan lap chinh, asyn0087, ¢ kha ning lién ket vai a-syn téi t
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hop clia ngudi da duge két tw. Do d6, epitop ma asyn0087 lién két v6i tw nd khong ¢o

i

lén cuan den sy két tu coa a-syn. Ca aslo0452 ngl-3 va aslol343 déu gilr duge kha

nang cua chung dé lién ket voi a-syn tai t6 hop cua nguoi da duge ket ty

Vidu 8: Tinh ddc hiéu cia cac 1gG khang a-syn dugce lam to1 uu hoa trong cac

mb ¢6 lién quan dén bénh bing hoa md mién dich

Tinh dédc hiéu cua cac gl khang a-syn ducic lam toi wu hoa ai iuc, asio0452

ngl-3 va asio0543, va khang thé chinh asyn0087, doi véi cac dang co lién quan dén

1
i
H

bénh clia a-syn cua ngudd duge xdc dinh bing cach nhudm mau hoa mod nien dich do:

vist mé ndo b bénh Par

p16ng nha 2syn0087, ¢f

)

aoto0452 ngl-3 va asiolnsl
béuh ly ¢ lidn quan dén b@r‘;h clia g-Syn cua nguol ser& cac lat L%t md %va"m br bénh
Parkinson, bao gém thé Lewy, sui truc Lewy., «hdi k t tu noron, cham Lewy va md
ndo nén. Khéng quan sat thiy sy nhuém mau khong dac hiéu & mé néo binh thuong

hoac khoe manh.

frot .

Vidu 9: Xac dinh a1 luc khang thé khang a-syn

i"iéma sG phin ly ¢ trang thal cén bang (KD,‘. doi voi g6 khang «-syn do von a-

syn ela nguoi duoc xac dnm bang cach st dung hal cong nghé nén tang: Octet Red

{‘FoneBio jva KJHEXA (Sa plu\me Instr umems).'

Ca nai hé thi nghiém déu cho thay su phu hop i, cho thay ring ai ivc

aslo0452 ngl-3 nan trong khoang duoi nano mol. Bang I thé hién cac so do a1 luc thu
duge dAl vai cac dong vo tinh khéang o-syn quan frong du’m, tao ra trong suot quéa trinh

phan lap chinh va toi uu hoa chinh.

Vidu9.1: Al luc eta aslo0452 nel-3 theo Octet

A ue ciia aslo0452 ngl-2 1gG dbi véi avi-tag a-syn-Flag-His cia nguot iai i
hgp dang menome dugc biéu hién nho vi khuén du’o’c u_"{}‘e; tinh bang cach st dung thiét
bi Octet Red. AS]O(MSZ 3 duge tron trude voi cac 1dng dé khac ¢ nhau ctia mai phoi
tr cho dén_ khi dat dén trang thal cén bang. qumg khang the:t tu de sau do duge xac
dinh bing cach st dung Octet bang céch bat giit aslo0452 ng,i«fs tw do sir dyung o-syn da
duoe biotin hoa duge cb dinh bén tré n thigt bi cam {mg dug o phu strepiavidin, Luong

khéng thé ty do phat hién duge & moi néng 46 a-sys duge v do thi =o voi ndn g do e
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phoi tir va phan mém KinExA dugc st dung dé tinh toan hang 50 phén ly ¢ trang thai
cin bang (Kp). Két qua thé hién ronig Béang | ching to rang aslo0452 ngl-3 1gG lién

két voi a-syn clia ngudi véi i luc bang 106 pM.
Vidu9.2:  Ailye cha aslo0452 ngl-3 theo KinExA

Ngoai ra, 4 luc pha dung dich (Kp) cua aslo0452 ngl-3 IgG déi v a-syn duoc
biotin hoa cta ngudi dang monome duoc bidu hién nho vi khuén tai 16 hop duoc xac
dinh bing cach sir dung thiét bi KinExA (Sapidyne Instruments). Aslo0452 ngl-2 duoc
(ron trude voi cac ndng do khac nhau ciia mdi phdi wr cho dén khi dat den trang thai
cAn bing. Lugng khang thé 1y do sau d6 duge xdc dinh bang cach st dung KintixA
bang cach bat gilr aslo0432 ngl-3 tu do sir dung hat duoe phu a-syn, ria vat liéu khong

duoe Lién ket va phat hién khang thé di lién L‘.éi su dung knang thé diic hiéu loar dugc

4..4.‘

danh dau huynh quang; Lugng khéng thé tu do duge phat hién & mdi nong dd a-syn
duge vE db thi so véi ndng dé cua phdi tir va phan mém KinExA duge str dung dé tinh
toan hang sb phéan ly o trang thai cin bang (Kp). Két qua thé hién trong Bang 1 chimg
to rang aslo0452 ngl-3 IgG lién két véi a-syn vai 4i luc bing 74 pM, thé hién su phu

hop tot véi thir nghiém i luc pha dung dich Octet trén day

Vidu9.3:  Ailuc clia manh aslo0452 ngl-3 Fab theo KinExA

manh aslo0452 ngl-3 Fab déi vor o- ;sy'luucm nhu duge xac dinh bing phan tich
KinExA (nhu dugce mo ta trong vi du trén day ddi voi khang thé day du), 1a 174 pM
(95% CI: 15-177 pM).

Vi du 10: Anh hudng cia asio0452 ngl-3 dén mire o-synuclein tu do chua ducc
lién két trong dich m6 (ISF) vo trude trén cia chudt cong Sprague Dawley duc

Chudt cdéng Sprague Dawley duc truong thanh (293-417 g: Harlan, Ha [an)
duge gdy mé va thanh dan duge cdy trong vo trude tran.

M6t ngay trude khi thir nghiém, cac dau do kéo day (1-3 MDa mang polyetylen
4 mm) dugc cdy trong vo trudce tran su dung khung ¢6 vi tri xac dinh trong khong gian
(toa d6 doi voi dau do: AP = -3,4 mm (@61 v6i thép), bén + 0,8 mm (déi véi duong
gifra), bung -5,0 mm (d6i voi mang clmng), thanh rang cla duge dat ¢ -3,3 mm (tat ca

céc toa do 1a theo Paxinos and Watson, The rat brain in sterectaxic coordinates,
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Academic Press, New York, 6th edition 2008). Cac ddu do duge gan véi so bing dinh

3

vit bang thép khdng gi va bot han rang

Vao ngay tha nghiém, dau do vi tham tach kéo day duoc ndi véi bng PEEK
mém déo (Western Analytical Products Inc. USA; PK005-020) v&i bom vi truyén dich
{Harvard) va dugc i*uven CSF nhan tao (perfusat). chira NaCl 147 mM, KCI 3.0 mM,
CaCl2 1.2 mM, va MgCi2 1,2 mM + BSA 0,2% ¢ toc d¢ dong 0,5 pL/phat. L0 ta cua

dau do duogc ndi voi ong FEP meém déo. Sau toi thi¢u hai gio tai on dinh, aslo0452 ngl-

,
r\

3 dugre phot che chi trong PBS hoac PBS (¢ 4t din thube) duoc dinh lidu & 30 hodc 0

vy ey flr ey WAt A T o pdnTs v e diyecr d riAeaes AA T g /1. . v
ma/kg, mHt cach wong dne. Hop chat duge st dung ¢ pong G6 2 milig trong tinh

mach. Cac mau vi thém deh duge thy gom ¢ cac khoang ¢ac

E &
gom trong cac lo mini (Microbictech/se AB. Sweden; 4001029). Tat ¢i cac mnau déu

duge bao quan ¢ nhiét 4o -80°C.

Né xac dinh nong dé a-syauclein ty do trong ISF cua chudt cong, cac mau vi
tham tach trude tién duoe cho qua bude két tia mién dich dé loai bo aslo0452 ngl-3.
hép két tia micn dich sé dbng két tia g-synuciein da duoe lién két voi khang the i

iéu, trong khi a-synuclein “ty do” khong duge lién két vin con wong dich ndi bé mat,

S

Dung dich chita hat protem A (Dynabeads® Protein A) duge b sung vao dia 96 I«
khing cc go (polypropyleh 0,2 mL) va duoc rira hai lan bang TBST (TBS 50mM
cong wii Tween 200 ]'%‘) st dung nam cham {Dvnalvlag™ 96 side) dé tach riéng ¢

hat ra khoi dung dich. Cdc mau vi tham tach ISF cua'chu(}t da duge lam tan dong (10
hodc 20 pL) duge bd sung vao moi 18, duoc tron vai cac hat bé’mg cach tao nho giot ién
va xubng va duge u & nhiét 4o 4°C ¢6 quay nghiéng trong 10 phit. Sau do. cac hat
duge tao nhd giot bing cach st dung nam chém hai lin dé dam bao loai bo hoan toan

- =

cac hat. Cdac mau ISF di duge két tua mién dich duoc chuveén dén dia 96 16 tir kit
ELISA khéng g-synuclein (Sensolyte™ Quantitative ELISA kit human/mouse/rat.
AnaSpee,US, AS-55550) voi dém pha loang mau da duge bd sung dén 1ong th 1é tich
bang 100 kL. Mau hiéu ch uén, 100 uL cho mdi 16, duge bé sung vao dia trong hai ban
sao va 50 pl. dung dich xu 1y khang thé phat hitn dugce b sung vao mdi 18, Dia duge
0 & nhiét d6 +4-8°C qua dém trong khi ldc va duoc bao vé khoi anh sang va sau do
duge nra sau ii‘m biang 350 ul, dém rira. Cudi cing, 100 pl co chit mau TMB duge ho
sung vao mbi 16 va dia duge o trong 10-15 phit & nhuct df trong phiong frong bong 101,

7

Dé lam dung phan Umg, 50 ul, dung dich lam dimng duge bo sung vao not 16 va dia

&
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duge doc trong 2 gio ¢ bude song hap thu 450 nm. Ticén hanh dinh lugng bang cach vé
do thi dap ng cua duong cong chuan dudi dang don vi hap thu trén thang tuyén tinh
so voi nong do trén thang 16ga. Ham bon thong so duge st dung de hiéu chinh duong

cong.

Su giam phu thudc thoi gian clta a-synuclein tir do dugc chung to trong ISF

(Fig. 10) sau mot lan dung aslo0452 ngl-3 trong tinh mach v&i lidu 30 mg/kg.

Vidu 11: Anh hudng cua aslo0452 ngl-3 dén mie g-synuclein tw do chua duge

lién két trong CSF cua chudt cong Sprague Dawley duc

Chudt cong Sprague Dawley duc truong thanh duge gdy mé va ong thong duire
dat wrong bé 1on dé hd o viée ldy mau CSF. Ong thong nim trong dai 0,8 cm duge
chén vao bé 1on, va duoc ngoai hién théng qua duong rach trén dinh so. Biu cua ”m
théng CSF duogc cb dinh vi tri bang bot han rang acrylic va duoc gan véi so bing ba

dinh vit bing thép khong gi. Cac con chudt duge dé hot phuc t61 thi¢u 2 ngay trude khi

sur dung hop chat.

Aslo0452 ngl-3 duoc ph@)i ché trong dém dé dinh liéu o 3, 10, 30 hodc 100
mg/kg. Hop chét hogic chat dan thubc mot minh duge st dung o 2 mL/kg trong tinh
mach. | |

Sau khi thu gom it nhat bén mau CSF sach duoc liy trong t6i thicu hai ngay.
hop chit duge st dung. Tt ca céc con chudt déu duge dinh liéu bing aslo0452 nel-3
hodc chat dan thude vao ngay “0”. Mau CSF duge thu gom & moi thai diém di néu.

TAt ca cac mau déu duoc bao quan & nhiét do -80°C cho dén khi van chuyen.

Pé xac dinh a-synuclein tu do trong CSF, a-synuclein da lién két vai aslo0452
ngl-3, duge loai bo bang két tha mién dich (IP) trude khi phan tich. IP sé déng két tua
a-svnuclein da duoc lién két vai khang thé tr1 liéu, trong khi a-synuclein “tu do”
khong dugce lién két van con trong dich ndi bé mat. Viée xac dinh muc a-synuclein tu
do trong dich ndi bé mat duoc thue hién béng cach str dung kit ELISA ban trén thi

truong thu duoce tr Anaspec. Phin tich dugc thye hién ahu duoc mo ta doi voi két qua

ISF (nhu duoc mo ta trong Vidu 10).
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Sy giam phu thude thot glan va lidu fuong cua a-synuclein ty do duge chimg to
trong CSF (Fig. i1) sau mot lan dung trong finh mach aslo0452 ngl-3 trong khoang
liéu lugng 3-100 mg/kg.

Viduy 12: Xac dinh dic diém chlrc ning cta aslo0452 ngl-3 bang hi¢u qua lam
giam sy lan rong alpha-synuclein trong m6 hinh thir nghiém in vive lentivirut ve bénh

Iy aipha-synuclein

[¢3 8

Kha ning cia khang thé khing alpha-synuclein éi luc cao, aslo0452 ngl-3, d

phong bé sy lan réng cta alpha-synuclein duoe nghién ciu bang cach sir dung md hinh

thur nghiém & chadl in vive lentvina w8 iénh by alnha-svnaciein, Cho mge dich niy, ed
chudt kidu dai khong chuyen gen (khing tz) va chudt chuyén gen b'iéa mén gua ne
alpha-synuclein (a-syn tg) d(‘u duge n&*m vectd lentivirut ma biéy hién alpha-svnuclemn
(LV-g-syn) vao vung hal méa phal, va sau d6 duoc gy mién dich thy dong hér‘xg tudn
trong 13 tudn bang khang thé 1gG1 cla chudt nhat khang alpha synuclein bao gom
asto0452 ngl-3, va lgGl cua chudt nhit doi chimg isotyp NIP228. Vao cudi khoang

thai gian gdy mién dich, cde con chudt duge lam chét khong dau dén va ndo ¢ ctia ching

duoe ¢b dinh trong 4% PFA, sau d6 dugc cit theo dang hinb vanh va duoc phan tich
bang hoa @ bao mién dich voi phén tich hinh anh tw déng ddi vo1 muc phan tng micn

dich cua alpha-synuclein ciing bén va d6i bén doi vis vi tritiém LVY-g-syn.

K

Phau thudt va gdy mien dich thu dong

Cac con chudt kidu dai khong éhuyén gen tt b » dén bon thang tudi (khong tg:
n=40) va chudt chuyén gen alpha-synuclein (a-syn tg; n=40) nhan duoc mot lan tiem
mot bén vac vung hai mé phai (-2,0, | 5 -1,3 1t thép) vecto ientivirut biéu hién alpha-
synuclein (LV-a-syn). Hai tuan sau kh DndL thuit tiém LV-0-syn, cac con chudt nhan
duoc liéu hénﬂ tudn cla khang thé [gGl cia c}mé} khang aipba-synuclein: aslo0452

gl-3 (khong =10; o~ nyn é n=10), aslo0457 ngl-3 D265A (khéng tg n=10; a-syn tg

=

n=1 ‘”2), 9E4 (Paon ts., n=10 a- byn tg n=10), hoac ching duoc dinh Lidu bing igGl caa

o=

chubt dbi ching isotyp NIP228 (khong tg n:’t() a-syn tg n=10).

Tat cd cac IgG cua chunt déu dugce dmfx lidu & 20 mg/kg bing con dudng trong

mang bung (IP) trong 13 tuan. Cac con vz}t duge nudi trong 16ng theo nhom véi 56

lwong i da hoic 4 con moi 16ng. Cée con vat duge gitr chu ky sang t6i 12/12 véi su
tiép c4n thirc an va nude tiy y. Céc long duge thay doi m&t tuan mot lan va dugce theo
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doi hing ngay. Su kién bat loi bat ky duge bao céo. Tat ca cac con vat déu dung chiu
duge quy trinh phiu thuft cling nhu qua trinh gay mién dich. Vo cudi khoang thoi
gian diéu tri bang khang thé, cac con chudt duoe lam chét khong dau don theo hudng
dan xtr ly nhan dao dbi voi dong vat va ndo cua ching dugce cit theo tung day trong
truc hinh vanh va duge danh gia theo phén tich bénh ly than kinh vé su lan rong alpha-
synuclein bang phuong phap hoa té bao mién dich.

Héa té bao mién dich alpha-synuclein

Nao duge loai bo, duge ¢b dinh trong paraformaldehyt 4%, va cac lat cat duoce
cat & khoang cach 40 um trong tryc hinh vanh st dung dao phau co luf rung
(vibratome) va duge bao quin & nhiét do -30°C trong moi trudng bao vé cryo (30%
glyxerin, 30% etylen glycol, 40% PBS). Sau khi rra bing PBS, va bude dém phong
bé, cc lat cit duge 1 qua dém & nhiét G0 4°C véi khang thé so cép (mAb khang alpha-
synuclein SYN-1 tir BD & ty 1é pha lodng 1:500), duoe rira trong PBS va duge u trong
| gid & nhiét do trong phong véi khang thé thir cap (khang IgG cta chudt duge biotin
héa tir Vector Laboratories & ty 16 pha lodng 1:100). Sau cac bude rua bang PBS cudi
cung, sy nhudn mau al'pha~synucfein duoc dinh vi bémg cach st dung hé phat hién
phirc hop avidin/biotin-peroxidaza (Elite ABC, Vector [Laboratories). Sau do, cac lat
cat duoc phan tich bang phan tich hinh anh tu déng 461 voi cac mire alpha-synuclemn
ctng bén va déi bén voi vi tri tiém vecto lentivirut (LV-a-syn).

Théng keé

S6 lidu tao ra tir qué trinh thu nhan hinh anh tu dong mirc alpha-synuciein dbi
vé&i nhém diéu tri khéng tg va a-syn tg duge phan tich bang cach s dung phin mém
GraphPad Prism, San Diego California, USA. ANOVA mdt chiéu duge thue hién voi
kiém dinh Dunnett's Multiple Comparison post-test. S liéu thé hién trén cac hinh vE
duoc dua ra duoi dang gid tri trung Ibinh + d6 léch chuan cua gia tri trung binh (SEM).
D6 chénh l8ch gitta cdc nhom duge xem la co y nghia vé mat thdng ké khi p < 0,05.
Tat ca cac phén tich déu duoc thuc hién dudi dang mu dbi voi nha >:-§p hang. Nhom

diéu tri bang khdng thé cling mu d6i voi nha xep hang.
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Két qua
O ca cac cor chudi kho ng phat tg va cac con chudt ¢-syn tg, tinh phan tng mién

dich alpha-synuciein trén phia cing bén dugc tiém LV-g-syn la rat manh trong mang

’,;\2

luédi than kinh va che phu hau hét bé mit cla vung hai ma (Fig. 12 A, Fig. 15 A:
NIP228 — Cung hén). Vung hai mi doi bén ki img duge tiém coa cac con chudt khong
phdi tg va cac con chudt a-syn tg cling thé hién muc cao cua tinh phan img mién dich
alpha-synuclein, cho tkdy rang alpha-synuclein duge bieu hién theo cach lentivirut da

lan rong tU vung hai ma phai duge tiem dén vang hai ma trai (Fig. 12 A, Fig. 15 A,

i

78 - DAt bén). Trong mé hinh th nghidm & chudt tém alpha-synuclein lentivirut
say. cac thi nghigm treoce day 4 cho thay rang ch: <& protein alpha-synuclein dd duoc
bitu hifn mdi lan rong dén phia d6i bén ma khong ¢6 bang chimg vé sy chuyén cua

Ty

chinh lentivirut, nha duoe xdc dinh bang phén tich PCR (s liéu khéng duge thé hién)

o

Mire alpha-synuclein duoge b éu hién theo cach lentivirut trong ving hai md

ung bén va dbi bén o cée con chudt khong phai tg ma duge gy mién dich thu dong
bi’;ng khang thé 9E4 (94 “kiéu PRX002 & chuot {Prothena)) hau nhu tuong déng déi
vt mte alpha-synuclemn duge biéu hién theo cach lentivirut trong ving hai md cung
hén va déi bén o cac con chudt khong phai tg ma duge gdy mién dich thy dong bang
1631 cha chudt ¢oi chung isotyp NIP228 (Fig. 12 A.B,C; 9E4 so voi NIP228). cho
ing 984 khi duoce dinh 1iéu o 20 my/kg hang tuan trong 13 tun théng qua con
duomg [P khong phong bé sy phéan tan cua aipha—synuc'ﬁ'cm rrong mG hinh thu nghiem

sur lan rong alpha-synuclein nay.

Trai lai, ca mac alpha-synuclein duge biéu hién theo cach lentivirut rong ving
hai mé cung bén va doi bén ¢ cac con chudt khong phai tg ma duge gay micn dich thu

déng bang khang the aslo0452 ngl-3 hodc kiéu ot bién khéng ¢é chire nang tac dong

cuz aslo0452 ngi-3 (aslo0452-ngl-3-D265A), & dé su thay thé axit aspartic bang alanin

& vifri 265 (D2635A) trong TpGl cua chudt dan dén sy 1On hao wiong tc gitta isotyp

’

nay va cac thy thé Fe 1pG ai lue thap (FeyRIIB va FeyRIT) tim thay trén vi ¢ bao than
kinh, déu thap hon mot cach ding ke so voi muec alpha-synuclein duoc bi¢u hién theo
cach lentivirut trong vimg hai mé cung bén va dbi bén & cac con chudt khong phai tg

ma dugc gay mién dich thu dong bang [gG1 cua chudt d6i ching isotyp NIP228 (Fig

{7\.(

12 AB.C; aslo0452-ngl-3 & aslo0452-ngi-3-D265A so vai NIP228) Diéu nay cho
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théy rfmg viéc gay mién dich thu ddng cac con chudr béng aslo0452-ngl-3 hodc kiéu
dot bién D265A khong cé chic ning tac dong clia aslo0452-ngl-3 phong bé manh mé
sir lan rong cua alpha-synuclein trong mé hinh thir nghiém & chudt vé bénh ly alpha-
synuclein nay. Cac két qua tuong ty thu duogc khi vecto LV-a-syn duge tiém vao ving
hai mé phai cta cac con chudt a-syn tg; viéc gay mién dich thu déng bing aslo0452-
ngl-3 hodc aslo0452-ngl-3-D265A nhung khong bang 9E4 dan dén su giam manh va
cé v nghia vé mit thong ké déi véi ca muc phan mg mién dich alpha-synuclein cang
bén va doi bén murc trong ving hai ma khi so véi cac con chudt a-syn tg duge diéu tri
bang NIP228 (Fig. 15 A,B,C).

(3 d6 khuéch dai cao hon, cac lang dong cé tinh phan Gmg mién dich alpha-
synuclein dugce bidu hién theo cach lentivirut ¢é thé quan sat thiy doc thee ca céc soi
truc cung bén cia phia dugce tiém va cac soi fruc dbi bén cua phia khong duge tiém cua
cac con chudt khong phai tg (Fig. 13 A; mii t€n mau den thé hién soi truc xuyén hai
mé), goi v rang su lan rong alpha-synuclein dén vung hai ma doi bén co thé chu yéu
xay ra doc theo sgi truc (sy lan rong xuyén s¢i truc). Muc ‘.‘fmg dong alpha-synuclein
so1 truc cung bén va dbi bén & cac con chudt khong phai tg duge gdy mién dich thu
déng bang khang thé 9E4 hodc IgG1 cua chudt d6i chimg isotyp NIP228 la khong
khac biét mét cach dang ké (Fig. 13 A,B,C; 9E4 so véi NIP228), cho thay rang dud:
cac didu kién thir nghiém cla cac tac gia sang ché, 9E4 khong tac dong dén mure lang
dong alpha-synuclein s¢i truc cling khong lam giam su phén tan cua alpha-synuciein
doc theo soi truc trong md hinh thr nghiém su lan réng bénh ly alpha-synuclein-
lentivirut nay.

Tréi lai, ca muc lang dong alpha-synuclein s¢i truc cung bén va déi bén & cac
con chudt khong phai tg duoc gay mién dich thu ding bang khang thé aslo0452 ngl-3
hoiic kiéu d6t bién khong ¢ chire nang tac dong cua aslo0452-ngl-3 (asio0452-ngl-3-
D265A), déu thap hon mdt cach dang ké so v6i muc ling dong alpha-synuclein soi
iruc & cac con chudt khdng phai tg dugc didu tri bang IgG1 ctia chudt déi ching isotyp
NIP228 (Fig. 13 A,B,C; aslo0452-ngl-3 & aslo0452-ngl-3-D265A so voi NIP228), cho
thy ring viéc gay mién dich thy déng cac con chudt bang aslo0452-ngl-3 hoac kiéu
dot bién D265A khong ¢ chirc ning tac dong cla aslo0452-ngl-3 loal b6 cac lang

dong alpha-synuclein s¢i truc va phong bé manh mé& su chuyén alpha-synuclein cung
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bén dén dbi bén doc theo soi truc trong md hinh thir nghiém & chudt vé bénh 1y alpha-

synuclein-lentivirut nay.

Céc két qua rat tuong tu thu duoc khi vecto LV-a-syn duoc tiém vao vung hai
mé phai clia cac con chudt a-syn tg; viéc gdy mién dich thy dong bang aslo0452-ng]-3
hodc aslo0452-ngl-3-D265A nhung khéng bang 9E4 din dén sy giam manh va cé ¥
nghia vé mét théng ké dbi véi ca mae phan tmg mién dich alpha-synuclein cing bén
va dbi bén doc theo si truc ki so véi ede con chudt a-syn tg duge ditu tri bang

NIP228 (Fig. 16 A,B,C).

Ly

O cae con chudt khdng phat g dirge Gdém LVeg-gyn, o 4o huéch dui cao hon
tinh phan dng mién dich alpha-synuclein rdt manh duoge phat hién trong mang luo!

than kinh cta vung hai md cing bén va & mie d it bon trong mang Lot th an kinh clia

’

vé ndo mdéi cung bén (Fig. 14 A). Ngoal ra, st w lang dong alpha-synuclein rat manh

o ¥
~

duoce phat hién trong nhiéu thé té bao noron cé kha nang nhan dién (thé 1€ bao - soma)
trong viung CAl cla ving hai mi cing bén va tink phdn ung mién dich alpha-
synuelein yéu hon dugce phit hién trong céc noron iép 5 ciia vo nilo moi cung bén (Fig.
14: moi t€n mau den). Imng khi viéc didu tri bang khang thé 9E4 khong lam thay doi

dang ké 56 lugng noron hat ma CA'l cung bén hodc noron vo ndo moi lop 5 e 1g bén

chira cac lang dong alphd synuclein khi so véi cac con chudt khong phai tg duge gay

mién dich bang lgG cna chudt d6i chimg isotyp NiP228 (Fig. 14 AB,C; 9E4 so vor

H

NIP228), cac con chudt khong phai tg duge diéu tri bang khang the aslo0452 ngl-3

hoic kiéu dot bién khong co chitc ning tac ddng cua aslo0452-ngl-3 (aslo0452-ngl-3-
D265A) lam giam déng ké 36 luong noron CA! cung bén va noron cung bén 1op >
chira cae ling dong alpha-synuclein so voi cac con cbudt khong phai tg duge diéu iri

béng lg(G cua chudt Ji' ching isotyp NIP228 (Fig. 14 A.B,C; aslo0452-ngl-3 &
aslo0452-ngl-3-D265A so vai NIP228).

Tuong ty, cudng d6 cua tinh phan tng xﬁién dich alpha-synuclein trong mang
[s6i than kinh va noton cia ving CAl cling bén clia vung hai ma‘'va vung cung bén
Iép 5 cus vO ndo moi thap hon mot cach 18 rét & cac con chudt khdng phai tg duoc
diéu tr1 bang aslo0452-ngl-3 va duoc ¢ diéu tri bang aslo0452-ngl-3-D265A so vl cdc

con chudt khong phai tg duoce diéu tri bang 1gC cta chudt doi ching isotyp NIP228

i

(Fig. 14 A; aslo0452-ngl-3 & aslo0452-ngi-3-D265A so v &1 NIPZ28).
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Cac két qua tuong tu thu duge khi vecto LV-u-syn dugc tiém vao ving hai ma
phéi cua cdc con chudt o-syn tg; viéc diéu tri bang aslo0452-ngl-3 hoac aslo0452-ngl-
3-D265A nhung khong bing 9E4 din dén su giam co v nghia vé mat thong ké so
lugng cac noron chira tinh phan Ung mién dich alpha-synuclein manh trong vung hai

mi CAl cing bén va ving vé ndo méi 1op 5, cling nhu trong vung hai ma CAl doi

bén, khi so voi cac con chudt a-syn tg duge diéu tr bang NIP228 (Fig. 17 AB,C,D).

ba chimg to dugc rano viée pay mién dich thu dong cac con chudt kicu dai
khong tg hodc cac con chudt a-syn g ma déu da duoge tiém o vi tri xac dinh trong
khong gian vé1 vecto lentivirut ma didu khién sy biéu hién cta alpha-synuclein clia
ngudi trén mot phia cua ving hai mi, véi khang iné jgG1 cua chudt khang alpha-
synuclein ai luc cao aslo0452-ngl-3 lam giam myunh su lan TONE Xuyen soi true cung
bén dén dbi bén cla alpha-synuciein dugc biéu hién theo cach lentivirut duge quan sat
thay trong md hinh thi nghiém ¢ chudt v¢ su lan truyén alpha-synuclein nay Tinh
chét (e ché sy lan rong alpha-synuclein in vivo clia khang thé khang alpha-synuclein

mdi duoe boe 16 ndy 1a dau hiéu biéu thi sy iién ket voi epitop khac nhau cua alpha-

¢
"

synuclein cua ngudi so voi cac khang thé khong e che sy lan réng trong mao hinh thir
nghiém da duge thir nghiém, vi du khing the 9E4.

Ngoai ra, s0 lidu cho thay rang kiéu dot bien D265A khing co chiic néng tac

tac dung

G-

dong cua aslo0452-ngl-3 ¢o hicu qilé twong duong so voi aslo0452-ngl-3 v¢
lam giam su lan réng alpha-synuclein trong mé hinh thu nghi¢m, cho thay rang viéc
ngan nglra sy lan rong alpha-synuciein qua trung gian khang thé khong doi hoi chuc
nang tac dong co lién quan dén Fc lam co ché tac c dong chinh, va cu thé no cho mﬁ

rang dudmg nhu khéng co yéu cau hodc vai tro dbi voi thu thé Fe (FeyRIIB va FeyRIID)

7 .
A o~

¢6 mit trén vi t& bao than kinh trong viéc phong bé su lan réng alpha-synuclein qua
trung gian khéang the.

e 7

[ém lai, cac khang thé theo sing ché ma nham dich alpha-synuclein, cling nhu
manh lién két khang nguyén cta né, ¢ .kha nang cai bién bénh trong PD hodc DLB
hoic MSA bing cach phong bé hodc lam cham sy hap thu alpha-synuclein ¢6 tinh chat
bénh 1y vao cac té bao thé nhan va ngin ngira sy gieo rdc va truyén bénh 1y alpha-

synuclein gifta cac ving ndo duge lién ket ve mét giai phau. Theo cach nay, cac khang
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thé nham dich alpha-synuclein co thé diéu tri hodie ngan nglra su tién trién bénh va co

loi ich tri liéu dbi voi bénh nhén bi bénh 1y synuclein nhu PD, DLB hodc MSA.
Vidu 13: Tao ra khang thé dic hiéu kép 0452 ngl-3-BBBt0626g]

Cac khang thé dac hiéu kép néu lam vi dy theo sing ché chira khung T™ 1gGl
ctia ngudi két hop véi manh chudi don (scFv) cha BBBr0626gl, duge ghép vai SETRED
N {dang Bis2) hoédc dau tan C (dang Bis3) cua chudi néng cua aslo0452 ngi-3 dugce tao
ra nhu duge mo ta dudi day.

~ -~

Khéng thé dac hidu kép theo sang ché. & dang Bis2. duoc tao ra bang cach san
wudr theo cach tong hon méanh ADN md hoa Bbbtho2oglscl v-(G4S)x2-aslo0452 ngl-3
VH hodc Bbbi0626wi-(G48)x2-aslod432 ngl-3 VH ma chia vi ul g6l han
endonucleaza kep bén BssHIL va BstEIl, ¢ phia trén cua | bb‘( 26glscFv hodc

7

Bbbt0626wt va & phia dudi cta aslo0452 ngl-3 VH. mét cach twong ng. Sau do, cac

mant ADN di duge tidu hoa duge tach dong ¢ dinh huéng vao khung vecto

~

Khang thé dac h'é u kép theo ‘;ang ché, & dbz;mg Bis3 du*qb a0 ra bang cach
huéch dai PCR sau do la taci Edono ¢6 dinh hu’(y g su dung vi tri endonucleaza eates
han (Sfil va Xbal). Hai manh PCR dugc tao ra: (1) ki uéch dai mién hIgG1TM -CH3
fir vi tri gi6i han Sfil dén dau dau tan C cia mién CH3 va (2) manh PCR chong chap
vt oligo PCR xudi két hop dau ddu tin C cla cdu ndi CH3-(G48)x3 (SEQ ID NO: S
va déu dau tin N cia Bbbt0626gl scFv cung voi olige khuéch dai ddu déu tan C cua
Bbbt0626gl sclv va trinh tu vecto phia dudi true tiép qua vi tri gioi han Xbal. Ca hai
manh PCR déu duoc ndi cing nhau trong phéan ang PCR kéo xuyén 16 va sau do duge
tach dong ¢6 dinh huéng vao pEUL 4 (vecto IgGITM cua nguoi) théng qua vi tri

endonucieaza gidi han Sfil va Xbal.
Céc khang thé dc hiéu kép nay dugc biéu hién trong hé bicu hién gbc CHO va
¢ khang thé thu dugc duoc tinh ché théng qua phuong phap tich ché ot protein A.
T4t ¢4 cac khang thé ddc hiéu kép cd ngudn goc tir Bbbt0626 déu duge thi nghiém ve
s lién k &t in vitro véi dong té bao ndi md ndo chudt (b.end3) ¢ dé xéc nhan hoat tinh
lién két cta goe van chuyén qua BBB va clng thir nghiém vé su canh tranh lién két
cha also0452 ngl-3 trong thi nghiém canh tranh epitop dua irén HTRF dé xéc nhan su

lien két voi epitop aslo0452 ngl-3.
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YEU CAU BAO HO

[. Khang thé, hodc manh lién két khang nguyén cla né lién két véi a-synuclein cua

nguoi, trong do khang thé hoic manh lién két khang nguyén cua no chira: a) ba CDR

chudi ning co trinh ty: (i) H-CDR1 ctua SEQ ID NO: 5. (ii) H-CDR2 cua SEQ D NO:

15; va (ii1) H-CDR3 cta SEQ ID NO: 16, va b) ba CDR chudi nhe c¢é trinh tu: (i) L-

CDRI1 cua SEQ ID NO: 20, (ii) L-CDR2 cua SEQ 1D NO: 10; va (i) L-CDR3 cua
SEQ IDNO:2

¥

2. Khéng thé hodic manh lién két khang nguyén cua no theo dicm 1, trong dé khang the
hodic manh lién két khing nguyén clia n6 én ket voi o-syruclein cla ngudi voi Kp it

han 560 pM.

3. Khang thé hoic manh lidn két k,hémg nguyén cia nd theo diém 1 hodc 2, wrong do
khang thé hodc manh lién két khang nguyén clta n6 chta ving chudi ngng bién doi
chira trinh tu axit amin déng nhat it nhat 90% so véi trinh tu axit amin cta SEQ (D
NO: 14

4. Khéng thé hoac manh lién két khang nguyén cua né theo diém bat ky trong 5 cac
diém ti 1 dén 2, trong do khang thé hoac manh lién két khang nguyén cua a6 chua

vung chudi ndng bien doi chia trinh ty axit amin cﬁa SEQ ID NO: 14,

5. Khang thé hodc mcmh lien két khang nguyén cua né theo didm bét kv trong so cac
diém w1 dén 4, trong do khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua nd chua
ving chudi nhe t bién ddi chua trinh tu axit amin donv nhat it nhit 90% so voi trinh tu
axil amin cua SEQ ID NO: 19.

o LN . YR . A . O VT S
6. Khéng thé hoic manh lién két khédng nguyén ctia nd theo diem bat ky trong s cac
diém tor | dén 5, rong do khang thé hoic manh lién ket khang nguyén cua no chira
viing chudi nhe bien doi c.h'fra trinh ty axit amin cta SEQ 1D NO: 19

7. Khang thé hoic manh th két khdng nguyén cta no theo diem bat ky trong s6 cac

diém tir 1 dén 6, trong do6 khang th¢ hoge manh lien két khang nguyén cua né la khang
the.

8. Khang thé hoac manh lién k&t khang nguyén cua né theo diém bat ky trong s6 cac

Y

diem tr 1 dén 7, trong d6 khang thé hodc manh nn két khang n&uycﬂ cua nod chua
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chira d6t bién bo ba trong ving Fe tuong ang véi L234F/L235E/P331S duge danh sd
dua trén hé thong danh so thir tu Kabat.

9. Duge phdm chira khang thé, hodc manh lién két khang nguyén clia nd, theo diém bét
ky trong so cac diem tir 1 dén §, va ta duge duge dung.

10. Phén tr axit nucleic duge phén ldp mé hoéa khang the, hodc manh lién két khang
nguyén cua nod, theo diém bat ky trong s6 cdc diem tu 1 dén 8.

I'1. Phan tir axit nucleic duge phén 1ap theo diém 10, trong d6 phéan tr axit nucleic nay
chtra trinh ty nucleotit dong nhar it nhat 90% so voi trinh tw nucleotit cua SEQ 1D NO:

13.

12. Phén tir axit nucleic duge phén lap theo diem 10, rong do phédn tr axit nucieic nay
chira trinh ty nucleotit dong nhat it nhat 90% so voi trinh tr nucleotit cua SEQ 1D NO.
18.

13. Té bao chu chia vecto chtra phan tir axit nucleic theo diém bat ky trong s0 céc

diém tir 10 dén 12.
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<Z13> Homo saplens

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
15

o1
bt
-

A

Uz
b

Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr

G

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly L
3 4

eu Glu Trp Val
5 40 5

4]
ey
b
=
=
W
y
fomd
m
o
3
[
;._:
<
{82
6]
=
O]
(e

Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val

o
et

[S2]

(G2
o

<

God

Met Asn Ser

85
Gly Giy Ala val Asn Val Tyr Tyr Tyr Ty: Giy Met Asp Val Trp
100 105 110

Met Val Thr Vali Ser Ser

<010 3

<211> 115
<7212%» PRT .
<213> Homo sapiens

val Leu Thr Gln Pro Ser Ser Leu 3Ser Ala Ser Pro Gly Ala
L 5 10 15
Ser Ala Ser Leu Thr Cys Thr Leu Arg Ser Gly Asn Asn Val Gly Asn
20 25 0
Tyr Arg Ile Tyr Trp Tyr Gln Gln Lys Ser Gly Ser Pro PTro Gin Tyr
35 40 a5

Leu Leu Arg Tyr Lys Ser Asp Ala Asp Lys His Gin Gly Ser Gly Val
o0 55 60
A ~d o~

i

@

>
it
e
]
o
o
oy
T
=
G
—
~
o8]
6
=
i
!
93]
>
[
e
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7]
U
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]
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e

Pro Sar 3 _ Tle
55 70 75 80
Leu Phe Ile Ser Gly Leu Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys

@
Uy b
w
(e}
(@

Met Val Trp His Ser Gly Ala Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
100 105 110

Thr Val Leu
115
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4

122

2 PRT

<213> Homo sapiens

BIEN THE

3., {53
‘ /thay the="Gly"

/thay the="Ser"

BIEN THE
(104)..(104)
/thay thé="Arg"

A
N
\

bién thé dugc dua ra trong trinh
trong phdn cha thich dbi véi céc vi tri cua
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u Ser Gly Gly Gly

o]
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Glu val Gln Leu Leu Val Gln Pro Gly Gly

er Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

r Ser Tyr

er Gly Phe Thr Phe
5
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

Ser Ser Ile Ser His Leu Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
5 55

=t
®
o
@
H
>
s
e}
=

Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr

~3
<
[Sa]
oo
O

Leu Gln Met Asn

Len Avrg Ala

i

B -
RURI

Val Lys Tyr Tyr Tyr

Met Asp Val Tro
ey
14

Gly Gln Met Val Thr Val Ser Ser

<210> 3
<Z1ll> o
“212>
213>

¢
17

PRT

Homo sapiens

<22C
<22
<22
<22

220>
. Y PR
<221> BIEN THL
<222» (4)..(4)
<223> /thay thé="Gly"
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MISC FEATURE
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ddi voi cAdc gbéc trong phan chu

<400> ©
Ser Ile

i

Ser His Leu Gly Gly Ser Thr
5 10

-
i

PRT

j . .
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/thay thé="aArg"

Tyr
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<223> /thay the="Ser"

<220:

«2721>» BIEN THE

<222% (102)..(102)
<223> /thay thé="Ala"

BIEN THE
(104)..(104)
/thay thé="Tyr"

(114
‘Tuu v="Céc gbc bién thd dusc
véi cac gbe trong phéan chu

MISC FEATURE

Gln Ala val Leu Thr Gln Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Pro Gly Ala
] 5 10 15
Leu Thr Cys Thr Leu Arg Ser Gly Ala Pro Leu Pro Lys
20 25 30

le Tyr Trp Tyr Gln Gln Lys Ser Gly Ser Pro Pro Gln Tyr
5 ' 40

N
[

Leu Leu Arg Tyr Lys Ser Asp Ala Asp Lys His Gln Gly Ser Gly Val
50 55 60

[€2]
@
[

Pro Ser Arg Phe - Gly Ser Lys Asp Ala Ser ARla Asn Ala Gly Ile
65 70 : ' 75 : 80

1

h
<
s

e

Gly Leu Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Cys Met
85 90 95

w2
®
It

Leu Phe

val Trp Asp His Gly Val Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr
100 105 110

Val Leu

<210> 9

<211> 14

<212> PRT

o XS 1.7 Ty T ey @
<Z13> Homo sapiens

BIEN THE
(5 ..

5
t

)
/thay thé="Ser"



39272

o
o]

TUR

EA

I
N

o
N

rens

oo
54D

ne

1

a

A
:

THE

N

e

g
o~
oo
Y]

-85-



N
3]
[N}

A~
[y
D

FASETAY
o

A
oD NS
O N O

[ I N S

AN

A

A
[N
[AS IR

N

<
<
<2
<

[N
[N NN

w N

(&)

“

v

s

{4
> /thay thé="Ser"

QoA
A

pvg

\va
~ —~ @

thay thé="Ser"

\v2

N/

N \/
jos]
1
-2
=

—3

ool

=

\(/
e~
o

o

Q} N
.
faa

:f —
(D

:ilAlaH

‘luu y="Cac gbc

<400> 11

Met
1
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Val Trp Asp His Gly

> 12

> 452

> PRT

» Home saplens

<400> 12

Glu
Ser

<

Ala

k=
—
Oy

Val Gln Leu Leu Glu
5
Leu Arg Leu Ser Cys
20
Met Ser Trp Val Arg
35
Ser [le Ser His Leu
[rat
o0
Gly Arg Phe Thr Ile
70
Gln Met Asn Ser Leu

vVal

Ser

Ala

Gln

; bién thé dugc
n ddéi voi cac gbe trong phan chi

m
4

el

Arg

Ala

Lys
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doi véi
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Gly

10

Gly Leu Va
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Ser Thr Tyr Tyr Ala
Asp Asn Ser Lys Asn
75

Glu Asp Thr
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Tyr
105

Tyr
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Gly Gln Giy Thr Thr Val Thr Val Ser
115 120

L—-«
[
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Ser Val Phe Pro Ala Pro Ser Ser
130 135

Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp
145 1506

Thr
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val Ser Trp Asn Ser Gly
165
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al Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr
: 13

His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp
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Gly Giy Pro Ser Val Phe Leu rhe FPro

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr
260 265

Glu val Lys Phe Rsn
280

s Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg
9

Tyr Arg Val val Ser Val Leu Thr Val
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Tyr Lys Cys Lys Val
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Val Tyr Thr Leu FPro Pro Ser Ar
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Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe
37
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Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu
390
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Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr ZSer Lys Leu Thr
405 410 415
Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Vval
120 425 430

4
bl

Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys 3er Leu Ser Leu
435 440 445

e T o)

LL2U»
PR
<221>
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g gty cag ctg ttg gag
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Pne Thr Phe Ser Ser Tyr
2

(%3]

c atg agc tgg gtc cge cag get cca ggg

a Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

tca tcc att tce cac ctt ggbt ggt age aca tac tac gca gac tco gtg

192
Ser Ser Ile Ser His Leu Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser val

Ty
) - LY
50 55 60

gqgo cgg ttc acc atc btec aga gac aat tcec aag aac acg ctg tat

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Leu Tyr
: 70 : 75 80

ctg caa atg aac agce ctg aga goc gag gac acg goc gtg tat tac tgt

88
o U
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu
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70
u Ile Ser Gly Leu Gln Ser
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115 120
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130 135
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Lys Ala Gly Val
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195 200
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210 215 2
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tgactcagco ggottccocte tetgegtete ctggageate agocagtoto

tgcgeagtgg ggcgoecccetg ccygaagtata ggatatactg gtatcagceag

cagogae gtoctoececa taaacacoaqg

N

Tcceccagocg cttttotgga tccaaagald

ractcatct ctgggctceca gtctgaggat gaggcectgact attattgtat ggtttgggac

guren Jde cggagggacc aagecrgacod <

[O3
49
B

Pro Gly Ala

£

T"hr Gln Pro Ala Ser Leu Ser Ala

Ser Ala Ser Leu Thr Cys Thr Leu Arg Ser Gly &la Pro Leu Pro Lys
20 25 30
Tyr Arg Ile Tyr Trp Tvr Gln Gln Lys Pro Gly Ser Pro Pro Gln Tyr
35 40 ‘
Leu Leu Arg Tyr Lys Ser Asp Ala Asp Lys His Gln Gly Ser Gly Val
50 55 €0

pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Lys Asp Ala Se
g e . ol i
55 70 ]

. — 1 - b el
ey Leu Tle ber GIL

51y Leu Gln Ser Glu Asp Glu Ale Asp Tyr Tyr Cys

€O
o
X
%

(2

Trp Asp His Gly Val Trp Tyr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
1006 105 110

€70l T e
VAL nel
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400> 20
Thr Leu Arg Ser Gly Ala Pro Leu Pro Lys Tyr Arg Ile Tyr
1 5 10

Gin Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai Gin Pro G

Ser Leu Arg Leu Ser

a
<
@
i
»

Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr

Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu
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=
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=
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e
Lo U3
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w

Ser Ala Ile Ser Cly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55

~ T 5
1Y Leu

Lvs Gly Arg Phe Thr

L
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Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Gilu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Gly Gly Ala Arg Arg Gly Arg Ile Tyr Tyr

100
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<
e
[
O

Gly Gln Gly Thr Thr val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys

[yl
P._J
<<
3
o
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Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly
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¢

[e

Ser Val Phe Pro Leu Ala

— g
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Ser Pro Gly Lys
450

<210> 23
<211> 366

<212> ADN
<213>» Homo sapilens

<400> 23
gaggtgeage tgttggagtc tgggggaggce ttggtacage ctggggggtce cctgagacto
60

cctctggatt cacctttage agctatgcca tgagetgggt ccgecaggcet

ggctggagty ggtctcaget attagtggta gtggtggtag cacatactac

tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat

acagcctgag agocgaggac acggccgtgt attactgtgce gggaggggcea

cggecgeggge gecatctacta cggeatggac aaatggggoc aadggacaac ggtcacecgta
3

tcetca

360

<210> Z4
<211>» 122
<212> PRT
<213

> Homo saplens

<400>» 24
Glu val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1 ’

5 10 15

3
jox
[
U
1
o]
[6)]
0]
=
Ul
D
]

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25 30

Tyr

Ale Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 a5
Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp S5er Val
50 55 50

Asn Thr Leu Tyr

-
<
%)

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser

Teu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
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Arg Arg

Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
120

7
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I
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i

A Ser Ser Thr Asp Vval Lys
1 5 15
apiens
Arg Gly Arg Ile Tyr Tyr Asp Lys

10

Gin Pro Ala Ser Leu Ser Sar P

o o
ial

Ser Ser Leu Thr Cys Thr Leu Arg Ser Ser Gly Asp Phe Ser Arg
20 20
)

!

b
O

Tyr Gln Gln Gly Ser Pro Pro Gln Tyr
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(3]
i
o~
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n

Leu Leu Arg Tyr Lys Ser Asp Ala Asp Lys His Gln Gly Ser Gly Val
50 55 60

Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Lys Asp Ala Ser Ala Asn Ala Gly Tle

65 70 75 80

Leu Leu Ile Ser Gly Leu Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys
85 90 95

Met Val Trp Ser Ser Gly Ala Trp Tyr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu

100 105 110

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

Ser Glu Glu Leu Gin Ala Asn Lys
135

vVal Cys Leu

Tle Ser Asp Phe Tyr Pro Gly Ala Val Thr val Ala Trp Lys Ala Asp
145 150 155 :

Ser Ser Pro Val Lys Ala Gly val Glu Thr Thr Thr Pro Ser Lys Gln
165 170 175

Ser Asn Asn Lys Tyr Ala Ata Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu
180 185 190

[¢9]
D
I

Gln Trp Lys His Arg Ser Tyr Ser Cys Gln Val Tnr His Glu Gly
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