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Linh vue ki thuat dwoe dé cap

Sang ché dé cap dén cac khang thé khang PHF-tau, c4c axit nucleic va cac vecto
biéu hién ma hoéa cac khéang thé, cac té bao tai tb hop chira vecto, va cac ché phém
chua khang thé. Cac phuong phép tao khang thé, cac phuong phap sir dung khang thé
dé diéu tri cac tinh trang bao gdm cac bénh 1y do protein tau gy ra, va cac phuong
phép sir dung cac khang thé dé chin doan cac bénh Iy nay.
Tinh trang ki thuit ciia sing ché

Bénh Alzheimer (AD) 14 r6i loan ndo thoai hoa c6 dic trung 1Am sang 14 mét tri nhg,
nhén thic, tr duy, d4nh gid va 6n dinh vé mit caim xuc tién trién, dan dan din dén suy giam
than kinh r& rét va cudi cing 1a tir vong. AD la nguyén nhan réat phd bién gay nén su suy
nhuroc than kinh tién trién (sa sut trf tué) & nhitng ngudi 16n tudi va duge cho 1a nguyén
nhan y khoa gy tir vong phd bién thi tir tai Hoa K§. AD duoc ghi nhan c6 mit trong cac
nhém dan toc thiéu sb trén toan thé gisi va 1a mot van dé y té cong cong nghiém trong hién
nay va tuong lai.

B0 ndo cuia cac ca nhan mic bénh AD biéu hién cac tén thuong dic trung goi
12 mang (hay dang bdt) & nguoi gia, thoai hoa dang bot (két tua dang bot trong mach
mau) va dam rbi soi than kinh. Phén 16n cac tdn thuong nay, cu thé 1a cac mang dang
bot va dam r6i soi than kinh cta céc soi xo0an ¢ bat cap, thuong c6 mat & mot sb khu
vuc quan trong ddi véi tri nhd va chire nang nhén thirc trong ndo ctia bénh nhan AD.

Thuc trang diéu tri AD hién tai chi bao g@)m cac liéu phap dugc chép thuan dé
diéu trj céc triéu ching vé nhan thitc & bénh nhan sa sat tri tué. Cac lidu phép duoc
chép thuan nay khong gitp diéu hoa hodc 1am cham su tién trién cua AD. Céc chit
diéu hoa bénh tiém nang bao gdm Solanezumab don dong khang Ap duoc nhan héa
Eli Lilly danh cho bénh nhin AD nhe va chét tc ché BACE phan tir nhé Merck
Verubecestat cho bénh nhan AD thé nhe dén trung binh. Céc liéu phap nay, va hau hét
cac chit diéu hoa bénh tiém nang khéc c6 thé trién khai vao thap ky t61, nhim dich Ap
(thanh phan chinh ctia mang dang bot 1a mét trong hai d4u hiéu bénh 1y “chi chdt” cua

AD).
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Céc dém 16i soi than kinh, ddu hiéu bénh 1y chu chdt tht hai cia bénh AD, chii
yéu dugc tao thanh tir cac khéi két tu protein tau dugc phosphoryl héa mirc cao. Churc
ndng sinh Iy hoc chinh cta tau 1a tring hop va 6n dinh vi ng. Su lién két cua tau véi
cac vi 6ng dién ra do cac twong tac ion gitra c4c dién tich duong trong viing lién két vi
6ng cua tau va cac dién tich 4m trén mang vi ong (Butner va Kirschner, J Cell Biol
(Tap chi Sinh hoc té bao). 115(3):717-30, 1991). Protein tau chira 85 diém phosphoryl
héa kha thi va sy phosphoryl héa tai nhiéu trong sé cac diém ndy c6 anh huong dén
chrc néng chinh cla tau. Tau lién két véi mang vi dng soi truc ¢ trang thai thiéu hut
phosphoryl héa, trong khi tau duge két tu trong AD lai dugc phosphoryl héa muc cao,
cung cip céac epitope duy nhat khac biét véi nhom tau c6 hoat tinh sinh 1y hoc.

Gia thuyét lan truyén bénh 1y do tau da dwoc mo ta va dua trén cac giai doan
Braak vé tién trién bénh ly tau trong ndo ngudi va sy lan truyén bénh Iy tau sau khi tiém
cac khoi két tu tau & cac mAu tau tién 14m sang (Frost va cong s, J Biol Chem. (Tap chi
Sinh héa hoc) 284:12845-52, 2009; Clavaguera va cong su, Nat Cell Biol. (Sinh hoc 1é
bao Nature) 11:909-13, 2009).

Viéc phat trién thube diéu tri ngan chin va loai bo sy két tu tau da dugc quan
tdm trong nhiéu nam va cac loai thube mg vién, bao gém cac hop chit khang két tu
va céc chét trc ché kinaza, da di vao giai doan xét nghiém lam sang (Brunden va cOng
sw, Nat Rev Drug Discov. (Tap chi Khdm phd thuéc Nature) 8:783-93, 2009). Nhiéu
nghién clru da cong bd cho théy cac tac dung diéu tri ¢6 loi cia ca mién dich tau chu
dong va bi dong & cac mau chudt bi bién dbi gen (Chai va cong su, J Biol Chem. (Tap
chi Sinh héa hoc) 286:34457-67, 2011; Boutajangout va cong sw, J Neurochem. (Tap
chi Héa hoc than kinh) 118:658-67, 2011; Boutajangout va cong su, J Neurosci. (Tap
chi Khoa hoc than kinh) 30:16559-66, 2010; Asuni va cong su, J Neurosci. (Tap chi
Khoa hoc than kinh) 27:9115-29, 2007). P4 c6 bao c4o hoat tinh v6i ca khang thé duogc
dinh huéng phospho va khing thé khong dugc dinh huéng phospho (Schroeder va
cong sw, J Neuroimmune Pharmacol. (Tap chi Khoa duwoc Iy Hé mién dich than kinh)
11(1):9-25, 2016).

Mic du c6 su phat trién trong nganh nhu vy, van can phai c¢6 cac loai thude
diéu tri hiéu qua ngan chan su két tu tau va su tién trién cta bénh ly do tau dé diéu tri
cac bénh 1y do tau nhu AD va cac bénh thoai héa than kinh khac.

Ban chit ky thuat cia sing ché
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Séng ché théa man yéu cu nay bang cich cung clp cac khang thé khang PHF-
tau hodc cdc manh lién két khang nguyén ctia né ma c6 ai luc lién két cao huéng dén
sgi xoan dc bit cap (PHF)-tau va duoc chon loc cho tau duge phosphoryl héa. Cac khang
thé ciia sang ché dugc tao bang cach cho cac khang thé dic hiéu PHF-tau chuét thich
ing v6i khung ctia ngudi (HFA). Nguoi ta cho rang tinh chon loc clia cac khéang thé cho
tau dugc phosphoryl héa cho phép thé hién tinh hiéu luc khéang lai tau gy bénh ma
khéng anh huéng dén chirc ning tau binh thuong. Sang ché ciing cung cdp cac axit
nucleic ma héa céc khang thé, cac ché pham bao gdm khang thé, va phuong phép tao va
str dung khang thé. Cac khang thé khéng PHF-tau cua sang ché hodc manh gén khéang
nguyén ciia né trc ché mam méng tau, nhu duge do bang céc xét nghiém té bao st dung
mam tau duoc dan xuét tir dich thuy phan té bao HEK hodc tir dich thily phan tity séng
tir chudt bién dbi gen tau dot bién. Ngoai ra, khang thé hdn hop ¢6 céc ving bién dbi
cta khang thé khang PHF-tau cta sang ché va cac ving hang dinh cua Ig chudt nhit,
nhu céc vung héng dinh ctia IgG2a chuot nhét, da e ché hoat tinh tao mam & mAau chuot
bién d6i gen tau dot bién trong co thé song.

Su tién trién ctia bénh ly do protein tau trong ndo ngudi mic bénh AD tuén thu theo
cac md hinh lan truyén khéc biét. Cac mau tién 1am sang da cho thdy mam phospho-tau
ngoai bio c6 thé cam tmg bénh Iy do tau trong cac té bao than kinh (Clavaguera va cOng
su, PNAS 110(23):9535-40, 2013). Do d6, ngudi ta tin riang bénh do tau c6 thé lan truyén
theo cach prion (protein bi nhiém doc) lan truyén tir mot viing ndo dén ving tiép theo. Quy
trinh lan truyén nay c6 thé lién quan dén su ngoai hoa mam tau ma c6 thé duoc cac té bao
than kinh 1an can hip thu va cam tmg bénh Iy do tau thém nira. Khong bi rang bude béi hoc
thuyét nao, ngudi ta cho rang cac khang thé khang PHF-tau hogc méanh gin khang nguyén
ctia n6 ciia sang ché ngan chan su két tu hodc lan truyén bénh Iy tau trong nio bang cach
twong tac voi mam phospho-tau.

Trong mdt phuong 4n chung, sang ché dé cip dén khang thé don dong dugc
phan 13p hodc manh gin khang nguyén cta né lién két voi PHF-tau. Trong mot phuong
an cu thé, khang thé 1a khang thé don dong nhan hoéa.

Theo phwong 4n cu thé, sang ché dé cap dén khang thé don dong dugc phan 1ap
hodc manh gin khang nguyén cia n6 lién két véi protein tau dugc phosphoryl hoa tai
epitope dugc phosphoryl héa trong mién giau prolin cia protein tau. Trong mot phuong

an cu thé hon, céac epitope dugc phosphoryl hoéa bao gdm T212 duoc phosphoryl hoa
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va/hodc T217 duoc phosphoryl hoéa cuia protein tau, va epitope dugc phosphoryl héa cé
hodc nim trong céc trinh ty axit amin co SO ID TRINH TU 48, 52 va 54. Trong mdt sb
phuong 4n, khing thé ciia sang ché lién két véi epitope dugc phosphoryl héa bao gém
T212 dugc phosphoryl hoa va/hodc T217 dugce phosphoryl héa cia protein tau.
Trong mdt phuong 4n cu thé, sang ché dé cap dén khang thé don dong dugc
phan lap hoic manh gin khang nguyén cia no, bao gbm:
(1) cac ving xac dinh bd sung chudi nang (HCDR) cta globulin mién dich
HCDRI1, HCDR2 and HCDR3 ¢6 cac trinh tu polypeptit c6 SO ID TRINH TU
lan luot1a 4, 5 va 6, va cdc ving x4c dinh bd sung chudi nhe (LCDR) cia globulin
mién dich LCDR1, LCDR2 va LCDR3 ¢6 céc trinh tu polypeptit c6 SO ID
TRINH TU lan lugt 14 16, 17 va 18;
(2) HCDRI, HCDR2 va HCDR3 c¢6 céc trinh tu polypeptit ¢c6 SO ID TRINH
TU:lanlwot1a 1,2 va 3, vaLCDRI, LCDR2 va LCDR3 ¢6 céc trinh ty polypeptit
¢6 SO ID TRINH TU: 1an luot 12 13, 14 va 15;
(3) HCDRI, HCDR2 va HCDR3 c¢6 céc trinh tur polypeptit c6 SO ID TRINH
TU: lan lrotla7,8va9,vaLCDRI1, LCDR2 va LCDR3 c¢6 cac trinh tu polypeptit
¢6 SO ID TRINH TU: lan luot 1a 19, 20 va 21;
(4) HCDRI, HCDR2 va HCDR3 c¢6 céac trinh tu polypeptit c6 SO ID TRINH
TU: lan luot 1a 10, 11 va 12, va LCDR1, LCDR2 va LCDR3 ¢6 céc trinh tu
polypeptit c6 SO ID TRINH TU* 14n luot 12 22, 23 va 24;
(5) HCDRI, HCDR2 va HCDR3 ¢6 cic trinh tu polypeptit c6 SO ID TRINH TU
lan luot 12 80, 81 va 9, va LCDR1, LCDR2 va LCDR3 ¢6 c4c trinh tu polypeptit ¢
SO ID TRINH TU" 1an luot 1 70, 20 va 21;
(6) HCDRI1, HCDR2 va HCDR3 ¢6 céc trinh tir polypeptit ¢6 SO ID TRINH TU*
lan luot 1a 71, 72, 73, va LCDR1, LCDR2 va LCDR3 ¢6 céc trinh tu polypeptit ¢o
SO ID TRINH TU" 1an Iuot 1a 70, 20 va 21;
(7) HCDRI, HCDR2 va HCDR3 c6 céc trinh tu polypeptit c6 SO ID TRINH
TU: 1an luot 14 71, 72 va 73, va LCDR1, LCDR2 va LCDR3 ¢6 c4c trinh tu
polypeptit ¢6 SO ID TRINH TU”: 1an luot 1a 19, 20 va 21;
(8) HCDRI, HCDR2 va HCDR3 ctia viing Vu ¢6 trinh tr polypeptit ¢c6 SO ID
TRINH TU" 26 va LCDRI, LCDR2 va LCDR3 cua ving VL ¢6 trinh tu polypeptit
¢6 SO ID TRINH TU: 31;
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(9) HCDRI, HCDR2 va HCDR3 ctia ving Vu ¢6 trinh tu polypeptit c6 SO ID
TRINH TU" 28 va LCDR1, LCDR2 va LCDR3 ctia ving V1, ¢6 trinh tr polypeptit
¢6 SO ID TRINH TU’: 34;

(10) HCDR1, HCDR2 va HCDR3 cta ving Vu ¢6 trinh tu polypeptit c6 SO ID
TRINH TU" 26 va LCDR1, LCDR2 va LCDR3 ctia viing V. ¢6 trinh tir polypeptit
¢6 SO ID TRINH TU" 34; hoic

(11) HCDR1, HCDR2 va HCDR3 cta ving Va ¢6 trinh tu polypeptit c6 SO ID
TRINH TU: 28 va LCDR1, LCDR2 va LCDR3 ctia viing Vi ¢6 trinh tu polypeptit
¢6 SO ID TRINH TU: 31;

trong d6 khang thé hodc manh gin khang nguyén ctia no lién két véi PHF-tau,
t6t hon 1a PHF-tau ngudi.

Trong phuong 4n cu thé hon, cic ving khung trong mién ving bién dbi chudi
ning va trong mién ving bién d6i chudi nhe bao gdm cac trinh ty axit amin tir globulin
mién dich nguoi.

Theo phuwong an cu thé khéc, sang ché dé cap dén khang thé don dong duge phan
1ap hodc méanh gin khang nguyén ctia n6 bao gom ving bién d6i chudi nang c6 trinh tu
polypeptit ddng nhét it nhét 80 %, tot hon 1a it nhét 85 %, tot hon 1 it nhat 90 %, t6t hon
1 it nhét 95 %, tbt hon nita 12 it nhit 98 %, va tét nhét 1a 100 %, v&i trinh tu bat ky 6 cac
SO ID TRINH TU" 26, 27, 28 va 29 hodc ving Vi cia chudi nang bat ky ¢6 trinh tur bat
ky ¢6 cac SO ID TRINH TU" 74, 76, va 78, hodc ving bién dbi chudi nhe c6 trinh t
polypeptit ddng nhét it nhét 80 %, tot hon 12 it nhit 85 %, t6t hon 14 it nhat 90 %, tdt hon
1 it nhét 95 %, tdt hon nita 12 it nhit 98 %, va t6t nhét 1a 100 %, v6i trinh tr bat ky ¢6 cac
SO ID TRINH TU" 31, 32, 33 va 34 hodc ving Vi cua chudi nhe bat ky c6 cac SO ID
TRINH TU: 75, 77 va 79.

Theo phwong an cu thé khac, sang ché dé cap dén khang thé don dong duoc phan
1ap hodc manh gin khang nguyén clia né bao gdm chudi nang c6 trinh tu polypeptit
ddng nhét it nhit 80 %, tbt hon 1a it nhat 85 %, tot hon 1a it nhat 90 %, tot hon 1a it nhat
95 %, t6t hon nita 12 it nhét 98 %, va tdt nhét 12 100 %, v6i trinh tw bat ky c6 cac SO ID
TRINH TU: 45, 74, 76, va 78; va chudi nhe c¢6 trinh tu polypeptit déng nhét it nhét
80 %, t6t hon 14 it nhét 85 %, t6t hon 14 it nhat 90 %, tot hon 14 it nhét 95 %, tot hon nita
1a it nhét 98 %, va tét nhit 1a 100 %, vdi trinh tu bat ky co cac SO ID TRINH TU: 46,
75,77 va 9.
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Theo phuong an cu thé khac, cac khang thé don dong dugc phan 14p cua sang
ché hodc cac manh gin khang nguyén cia né con bao gdm ving hang dinh, nhu ving
hang dinh IgG cua chudi ning ngudi hodc chudt, va ving hing dinh kappa hodc lambda
ctia chudi nhe khang thé nguoi hodc chubt.

Trong phuong 4n chung khéc, sang ché ciing dé cip dén axit nucleic dugc phan
1ap ma hoa khang thé don dong ctia sang ché hoac manh gin khang nguyén cua no.

Trong phwong 4n chung khac, sang ché ciing d& cap dén vecto bao gbm axit nucleic
duoc phan 14p ma hoa khang thé don dong ciia sang ché hodic manh gén khang nguyén cua
no.

Trong phwong 4n chung khéc, sang ché ciing dé cap dén té bao chu bao gdm axit
nucleic duge phan lap ma héa khang thé don dong ciia sang ché hoic manh gin khang
nguyén cua no.

Trong phuong an chung khac, sang ché dé cap dén dugc phdm bao gém khéng
thé don dong dugc phan lap clia sang ché hodc manh gin khang nguyén cta né va chit
mang dugc dung.

Trong phuong an chung khéc, sang ché dé cap dén phuong phap lam giam su
két tu tau gdy bénh hodc sy lan truyén bénh Iy do tau & dbi tuong can diéu tri, bao gdm
bude cho dbi tuong sir dung duoc phdm cia sang ché.

Theo phuong an chung khac, sang ché dé cap dén phuong phap diéu tri bénh ly
do tau & dbi tugng can diéu tri, bao gdbm budc cho ddi tuong sir dung dugc pham cia
sang ché. Bénh 1y do tau bao gdm, nhung khong gidi han trong, mdt hodc nhiéu bénh
dugc chon tir nhom bao gém bénh tuong tu nhu bénh Alzheimer, bénh Alzheimer rai
rac, sa stt trf tué thuy tran-thai dwong kém hoi chimg Parkinson lién két v6i nhiém séc
thé 17 (FTDP-17), liét trén nhan tién trién, thoai héa hach nén-vo ndo, bénh Pick, ting
sinh than kinh dém dudi vo tién trién, sa sut tri tu¢ chi do d4m réi soi than kinh, dam rdi
so1 than kinh lan téa kém voi hoa, sa sut tri tu€ do hat ua bac, hoi chirng Parkinson xo
cing cdt bén teo co-sa sut tri tu¢, hoi ching Down, bénh Gerstmann-Straussler-
Scheinker, bénh Hallervorden-Spatz, viém co thé vii, bénh Creutzfeld-Jakob, teo tuyén
nhiéu hé théng, bénh Niemann-Pick typ C, bénh mach mau nio do thoi héa dang bot
¢6 nguyén nhan tir protein bi nhiém doc, viém toan nio xo hoa ban cip, loan truong luc

co teo, bénh no-ron than kinh van dong khong phai tai Guam c¢6 dam ri soi than kinh,
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héi chimg Parkinson sau viém nfo, bénh Iy nfo man tinh do chén thuong, va sa st tri
tué dang chin thuong nio (bénh ca vo s dim bdc).

Trong phuong an chung khac, sdng ché dé cap dén phuong phap san xuét khang
thé don dong cia sang ché hodc manh gin khang nguyén cua nd, bao gbém budc nudi
cdy té bao bao gdbm axit nucleic ma héa khang thé don dong hodc méanh gin khang
nguyén clia né trong cac diéu kién dé c6 thé tao ra khang thé don dong hoic manh gén
khang nguyén cla né, va budc thu hdi khang thé don dong hoic manh gin khang
nguyén ctia né tir té bao hodc méi trudng nudi cay té bao.

Trong phuong 4n chung khac, sang ché d& cap dén phuong phap san xuét dugc
pham bao gdbm khang thé don dong cua sang ché hoac manh gin khang nguyén cia nd
bao gom budc két hop khang thé don dong hodc manh gin khang nguyén clia n6 véi
chat mang dugc dung dé thu vé dugc phim.

Trong phuwong 4n chung khac, sang ché dé c4p dén phuong phap phat hién su
¢6 mit ctia PHF-tau dwgc phosphoryl héa & dbi twong hodc phuong phap chin doan
bénh 1y do tau bang cach phat hién sy ¢6 mat cia PHF-tau & dbi tuong véi viée st
dung khang thé don dong ciia sang ché hodc méanh gin khang nguyén cia no.

Cac phuong dién, dic diém va wu diém khac cia sang ché s& duogc trinh bay 1o
rang trong phan bdc 16 sau ddy, bao gdm mb ta chi tiét vé sang ché va cac phuong an
uu tién va cac diém yéu cdu bao ho cua sang ché.

M5 ti vin tit cac hinh vé

Ban chét k§ thuit cia sang ché néu trén, cling nhu phan mo ta chi tiét sau day,
s& dugc hiéu r6 hon khi tham khao cac hinh v& kém theo. Can hiéu ring sang ché
khong bi giéi han trong cac phuong an chinh xac dugc minh hoa trong cac hinh vé.

HINH 1 minh hoa lién két ctia PT3 dwoc biéu hién tai td hop (“R3788”) va PT3
duoc biéu hién trén té bao lai (“hyb”) véi PHF-tau va tau hoa tan.

HINH 2 minh hoa phuong phap phan tich lai thdm protein (western blot analysis)
khang thé don dong khang tau cta chudt sau khi SDS-PAGE tau nguoi binh thuong tai
t6 hop (“NT”) va PHF-tau khong hoa tan trong sarcosyl (“PT”).

HINH 3A-3E minh hoa phén tich héa m6 mién dich PT3 trén mé vung hdi hai
mi AD duong tinh vé6i khang thé khang 4G8 dang bot. Cac khang thé don dong dugc
st dung 1a (A) PT1, (B) PT2, (C) PT3, (D) AT8 va (E) HT7.
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HINH 4A-4E minh hoa phan tich héa mé mién dich PT3 trén mé ving hoi hai
ma ddi chimg, 4m tinh v6i khang thé khang 4G8 dang bot. Cac khang thé don dong
dugce sir dung 1a (A) PT1, (B) PT2, (C) PT3, (D) AT8 va (E) HT7.

HINH 5A-5B minh hoa mau hinh nhuoém dic hiéu phospho-tau cua PT3 trong
ndo chudt (A) bat hoat tau hoic (B) kiéu dai.

HINH 6A-6B minh hoa miu hinh nhuém dic hiéu khong phai phospho-tau cta
tau-1 trong ndo chudt (A) bat hoat tau hoic (B) kiéu dai.

HINH 7 minh hoa cdu tric tinh thé ctia phic hop PT3 Fab + peptit tau
pT212/pT217, v6i PT3 Fab dugec minh hoa theo dang lap day khong gian (mau xam
nhat), va peptit tau dugc minh hoa duéi dang que (mau den).

HINH 8 minh hoa c4u tric tinh thé ctia phirc hop PT3 Fab + peptit tau pT212/pT217,
v6i PT3 duoc minh hoa duéi dang dai (mau xam nhat) véi cac don phan paratope cia néd
dudc biéu dién duéi dang que, va peptit tau duge minh hoa dudi dang que (méu den).

HINH 9 minh hoa so d6 tuong tac ciia cAu tric PT3 Fab + peptit tau pT212/pT217,
v6i cac don phan peptit duoc biéu dién trong cic 6 mau den, chit tring, cac don phan VH
trong cac 60 mau xam ddm, cac don phan VL trong 6 mau x4m nhat, va cac duong dut nét
biu din c4c lién két hydro, cac duong lién nét biéu dién cac tiép xic van der Waals.

HINH 10 minh hoa cac trinh tir cia cac vung bién déi chudi ning va nhe ciia PT3
cua HFA, trong d6 cac bién thé HFA duoc bt cip v6i ving V me ciia chudt cua PT3
(VH10 va VL7), cac CDR me¢ duogc chuyén sang FR nguoi dugce gach chén, va cac don
phan dugc danh s tuan tu.

HINH 11 minh hoa cdu trc tinh thé cua phtrc hop B324 + peptit tau
pT212/pT217, v6i B324 duoc minh hoa theo dang lap day khong gian (mau x4m nhat),
va peptit tau dugc minh hoa dudi dang que (mau den).

HINH 12 minh hoa céu tric tinh thé ciia phirc hop B324 + peptit tau pT212/pT217,
v6i B324 dugc minh hoa dudi dang dai (mau xam nhat) cé cac don phan paratope ciia né
duogc biéu dién dudi dang que, va peptit tau dugc minh hoa duéi dang que (mau den), luu
y rang D92(L) va E93(L) khong c6 mat dd electron cho C+ va nguyén tir carboxyl héa
mach bén.

HINH 13 minh hoa so d6 twong tac ctia ciu triic B324 + peptit tau pT212/pT217,
v6i cac don phéan peptit duge biéu din trong cac 6 mau den, chit tring, cdc don phan

VH trong cdc 6 mau xam dam, cac don phan VL trong 6 mau xam nhat, va cac duong
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dirt nét biéu dién cac lién két hydro, cac duong lién nét bidu dién céc tiép xtc van der
Waals.

HINH 14 minh hoa so d6 mau té bao cam bién sinh hoc FRET.

HINH 15 minh hoa su trc ché cia PT3 ddi v6i cam ung két tu K18 dugc gieo
mam boi cac chit dong chét té bao HEK chira cac khéi két tu GFP-tauP301L, nhu
dugc xac dinh bang xét nghiém BRET.

HINH 16 minh hoa su trc ché cta PT3 dbi voi cam tng két tu K18 duoc gieo
mam béi cac chat dong chét tiy séng TgP301S, nhu dwoc x4c dinh bing xét nghiém
FRET.

HINH 17 minh hoa két qua xét nghiém mién dich loai bd mot phén tir dich ra
khoi hdn hop (immunodepletion) tach chiét tiy song TgP301S chudt, v6i dir liéu tir 2
thi nghiém doc lap.

HINH 18 minh hoa xét nghiém mién dich loai bé mot phan tir dich ra khoéi hon
hop (immunodepletion) tach chiét nio AD ngudi, véi dir liéu tir 2 thi nghiém doc lap
(trir trudng hop HT7 va ATS, trong d6 n=1). PT3 wc ché su tao mam tau nhu duogc xac
dinh bang xét nghiém FRET.

HINH 19A-19G minh hoa so b mé hinh tiém & chudt bién ddi gen bidu hién tau
P301L nguoi dot bién. Céc hinh anh THC minh hoa cic miu nhudém ATS dai dién tir ban
ciu ndo chudt bi tiém (A-B) chiét pham dbi chung 3 thang sau khi tiém (C-D) ePHF-tau
dan xuét tir ndo AD 1 thang sau khi tiém va (E-F) ePHF-tau dan xuét tir no AD 3 thang
sau khi tiém. (G) So do trinh bay dit liéu hoa sinh tiéu biéu tir chudt duge diéu tri bang
ePHF v&i luong gia tang.

HINH 20 minh hoa tac dung dbi voi su két tu tau khi st dung béng dudng ngoai
vi (tiém mang bung, IP) PT3 sau d6 gieo mam PHF-tau dan xuét tir ndo AD & chudt
bién do6i gen biéu hién tau P301L ngudi dot bién.

HINH 21 minh hoa tac dung dbi vé6i su két tu tau khi tiém cung luc cac liéu PT3
giam sau d6 gieo mam PHF-tau dan xuét tir ndo AD & chudt bién dbi gen biéu hién tau
P301L nguoi dot bién.

HINH 22A-22C minh hoa tac dung d6i v6i su két tu tau khi tiém cing lic nhidu
loai thudc két hop vé6i viée ding cac 16p khang thé PT3 bang duong IP sau do gieo

mam PHF-tau dan xuét tir ndo AD & chudt bién ddi gen biéu hién tau P301L nguoi dot
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bién. Chuot duoc diéu tri theo (A) thé hién tac dung trong (B) ban cau ndo duoc tiém
va (C) ban cau ndo khéng dugc tiém.

HINH 23A-23B minh hoa cac ndng do tau két tu trong chat déng chét ndo duoc
dAn xuat tlr cac bénh nhan PSP so v6i ndng do chat dong chit ndo dan xuét tr cac bénh
nhan AD. Céac khang thé don dong duoc sir dung 1a (A) AT8 va (B) PT3.

HINH 24A-24] minh hoa céc hinh 4nh nhuém (A-C) cac khang thé AT8 hodc
(D-F) PT3 trén phan dong lanh tir md nfo cia (A, D) bénh nhan AD hodc (B, C, E, F)
bénh nhan PSP cho thiy dugc nhudm trong cac ving giai phau bi anh huéng trong
PSP. (G-J) Céc dbi chimg khéng cho thiy 1 bj nhudm.

HINH 25A-2525H minh hoa lién két SPR ctia c4c mAb (khang thé don dong)
truéng thanh 4i lyc va cac Fab ctia chiing v6i PHF-tau. Cac duong lién nét (mau xam)
chi béo viéc lam phit hgp déng hoc bang mé hinh lién két ludng tri (mAb) hodc md hinh
1:1 Langmuir (Fab). (A) mAb B296 (B) mAb B711 (C) mAb B809 (D) mAb B333 (E)
Fab B324 cua B296 (F) Fab B330 cua B711 (G) Fab B332 cua B809 (H) Fab B331 cua
B333.

HINH 26A-26B minh hoa lién két PT3-HFA va c4c bién thé truong thanh &i luc
v6i peptit pT212/pT217 trong xét nghiém ELISA truc tiép st dung (A) mAb hoic (B)
Fab.

MG ta chi tiét sang ché

Nhiéu 4n phdm, bai béo va bang sang ché duoc néu hoic duge md ta trong phin
tinh trang k¥ thuét cia sang ché va trong toan bo ban md ta; mdi tham chiéu nay dugc két
hop day du vao tai liéu nay bang vién dan. Viéc trinh bay vé tai liéu, hoat dong, vat licu,
thiét bi, thanh phan, v.v. di dugc dua vao ban mo ta nhim muc dich cung cap ngft canh
ctia sang ché. Viéc trinh bay nay khong c6 ¥ rang van dé bit ky hodc tt ca cac vin dé nay
12 mot phan ctia k§ thuat trude ddy lién quan dén sang ché bat ky duoc bdc 16 hodc dugce
yéu cau bao hé.

Cadc dinh nghia

Tru khi duge quy dinh khéc di, tAt ca céc thuat ngtlt k¥ thuét va khoa hoc duoc st
dung trong bdn md t4 nay c6 ciing nghia thong thudng theo hiéu biét cia ngudi 6 trinh
d6 binh thuong trong nganh ma sang ché nay c6 lién quan. Hodc, cac thuit ngit nhit dinh
dugce sir dung trong ban mo ta nay c6 nghia nhur di néu trong ban mo ta. T4t ca bang sang

ch€, don xin cap bang sang ché da cong bo va cac an pham dugce néu trong ban mod ta nay
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duoc két hop diy di bang vién dan. Can luu ¥ 14 khi duge st dung trong ban mé ta nay
va trong cac diém yéu cau bao ho, dang sb it “mdt” bao gdm ca cac sd nhiéu trir khi ngir
canh quy dinh khéc.

Trir khi duge quy dinh khéc, gia tri bang s6 bét ky, nhu nong do hodc khoang nong
do dugc mo ta trong ban mo ta nay, duogc hiéu la s& dugc didu chinh trong tht ca cc truong
hop theo thuat ngit “khoang”. Theo do, gia tri bang sé thuong bao gdm + 10 % cia gia tri
dugc néu. Vi du, ndng do bang 1 mg/mL bao gdm 0,9 mg/mL dén 1,1 mg/mL. Tuong tu,
khoang néng do bang tir 1 % dén 10 % (khdi luong/thé tich) bao gdm 0,9 % (khdi lwrong/thé
tich) dén 11 % (khéi lugng/thé tich). Trong ban mé ta nay, viéc sit dung khoang s6 rd rang
bao gdm tat ca cac khoang phu co6 thé co, tit ca timg gia tri bang sb trong khoang do, bao
gdm cac sd nguyén trong cac khoang nay va cac phan sb c6 cac gid tri ny trir khi ngit canh
néu y khac mot cach ro rang.

Trong ban mé ta nay, thuat ngit “dwoc phan 1ap” c¢6 nghia 13 mét thanh phan sinh
hoc (nhwr axit nucleic, peptit hay protein) vé co ban da duoc tach ra, duoc tao thanh riéng
ra tir, hoac tinh loc ra khéi cac thanh phén sinh hoc khac cta sinh vat ma tai d6 thanh phén
xuét hién mét cach tu nhién, tic 1a cac ARN va ADN thudc nhilm sic thé va nam ngoai
nhiém sic thé, va cac protein khac. Do d6, axit nucleic, peptit hay protein da dwgc “phan
1ap” bao gdm ca cac axit nucleic va protein duoc tinh ché bang cac phuong phap tinh ché
tiéu chuan. Axit nucleic, peptit hay protein di dugc “phan 1ap” c6 thé 12 mét phan trong
thanh phan va tiép tuc duoc phén 1ap néu thanh phan d6 khong phai 1 mot phan cia moi
trudng ty nhién cua axit nucleic, peptit hay protein d6. Thuét ngit bao ham ca céc axit
nucleic, peptit va protein dugc didu ché bang cach biéu hién tai t6 hop trong té bao chi va
cac axit nucleic duoc té)ng hop hoa hoc.

Thuat ngit “khang thé” hoic “globulin mién dich” nhu dwgc sir dung trong ban
md ta ndy, c6 nghia trong pham vi rong va bao gdm cac phén tir khang thé hodc globulin
mién dich gdm cac khang thé da dong, khang thé don dong, bao gdm khang thé don
dong chudt, ngudi, thich nghi véi ngudi, nhan héa va hdn hop, va cac manh khang thé.

Nhin chung, khang thé 14 cac protein hodc chudi peptit biéu hién tinh dac hiéu lién
két voi khang nguyén dic hiéu. Cac ciu tric cua khang thé da duoc biét rong rai. Cac
globulin mién dich ¢6 thé dugc phan thanh 5 16p chinh, 1a IgA, IgD, IgE, IgG va IgM, tuy
vao trinh fir axit amin ctia mién hang dinh chudi nang. IgA va IgG con duge phén 16p nho

hom, 1a céc 16p khang thé IgA1, IgA2, IeG1, IgG2, 1gG3 va IgG4. Theo do, cac khang thé

-12-



39290

cua sang ché c¢6 thé 12 loai bat ky trong niam loai chinh hodc cac 16p khang thé twong tGng.
T6t hon 13, cac khang thé cua sang ché 1 IgG1, 1gG2, IgG3 hoic IgG4. Céc khang thé cua
sang ché bao gdm céc loai c6 cac bién thé trong ving Fc ctia ching sao cho céc tinh chét
cta chung thay ddi so véi cac ving Fe kiéu dai bao gdbm, nhung khong han ché, thoi gian
ban hiy dai hon, cac chirc ndang ADCC hodc CDC va té bao thuc thi Fc bt hoat gidm hoac
tang. Chudi nhe cua khang thé tir loai dong vat c6 xuwong séng bat ky c6 thé duoc phan
thanh mot trong hai loai ¢6 su khac biét rd rang, dugc goi la kappa va lambda, dua trén trinh
tir axit amin ctia cic mién hang dinh ctia chting. Theo do, cac khang thé cia sang ché c6 thé
chira mién hang dinh cta chudi nhe kappa hodc lambda. Theo c4c phuong 4n cu thé, cac
khang thé ctia sang ché bao gdm cac ving hang dinh ciia chudi nang va/hodc chudi nhe tir
khéang thé ctia chudt hodc nguoi.

Ngoai c4c viing hang dinh ctia chudi ning va chudi nhe, cac khang thé con chura cac
vung bién d6i chudi ndng va chudi nhe. Ving bién ddi chudi nang hodc chudi nhe cia
globulin mién dich bao gdm viing “khung” bi can thiép boi cac “diém gin khang nguyén”.
Céc diém gan khang nguyén duoc dinh nghia bang cac thuat ngit va phuong thirc danh sb
nhu sau:

(i) Kabat: “Cac ving x4c dinh bd sung” hay “CDR” dua trén su bién dbi trinh

tu (Wu va Kabat, J Exp Med (Tap chi Y hoc thuc nghiém) 132:211-50, 1970).

Nhin chung, diém gin khang nguyén c6 ba CDR trong mdi ving bién dbi (vi

du, HCDR1, HCDR2 va HCDR3 trong ving bién d6i chudi niang (VH) va

LCDR1, LCDR2 va LCDR3 trong vung bién d6i chudi nhe (VL));

(ii) Chothia: “Céc ving siéu bién”, “HVR”, hoic “HV” chi cic ving cla céc

mién bién ddi cua khang thé siéu bién trong cdu triic nhu Chothia va Lesk da

dinh nghia (Chothia va Lesk, J Mol Biol. (Tap chi Sinh hoc phan tir) 196:901-

17, 1987). Nhin chung, diém gin khang nguyén c6 ba ving siéu bién trong mdi

VH (H1, H2, H3) va VL (L1, L2, L3). Cac hé thdng danh s6 ciing nhu chu thich

vé CDR va HV di duoc stra doi boi Abhinandan va Martin (Abhinandan va

Martin, Mol Immunol. (Mz’é~n dich hoc phdn tir) 45:3832-9, 2008);

(iii) IMGT: Dinh nghia khic vé cac ving tao thanh diém gan khang nguyén da

duoc dé xuét boi Lefranc (Lefranc va cong su, Dev Comp Immunol. (Tap chi

Mién dich hoc so sénh va thue nghiém) 27:55-77,2003) dua trén sy so sanh mién

V cua globulin mién dich va thu thé té bao T. Co so dit liéu International
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ImMunoGeneTics (IMGT) cung cdp cich danh s6 chudn hoa va dinh nghia cac

viing ndy. Su twong tmg gitta cc mo ta vé CDR, HV va IMGT dugc trinh bay

trong Lefranc va cong su, 2003, Id.;

(iv) AbM: Su théng nhét gifta cac phuong thirc danh s6 ctia Kabat va Chothia la quy

udc danh s6 AbM duoc Martin mé ta (Martin ACR (2010) Antibody Engineering

(Kién tao khang thé, btv Kontermann R, Dubel S (Springer-Verlag, Berlin), Tap 2,

tr. 33-51).

(v) Diém gin khang nguyén ciing c¢6 thé dugc mod ta dua trén “Specificity

Determining Residue Usage” (Cach st dung don phan quyét dinh tinh dic hiéu,

SDRU) (Almagro, Mol Recognit. (Nhdn dién phdn tir) 17:132-43, 2004), trong

d6 SDR, chi don phan axit amin ctia globulin mién dich tham gia truc tiép vao

tiép xtic khang nguyén.

“Khung” hodc “trinh tu khung” 1a cac trinh ty con lai ctia vung bién dbi cua khéng
thé ngoai cac trinh tir dugc dinh nghia 1a trinh tr ctia diém gan khang nguyén. Boi vi c6 thé
dinh nghia chinh xac diém gan khang nguyén bang nhiéu thuat ngit khac nhau nhu mé ta
trén day, trinh tr khung chinh x4c tly thudc vao viéc diém gin khang nguyén duoc dinh
nghia nhu thé nao. Ving khung (FR) 13 phan ¢6 tinh bao tha cao hon ctia mién bién dbi.
Céc mién bién ddi ctia chudi nhe va chudi nang tw nhién mdi mién bao gdbm bbn FR (lan
luot 1a FR1, FR2, FR3 va FR4), nhin chung sir dung cau hinh phién gip beta (beta-sheet),
duoc két ndi boi ba vong siéu bién. Vong siéu bién & mdi chudi duoc bé tri cing nhau gin
cac FR va, v6i vong siéu bién tir chudi kia, gop phan tao nén diém gin khang nguyén cia
khang thé. Phan tich c4u truc cia khang thé cho thdy méi quan hé gitra trinh ty va hinh dang
cia diém gan do cac ving xac dinh b sung tao thanh (Chothia va cong su, J. Mol. Biol.
(Sinh hoc phdn tir va 1é bao). 227: 799-817, 1992; Tramontano va cdng su, J. Mol. Biol.
(Sinh hoc phdn tir va té bao). 215:175-182, 1990). Mic du c6 sy bién dbi trinh ti cao, nim
trong so sau vong chi stir dung mét tap hop nho cdu hinh mach chinh goi 14 “céu tric hop
chuén”. Cac cAu hinh nay trudc hét duoc xéc dinh theo do dai cua vong, sau do theo su co
mit clia cac don phan chinh tai mét s6 vi tri nhat dinh trong vong va trong ving khung xéc
dinh c4u hinh théng qua su sap xép chat, lién két hydro ctia chiing hodc kha ning mang ciu
hinh mach chinh khong phd bién ctia chiing.

Trong tai liéu nay, thut ngir “méanh gin khang nguyén” chi manh khang thé, vi

du nhu diabody (khang thé dic hiéu dbi tai to hop), Fab, Fab', F(ab')2, manh Fv, doan
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Fv 6n dinh disulfua (dsFv), (dsFv) 2, dsFv dic hiéu d6i (dsFv-dsFv'"), diabody én dinh
disulfua (ds diabody), phan tir khang thé don chudi (scFv), khang thé don mién (sdab),
dime scFv (diabody ludng tri), khang thé da hiéu dwoc hinh thanh tir mot phan ctia khang
thé bao gém mot hoidc nhiéu CDR, khang thé don mién duoc camel hoa, nanobody
(khang thé don ving), khang thé mién, khang thé mién ludng tri hoic manh khang thé
bét ki khac lién két voi khang nguyén nhung khong bao gdm ciu tric khang thé hoan
chinh. Manh gén khang nguyén c6 kha ning lién két véi ciing khang nguyén ma khang
thé me hodc manh khang thé me lién két. Theo cac phwong 4n cu thé, manh gin khang
nguyén bao gdm ving bién ddi chudi nhe, ving hang dinh chudi nhe, va doan Fd cia
ving hang dinh cta chudi niang. Theo cic phwong an cu thé khac, manh gin khang
nguyén bao gdm Fab va F (ab).

Trong ban md ta nay, thuat ngit “khang thé nhan héa” chi khang thé khong phai
ctia con ngudi duge cai bién dé ting tinh twong dong trinh tu vé6i trinh tu cta khang
thé ngudi, sao cho cac dic tinh gin khang nguyén cua khang thé dugc giit lai, nhung
tinh khang nguyén trong co thé nguoi thi bi khu.

Trong tai liéu nay, thuét ngit “epitope” chi vi tri trén khang nguyén ma globulin
mién dich, khang thé, hoac manh gén khang nguyén cua nd, lién két dic hiéu tai do.
Epitope c6 thé dugc tao ca tir cac axit amin lién ké hay tir cac axit amin khong lién ké
nhung & canh nhau bang cach cudn gip protein lam ba. Epitope tao thanh tir cac axit
amin lién ké thuong van con khi phoi nhiém véi dung méi 1am bién chat, trong khi
epitope dugc tao bang cach cudn gp protein lam ba thuong bi mét khi xir 1y v6i dung
mdi 1am bién chit. Epitope thuong bao g@)m it nhét 3, 4, 5, 6,7,8,9,10, 11, 12, 13,
14 hodc 15 axit amin trong cdu hinh khéng gian duy nhét. Cac phuong phap xac dinh
céu hinh khong gian cta epitope bao gém, vi du, tinh thé hoc tia X va cong hudng tir
hat nhan 2 chiéu. Xem, vi du, Epitope Mapping Protocols in Methods in Molecular
Biology (Giao thirc 4nh xa epitope trong cac phuong phép trong sinh hoc phan tr),
Tap 66, G. E. Morris, Ed. (1996).

Trong tai liéu nay, thuat ngir “tau” hodc “protein tau” chi protein ctia hé than kinh
trung wong va ngoai vi du thira ¢6 nhiéu thé déng dang. Trong hé than kinh trung wong
(CNS), sau thé ddng dang tau chinh c6 cac do dai tir 352 dén 441 axit amin do su cat
ndi c6 chon loc (Hanger va cong su, Trends Mol Med. (Xu huéng trong Dwoc phdn tir)

15:112-9, 2009). Céc thé déng dang khac nhau do viéc dua vao co diéu hoa 0-2 doan

-15-



39290

chén dau N, va 3 hoic 4 doan lap lai lién két vé6i vi dng duoc sap xép lién ké, va duoc
goi 1a ON3R (SO ID TRINH TU: 64), IN3R (SO ID TRINH TU: 65), 2N3R (SO ID
TRINH TU" 66), 0N4R (SO ID TRINH TU: 67), IN4R (SO ID TRINH TU: 68) va
2N4R (SO ID TRINH TU: 69). Trong tai liéu nay, thuat ngft “tau d6i chimg” chi thé
ddng dang tau c6 SO ID TRINH TU" 69 khong bi phosphoryl hoa va cac didu hoa sau
dich mé khac. Trong tai liéu nay, thuat ngit “tau” bao gdm céc protein gdm c6 cac dot
bién, vi du: dot bién diém, manh khang thé, dot bién chén doan, dot bién mét doan va
céc bién thé cit ndi cia tau kiéu dai ddy du chiéu dai. Thuat ngit “tau” con bao ham didu
hoa sau dich m4 trinh tu axit amin tau. Piéu hoa sau dich ma bao gém, nhung khong
gi61 han trong phosphoryl hoa.

Tau lién két voi cac vi 6ng va diéu hoa van chuyén cac chét qua cac té bao, quy
trinh nay c6 thé dugc didu hoa bang cach phosphoryl héa. Trong AD va cac rdi loan
lién quan, su phosphoryl hoa tau bat thuong chiém wu thé va duoc cho 1a qué trinh xay
ra trude khi va/hodc kich hoat su két tu tau thanh céc soi, dugc goi la sgi xoan ¢ bat
cip (PHF). Thanh phan chinh ctia PHF 14 tau dugc phosphoryl héa mic cao. Trong tai
liéu nay, thuat nglt “sg1 xodn 6¢ bat cap-tau” hay “PHF-tau” chi tau két tu thanh céc
sgi xodn 6c¢ bat cap. Hai khu vuc chinh trong c4u trac PHF hién thi rd rang trong kinh
hién vi dién tir, 1a vé xo0dn va soi 16i; V6 xodn d& bi phan giai protein va ndm ngoai
s¢i, va 101 khang proteaza cua soi tao thanh khung ctia PHF (Wischik va cong su, Proc
Natl Acad Sci USA. (Ky yéu Vién Han ldm Khoa hoc Quéc gia Hoa Ky) 85:4884-8,
1988).

Trong ban mo ta nay, “khang thé nhan hoa phan 1ap lién két véi PHF-tau” hodc
“khang thé khang PHF-tau nhan héa dugc phan 1ap” nham chi khang thé khang PHF-tau
duoc nhan héa va phan 14p vé co ban duoc tach ra khoi cac khang thé khac c6 cac tinh
dac hi¢u khang nguyén khac nhau (vi du, khang thé khéang PHF-tau nhan hoa dugc phan
1ap vé can ban duoc tach khoi cac khang thé lién két dic hiéu véi cac khang nguyén khac
ngoai PHF-tau). Tuy nhién, khang thé khang PHF-tau nhan hoa dugc phan 1ap c¢6 thé ¢6
phan tmg chéo véi cac khang nguyén lién quan khéac, vi du tir cac loai khac (nhu dong
dang loai cia PHF-tau).

Thuét ngit “lién két dac hiéu” hodc “lién két mot cach dic hiéu” nhu sir dung trong
tai liéu nay chi kha niang cua khang thé khang PHF-tau cua sang ché trong viéc lién két

v6i dich dwoc xac dinh trude bang hing s phan ly (Kp) bang khoang 1x10° M hoac chat
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hon, vi du, nhé hon hoic bang khoang 1x10”7 M, nhé hon hodc bang khoang 1x108 M,
nho hon hoic bang khoang 1x10° M, nhé hon hodc bang khoang 1x107° M, nho hon
hodc bang khoang 1x10""' M, nho hon hoic bang khoang 1x10'2 M, hodc nhé hon hodc
bang khoang 1x103 M. Thuat ngit KD thu duoc tir ty 18 Kd véi Ka (tire 13, Kd/Ka) va
duoc biéu dién dudi dang ndng d6 mol (M). C6 thé xé4c dinh gia tri KD cho cac khang thé
bang cac phuong phap trong nganh theo quan diém cia sang ché. Vi du, ¢6 thé xac dinh
gia tri KD ctia khang thé khang PHF-tau bang cach sir dung cong hudng plasmon bé mit,
nhu st dung hé théng cam bién sinh hoc, vi du, hé théng Biacore®, thiét bi Proteon
(BioRad), dung cu KinExA (Sapidyne), ELISA hoic cac xét nghiém lién két canh tranh
da dugce ngudi 6 trinh do trong nganh biét dén. Thong thuong, khang thé khang PHF-tau
lién két véi dich duge xac dinh trude (ttre 1a PHF-tau) bang Kp nho hon it nht mudi 1an
s0 v6i Kp ctia n6 dbi véi dich khong dac hiéu nhu duogc do béng cong huéng plasmon bé
mat st dung, vi du, ProteOn Instrument (BioRad). Tuy nhién, cac khang thé khéang PHF-
tau lién két dic hiéu v6i PHF-tau c6 thé ¢6 phéan g chéo véi cac dich lién quan khac, vi
du, v6i cing dich duoc x4c dinh trude tir cac loai khac (ddng dang loai).

Trong ban mo ta nay, thuit ngit “polynucleotit”, dong nghia véi “phan tir axit
nucleic”, “nucleotit” hay “axit nucleic”, chi polyribonucleotit hay polydeoxyribonucleotit
bat ky, c6 thé 1a ARN hay ADN chua diéu hoa hoic ARN hay ADN da diéu hoa.
“Polynucleotit” bao gobm, khong gidi han, ADN soi don va sgi kép, ADN 12 hdn hop cta
cac vung soi don va soi kép, cidc ARN soi don va soi kép, va ARN 1a hon hop clia céac
ving soi don va soi kép, cac phan tir lai chira ADN va ARN c6 thé 13 sgi don hoic, dién
hinh hon, 1 s¢i kép hodc 1a hdn hop ciia cic ving sgi don va soi kép. Ngodi ra,
“polynucleotit” chi cac viing c6 cau triic ba mach bao gdom ARN hodc ADN hoic ca ARN
va ADN. Thuat ngit polynucleotit con bao gdm cac ADN hodc ARN chira mot hodc nhiéu
base (gdc) da didu hoa va ADN hodc ARN véi cac khung dugc diéu hoa cho muc dich én
dinh hodc cho cac ly do khac. Céc base “diéu hoa” bao gém, vi du, céac base da bd sung
nhém bao vé trityl va cac base khong thong thuong khac nhu inosin. C6 thé thuc hién
nhiéu kiéu diéu hoa khac nhau ddi véi ADN va ARN; do d6, “polynucleotit” bao gdm céc
dang dugc diéu hoa hoa hoc, didu hoa bing enzym hodc bang cach chuyén hoéa cia
polynucleotit nhur thudng thay trong tw nhién, ciing nhu trong cac dang héa hoc dic trung
ctia ADN va ARN ctia cac vi rit va té bao. “Polynucleotit” dong thoi bao gdm cé nhiing

mach axit nucleic twong ddi ngin, thuong duge goi 1a oligonucleotit.
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Trong ban mo ta ndy, thuat nglt “vecto™ 1a don vi sao chép, trong d6 mot doan axit
nucleic khac c6 thé s& duoc chén vao dé c6 thé tao nén sy sao chép hodc biéu hién doan do.

Trong ban md ta nay, thuat ngit “té bao chu” chi té bao bao gdbm phan tir axit
nucleic cla sang ché. “Té bao chu” c6 thé 1a loai té bao bat ky, vi du, té bao so cép, té
bao trong moi trudng nudi ciy, hodc té bao tir dong té bao. Trong mdt phwong 4n, “té
bao chu” 1a té bao duoc chuyén nhiém voi phan tir axit nucleic cia sang ché. Trong
phuong 4n khéc, “t& bao chu” 1a thé hé con hoic thé hé con tiém nang cua té bao duoc
chuyén nhiém nay. Thé hé con cta t€ bao nay co thé dong nhat hoic khong dong nhét
v6i té bao me, vi du, do cac dot bién hodc anh hudéng moi truong cod thé X4y ra ¢ cac
thé hé tiép theo hodc su hop nhét phéan tir axit nucleic vao bd gen té bao chu.

Thuat ngit “biéu hién” nhu duge st dung trong ban mé ta nay chi sy sinh tong
hop mot san phdm gen. Thudt ngit nay bao ham su phién ma mot gen tao thanh ARN.
Thuat ngit nay ciling bao ham su dich ma ARN thanh mot hodc nhiéu polypeptit, va
con bao ham t4t ca cac diéu hoa dién ra tu nhién sau phién mi va sau dich ma. Khang
thé nhan héa dugc biéu hién hoic manh gin khang nguyén cua né lién két véi PHE-
tau c6 thé nam trong té bao chét ciia té bao chi, mdi trudng ngoai bao nhu madi trudng
sinh trudng dé nudi cdy té bao, hodc dugc neo gan véi mang té bao.

Trong ban mé ta nay, thut ngit “chat mang” chi t4 duoc, chit pha lodng, chét
lam déy, dung dich dém, mubi, chit 6n dinh, chit 1am tan, dau, lipit, lipit chura tdi tinh,
vi cau, bao nang trong hat m&, hodc vat liéu khac phé bién trong nganh dé su dung
trong duoc phém. Céan hiéu réng cac dic trung cua chat mang, t4 dugc hodc chét pha
lodng sé& phu thudc vao duong dung duoc ap dung cu thé. Trong ban md ta nay, thuét
ngir “chat mang dugc dung” chi vat liéu khong gy doc hai va khong anh dén hiéu qua
ctia ché pham theo sang ché hoac hoat tinh sinh hoc ctia ché phim theo sang ché. Theo
céc phuong an cuy thé, theo quan diém cta ban moé ta nay, chit mang dugce dung bat ky
phu hop dé sir dung trong duoc phidm khang thé c6 thé duoc sir dung trong sang ché.

Trong ban mo ta nay, thuat nglt “d6i tuwgng” chi dong vat, tot hon 1a dong vat
¢6 vi. Theo cac phuong an cu thé, dbi twong 1a dong vat c6 va bao gdbm dong vat
khong phai linh truong (vi du: lac da, Itra, ngua van, bo, lon, ngua, dé, clru, meo, cho,
chuot, tho, chudt lang hodc chudt nhét) hodc linh truéng (vi du: khi, tinh tinh hodc con

nguoi). Trong cac phuong an cu thé, ddi twong 1a con nguoi.
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Trong ban md ta ndy, thudt ngfr “luong diéu tri hiru hiéu” chi lwong hoat chat hodc
thanh phén tao ra cac dap uing sinh hoc hoic dugce hoc mong mubn & d6i trong. Co thé xac
dinh luong diéu tri hiru hiéu theo thuc nghiém va thuong xuyén, lién quan dén muc dich
duoc dat ra. Vi du, cac xét nghiém frong ong nghiém c6 thé tiry chon dugce sir dung dé giup
xac dinh khoang liéu Iugng t8i wu. Nguoi ¢ trinh d6 trong nganh c6 thé x4c dinh chon liéu
hiru hiéu cu thé (vi du, qua céc thir nghiém 1am sang) dua trén viéc xem xét mot sb yéu td,
bao g@‘)m can bénh duoc diéu tri hodc ngan ngua, cac tri¢u chimg lién quan, khéi lugng co
thé cia bénh nhan, tinh trang mién dich ctia bénh nhén va cac yéu t6 khac ma nguoi cé trinh
d6 trong nganh da biét. Liéu chinh xac duge st dung trong ché phdm ciing s& phu thudc
vao duong truyén thude, va mic d nghiém trong cia bénh, va phai dugc quyét dinh theo
danh gia cua chuyén gia va timg hoan canh ctia bénh nhéan. C6 thé ngoai suy liéu hitu hiéu
tir duomg cong lidu lugng dép tmg duge truy xuét tir hé théng thir nghiém miu dong vat
hoic trong ong nghiém.

Trong ban mo ta nay, thuat ngit “tri bénh”, “tri”, va “diéu tri” déu chi viéc cai
thién, ddo nguoc it nhéat mét thong s co thé c6 thé do duge lién quan dén bénh ly do
tau khong nhét thiét duoc thé hién ra & dbi twong, nhung co thé duoc thé hién ra & dbi
tuong. Thudt ngit “tri bénh”, “tri”, va “diu tri” co thé chi viéc dan dén su thoai lui, ngan
chan hodc it nhit 1am cham su tién trién cua bénh, rbi loan hodc tinh trang. Trong
phuong an cu thé, “trj bénh”, “tri”, va “diéu tri” chi su lam giam nhe, ngan chan sy tién
trién hodc khoi phat, hodc giam thoi gian dién ra mot hozc nhiéu triéu ching lién quan
dén bénh 1y do tau. Trong phwong an cu thé, “tri bénh”, “tri”, va “diéu tri” chi viéc ngin
chan sy téai phat ciia bénh, r6i loan hodc tinh trang. Trong phuong an cu thé, “tri bénh”,
“tri”, va “didu tri” chi muc tang thoi gian séng s6t cua ddi twong mic bénh, réi loan
hodc tinh trang. Trong phuong an cu thé, “tri bénh”, “tri”, va “diéu tri” chi viéc loai bo
bénh, rdi loan hodc tinh trang & ddi tuong.

Trong tai liéu nay, “bénh 1y do tau” bao gébm bénh thoai héa than kinh bt ky
lién quan dén sy két tu tau gy bénh bén trong ndo. Ngoai bénh twong tu nhu bénh
Alzheimer, bénh Alzheimer rai rac, cac vi du vé bénh ly do tau la sa sut tri tué€ thuy
tran-thai duong kém hoi chimg Parkinson lién két voi nhidm sic thé 17 (FTDP-17),
liét trén nhan tién trién, thoai hoa hach nén-vé nio, bénh Pick, tang sinh than kinh dém
du6i vo tién trién, sa sit tri tu¢ chi do dam réi soi than kinh, ddm rdi sgi than kinh lan

tda kém voi hoa, sa sut tri tué do hat wa bac, hoi ching Parkinson xo ciing cdt bén teo
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co-sa sut tri tué, hoi chung Down, bénh Gerstmann-Straussler-Scheinker, bé&nh
Hallervorden-Spatz, viém co thé vii, bénh Creutzfeld-Jakob, teo tuyén nhiéu hé théng,
bénh Niemann-Pick typ C, bénh mach mau néo do thodi hda dang bdt c6 nguyén nhan
tir protein bi nhiém ddc, viém toan ndo xo hoa ban cép, loan truong luc co teo, bénh
no-ron than kinh van dong khong phai tai Guam c6 dam ri soi than kinh, hoi chimg
Parkinson sau viém ndo, bénh 1y ndo man tinh do chan thuong, nhu sa sut tri tué¢ dang
chén thrrong ndo (bénh cia v& s ddm bdc) (Morris va cong su, Neuron (Té bao than
kinh), 70:410-26, 2011).

Nhu dugc sir dung trong tai liéu nay, thuat ngi “két hop” trong ngit canh sir dung
hai hodc nhiéu liéu phép diéu tri cho ddi twong, chi viéc st dung nhiéu hon mét liéu phap.
Viéc sir dung thuat ngit “két hop” khong gi6i han trinh tu str dung lidu phap didu tri cho
dbi tuong. Viduy, co thé cho dbi tuong st dung liéu phép thir nhét (vidu, ché phém duoc
mo ta trong tai liéu nay) trude khi (vi du, 5 phat, 15 phat, 30 phut, 45 phut, 1 gio, 2 gio,
4 gidy, 6 giv, 12 givy, 16 giv, 24 giv, 48 gio, 72 gid, 96 gid, 1 tudn, 2 tuan, 3 tuan, 4 tuln,
5 tuén, 6 tuan, § tuan, hodc 12 tuin trudce), déng thoi véi, hodc sau khi (vi dy, 5 phut, 15
phut, 30 phut, 45 phut, 1 gio, 2 gio, 4 gio, 6 gio, 12 gio, 16 gio, 24 gio, 48 gio, 72 giv, 96
gio, 1 tudn, 2 tudn, 3 tuln, 4 tudn, 5 tuln, 6 tudn, 8 tuin, hoic 12 tudn sau) str dung liéu
phép thr hai.

Khdng thé khing PHF-tau

Trong mot phuong an chung, sang ché dé cap dén cac khang thé don dong duge
phan 1ap hodc cac manh gin khang nguyén ciia n6 lién két véi PHF-tau. Céc khang thé
khang PHF-tau nay c6 thé c6 cac tinh chat lién két véi epitope duoc phosphoryl héa trén
PHF-tau hoic lién két v6i epitope khong duge phosphoryl héa trén PHF-tau. Cac khang
thé khang PHF-tau co thé duoc sur dung hitu ich lam thube diéu tri, va lam céac thudc thir
nghién ctru hodc chan doén dé phat hién PHF-tau trong céac mau sinh hoc, vi du trong md
hodc té bao.

Theo phuong an cu thé, sang ché dé cap dén khang thé nhan hoéa duge phan l1ap
hodc manh gin khang nguyén cia n6 lién két v6i protein tau duge phosphoryl héa tai
epitope trong mién giau prolin ctia protein tau. Trong mdt phuong 4n cu thé hon, sang
ché dé cap dén khang thé nhan hoa dugc phan lap hodc manh gin khang nguyén cia
n6 lién két v6i protein tau duoc phosphoryl hoa tai epitope bao gdm cic don phan

T212 va/hodc T217 duoc phosphoryl hoa. Trong mét phuong an cu thé hon, sang ché
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dé cap dén khang thé don dong dugc phan 14p hodc manh gin khang nguyén cia né
lién két voi epitope duoc phosphoryl héa ¢6 SO ID TRINH TU bat ky trong cac sé:
48, 52 va 54. Trong mdt phwong 4n cu thé hon, sang ché dé cap dén khang thé don
dong dugc phan 14p hoic manh gin khang nguyén cia n6 lién két véi epitope dugc
phosphoryl hoa ¢6 SO ID TRINH TU': 48. Khang thé ciia sang ché c6 thé 1a khang thé
nhan hoa.

Bang 1 trinh bay cic ving bién ddi chudi nhe va chudi ning cho 5 mAb nhan hoa
lién két véi phopho tau theo SO ID TRINH TU'. Céc trinh tu ctia chudi nhe va chudi nang
cho mAb nhan héa B296 cling dugrc trinh bay. mAb nay da trudng thanh ai luc (xem Bang
3).

Bang 2 minh hoa céc don phan cia diém gin khang nguyén (tirc 1a cac ving
CDR) ciia cac khang thé vi du ciia sang ché dugc xac dinh theo phuong phap danh sb
Chothia, ABM, Kabat va IMGT. Céc trinh tu axit amin cua cdc vung bién dbi chudi
ning mau duge trinh bay theo cac SO ID TRINH TU" 26-29, va céc trinh tu axit amin
clia cac vung bién ddi chudi nhe mau duge trinh bay theo cac SO ID TRINH TU: 31-
34.

Bang 3 trinh bay cac trinh tw cia cac khang thé don dong truéng thanh ai luc
duoc tao tir B296 (tie 12 B333, B711 va B809). Céc trinh ti ving bién ddi dugc gach
chan trong céc trinh tu chudi nhe va chudi nang. Cac axit amin dugc t6 ddm trong céc
CDR cuia cac khang thé don dong trudng thanh 4i luc chi bao su thay thé so véi trinh tur
CDR cuta B296. Céc trinh tu CDR duogc xac dinh theo phuong phap danh sb Kabat.

Béang 1: Cac mAb phospho tau nhan hoa

mADb (khang thé Vi A% Chudi Chudi
don dong) nang nhe

B235 26 31

B252 28 34

B280 26 34

B282 28 31

B296 27 31 45 46
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Bang 2: Céc trinh tw CDR cho mién VH (VH10) va VL (VL7) cta khang thé
khang PHF-tau nhan hoa B296

Phwong phap danh sé6 Chothia

IDving V. |CDR-1 CDR-2 CDR-3
VHL0 GFTFSSY SKGGN GWGDYGWFAY
(SOID TRINH TU: 1) [(SOID TRINH TU:2) |(SOID TRINH TU: 3)
VL7 KASQDINRYLN RANRLLD LQYDEFPLT
(SO ID TRINH TU: 13) |(SO ID TRINH TU: 14) [(SO ID TRINH TU: 15)
Phwong phap danh s6 ABM
CDR-1 CDR-2 CDR-3
VHL0 GFTFSSYAMS SISKGGNTY GWGDYGWFAY
(SO ID TRINH TU: 4) (SO ID TRINH TU: 5) (SO ID TRINH TU" 6)
V17 KASQDINRYLN RANRLLD LQYDEFPLT
(SO ID TRINH TU" 16) |(SO ID TRINH TU": 17) (SO ID TRINH TU" 18)
Phwong phap danh sé Kabat
CDR-1 CDR-2 CDR-3
VHIO SYAMS SISKGGNTYYADSVKG|GWGDYGWFAY
(SO ID TRINH TU: 7) |(SOID TRINH TU: 8) (SO ID TRINH TU" 9)
N KASQDINRYLN RANRLLD LQYDEFPLT
(SO ID TRINH TU 19) [(SO ID TRINH TU: 20) |(SO ID TRINH TU" 21)
Phwong phap danh s6 IMGT
CDR-1 CDR-2 CDR-3
VHI0 GFTFSSYA ISKGGNT ARGWGDYGWFAYW
(SO ID TRINH TU 10) (SO ID TRINH TU: 11) |(SO ID TRINH TU" 12)
VL7 QDINRY RAN ‘ LQYDEFPLT
(SO ID TRINH TU: 22) |(SO ID TRINH TU: 23) (SO ID TRINH TU’: 24)

Bang 3: B296 trudng thanh ai luc

mAb  [Tén SOID [Trinh ty
(khang theé TRINH
don dong) TU:
PT1B333
Vu [CDR1 80 SSYAMS
CDR2 |81 SISKGGNTYYADSVKG
CDR3 9 GWGDYGWFAY
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mAb .
(khang thé
don dong)

Tén

SO ID
TRINH
TU:

]

Trinh tw

Chudi
nang

74

QVOLVESGGGVVQPGRSIRLSCAASGFTFSSYAMSWVROAPGKGLE

WVASISKGGNTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAV

YYCARGWGDYGWFAYWGQVTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSG

GTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLS
SVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPC
PAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
WDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLT
VDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Vi (CDR1

70

KASQDINRWLN

CDR2

20

RANRLLD

CDR3

21

LQYDEFPLT

Chubdi
nhe

75

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASODINRWLNWFOQKPGKAPK
SLIYRANRLLDGVPSRFSGSGSGTDEFTLTISSLOPEDFATYYCLQ

YDEFPLTFGOGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCL

LNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

PT1B711

Vi (CDR1

TSYAMS

CDR2

SITKGGNTYYADSVKG

CDR3

GWGIYGWFAY

Chudi
nang

QVQLVESGGGVVOQPGRSLRLSCAASGFTFTSYAMSWVRQAPGK
GLEWVASITKGGNTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLR
AEDTAVYYCARGWGIYGWFAYWGQVTLVTVSSASTKGPSVFPL
APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFP
AVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKK
VEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTP
EVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQP
REPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQ
PENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

VL |CDRI1

KASQDINRWLN

CDR2

RANRLLD

CDR3

LQYDEFPLT

Chudi

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINRWLNWFOQOKPGKAP
KSLIYRANRLLDGVPSRESGSGSGTDFTLTISSLOQPEDFATYYC

LOQYDEFPLTFGOGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASV
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mAb .
(khang thé
don dong)

SO ID
TRINH
TU:

Trinh tw

VCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSS
TLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

PT1B809

VH

CDR1

71

TSYAMS

CDR2

72

SITKGGNTYYADSVKG

CDR3

73

GWGIYGWFAY

Chuoi
nang

78

QVOLVESGGGVVOQPGRSLRLSCAASGFTFTSYAMSWVRQAPG

KGLEWVASITKGGNTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNS

LRAEDTAVYYCARGWGIYGWFAYWGQVTLVTVSSASTKGPSVF

PLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVD
KKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCS
VMHEALHNHY TQKSLSLSPGK

CDR1

19

KASQDINRYLN

CDR2

20

RANRLLD

CDR3

21

LQYDEFPLT

Chubi

79

DIOQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASODINRYLNWFQQKPG

KAPKSLIYRANRLLDGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPED

FATYYCLQYDEFPLTFGOGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDE
QLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTE
QDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTK
SFNRGEC

Céc khang thé nhan hoa c6 cac don phan ctia khung ving bién doi vé co ban la tir

khang thé nguoi (duge goi 14 khang thé di twong nhan) va cac viing xac dinh bo sung vé

co ban 1a tir khang thé khong phai ctia nguoi (tirc 13, khang thé chudt) (dugc goi la globulin

mién dich ctia d6i twong cho). Xem Queen va cong su, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. (Ky yéu
Vien Han lam Khoa hoc Quéc gia Hoa Kyp) 86:10029-10033, 1989, WO 90/07861,
US5693762, US5693761, US5585089, US5530101, va US5225539. Cac ving hang dinh,

néu co, vé co ban hoic hoan toan ciing 1 globulin mién dich ngudi. Cac mién bién doi

ngudi thuong dugce chon tir cac khang thé nguoi c6 cac trinh tu khung biéu hién tinh dong
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nhét trinh ty mirc cao v6i cac mién ctia ving bién dbi chudt ma CDR c6 ngudn gde tir do.
Céc don phén ctia khung viing bién do6i chudi ning va chudi nhe c6 thé c6 ngudn gbc tir
cing mot trinh trr khang thé nguoi hodc tir cac trinh tyr khang thé nguoi khac nhau. Cac
trinh tir khang thé nguoi co thé 1a c4c trinh tu cta khéang thé nguoi tdn tai mot cach tu nhién
hodc c6 thé 1a cac trinh tr lién Ung cua mot s6 khang thé nguoi. Xem WO 92/22653. Mot
s axit amin tir cac don phén cia khung viing bién ddi ctia ngudi duoc chon dé thay thé dira
trén anh huéng c6 thé c6 ctia chung dbi véi cau hinh CDR va/hoic tinh lién két v6i khang
nguyén. Nghién ctru cac tac dong co thé c6 nay duoc thuc hién bang cach tao mé hinh,
kiém tra cac dic trung cua céc axit amin tai mot s6 vi trf cu thé, hodc quan sat thuc nghiém
cac anh hudng cta vi¢c thay thé hodc tao dot bién céc axit amin cu thé.

Vi dy, khi axit amin khac véi don phan ciia khung ving bién ddi cua chudt va
don phén ctia khung ving bién déi ctia ngudi da chon, axit amin ciia khung ngudi thuong
duoc thay thé bang axit amin khung twong tu tir khang thé chudt, trong d6 nguoi ta
mong doi mot cach hop 1y riang axit amin: (1) lién két khong cong héa tri véi khang
nguyén mdt cach truc tiép, (2) lién ké véi ving CDR, (3) twong tac v6i ving CDR theo
cach khéc (vi dy, bén trong khoang 6 angstrom cuia ving CDR), hodc (4) tham gia trong
giao dién VL-VH.

Céac ng vién khac dé thay thé 13 cac axit amin khung nguoi ciia d6i twong nhan
khéng binh thuong dbi véi globulin mién dich nguoi tai vi tri d6. Céc axit amin nay
¢6 thé duoc thay thé bang céac axit amin tir vi tri twong tu cta khang thé déi twong cho
1a chuét hodc tir vi tri trong tu cia globulin mién dich ngudi dién hinh hon. Céc tng
vién khéac dé thay thé 1a cac axit amin khung ngudi cta ddi twong nhan khong binh
thuong d6i voi globulin mién dich ngudi tai vi tri d6. Cac khung vung bién dbi cua
globulin mién dich nhan hoa thudong biéu hién déng nhét trinh tu it nhat 85 % voi cac
trinh ty khung ving bién ddi nguoi hodc trinh ty lién Gng cta cac trinh tu nay.

C6 thé thuc hién nhan héa khang thé bang cac phuong phap da biét, nhu tai tao
bé mat don phan xé4c dinh tinh dac hiéu (SDRR) (US2010/0261620), tai tao bé mit
(Padlan va cong su Mol. Immunol (Mién dich hoc phdn tir) 28:489-98, 1991), siéu nhan
héa (WO 04/006955) va t6i vu héa ham luwong chudi cia ngudi (US7657380). Nguoi
c6 trinh do trong nganh c6 thé chon céc trinh ty khung hiru ich dé ghép hodc nhan hoa
tr co s& dit 1iéu phu hop. Cac khung dugc chon cé thé duoc cai bién thém dé bao toan

hodc tang cuong ai luc lién két bang cac k¥ thuat nhu cac k§ thuat duoc boc 16 trong
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(Queen va cong su, 1989, Id.) Theo cac phuong 4n cu thé, cac phuong phap nhan héa
cac khang thé khang PHF-tau tir khang thé me tir chudt bao gdm cac phuong phap duoc
mo ta trong Vi du 4 dudi day.

C6 thé san xuét khang thé ciia sang ché bang nhiéu loai k§ thuat, vi du bing phuong
phap té bao lai (Kohler va Milstein, Nature. 256:495-7, 1975). Céc khang thé don dong
hén hop chira ving bién dbi chudi nang va chudi nhe c6 ngudn gde tir khang thé ddi twong
cho (thuodng 14 chudt) lién két véi cac ving hang dinh ciia chudi ning va chudi nhe c6
ngudn gdc tir khang thé dbi twong nhan (thudong 13 loai dong vat c6 vi khic nhu con
ngudi) ¢6 thé duge didu ché bang phuong phap boc 10 trong US4816567. Cac khang thé
don dong dugc ghép CDR ¢6 CDR ¢6 ngudn gbe tir globulin mién dich déi twong cho
khong phai 1a ngudi (thudng 14 chudt) va cac phan dan xuat tir globulin mién dich con lai
¢6 ngudn gbe tir mot hodc nhidu globulin mién dich ctia ngudi ¢6 thé duoc didu ché bang
cac k§ thuat duge nhitng ngudi ¢o trinh d6 trong nganh biét nhu cac k§ thuat boc 16 trong
US5225539. C6 thé diéu ché khang thé don dong ngudi day di nhung thiéu trinh ty khong
phai ctia ngudi bét ky tir chudt bién dbi gen globulin mién dich nguoi bang cac k¥ thuat
duoc dan trong (Lonberg va cong su, Nature. 368:856-9, 1994; Fishwild va cong su, Nat
Biotechnol. (Cong nghé sinh hoc tw nhién) 14:845-51, 1996; Mendez va cong su, Nat
Genet. (Di truyén hoc tw nhién) 15:146-56, 1997). Co thé diéu ché va t6i uu hoa cac khang
thé don dong nguoi tir cac thu vién biéu hién trén thuc khuén (Knappik va cong su, J Mol
Biol. (Tap chi Sinh hoc phan tir) 296:57-86, 2000; Krebs va cong su, J Immunol Methods.
(Tap chi Phwrong phdp mién dich hoc) 254:67-84, 2001; Shi va cong su, J Mol Biol. (Tap
chi sinh hoc phan tir) 397:385-96, 2010).

Céc khang thé don dong cia sang ché bao gdm céc khang thé ¢c6 HCDR1 c¢6 SO
ID TRINH TU bét ky trong céc sb sau: 1, 4, 7, 10, 71, 80; HCDR2 ¢6 SO ID TRINH TU
bat ky trong cac sb sau: 2, 5, 8, 11, 72, 81; HCDR3 ¢6 SO ID TRINH TU bét ky trong
cac sd: 3, 6,9, 12, 73; LCDR1 ¢6 SO ID TRINH TU bét ky trong cac sb: 13, 16, 19, 22,
70; LCDR2 ¢6 SO ID TRINH TU bét ky trong cac sb: 14, 17, 20, 23; LCDR3 ¢6 SO ID
TRINH TU bt ky trong cac sd: 15, 18, 21, 24. Sang ché ciing bao gdm céc khang thé
don dong ¢6 céc trinh ty CDR dong nhét it nhat 90 %, tot hon 1 it nhat 95 %, t&t hon 1a
it nhit 98 %, tot hon nita 14 it nhat 99 % véi HCDR1 ¢6 SO ID TRINH TU bét ky trong
cac sd sau: 1, 4, 7, 10, 71, 80; HCDR2 ¢6 SO ID TRINH TU bét ky trong céc s sau: 2,
5,8, 11,72, 81; HCDR3 ¢6 SO ID TRINH TU bét ky trong cac sd: 3, 6,9, 12, 73; LCDR1
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¢6 SO ID TRINH TU bét ky trong cac sb: 13, 16, 19, 22, 70; LCDR2 ¢6 SO ID TRINH
TU bét ky trong cac sd: 14, 17, 20, 23; LCDR3 ¢6 SO ID TRINH TU bét ky trong céc sb:
15, 18, 21, 24.
Trong mdt phuong an cu thé, sang ché dé cap dén cac khang thé nhan hoa dugc phan
1ap hodc cac manh gin khang nguyén ctia n, bao gom:
(1) HCDRI1, HCDR2 va HCDR3 c¢6 cac trinh tu polypeptit c6 SO ID TRINH
TUT&1mvtm435Vé6,LCDRJ,LCDR2VéLCDR3cécéc&hmiupOquﬁﬁ
¢6 SO ID TRINH TU" 1an luot 12 16, 17 va 18;
(2) HCDRI1, HCDR2 va HCDR3 ¢6 cac trinh tu polypeptit c6 SO ID TRINH
TU: lan lwot 1a 1, 2 va 3, va LCDR1, LCDR2 va LCDR3 ¢6 céc trinh tu
polypeptit ¢6 SO ID TRINH TU 1an lwot 14 13, 14 va 15;
(3) HCDRI, HCDR2 va HCDR3 c¢6 cac trinh tu polypeptit c6 SO ID TRINH
TU: 1an luot 12 7, 8 va 9, va LCDR1, LCDR2 va LCDR3 ¢6 cac trinh tu
polypeptit ¢c6 SO ID TRINH TU: 1an luot 14 19, 20 va 21;
(4) HCDRI1, HCDR2 va HCDR3 ¢6 céc trinh tu polypeptit c6 SO ID TRINH
TU" 1an luot 1a 10, 11 va 12, va LCDR1, LCDR2 va LCDR3 c6 céc trinh tu
polypeptit c6 SO ID TRINH TU": 1an lugt 14 22, 23 va 24;
(5) HCDRI1, HCDR2 va HCDR3 ¢6 céc trinh tu polypeptit c6 SO ID TRINH TU
1an luot 12 80, 81 va 9, va LCDR1, LCDR2 va LCDR3 c6 céc trinh tu polypeptit c6
SO ID TRINH TU* 1an luot 12 70, 20 va 21;
(6) HCDRI, HCDR2 va HCDR3 ¢6 cac trinh tu polypeptit c6 SO ID TRINH TU*
1an Iuot 14 71, 72, 73, va LCDR1, LCDR2 va LCDR3 ¢6 cac trinh tr polypeptit c¢6
SO ID TRINH TU* 1an Iuot 1a 70, 20 va 21;
(7) HCDRI1, HCDR2 va HCDR3 ¢6 céc trinh tu polypeptit ¢6 SO ID TRINH
TU" 1an luot 1a 71, 72 va 73, va LCDR1, LCDR2 va LCDR3 ¢6 cac trinh tu
polypeptit ¢c6 SO ID TRINH TU" 1an luot 1a 19, 20 va 21;
(8) HCDRI, HCDR2 va HCDR3 cuia ving Vi ¢6 trinh tir polypeptit c6 SO ID
TRINH TU" 26 va LCDR1, LCDR2 va LCDR3 cta ving Vi ¢6 trinh tw polypeptit
¢6 SO ID TRINH TU" 31;
(9) HCDRI, HCDR2 va HCDR3 cta ving Va ¢6 trinh tu polypeptit c6 SO ID
TRINH TU: 28 va LCDR1, LCDR2 va LCDR3 ctia viing V. ¢6 trinh tir polypeptit
¢6 SO ID TRINH TU": 34;
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(10) HCDR1, HCDR2 va HCDR3 clia ving Vg ¢6 trinh tir polypeptit c6 SO ID
TRINH TU: 26 va LCDR1, LCDR2 va LCDR3 ctia viing V1. ¢6 trinh tu polypeptit
¢6 SO ID TRINH TU: 34; hogc

(11) HCDR1, HCDR2 va HCDR3 ciia ving Vi ¢6 trinh tu polypeptit c6 SO ID

TRINH TU" 28 va LCDR1, LCDR2 va LCDR3 cua viing Vi ¢6 trinh tir polypeptit

¢6 SO ID TRINH TU" 31;

trong d6 khang thé hoac manh gin khang nguyén cta no lién két v6i PHF-tau,
t6t hon 1a PHF-tau ngudi, va trong d6 cac ving khung trong mién ving bién dbi chudi
ning va trong mién ving bién d6i chudi nhe bao gdm céc trinh tur axit amin tir globulin
mién dich ngudi.

Theophuangéncuthékha;séngchédéc@pdénkhéngthénh&ahéaduqcphén
1ap hodc manh gén khang nguyén ciia né bao gdm vung bién ddi chudi ning c6 trinh ty
polypeptit ddng nhét it nhat 80 %, t6t hon 14 it nhat 85 %, tot hon 14 it nhat 90 %, t6t
hon 1a it nhat 95 %, t6t hon nita la it nhat 98 %, va tot nhat 1a 100 %, v6i trinh tu c6 céc
SO ID TRINH TU: 26, 27, 28 hodc 29, hodc viung bién ddi chudi nhe co trinh tu
polypeptit ddng nhét it nhit 80 %, t6t hon 1a it nhat 85 %, t6t hon 14 it nhat 90 %, tot
hon 12 it nhat 95 %, tét hon nira 14 it nhit 98 %, va tt nhat 1a 100 % véi SO ID TRINH
TU: 31, 32, 33 hoac 34.

Theophuongéncuthékhm;séngchédéc@pd&lkhéngthénh&ahéaduqcphﬁn
1ap hodc méanh gin khang nguyén ciia n bao gdm ving bién dbi chudi nang c6 trinh tur
polypeptit ddng nhét it nht 80 %, tbt hon 1a it nhit 85 %, tot hon 1a it nhat 90 %, t6t
hon 1a it nhét 95 %, t6t hon nita 14 it nhat 98 %, va tot nhit 1a 100 %, véi ving bién dbi
trong chudi nang c6 trinh tw ¢6 cac SO ID TRINH TU bét ky trong cac sd sau: 74, 76,
va 78, hodc ving bién ddi chudi nhe c6 trinh tu polypeptit dong nhét it nhat 80 %, t6t
hon la it nhét 85 %, t6t hon 1a it nhat 90 %, t6t hon la it nhat 95 %, t6t hon nita 1a it nhat
98 %, va tét nhit 12 100 % véi ving bién ddi chudi nhe c6 trinh tu bat ky c6 cac SO ID
TRINH TU: 75, 77 va 79.

Theo phuong an cu thé khéc, sang ché dé cap dén khang thé nhan hoa duoc
phén 1ap hozc manh gin khang nguyén ctia né bao gdm vung bién ddi chudi nang c6
trinh tu polypeptit ddng nhét it nhat 80 %, tot hon 1a it nhat 85 %, t6t hon 1a it nhét
90 %, t6t hon la it nhat 95 %, t6t hon nita la it nhat 98 %, va tot nhat 1a 100 %, véi
trinh tr ¢6 SO ID TRINH TU: 26 va vung bién ddi chudi nhe cé trinh tu polypeptit
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ddng nhét it nhat 80 %, t6t hon 14 it nhat 85 %, tot hon 1 it nhat 90 %, t6t hon 1a it
nhét 95 %, t6t hon nira 13 it nhat 98 %, va tdt nhit 1a 100 %, v6i SO ID TRINH TU"
31.

Theo phuong 4n cu thé khéc, sang ché dé cip dén khang thé nhan hoa dugc
phan 1ap hodc méanh gin khang nguyén cta n6 bao gdm ving bién dbi chudi ning c6
trinh tu polypeptit ddng nhét it nhat 80 %, t6t hon 14 it nhit 85 %, t6t hon 14 it nhat
90 %, tot hon 1a it nhat 95 %, t6t hon nira 1a it nhat 98 %, va t6t nhét 12 100 %, véi
trinh trr ¢6 SO ID TRINH TU’: 28 va viung bién d6i chudi nhe c6 trinh tu polypeptit
ddng nhat it nhit 80 %, t6t hon 1a it nhat 85 %, t6t hon 14 it nhit 90 %, t6t hon 14 it
nhit 95 %, tot hon nita 13 it nhat 98 %, va tot nhat 1a 100 %, véi SO ID TRINH TU*
34,

Theo phuong 4n cu thé khéc, sang ché dé c4p dén khang thé nhan héa dugc
phan 1ap hodc manh gian khang nguyén cia n6 bao gdm vung bién dbi chudi ning c6
trinh tu polypeptit ddng nhét it nhit 80 %, t6t hon 14 it nhit 85 %, t6t hon 14 it nhét
90 %, t6t hon 1a it nhat 95 %, tot hon nira 1a it nhat 98 %, va t6t nhit 1a 100 %, v6i
trinh tu ¢6 SO ID TRINH TU’: 26 va ving bién ddi chudi nhe c6 trinh tu polypeptit
ddng nhat it nhit 80 %, tot hon 1 it nhéat 85 %, t6t hon 1a it nhat 90 %, t6t hon 1 it
nhit 95 %, tot hon nita 13 it nhat 98 %, va tét nhét 1a 100 %, v6i SO ID TRINH TU:
34.

Theo phwong an cy thé khac, sang ché dé cap dén khang thé nhan hoa dugc
phén 1ap hoic méanh gin khang nguyén ciia nd bao gém ving bién ddi chudi ning c6
trinh tu polypeptit déng nhat it nhat 80 %, tt hon 1a it nhit 85 %, t6t hon Ia it nhit
90 %, t6t hon 1a it nhat 95 %, tot hon nita 13 it nhat 98 %, va t6t nhat 1a 100 %, véi
trinh tu ¢6 SO ID TRINH TU’: 28 va ving bién déi chudi nhe ¢ trinh tu polypeptit
ddng nhat it nhit 80 %, tot hon 1 it nhit 85 %, tét hon 1 it nhat 90 %, t6t hon 1a it
nhat 95 %, tot hon nita 1a it nhat 98 %, va t6t nhit 1a 100 %, voi SO ID TRINH TU"
31.

Theo phuong an cu thé khac, sang ché dé cap dén khang thé nhéan héa duogc
phan 1ap hodc méanh gan khang nguyén cua n6 bao gdm ving bién d6i chudi ning c6
trinh tu polypeptit ddng nhit it nhat 80 %, tot hon 1 it nhit 85 %, t6t hon 14 it nhat
90 %, t6t hon 1a it nhat 95 %, tot hon nita 1a it nhat 98 %, va t6t nhét 1a 100 %, véi
trinh ty ¢6 SO ID TRINH TU" 27 va vung bién dbi chudi nhe c6 trinh tu polypeptit
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ddng nhét it nhit 80 %, t&t hon 1a it nhat 85 %, t&t hon 14 it nhit 90 %, t6t hon 14 it
nhét 95 %, tot hon nira 13 it nhit 98 %, va t6t nhat 1a 100 %, voi SO ID TRINH TU:
31.

Theo phuong an cu thé khéc, sang ché dé cap dén khang thé nhan héa duogc
phén 1ap hodc manh gin khang nguyén ctia n6 bao gdm ving bién déi chudi ning co
trinh tu polypeptit ddng nhat it nhat 80 %, tot hon 1a it nhét 85 %, t6t hon 1a it nhat
90 %, t6t hon 1a it nhat 95 %, tot hon nita 14 it nhat 98 %, va t6t nhat 1a 100 %, véi
ving bién ddi trong chudi nang c6 trinh tu ¢6 SO ID TRINH TU’: 74, va ving bién dbi
chudi nhe ¢6 trinh t polypeptit dong nhat it nhat 80 %, t6t hon 1a it nhét 85 %, tét hon
14 it nhat 90 %, tt hon 1a it nhit 95 %, tét hon nita la it nhat 98 %, va tét nhat 1a 100 %
v6i ving bién d6i chudi nhe ¢6 trinh tu ¢6 SO ID TRINH TU: 75.

Theo phuong an cu thé khac, sang ché dé cap dén khang thé nhan héa dugc
phén 1ap hodc manh gin khang nguyén clia n6 bao gdm ving bién dbi chudi ning c6
trinh tu polypeptit ddng nhat it nhat 80 %, t&t hon 14 it nhit 85 %, tot hon 14 it nhét
90 %, tot hon la it nhat 95 %, t6t hon nita 1a it nhat 98 %, va t6t nhat la 100 %, v6i
ving bién ddi trong chudi nang c6 trinh tw ¢6 SO ID TRINH TU': 76, va vung bién dbi
chudi nhe ¢6 trinh tw polypeptit dong nhét it nhat 80 %, t6t hon 1a it nhat 85 %, t6t hon
14 it nhat 90 %, tt hon 1a it nhat 95 %, tot hon nita 12 it nhat 98 %, va tét nhat 1a 100 %
v6i ving bién d6i chudi nhe ¢6 trinh ty ¢6 SO ID TRINH TU" 77.

Theo phuong an cu thé khac, sang ché dé cip dén khang thé nhan hoa duoc
phén 1ap hodc manh gan khang nguyén ciia né bao gdbm ving bién ddi chudi nang c6
trinh ty polypeptit ddng nhat it nhat 80 %, tSt hon 14 it nhit 85 %, tot hon 14 it nhit
90 %, tot hon 1a it nhat 95 %, tot hon nita la it nht 98 %, va tot nhét 1a 100 %, véi
ving bién déi trong chudi nang c6 trinh tu ¢6 SO ID TRINH TU" 78, va vung bién ddi
chudi nhe c6 trinh tw polypeptit ddng nhat it nhit 80 %, tot hon 12 it nht 85 %, t6t hon
14 it nhat 90 %, tt hon la it nhat 95 %, tot hon nita 14 it nhat 98 %, va tot nhét 1a 100 %
v6i ving bién d6i chudi nhe ¢6 trinh ty ¢6 SO ID TRINH TU’: 79.

Theo phuong an cu thé khac, sang ché d& cap dén khang thé nhan héa duge phan
1ap hodc manh gin khang nguyén ctia n6 bao gdm chudi nang c6 trinh tir polypeptit dong
nhit it nhat 80 %, tot hon 1a it nhét 85 %, t6t hon 1a it nhat 90 %, tot hon la it nhat 95 %,
t6t hon nita 12 it nhat 98 %, va tét nhét 1a 100 %, véi trinh tu c6 SO ID TRINH TU" 45 va
chudi nhe c6 trinh tu polypeptit dong nhat it nhat 80 %, t6t hon 1a it nhat 85 %, tot hon 14
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it nhét 90 %, tbt hon 12 it nhét 95 %, t6t hon nita 12 it nhat 98 %, va t6t nhét 1a 100 %, véi
SO ID TRINH TU" 46. Trong mdt phuong 4n cu thé khac, sang ché dé cap dén khang thé
nhan hoéa duoc phan 14p hodc manh gin khang nguyén ciia né bao gbém chudi nang c6
trinh tu polypeptit c6 SO ID TRINH TU" 45 va chudi nhe c6 trinh tw polypeptit c6 SO ID
TRINH TU" 46.

Theophuongéncuthékh&;séngchédéc@odélkhéngthénh&nhéaduqcphén
1ap hodc manh gin khang nguyén ciia n6 bao gdbm chudi ning c6 trinh tur polypeptit dong
nhét it nhét 80 %, t6t hon 12 it nhat 85 %, t6t hon 12 it nhat 90 %, t6t hon 1a it nhat 95 %,
t6t hon nita 1a it nhat 98 %, va t6t nhét 14 100 %, voi trinh tu ¢6 SO ID TRINH TU" 74 va
chudi nhe c6 trinh tr polypeptit ddng nhét it nhét 80 %, t6t hon 1a it nhét 85 %, tt hon 1a
it nhét 90 %, t6t hon 1a it nhét 95 %, t6t hon nita 14 it nhat 98 %, va tét nhat 1a 100 %, véi
SO ID TRINH TU" 75. Trong mdt phuong an cu thé khac, sang ché dé cap dén khang thé
nhan hoéa duoc phan 1ap hodc manh gin khang nguyén ciia né bao gbém chudi nang c6
trinh tu polypeptit c6 SO ID TRINH TU* 74 va chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SO ID
TRINH TU: 75.

Theophuongéncuthékh&gséngchédéc@pdénkhéngthénh&lhéaduqcphén
1ap hoac manh gin khang nguyén ctia n6 bao gdm chudi nang c6 trinh tur polypeptit dong
nhét it nhat 80 %, t6t hon 14 it nhét 85 %, t6t hon 14 it nhét 90 %, tot hon 14 it nhét 95 %,
t6t hon nita 1a it nhit 98 %, va tbt nhét 14 100 %, v6i trinh tu ¢6 SO ID TRINH TU": 76 va
chudi nhe ¢6 trinh tr polypeptit ddng nhét it nhat 80 %, t6t hon 1a it nhat 85 %, tot hon la
it nhét 90 %, t6t hon 12 it nht 95 %, t6t hon nita 1a it nhat 98 %, va tot nhat 1a 100 %, véi
SO ID TRINH TU: 77. Trong mdt phwong 4n cu thé khac, sang ché dé cap dén khang thé
nhan hoéa duoc phan 14p hodc méanh gin khang nguyén ctia n6 bao gbém chudi nang c6
trinh tu polypeptit c6 SO ID TRINH TU" 76 va chudi nhe c6 trinh tw polypeptit c6 SO ID
TRINH TU: 77.

Theo phuong an cu thé khac, sang ché dé cap dén khang thé nhan héa dugc phan
1ap hoac manh gin khang nguyén ctia n6 bao gbm chudi nang c6 trinh tir polypeptit dong
nhét it nhét 80 %, tét hon 14 it nhét 85 %, t6t hon 1a it nhat 90 %, t6t hon 1a it nhit 95 %,
t6t hon nita 1a it nhit 98 %, va tét nhét 1a 100 %, vdi trinh tu ¢6 SO ID TRINH TU': 78 va
chudi nhe ¢6 trinh tu polypeptit ddng nhat it nhat 80 %, tot hon 1a it nhét 85 %, t6t hon 1a
it nhét 90 %, tt hon 1a it nhat 95 %, tbt hon nira 1 it nhit 98 %, va tt nhat 1a 100 %, véi
SO ID TRINH TU" 79. Trong mét phuong 4n cu thé khéac, sang ché dé cap dén khang thé
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nhan hoéa dugc phan 1ap hoic manh gin khang nguyén cia n6 bao gdm chudi ning cé
trinh tu polypeptit ¢6 SO ID TRINH TU": 78 va chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SO ID
TRINH TU: 79.

Theo phuong 4n cu thé khac, sang ché dé cap dén khang thé nhan hoa duoc
phén 14p hoic manh gin khang nguyén cua né bao gébm ving hiang dinh IgG1 chudi
ning ngudi va ving hang dinh kappa chudi nhe nguoi.

Theo phuong an cu thé khéc, sang ché dé cip dén khang thé nhan hoa dugc
phén 14p hodc manh gin khang nguyén cia né, trong d6 khang thé hoic manh gin
khang nguyén lién két v4i PHF-tau nguoi voi hing s6 phan ly (Kp) nhé hon hoac bing
5x107° M, tét hon 12 Kp nhé hon hodc bang 1x10™° M hodc nhé hon hodc bing
1x1071° M, trong d6 Kp dugc do biang phan tich cong hudng plasmon bé mat, ching
han nhu bang cach st dung hé théng Biacore hodc ProteOn.

Hoat tinh hoat dong ctia khang thé nhan héa va manh gin khang nguyén cia no
lién két véi PHF-tau c6 thé duge dac trung hoa bang cac phuong phép da biét trong nganh
va cac phuong phap duge mo ta trong tai liéu nay. Cac phuwong phap dac trung hoa khang
thé va manh gan khang nguyén cta n6 lién két véi PHF-tau bao gdm, nhung khéng gioi
han, cac xét nghiém vé 4 luc va tinh dac hi€u bao gém Biacore, ELISA, va phan tich
FACS; phan tich héa m6 mién dich; cac xét nghiém té bao trong 6ng nghiém va xét
nghiém tiém trong co thé séng dé xac dinh hiéu luc cua cac khang thé trong viéc trc ché
su gieo mam tau; xét nghiém vé tinh gay doc té bao dé phét hién sy c6 mat cua hoat tinh
gdy doc té bao qua trung gian t€ bao phu thudc khang thé (ADCC) va/hodc gy doc té bao
phu thudc b thé (CDC) cua cac khang thé; v.v. Theo céc phuong an cu thé, cac phuong
phap dic trung héa khang thé va manh gan khang nguyén cta né lién két véi PHF-tau
bao gdm cac phuong phap dugc mé ta trong Vi du 5, 6, 8 va 9 dudi ddy. Vi du vé khang
thé me tir chudt ctia cac khang thé nhan hoa lién két voi PHF-tau chit khong phai tau dbi
chimg 12 khang thé PT3, c¢6 ving bién ddi chudi niang c6 SO ID TRINH TU" 25 va ving
bién dbi chudi nhe c6 SO ID TRINH TU: 30 (xem, vi du, Bing sang ché Hoa Ky sb
9,371,376, dugc két hop diy du vao tai liéu nay bang vién dan).

C6 thé st dung mot sd phuong phéap da biét dé xac dinh epitope lién két cua
khéang thé ciia sang ché. Vi dy, khi cdu tric cia ca hai thanh phan déu duogc biét, thi
c6 thé thuc hién mé phong trén may tinh k§ thuat két ndi protein-protein (protein-

protein docking). C6 thé thuc hién trao dbi hydro-detori (H/D) vé6i phirc hop khang
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nguyén va khang thé dé anh xa cac ving trén khang nguyén lién két béi khang thé. Co
thé sir dung k§ thuat gay dot bién doan va diém d6i voi khang nguyén dé dinh vi cac
axit amin quan trong cho viéc lién két khang thé. Cau tric ddng tinh thé ctia phtrc hop
khang nguyén-khang thé dugc sir dung dé nhan dang cac don phan dong gbp tao nén
epitope va paratope. Theo cdc phuong an cu thé, cac phuong phap xac dinh epitope
lién két ciia khang thé bao gém céc phuong phap duoc mo ta trong Vi du 2, 3 va 7
dudi day.

Céc khang thé ctia sang ché c6 thé 1a khang thé dic hiéu doi hodc da hiéu. Khang
thé dac hidu doi mau co thé lién két véi hai epitope khac nhau trén PHF-tau hodc ¢6 thé lién
két voi PHF-tau va beta dang bot (Abeta). Khang thé dac hiéu déi mau khac c6 thé lién két
v6i PHF-tau va thu thé xuyén bao qua hang rao mau ndo ndi sinh nhu thu thé insulin, thu
thé chuyén, thu thé yéu t6 tang truéng nhu insulin-1, va thu thé lipoprotein. Khang thé mau
thudc loai IgGl.

Pic tinh thye thi mién dich cta khang thé ctia sang ché c6 thé dugc ting cudng hodc
bat hoat bang cach didu hoa Fc bang cac k¥ thuat duoc nhitng ngudi c6 trinh do trong nganh
biét. Vi du, cac chirc nang thyc thi ctia Fc nhu lién két Clq, doc tinh déi véi té bao phu
thudc bd thé (CDC), doc tinh dbi vdi té bao qua trung gian t€ bao phu thudc khang thé
(ADCC), su thuc bao (phagocytosis), giam biéu hién thu thé bé mat té bao (vi du, thu thé
té bao B; BCR), v.v. c6 thé dugc cung cip va/hodc diéu khién bang cach didu hoa cac gbe
trong Fc chiu trach nhiém cho céac hoat tinh nay. Céc dac tinh dugc dong hoc cling c6 thé
duoc ting cudong bang cach gay dot bién cac don phén trong mién Fe kéo dai thoi gian ban
thai cta khang thé (Strohl, Curr Opin Biotechnol. (Quan diém hién nay vé cong nghé sinh
hoc) 20:685-91, 2009).

Ngoai ra, cac khang thé cta sang ché c6 thé duoc didu hoa sau khi dich ma bang
cac quy trinh nhu glycosyl hoa, isome hoa, khir duong ra khéi glycogen hodc diéu hoa
cong hoa tri xay ra phi ty nhién nhu bd sung cac phan polyetylen glycol va diéu hoa bang
cach lién két vai chat béo (lipidation). Cac didu hoa nay c6 thé xay ra rong co thé séng
hoidc trong ong nghiém. Vi du, cac khang thé cla sang ché co thé duoc tiép hop vao
polyetylen glycol (tiép hop véi PEG) dé tang murc duoc dong hoc cia chiing. C6 thé thuc
hién tiép hop bang cac k§ thuat ma cac chuyén gia trong nganh da biét. Viéc tiép hop cac
khang thé diéu tri véi PEG da dugc chimg t6 1a 1am ting cudong duoc lre hoc trong khi

khong lam anh huéng dén chirc nang (Knight va cong sw, Plateles (Tiéu cu) 15:409-18,

-33-



39290

2004; Leong va cong su, Cytokine. 16:106-19, 2001; Yang va cong su, Protein Eng (Kién
tao protein) 16:761-70, 2003).

Trong phuong an chung khéc, sang ché ciing dé cap dén polynucleotit dirge phan
]ap ma hoa khang thé don dong ctia sang ché hodc manh gian khang nguyén ctia né. Nhitng
ngudi c6 trinh do trong nganh s& hiéu rang trinh tw ma hoa cua protein c6 thé duoc thay
d6i (vi du, duoc thay thé, bi 1am mat doan, bi chén doan) ma khong thay dbi trinh tw axit
amin ctia protein. Theo d6, nhitg ngudi c6 trinh d6 trong nganh s& hiéu rang trinh tu axit
nucleic ma hoa khang thé nhan héa ctia sang ché hodc manh gin khang nguyén cta né co
thé dugc thay d6i ma khong thay ddi trinh tur axit amin clia cac protein nay. Cac vi du vé
polynucleotit phan 1ap 14 cac polynucleotit ma héa polypeptit bao gdm cac CDR chudi
nang cua globulin mién dich HCDR1, HCDR2 va HCDR3 duogc thé hién theo SO ID
TRINH TU lan luot 12 4, 5 va 6, hodc céc polypeptit bao gém cac CDR chudi nhe cua
globulin mién dich LCDR1, LCDR2 va LCDR3 dugc thé hién theo cac SO ID TRINH
TU 1an luot 14 16, 17 va 18. Cac vi du khac vé polynucleotit phan l4p 1a cac polynucleotit
c6 céc trinh tw dugc thé hién theo cac SO ID TRINH TU' 36-39 hodc 41-44, ma héa cac
ving bién ddi ctia khang thé cua sang ché. Trong truomg hop ¢6 suy bién ma di truyén
hodc uu tién codon trong hé biéu hién da cho, cac polynucleotit khiac ma héa cac khang
thé cua sang ché ciing nim trong pham vi cia sang ché. Axit nucleic phan 1ap cia sang
ché c6 thé duoc tao bang k¥ thuat tong hop hodc téi t6 hop da biét. ADN ma hoa khang
thé don dong da dugc phan 1ap va giai trinh tu bang cic phuong phéap da biét trong nganh.
Khi té bao lai dugc tao ra, cac té bao nay co thé ¢o vai trd lam ngudn cia ADN nay. Hodc,
6 thé sir dung céc k¥ thuat biéu hién trong do trinh tu ma héa va san phém dich ma duoc
lién két, nhu thu vién biéu hién trén truc khuan hodc rib thé.

Trong phuong an chung khac, sang ché ciing dé cép dén vecto bao gébm
polynucleotit dwoc phan 14p ma hoa khang thé don dong ciia sang ché hoac manh gin
khang nguyén ctia né. Co thé sir dung vecto bat ky duoc nguoi co trinh do trong nganh
biét dén theo quan diém cua sang ché, nhu plasmit, cosmid, vecto thuc khuan hoic
vecto vi rit. Trong mot s6 phuong an, vecto 1a vecto biéu hién tai to hop nhu plasmit.
Vecto c6 thé bao gdm phén tir bat ky dé thiét 14p chtrc nang théng thuong cla vecto
biéu hién, vi du, ving khoi dong, phan ti bam rib6 thé, ving két thuc, ving ting
cuong, dau 4n chon loc, hodc gdc sao chép. Ving khai dong co6 thé 1a ving khoi dong

co dinh, cam tng hodc e ché. SO vecto bicu hién c6 kha nang dwa axit nucleic dén teé
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bao da duoc biét dén trong nganh va c6 thé duoc sir dung & day dé san xuét khang thé
hodc manh gin khang nguyén cla no trong té bao. C6 thé sir dung cac k¥ thuit tao
dong thong thudng hoac tong hop gen nhan tao dé tao vecto biéu hién tai to hop theo
phuong an ctia sang ché.

Trong phuong 4n chung khac, sang ché cling dé cdp dén té bao chii bao gém
polynucleotit dugc phan 1ap ma hoa khang thé don dong cua sang ché hoic manh gin
khang nguyén cia nd. C6 thé str dung té bao chu bat ky dugc ngudi ¢ trinh do trong
nganh biét dén theo quan diém cuia sang ché dé biéu hién tai t6 hop khang thé ciia sang
ché hoic manh gin khang nguyén cia néd. Cac té bao chu c¢6 thé 1a té bao nhéan thuc, té
bao vi khuén, té bao thuc vat hoic té bao c¢d khuin. Cac té bao nhan thuc c6 thé cé
ngu@)n géc tu, vi du, dong vat c6 v, con trung, gia cAm, hodc cac loai dong vat khéc.
Céc t& bao nhan thuc ngudn gbe dong vat c6 vi bao gdm cac dong té bao bat tir nhu
dong té bao lai hodc dong té bao u tiy nhu cac dong té bao chudt SP2/0 (Bo suu tap
gidng chuan ciia My (American Type Culture Collection, ATCC), Manassas, Va., CRL-
1581), NSO (Bd suu tip chdu Au vé nudi cdy té bao (European Collection of Cell
Cultures, ECACC), Salisbury, Wiltshire, UK, ECACC No. 85110503), FO (ATCC
CRL-1646) va Ag653 (ATCC CRL-1580). Vi du vé dong té bao u tiy nguoi 1a U266
(ATTC CRL-TIB-196). Cac dong té bao hiru ich khac bao gdm cac dong té bao c6 ngudn
gbc tir t& bao budng trimg chudt hamster Trung Qubc (CHO) nhu CHO-K1 (Lonza
Biologics), CHO-K1 (ATCC CRL-61, Invitrogen) hodc DG44.

Trong phwong 4n chung khéc, sang ché dé cap dén phuong phap san xuat khang
thé don dong cua sang ché hoic manh gin khang nguyén ciia né, bao gdm budc nudi
cdy té bao bao gdm polynucleotit ma hoa khang thé don dong hoic manh gin khang
nguyén cla né trong cac diéu kién dé c6 thé tao ra khang thé don dong cia sang ché
hoic manh gin khang nguyén ciia n6, va budc thu hoi khang thé hoac manh gin khang
nguyén cia né tir té bao hoic moi trudong nudi cdy té bao (vi du, tir 16p bé mat). Co thé
thu hoach cac khang thé hoic manh gin khang nguyén ciia né tir cac té bao va duge
tinh ché theo cac k¥ thuét théng thuong trong nganh.

Dugc phdm va phuong phép diéu tri
Cac khang thé khang PHF-tau cta sang ché hoic manh cia né co6 thé duge su

dung dé diéu tri, giam hoac phong ngira cac triéu ching & bénh nhan méic bénh thoai

-35-



39290

héa than kinh lién quan dén su tich tu tau gdy bénh bén trong nio, hodc bénh Iy do tau,
nhu cac bénh nhan AD.

Theo d6, trong phuong an chung khac, sang ché @& cap dén dugce phidm bao gdm
khang thé don dong duge phan 1ap cia sang ché hodc manh gin khang nguyén cia né
va chat mang dugc dung.

Theo phuong 4n chung khac, sang ché d& cip dén phuong phap diéu trj hodc
lam giam triéu chiing ctia bénh, rdi loan hodc tinh trang nhu bénh ly do tau & dbi tuong
can diéu tri, bao g@)m bude cho dbi tugng st dung dugce phém cua sang ché.

Trong phuong 4n chung khac, sang ché dé cip dén phuong phéap lam giam su
két tu tau gy bénh hodc sy lan truyén bénh Iy do tau & d6i twong can diéu tri, bao gdm
budc cho dbi tugng st dung duoc pham cila sang ché.

Theo phuong an cua sang ché, duoc phém bao gém mot luong diéu tri hitu hiéu cia
khang thé khang PHF-tau don dong hodc manh gin khang nguyén cta né. Nhu duge st
dung trong tai liéu nay, lién quan dén khang thé khang PHF-tau don dong hodc manh gin
khang nguyén ctia n, luong diéu tri hiru hiéu c6 nghia 13 lwong khang thé khang PHF-tau
don dong hodc manh gin khang nguyén ciia n6 ¢6 tac dung diéu tri bénh, ching rbi loan
hodc tinh trang; ngdn chdn hodc lam cham su tién trién bénh, chung r6i loan, hodc tinh
trang; hodc lam gidm hodc gidm nhe céac triéu ching lién quan dén bénh, chimg rbi loan,
hodc tinh trang mién dich.

Theo cac phuong an cu thé, luong diéu tri hivu hiéu 1a luong diéu tri du dé dat mét,
hai, ba, b6n hodc nhiéu hiéu quéa sau ddy: (i) giam hodc cai thién muc do nghiém trong
ctia bénh, chung ri loan hodc tinh trang dugc didu tri hodc triéu ching lién quan; (ii)
giam thoi gian bénh, ching rdi loan hodc tinh trang duge diéu tri hodc tridu chimg lién
quan; (iii) ngén chdn su tién trién bénh, ching r6i loan hodc tinh trang dugc diéu tri hodc
triéu chung lién quan; (iv) 1am tho4i lui bénh, chung réi loan hodc tinh trang dwoc diéu tri
hoic triéu chimg lién quan; (v) ngan chin su phét trién hodc khoi phat bénh, chimg rbi
loan hodc tinh trang dugc diéu tri hodc triéu chung lién quan; (vi) ngdn chédn su tai phat
bénh, chimg rdi loan hodc tinh trang dugc diéu tri hodc triéu chimg lién quan; (vii) giam
viéc nhap vién cia dbi tugng bi bénh, chiing 161 loan hodc tinh trang dugc diéu tri hoac
triu chung lién quan; (viii) giam thoi gian nam vién cta ddi tugng bi bénh, chimg rbi
loan hoéc tinh trang duogc diéu tri hodc triéu ching lién quan; (ix) taing kha nang séng cua

dbi tuong bi bénh, chiing 161 loan hodc tinh trang duogc diéu tri hodc triéu chung lién quan;
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(xi) uc ché hoac lam giam bénh, chung r6i loan hodc tinh trang dugc diéu tri hodc triéu
chimg lién quan & d6i twong; va/hodc (xii) ting cudng hodc cai thién hidu qua diéu tri
ho#c phong ngura cia liéu phap khac.

Theo cac phuong an cu thé, bénh, ching roi loan hodc tinh trang dugc diéu tri la
bénh ly do tau giy ra. Theo cac phuong 4n cu thé hon, bénh, chimg réi loan hoac tinh
trang dugc diéu tri bao g6m, nhung khong giéi han, bénh Alzheimer, bénh Alzheimer rai
réc, sa sut tr tué thiy tran-thai duong kém hoi chimg Parkinson lién két v6i nhiém sic
thé 17 (FTDP-17), liét trén nhan tién trién, thoai hoa hach nén-voé ndo, bénh Pick, ting
sinh than kinh dém dudi vé tién trién, sa sit tri tu¢ chi do dam rdi soi than kinh, dém réi
soi than kinh lan téa kém voi hda, sa sut tri tué do hat wa bac, hoi chimg Parkinson xo
cing cot bén teo co-sa sut tri tug, hoi chimg Down, bénh Gerstmann-Striussler-Scheinker,
bénh Hallervorden-Spatz, viém co thé vii, bénh Creutzfeld-Jakob, teo tuyén nhiéu hé
théng, bénh Niemann-Pick typ C, bénh mach méau ndo do thoai hoa dang bdt cd nguyén
nhan tir protein bi nhiém ddc, viém toan nio xo hda ban cép, loan truong luc co teo, bénh
no-ron than kinh van dong khong phai tai Guam c¢6 dam rbi soi than kinh, hdi chimg
Parkinson sau viém nao, bénh ly ndo man tinh do chin thuong, va sa stt tri tu¢ dang chin
thuong no (bénh ctia vo si d4m bc).

Kiéu hinh hanh vi lién quan dén bénh 1y do tau bao gdm, nhung khong giéi han,
suy giam nhan thirc, bién d6i nhan cach sém va mét phan xa c6 diéu kién, vo cam, mét y
chi, khong néi, mét kha nang didu khién dong tac, 181 ton luu, rdi loan dong tic/hanh vi
dinh hinh, kiém tra/dung cham vao d6i tuong bang mdm (hyperorality), vo t chirc, khéng
c6 kha nang 1ap ké hoach hodc t6 chirc cac cong viec tuan tu, ich ky/nhan tam, xu huéng
chéng db6i xa hoi, thiéu thong cam, khap khiéng, kho néi ding ngit phéap véi cac 16i loan
ngon thudng xuyén nhung twrong déi hidu duoc, hiéu kém va khé tim tir, mat 6n dinh déng
di tién trién, di giat lui, déng cing, nga thudng xuyén, cing do co truc phan tmg khong
phai do levodopa, liét gia hanh ndo, mét kha nang diéu khién chi, loan treong luc co, mét
cam giac vo ndo va rung.

Bénh nhan can duoc diéu tri bao gdm, nhung khong gidi han, nguoi khong c6 tridu
chimg nhung cé nguy co bi AD hodc cac bénh ly khéac do tau, cling nhu cdc bénh nhén
hién dang biéu hién triéu chimg. Cac bénh nhén can duoc diéu tri bao g@)m nhitng nguoi
c¢6 nguy co di truyén da biét vé bénh AD, nhu c6 tién st gia dinh mic AD hodc c¢6 cac

yéu t6 nguy co di truyén trong bd gen. Vi du vé cac yéu t6 nguy co 1a cac dot bién trong

-37-



39290

protein tién than dang bot (APP), cu thé tai vi tri 717 va cac vi trf 670 va 671 (lén luot 1a
cac dot bién Hardy va Swedish) Céac yéu t6 nguy co khéc 1a cac dot bién trong cac gen
preselinin PS1 va PS2 va trong ApoE4, tién sir gia dinh vé bénh ting cholesterol mau
hodc xo vira. Co thé nhan dién nhitng nguodi dang mic AD tir biéu hién bénh sa sut tri tué
dic trung v6i su ¢6 mit cla cac yéu to nguy co ké trén. Ngoai ra, cling ¢6 mot sb xét
nghiém chin doan dé nhan dang nhiing nguoi mic bénh AD. Cac xét nghiém nay bao
gb6m phép do tau trong dich ndo tiy va cac ndng d6 Abeta 42. Nong do tau ting va Abeta
42 giam 1a biéu hién ctia bénh AD. Ngudi mac bénh AD ciing ¢6 thé duoc chan doén theo
ti€u chi ctia Hiép hoi AD va céc r6i loan lién quan.

Cac khang thé khang PHF-tau cua sang ché phi hop cho ca thube diéu tri va
phong ngira nham diéu tri hay phong ngira cdc bénh thoai hoa than kinh lién quan dén
su két tu tau gdy bénh, nhu AD hodc bénh ly khac do tau. O céac bénh nhan khong biéu
hién triéu chimg, c6 thé bt ddu didu tri & d6 tudi bat ky (vi du, khoang 10, 15, 20, 25,
30 tubi). Tuy nhién, théng thudng, khéng can thiét phai bat dau diéu tri cho dén khi
bénh nhéan dén tudi 40, 50, 60, hodc 70. Piéu tri thong thudng doi héi st dung nhiéu lidu
lugng trong mdt khoang thoi gian nhit dinh. C6 thé giam sat diéu tri bang cach xét
nghiém céc dap g khang thé hoic té bao T hoic té bao B hoat héa ddi véi thude didu
tri theo thoi gian. Néu dép tng giam, c6 thé chi dinh lidu ting cudng.

Trong cac tmg dung phong ngira, cac dugce phém hoac duoc phém dugc st dung
cho bénh nhan dé bi, hay c6 nguy co bi AD véi mét luong du dé loai trir hodc lam giam
nguy co, giam do nghiém trong hodc tri hodn khai phat bénh, bao gém céc triéu ching
sinh hoa, m6 hoc va/hodc hanh vi ciia bénh, cac bién ching ctia bénh va kiéu hinh bénh
trung gian biéu hién trong thoi gian phat trién bénh. Trong cac Gng dung diéu tri, cac ché
phém hoac duogc phém dugce st dung cho bénh nhan nghi ngd hoac dang méc bénh vai
mot lwgng dii dé 1am giam, ngimg phat trién hodc tri hoan triéu ching bét ky ctia bénh (vi
du triéu chiing sinh h6éa, mo6 hoc va/hodc hanh vi). Viéc st dung thudc diéu tri c6 thé 1am
giam hodc loai trur biéu hién suy giam nhan thirc thé nhe & bénh nhan chua phat trién bénh
ly Alzheimer déc trung.

Liéu hoac luong diéu tri hiru hién c6 thé thay ddi theo nhiéu yéu t6, nhu bénh,
ching rbi loan hodc tinh trang dugc diéu tri, cach st dung, vi tri dich, tinh trang sinh
1y hoc cua dbi tuong (bao gém, vi du, tudi, can nang, stc khoe), du ddi tugng la nguoi

hoac con vat, dugc pham khac dugce sir dung, va du viéc diéu tri 1a phong ngtra hodc
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chita bénh. Cac lidu diéu tri dugc chuin do t6i vu dé tdi wu hoa tinh an toan va hiéu
qua.

Cac khéang thé cua sang ché c6 thé duogc didu ché lam dugc phém chira lugng diéu
tri hiru hiéu khang thé 1am hoat chit trong chit mang duoc dung. Chat mang nay c6 thé 1a
chét léng, nhu nuée va dau, bao gdm chat 16ng c¢6 ngudn gbe dau hoa, déng vat, rau ci hoic
téng hop, nhu dau dau phdng, diu nanh, dau khoéng, dau me, v.v. Vi duy, c6 thé st dung
dung dich mudi dang truong 0,4 % va glyxin 0,3 %. Cac dung dich nay vo tring va thudong
khong c6 vat chat dang hat. Chiing c6 thé dugc khir tring bang k¥ thuat khir tring théng
thuong da biét (vidu, loc). Cac ché phém c6 thé chura chét phu trg dugce dung theo yéu cau
dbi véi cac tinh trang sinh ly hoc lién quan nhu chét dém va diéu chinh pH, chét 6n dinh,
chit lam day, chét boi tron va chat tao mau, v.v. Nong do ctia cac khang thé cta sang ché
trong durgc pham nay c6 thé thay dbi trong pham vi rong, nghia 1a tir nhé hon khoang 0,5 %,
thong thuong & khoang hoic it nhat khoang 1 % 1én dén muc 15 hodc 20 % khdi lwong va
¢6 thé duoc lva chon chu yéu theo liéu luong, thé tich chét long, 6 nhét theo yéu cau, v.v.,
theo duong dung cu thé da chon.

Puong dung khang thé cua sang ché cho muc dich diéu tri c6 thé 1a duong dung
phul hop bt ky truyén duoc thude dén vat chi. Vi du, cac ché pham dugc mo ta & day
c6 thé ¢ cong thirc phit hop dé sir dung ngoai duong tidu hoa, vi du, trong da, trong co,
trong mang bung, trong tinh mach, dudi da, trong miii hodc noi so, hoac cé thé duoc
truyén vao dich ndo tiy ciia ndo hoic cot séng.

Diéu trj ¢6 thé theo lich cho liéu dang don liéu, hodc da liéu trong d6 giai doan
diéu tri chinh c6 thé bao gém 1-10 lidu riéng biét, sau d6 cho thém cac liéu khac cach
quang theo yéu cau dé duy tri va/hodc cing cb dap ung, vi du, & thoi diém sau 1-4
thang cho liéu thit hai, va néu can, (cac) liéu tiép theo sau vai thang. Céac vi du vé lich
diéu tri phil hop bao gom: (i) 0, 1 thang va 6 thang, (ii) 0, 7 ngay va 1 thang, (iii) 0 va
1 thang, (iv) 0 va 6 thang, hodc céac lich trinh khac du dé tao ra cac dap ung mong
muén can thiét dé 1am giam céc triéu ching bénh hodc giam muc do nghiém trong clia
bénh.

Céac khang thé cua sang ché c6 thé duoc dong khod dé bao quan va dugc hoan
nguyén trong chit mang phi hop trudce khi sir dung. K§ thuat nay da cho thdy hiéu qua
v6i khang thé va cac ché pham protein khac va c6 thé sir dung k¥ thuat dong kho va

hoan nguyén dugc biét dén trong nganh.
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Theo cac phuong an cu thé, ché phém dugc st dung trong diéu tri bénh ly do
tau c6 thé duoc st dung két hop véi cac chat khac c6 hiéu qua diéu tri ddi v6i bénh
thoai héa than kinh lién quan. Trong truong hop AD, cac khang thé cua sang ché c6
thé dugc cho st dung két hop véi cac chit lam gidm hodc ngédn chan sy két tu amyloid-
beta (Abeta). C6 thé cac bénh 1y PHF-tau va Abeta c6 tinh dong van. Do d6, liéu phép
diéu tri két hop nham dich loai trir ciing luc ca bénh Iy lién quan dén PHF-tau va Abeta
va bénh Iy lién quan dén Abeta s& c6 hiéu qua hon 1a nhdm dich timg bénh. Trong
truong hop bénh Parkinson va cac bénh thodi hoa than kinh lién quan, diéu hoa mién
dich dé thanh thai cdc dang protein alpha-synuclein két tu ciing 12 mot liéu phap méi
ndi. Liéu phap diéu tri két hop nham thanh thai ddng thoi ca protein tau va protein
alpha-synuclein c6 thé hiéu qua hon 14 nhim dich timg protein.

Trong phuong 4n chung khac, sang ché dé cap dén phuong phap san xuét dugc
pham bao gém khang thé don dong cia sang ché hodc méanh gin khang nguyén cia n6
bao gébm budc két hop khang thé don dong hoic manh gin khang nguyén ciia né véi
chit mang dugc dung dé thu vé dugc pham.

Phuong phéap chin doan va kit chdn doan

Cac khang thé khang PHF-tau don dong cia sang ché ¢6 thé duoc sir dung trong
cac phuong phap chan doan AD hoic cac bénh 1y khac do tau & ddi tuong.

Trong phuong an chung khac, sang ché dé cap dén phwong phéap phat hién su
c6 mat cia PHF-tau ¢ ddi twong va phuong phéap chin doan bénh 1y do tau bang cach
phét hién sy ¢6 mat cua PHF-tau & ddi twong voi viée st dung khang thé don dong cua
sang ché hoac manh gin khang nguyén cia né.

C6 thé phat hién tau duoc phosphoryl hoa & mau sinh hoc 14y tir d6i twong (vi
du, mau mau, huyét thanh, huyét tuong, dich rudt hodc dich nao tuy) bé‘lng cach cho
mau sinh hoc tiép xtic voi thudc thir chira khang thé chan doan, va phat hién su lién
két ctia thube thir chira khang thé chan doan véi tau dugce phosphoryl héa trong miu
tir d6i twong. Cac xét nghiém phét hién bao gdm cac phuong phap da biét nhu ELISA,
héa mo6 mién dich, phwong phép lai thim protein, hodc ghi hinh trong co thé song. Vi
du vé khang thé chan doan 1a khang thé PT3 cua sang ché.

C6 thé st dung cac khang thé chin doan hoac thubc thi twong tu bang cach
tiém tinh mach vao co thé bénh nhan, hodc truc tiép vao ndo bing dudong phu hop

truyén dugc thude vao vat chi. Liéu khang thé can phai nam trong khoang giéng nhur
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khoang dung trong cac phwong phap diéu tri. Thong thudng, khang thé dwgc gin nhan,
mac du trong mot s phuong phap, khang thé so cip c6 i luc véi tau dugc phosphoryl
hoa khong duoc gin nhan, va thude thir duge gan nhén thir cdp duoc sir dung dé lién
két voi khang thé so cip. Viéc lwa chon nhin tity thude vao phuong tién phét hién. Vi
du, nhan huynh quang phi hop dé phat hién dang quang. St dung nhén thuan tir phi
hop dé phat hién theo dang chup cét 16p ma khong can can thiép phau thuat. C4c nhan
phéng xa ciing c6 thé dugc dung dé phat hién bang PET hoac SPECT.

Thuc hién chan doan béng cach so sanh sb lugng, kich thudce, va/hodc cudong
do caa PHF-tau duoc gén nhén, cac khoi két tu tau va/hodc cac dam rdi sgi than kinh
& mau lay tir d6i twong, véi cac gia tri & thoi diém khéi diém tuong ing. Céc gia tri &
thoi diém khoi diém c6 thé 1 cac ndng d6 trung binh & nhém ca thé khoé manh. Céc
gid tri & thoi diém khoi diém ciing c6 thé 1a cac nong do truée d6 duge xac dinh &
cing ddi tuong.

Ciing c6 thé sir dung cac phuong phap chin doan ké trén dé theo dai dap tmg
ctia ddi tugng voi liéu phap bang cach phat hién sy c6 mit cia tau duge phosphoryl
héa & dbi tuong trudc, trong hodc sau khi diéu tri. Cac gia tri giam so v6i thoi diém
khoi diém 1a tin hiéu cho thdy dap Gng tich cuc v6i diéu tri. Cac gia tri cling c¢6 thé
tam thoi tang trong cac dich sinh hoc do tau gdy bénh dang bi thanh thai ra khoéi nfo.

Sang ché con dé cap dén kit dé thuc hién cac phuwong phap chian doan va theo
doi ké trén. Thong thudng, céc kit nay chira cac thube thir chin doan nhu cac khang
thé cua sang ché va, tuy chon, nhan cé thé duoc phat hién. Khang thé chan doan tu n6
c6 thé chira nhan c6 thé dugc phat hién (vi du, phan tir huynh quang, biotin, v.v.) ma
c¢6 thé dugc phat hién truc tiép hodc dugce phét hién qua phan tmg phu (vi du, phan
g véi streptavidin). Hodc, c6 thé st dung thude thir thir hai chira nhan c6 thé dugc
phat hién, trong d6 thudc thir thir hai c6 tinh dac hiéu lién két véi khang thé so cap.
Trong kit chin do4n phu hop dé do PHF-tau trong mau sinh hoc, cac khang thé cua kit
¢6 thé duoc cung cdp trong tinh trang lién két trude véi pha ran, nhu véi cac giéng cua
dia vi chun.

No6i dung cua tit ca tai liéu tham chiéu duge néu (bao gdm céc tai lidu tham
chiéu bang vin ban, bang sang ché da dugc cip, don xin cip bing sang ché da cong
b, don xin cip bang sang ché cing dang chd xir 1y) trong don nay déu duogc két hop

vao don nay mdt cach day du bang vién dan.
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CAC PHUONG AN

Sang ché con cung cip cac phuong 4n khong giéi han sau ddy.

Phuong 4n 1 14 khang thé don dong duoc phéan 14p hodc manh gin khang nguyén
ctia n6 lién két véi protein tau duge phosphoryl héa tai epitope dugc phosphoryl hoa
trong mién giau prolin ca protein tau.

Phuong 4n 2 13 khang thé don dong dugc phan 14p hodc méanh gin khang nguyén
ctia n6 lién két véi protein tau duge phosphoryl héa tai epitope dugce phosphoryl héa
bao gdbm T212 dugc phosphoryl héa cila protein tau, tét hon 1a khang thé don dong
duge phan 1p hoic manh gin khang nguyén ciia n6 lién két voi epitope dugc
phosphoryl héa c6 hodc thudc trinh tu axit amin c6 SO ID TRINH TU"54.

Phuong 4n 3 1 khang thé don dong dugc phan 1ap hodc manh gin khang nguyén
ctia n6 lién két véi protein tau duge phosphoryl hoa tai epitope duoc phosphoryl héa
bao gébm T217 dugc phosphoryl héa ciia protein tau, t6t hon 1a khang thé don dong
dugc phan lap hoic manh gin khang nguyén ciia né lién két véi epitope dugc
phosphoryl héa ¢ hodc thudc trinh tu axit amin c6 SO ID TRINH TU':52.

Phuong 4n 4 14 khang thé don dong dugc phan 14p hodc manh gan khang nguyén
ctia n6 lién két vé6i protein tau duoc phosphoryl hoa tai epitope duoc phosphoryl hoa
bao gdbm T212 dugc phosphoryl héa va T217 duoc phosphoryl hoa ciia protein tau, tdt
hon 1 khang thé don dong dugc phan 1ap hodc manh gin khang nguyén ciia né lién két
v6i epitope duoc phosphoryl héa ¢6 hodc thude trinh tu axit amin c¢6 SO ID TRINH
TU:48.

Phuong 4n 5 13 khang thé don dong dugc phan 1ap hoic manh gin khang nguyén
bao gdm:

(1) HCDRI, HCDR2 va HCDR3 c¢6 cac trinh tu polypeptit c6 SO ID TRINH
TU: lan luotla4,5va6, LCDRI, LCDR2 va LCDR3 c6 céc trinh tu polypeptit
6 SO ID TRINH TU: 1an luot 1a 16, 17 va 18;

(2) HCDRI, HCDR2 va HCDR3 c¢6 céc trinh tu polypeptit c6 SO ID TRINH
TU: lan luot 12 1, 2 va 3, va LCDRI1, LCDR2 va LCDR3 ¢6 cac trinh tur
polypeptit ¢6 SO ID TRINH TU" 1an lugt 1a 13, 14 va 15;
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(3) HCDRI, HCDR2 va HCDR3 ¢6 cac trinh tu polypeptit c6 SO ID TRINH
TU: 1an luot 12 7, 8 va 9, va LCDRI1, LCDR2 va LCDR3 c¢6 cic trinh tu
polypeptit c6 SO ID TRINH TU 14n luot 14 19, 20 va 21;

(4) HCDRI, HCDR2 va HCDR3 ¢6 cac trinh tu polypeptit ¢6 SO ID TRINH
TU: 1an lugt 14 10, 11 va 12, va LCDR1, LCDR2 va LCDR3 ¢6 céc trinh tu
polypeptit c6 SO ID TRINH TU 14n luot 14 22, 23 va 24;

(5) HCDRI, HCDR2 va HCDR3 ¢6 cac trinh tr polypeptit ¢6 SO ID TRINH
TU lan luot 1a 80, 81 va 9, va LCDRI1, LCDR2 va LCDR3 ¢6 cac trinh tu
polypeptit c6 SO ID TRINH TU": 14n luot 14 70, 20 va 21;

(6) HCDRI, HCDR2 va HCDR3 ¢6 céc trinh tu polypeptit c6 SO ID TRINH
TU: lan luot 1a 71, 72, 73, va LCDR1, LCDR2 va LCDR3 c¢6 céc trinh tu
polypeptit c6 SO ID TRINH TU" 1an lugt 12 70, 20 va 21;

(7) HCDRI, HCDR2 va HCDR3 ¢6 cac trinh tu polypeptit c6 SO ID TRINH
TU: 1an lugt 1a 71, 72 va 73, va LCDR1, LCDR2 va LCDR3 ¢6 cAc trinh ty
polypeptit ¢6 SO ID TRINH TU" 1an lugt 13 19, 20 va 21;

(8) HCDRI1, HCDR2 va HCDR3 cua vung Vy c6 trinh tu polypeptit c6 SOID
TRINH TU: 26 va LCDR1, LCDR2 va LCDR3 cua ving Vi c¢6 trinh tu
polypeptit c6 SO ID TRINH TU: 31;

(9) HCDRI, HCDR2 va HCDR3 ciia ving Vu ¢6 trinh tu polypeptit ¢6 SO ID
TRINH TU: 28 va LCDR1, LCDR2 va LCDR3 cia ving Vi ¢6 trinh tu
polypeptit ¢6 SO ID TRINH TU" 34;

(10) HCDR1, HCDR2 va HCDR3 ciia ving Vi ¢6 trinh tu polypeptit c6 SO ID
TRINH TU: 26 va LCDR1, LCDR2 va LCDR3 ctia ving Vi ¢6 trinh tu
polypeptit ¢6 SO ID TRINH TU" 34; hodc

(11) HCDR1, HCDR2 va HCDR3 ciia ving Va ¢6 trinh tu polypeptit c6 SO ID
TRINH TU: 28 va LCDRI, LCDR2 va LCDR3 ctia ving Vi ¢6 trinh tu
polypeptit c6 SO ID TRINH TU" 31;

trong d6 khang thé hoac manh gan khang nguyén ciia n6 lién két v6i PHF-tau,
va

trong d6, cac ving khung trong mién ving bién déi chudi nang va trong mién ving

bién dbi chudi nhe bao gdm cac trinh tur axit amin tir globulin mién dich nguoi.
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Phuong 4n 6 14 khang thé don dong duoc phan 14p hodc manh gin khang nguyén
bao gdm ving bién ddi chudi nang co trinh ty polypeptit dong nhat it nhit 80 %, t6t
hon 13 it nhit 85 %, t6t hon 1a it nhat 90 %, 6t hon 1a it nhat 95 %, t6t hon nira 13 it
nhat 98 %, va t6t nhat 1a 100 % véi SO ID TRINH TU': 26, 27, 28 hodc 29, hodc ving
bién dbi chudi nhe co trinh tw polypeptit ddng nhét it nhat 80 %, tot hon 1a it nhat
85 %, tot hon 1a it nhat 90 %, t&t hon 12 it nhit 95 %, t6t hon nita 1 it nhat 98 %, va
t6t nhat 1a 100 % v6i SO ID TRINH TU: 31, 32, 33 hoic 34.

Phuong 4n 7 14 khang thé don dong duoc phan 14p hodc manh gin khang nguyén
bao gdm vung bién dbi chudi ning c6 trinh tu polypeptit ddng nhat it nhat 80 %, tt
hon 14 it nhit 85 %, t6t hon 14 it nhat 90 %, t&t hon 12 it nhit 95 %, t6t hon nita 1a it
nhét 98 %, va tot nhét 1a 100 % vdi ving bién dbi trong chudi ning 6 trinh tu bat ky
¢6 SO ID TRINH TU: 74, 76, va 78, hodc ving bién d6i chudi nhe co trinh tu
polypeptit ddng nhat it nhat 80 %, tot hon 12 it nhét 85 %, t&t hon 12 it nhét 90 %, t6t
hon 14 it nhit 95 %, t6t hon nita 12 it nhat 98 %, va tot nhat 1a 100 % v&i ving bién ddi
chudi nhe ¢6 trinh tir bat ky c¢6 cac SO ID TRINH TU: 75, 77 va 79.

Phuwong 4n 8 14 khang thé don dong dugc phan l4p hodc méanh gin khang nguyén
bao gom:

(1) Vi c6 trinh tu polypeptit c6 SO ID TRINH TU 26 va VL c¢6 trinh tu polypeptit
¢6 SO ID TRINH TU 31;

(2) Vm c6 trinh tur polypeptit c6 SO ID TRINH TU" 28 va VL ¢6 trinh tur polypeptit
¢6 SO ID TRINH TU 34;

(3) Vi c6 trinh tur polypeptit c6 SO ID TRINH TU" 26 va VL ¢6 trinh tu polypeptit
¢6 SO ID TRINH TU’: 34;

(4) Vi c6 trinh tu polypeptit c6 SO ID TRINH TU" 28 va VL ¢6 trinh tu polypeptit
¢6 SO ID TRINH TU: 31;

(5) 'V c6 trinh tur polypeptit c6 SO ID TRINH TU": 27 va VL ¢6 trinh tir polypeptit
¢6 SO ID TRINH TU" 31;

(6) Va c6 trinh tu polypeptit ctia chudi nang c6 SO ID TRINH TU': 74 va VL ¢6
trinh tu polypeptit ctia chudi nhe ¢6 SO ID TRINH TU" 75;

(7) Vi c6 trinh tu polypeptit cia chudi nang ¢6 SO ID TRINH TU" 76 va VL ¢6
trinh ty polypeptit cua chudi nhe ¢6 SO ID TRINH TU" 77; hoic
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(8) Va ¢6 trinh tu polypeptit ciia chudi nang c6 SO ID TRINH TU": 78 va VL ¢6
trinh tu polypeptit ciia chudi nhe c¢6 SO ID TRINH TU’: 79.

Phuong 4n 9 1a khang thé don dong duoc phéan 14p hodc manh gin khang nguyén
bao gdbm chudi ning c6 trinh ty polypeptit ddng nhat it nhit 80 %, tét hon 1a it nhit
85 %, tot hon la it nhat 90 %, tot hon la it nhat 95 %, tot hon nita 1a it nhat 98 %, va
t6t nhét 1a 100 % vai SO ID TRINH TU" 45 va chudi nhe c6 trinh tu polypeptit dong
nhét it nhit 80 %, tt hon 1a it nhat 85 %, t6t hon 1a it nhat 90 %, tot hon 1a it nhit
95 %, tot hon nira 14 it nhat 98 %, va tét nhat 1a 100 %, véi SO ID TRINH TU" 46.

Phuong 4n 10 12 khang thé don dong dugc phan 1ap hodc manh gin khang nguyén
theo phuong an bit ky trong cac phuong an tir 1 dén 9, bao gdm ving hang dinh IgG1
ctia chudi ning ngudi va ving hang dinh kappa ctia chudi nhe nguoi.

Phuong 4n 11 14 khang thé don dong dugc phan 14p hodc manh gin khang nguyén
theo phuong 4n bét ky trong cac phuong an tir 1 dén 10, trong d6 khang thé hoac manh gin
khang nguyén lién két véi PHF-tau nguoi véi Kp nho hon hodc bang 5x107° M, tét hon 1a
Kp nhé hon hogc bang 1x10™ M hodc nhd hon hogic bang 1x10719 M, trong d6 Kp duge do
bang phan tich cong huéng plasmon bé mit, chang han nhu bang cach sir dung hé thong
Biacore.

Phuong 4n 12 1a axit nucleic dugc phan 14p mé héa khang thé don dong hoic
manh gin khang nguyén theo phuong an bit ky trong cac phuong 4n tir 1 dén 12.

Phuong 4n 13 13 vecto bao gdm axit nucleic dwgc phan 13p theo phurong 4n 12.

Phuong an 14 1a té bao chui bao gbm axit nucleic theo phwong an 13.

Phuong an 15 14 duge phim bao gdm khang thé don dong duge phan 1ap hodc
manh gin khang nguyén theo phwong 4n bat ky trong cac phwong an tir 1 dén 11 va chat
mang dugc dung.

Phuong 4n 16 1a phuong phap 1am giam su két tu tau gdy bénh hodc su lan
truyén bénh ly do tau & ddi twong can diéu tri, bao gdm budc cho dbi teong st dung
dugc pham theo phwong an 15.

Phuong 4n 17 13 phuong phép diéu tri bénh 1y do tau & ddi twong can diéu tri,
bao gdbm bude cho ddi twong st dung dugc pham theo phuong an 15.

Phuong 4n 18 1a phuong phap theo phwong 4n 17, con bao gébm buée cho déi

tugng sir dung chit bd sung dé diéu tri bénh 1y do tau & dbi twong can diéu tri.
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Phuong 4n 19 14 phuong phap diéu tri bénh 1y do tau & d6i twong can diéu tri, bao
gbm budc cho ddi tuong sir dung duoc pham theo phwong 4n 15, trong d6 bénh 1y do tau
duoc chon tir nhém bao gém bénh tuong ty nhu bénh Alzheimer, bénh Alzheimer rai rac,
sa st tri tué thiy tran-thai dwong kém hoi ching Parkinson lién két v6i nhiém sic thé 17
(FTDP-17), liét trén nhan tién trién, thoi hoa hach nén-vé ndo, bénh Pick, ting sinh than
kinh dém dudi vé tién trién, sa sut tri tué chi do dam rdi soi than kinh, dam rdi soi than
kinh lan toa kém voi hoa, sa sut tri tu¢ do hat ua bac, hoi chiing Parkinson xo cing ¢t
bén teo co-sa sut tri tu€, hoi ching Down, bénh Gerstmann-Straussler-Scheinker, bénh
Hallervorden-Spatz, viém co thé vii, bénh Creutzfeld-Jakob, teo tuyén nhiéu hé théng,
bénh Niemann-Pick typ C, bénh mach mau ndo do thoai héa dang bot c6 nguyén nhan tir
protein bi nhiém dbc, viém toan nio xo héa ban cép, loan truong luc co teo, bénh no-ron
than kinh van dong khong phai tai Guam c6 dam roi soi than kinh, hoi chung Parkinson
sau viém ndo, bénh 1y ndo man tinh do chin thuong, va sa sit tri tué dang chin thuwong
ndo (bénh ctia vo s ddm bdc).

Phuong 4n 20 1a phuong phap theo phuong an 19, con bao gbm buéc cho ddi
tuong st dung chét bd sung dé diéu trji bénh Iy do tau ¢ ddi twong can diéu tri.

Phuong 4n 21 12 phuong phap san xuét khang thé don dong hoic manh gin khang
nguyén theo phuong 4n bét ky trong cac phwong 4n tir 1 dén 11, bao gébm budc nudi cay
té bao bao gdm axit nucleic ma hoa khang thé hodc manh gin khang nguyén trong céc
didu kién dé co thé tao ra khang thé hoic manh gin khang nguyén, va budc thu hoi
khang thé hodc manh gin khang nguyén tir té bao hozc méi truong nudi cay té bao.

Phuong 4n 22 14 phuong phap san xuit duoc phdm bao gdm khang thé don dong
hodc manh gin khang nguyén theo phuong 4n bat ky trong cac phuong 4n tir 1 dén 11,
phuong phép bao gdm budc két hop khang thé hodc manh gin khang nguyén vai chat
mang dugc dung dé thu vé dugc pham.

Phuong 4n 23 1a khang thé don dong duoc phan lap hoic manh gin khang
nguyén theo phuong 4n bét ky trong cac phuong an tir 1 dén 11 ding dé diéu tri bénh
Iy do tau, & dbi twong can st dung.

Phuong 4n 24 12 khang thé don dong dugc phan 14p hodc manh gan khang nguyén
theo phuong 4n bét ky trong cac phuong an tir 1 dén 11 hodc dugc pham theo phuong
an 15 dung dé diéu tri bénh ly do tau, chéng han nhu bénh tuong tu nhu bénh Alzheimer,

bénh Alzheimer rai rac, sa sut tri tu¢ thuy tran-thai duong kém hoi chiing Parkinson lién
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két v6i nhifm sic thé 17 (FTDP-17), liét trén nhan tién trién, thoai hoa hach nén-vo nio,
bénh Pick, tang sinh than kinh dém dudi v6 tién trién, sa sut tri tué chi do dam réi soi
than kinh, dém rdi soi than kinh lan toa kém voi hoéa, sa sit tri tué do hat wa bac, hoi
ching Parkinson xo cling cOt bén teo co-sa sut tri tu€, héi ching Down, bénh
Gerstmann-Striussler-Scheinker, bénh Hallervorden-Spatz, viém co thé vui, bénh
Creutzfeld-Jakob, teo tuyén nhiéu hé théng, bénh Niemann-Pick typ C, bénh mach mau
nio do thoai héa dang bot c6 nguyén nhan tir protein bi nhiém doc, viém toan nio xo
hoéa ban cép, loan treong luc co teo, bénh no-ron than kinh van dong khong phai tai
Guam c6 dam rdi soi than kinh, hdi ching Parkinson sau viém ndo, bénh 1y ndo man
tinh do chén thuong, hodc sa sut tri tué€ dang chén thuong ndo (bénh ctia vo si dam béc),
& dbi tugng can diéu tri.

Phuong an 25 13 viéc sit dung khang thé don dong duoc phan 14p hodc manh
gin khang nguyén theo phwong 4n bt ky trong cac phwong an tir 1 dén 11 dé san xuét
dugc pham diéu trj bénh 1y do tau ¢ déi twong can st dung.

Phuong 4n 26 1a viéc sir dung khang thé don dong duoc phén 14p hodc manh gin
khang nguyén theo phuong 4n bat ky trong cac phuong an tir 1 dén 11 dé san xuit duoc
phim diéu tri bénh 1y do tau, chang han nhu bénh twrong tir nhu bénh Alzheimer, bénh
Alzheimer rai rac, sa sut trf tué thiy tran-thai duong kém hoi chimg Parkinson lién két vé6i
nhiém sic thé 17 (FTDP-17), liét trén nhan tién trién, thoai hoa hach nén-vo6 ndo, bénh Pick,
tang sinh than kinh dém dudi vo tién trién, sa sat tri tué chi do dam réi soi than kinh, d4m
rdi soi than kinh lan toa kém voi héa, sa st tri tué do hat wa bac, hoi chimg Parkinson xo
ctiing cdt bén teo co-sa sut tri tug, hoi chimg Down, bénh Gerstmann-Straussler-Scheinker,
bénh Hallervorden-Spatz, viém co thé vui, bénh Creutzfeld-Jakob, teo myén nhiéu hé
théng, bénh Niemann-Pick typ C, bénh mach mau n3o do thoai hoa dang bt co nguyén
nhan tir protein bi nhiém ddc, viém toan nio xo héda ban cép, loan truong luc co teo, bénh
no-ron than kinh van dong khong phai tai Guam c¢6 dam ri soi than kinh, hoi chimg
Parkinson sau viém ndo, bénh ly ndo man tinh do chén thuong, hodc sa sut tri tué dang chin
thuwong ndo (bénh cia vo si ddm bdc), & dbi twong can diéu tri.

Phuong an 27 1a phuong phép phat hién su c6 mat cta tau dugc phosphoryl héa
trong méau sinh hoc tir ddi tuong, bao gdm budc cho mau sinh hoc tiép xtc voi khang

thé hoic manh gin khang nguyén theo phuong an bét ky trong cac phwong an tir 1 dén
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11, va budc phét hién su lién két cia khang thé hodc manh gin khang nguyén véi PHE-
tau trong mau tir d6i tuong.

Phuong 4n 28 12 phuong phap theo phuong 4n 27, trong d6 mau sinh hoc 12 miu
mau, huyét thanh, huyét twong, dich rudt hoic dich ndo tay.

Phuong 4n 29 1a phuong phap chan doan bénh ly do tau & d6i tugng bang cach
phat hién sw ¢6 mét cua tau dugc phosphoryl héa trong mau sinh hoc tir d6i tuong, bao
gbém budc cho mau sinh hoc tiép xic véi khang thé hoic manh gin khang nguyén theo
phuong 4n bét ky trong cac phuong an tir 1 dén 11, va budc phat hién su lién két caa
khang thé hodc manh gin khang nguyén véi PHF-tau trong mau tir d6i tuong.

Vi du thue hién sang ché

Céac vi du sau ddy cua sang ché minh hoa rd hon ban chit cia sang ché. Can
hiéu rang cac vi du sau khong gidi han sang ché va pham vi cia sang ché dugce xac
dinh béi cac diém yéu cau bao ho.

Vidu 1 — Su dic trung hoa khang thé

PT3 va tap hop khang thé duoc dan xudt tir su tao mién dich cho chudt Balb/c
v6i PHF-tau duoc 1am giau (ePHF-tau) tir ndo AD duoc thi nghiém vé tinh chon loc
dich ddi véi phospho- tau so véi khong phospho-tau trong xét nghiém chat hip phu
mién dich gin v&i enzym (ELISA) truc tiép, phuong phéap lai thdm protein (Western
~ blot) va héa md mién dich (IHC). PT3 1a khang thé dugc din xut tir té bao lai chudt
¢6 trinh tu axit amin ciia viing bién ddi chudi nang c6 SO ID TRINH TU: 25, va trinh
ty axit amin ctia vang bién d6i chudi nhe c6 SO ID TRINH TU" 30. Trinh ty CDR dbi
v6i mién VH va VL ciia PT3 dugc trinh bay trong Bang sang ché Hoa Ky s6 9,371,376.
PT3 dugc nhan hoa biang phuwong phap thich ing véi khung ctia ngudi (HFA) (xem Vi
du 4) dé tao khang thé khang phospho-tau nhan hoa ciia sang ché (xem Bang 1 va 2).
B296 nhan hoa ¢c6 cac trinh tu CDR gidng nhu PT3. Khang thé nhan héa B296 dwoc
truong thanh i luc dé tao cac khang thé bd sung cua sang ché (xem Bang 3).

ELISA

PT3 t4i t6 hop 1a IgG1 chudt (mIgG1) duge danh gia vé sy lién két voi PHE-
tau duoc 1am giau va tau kiéu dai tai t6 hop & nguoi trong dinh dang ELISA. PT3 duoc
dan xuit tai to hop nay dugc so sdnh véi PT3 duogc tinh ché, dan xuat tir té bao lai. Cac
két quéa cho thiy cac dudng cong chuén do lién két twong dwong gitta ca hai 16 khang

thé PT3 duoc din xuat tai to hop va dugc din xuét tir té bao lai dugc tinh ché (HTNH
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1). Su lién két manh xuét hién & PHF-tau va lién két yéu xuét hién & tau hoa tan véi
ndng do cao hon.
Phwong phdp lai tham protein

Phuong phép phan tich lai thAm protein dugc thuc hién v6i PT3 khang tau ngudi
tai t6 hop khéng phosphoryl hoa duoc tinh ché va PHF-tau khong tan trong sarcosyl
duoc diéu ché tir ndo AD. PT3 biéu hién phan tng chon loc v6i PHF-tau, twong tu véi
cac khang thé tham chiéu chon loc phospho AT8 pS202/pT205/pS208 (Mercken va
cong su, Acta Neuropathol. (Tap chi bénh hoc than kinh Acta) 84(3):265-72, 1992;
Malia va cOng su, Proteins. 84:427-434, 2016) va AT100 pT212/pS214 (Mercken va
cong su, 1992, Id.; Hoffmann va cong su, Biochemistry. (H6a sinh) 36(26):8114-24,
1997) (HINH 2). Khang thé tham chiéu khéng phu thudc phospho HT7 (Mercken,
Giao su Thesis: Pai hoc Antwerp, Wilrijk-Antwerp, 1991) phan Gtng v6i ca PHF-tau
va tau tai td hop. BT2, huéng dén epitope nhay vé6i phospho, chi phin ting véi tau tai
td hop khong dugc phosphoryl héa tai $199/8202 (Mercken, 1991, Id.). Trong céc thi
nghiém lai thdm protein khac, PT3 biéu hién phan tng yéu véi tau tai t6 hop ngay ca
khi dugc lai thdm véi ndng do cao hon.
Héa mé mién dich trén ndo nguoi

Phan tich hoa mod mién dich dugc thuc hién trén céc phén nhung parafin dugc cd
dinh bang formalin cia AD va ndo ddi ching dé xac nhan phan Gmg véi bénh 1y do tau
tai ché. PT3 biéu hién mau phan ing twong tw, nhung manh hon 1am dbi ching duong
khang thé chén doan dic hiéu bénh Iy do tau AT8 (HINH 3). Khong phét hién phan tmg
dang ké v6i tau binh thudng trong ndo d6i chung trong cac diéu kién thi nghiém nay
(HINH 4).
Héa mé mién dich trén chudt bat hoat tau va kiéu dai

Phan tich IHC duoc thuc hién véi PT3 trong ndo chuot bét hoat tau va kiéu dai.
Phén tich THC v&i PT3 trong ndo chudt kiéu dai cho thiy phan timg v6i nhom tau kiéu dai
da chon c6 thé duoc ghi nhan trong diu kién bao toan epitope toi wu. Mau nhuém PT3
cho théy su khu tri somatodentritic (HINH 5, miii tén), gidng nhur viéc nhuém da mo ta
trong tai lidu cho cac khang thé khang phospho-tau trong mé dan xudt tir sinh thiét nguoi
va chudt (Matsuo va cong su, Neuron. 13(4):989-1002, 1994). Mau nhudm soi truc khong
phospho dién hinh cho tau nhw d ghi nhan v6i khang thé tau-1 (HINH 6, miii tén) khong

hién dién, cho thiy PT3 c6 phan timg gi6i han v6i nhém tau lién két vi 6ng quan trong vé
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mat sinh ly. Viéc khong c¢6 phan ing & dong vat bat hoat tau da x4c nhan tinh dic hiéu
tau ciia mau nhudm PT3.

Sy xudt hién phosphoryl héa & epitope PT3 (pT212/pT217, xem Vi du 2) trong
ndo chudt kiéu dai dugce hd trg bing cach phat hién sy phosphoryl héa & chat dong
ding chudt T212 va T217 trong phén tich khéi phd theo Morris va cong su (Nat
Neurosci. (Tap chi khoa hoc than kinh tu nhién) 18(8):1183-9, 2015). Qua dé cho thiy
epitope PT3 cling s&€ c6 mdt & giai doan dau cua sy phosphoryl héa va hinh thanh két
tu tau, didu nay s& duoc uu tién cho epitope khang thé diéu tri.

Bdnh gid lién két bang cng hwéng plasmon bé mdt (SPR)

Su tuong tac v6i PHF-tau va tau tai to hop duoc danh gia bang SPR trén thiét bi
ProteOn (Bio-Rad, Hercules, CA) va Biacore (Biacore, Uppsala, Sweden) cho céc
khang thé khang PHF-tau PT1 va PT3. Khang thé tong tau HT7 dugc thir nghiém lam
d6i chung duong, va AT8 duoc thir nghiém 1am khang thé khang PHF-tau tham chiéu.

Bang 4 va 5 trinh bay két qua dai dién cia viéc danh gid 4i luc clia cac khang
thé v6i PHF tau va tau tai t6 hop. Khang thé don dong PT3 biéu hién lién két rat chat
voi PHF-tau (Bang 4).

Bang 4. Ai luc SPR ProteOn cho cic mAD tai t6 hop va té bao lai va cac Fab
v61 PHF-tau

Tén mAb/Fab Kon (1/Ms) Kot (1/5) Ko (pM)
mAb HT7 (7,060,62)x10° | (9,26£2,77)x10° | 131 +41

mAb PTI (hyb) 2,01x10° 6.47x10° 322

mAb PT3 (mG2arec) | (3,12+0,40) x10° | <5,0x10° <16

Fab PT3 (1,83+0,08)x10° | (1,15£0,02)x10* | 6343

mAb AT8 (hyb) (2,30£0,19) 106 | (2,110,07) x10* | 92 +8

Fab ATS (8,89+0,87) x10° | (2,30+0,14) x102 | 25,844 +2,995

Véin>3 mau tring lap, d6 1éch chuin duoc bao cao;
hyb, mAb duge biéu hién trén té bao lai; rec, mAb tai t6 hop;
4 Céc gié tri Kp trong dau ngoac thu dugc béng cach loai bo néng ddo mADb duoc

tiém 75 nM.

Ai luc lién két 16 rang (Kp) cia PT3-mG?2a tai t6 hop bang hoac chit hon

16 pM v6i te do phan ly rat cham. Chi i Iuc lién két qua yéu véi tau tai to hop méi

duogc ghi nhan cho PT3 dugc biéu hién trén té bao lai trong mot trong s6 bdn mau

trung 1ap (Bang 5).
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Bang 5: Ai luc SPR Biacore cho cic mAb tai t6 hop va té bao lai va cac Fab

v6i tau tai to hop

Tén mAb/Fab Kon (1/Ms) Kotr (1/5) Kp (pM)
mAb HT7 (3,86+2,00)x10% | (1,18+0,54)x10? 3,050 £2,110
mAb PT1 (hyb) Khong lién két dang ké @

mADb PT3 (hyb) Chi lién két thap duoc ghi

nhén trong 1 trong sé 4 mau
trung 1ap ?

mAb PT3 (mG2a rec) Khéng lién két
Fab PT3 Khong lién két
mAb ATS (hyb) Khéng lién két ®

hyb, mAb dugc biéu hién trén té bao lai; rec, tai t hop;
4 Duoc thir nghiém trén ProteOn voi tau tai td hop tir Sigma-Aldrich (St. Louis,

MO) (0,12-75 nM khi pha loang gap 5 14n) duoc x4c dinh sau d6 1a s& két tu. Dbi véi
tt ca mau thir nghiém khéc, tau tai td hop duoc tao tai chd dugc st dung trén Biacore.

Vi ban chit da phan/két tu cia PHF-tau v6i nhiéu ban sao epitope va ban chét
ludng tri cta IgG, 4i luc khang thé don dong bi anh hudéng béi 4i luc trong dinh dang
nghién ciru nay. Ai luc Fab cung cip thong tin v& 4i luc noi sinh ctia khang thé. Fab
PT3 biéu hién 4i lyc lién két ndi sinh manh véi PHFE-tau (Kp = 63 pM) va tdc d6 phan
ly cham (Bang 4). Phan mg cuia Fab véi tau tai té hop trong SPR Biacore 1a dudi mire
gidi han phat hién trong cac diéu kién phén tich (Bang 5).

Céc nghién ciru vé sy dic trung hoa da chung minh rang PT3 lién két chon loc
v6i PHF-tau va ¢6 4i luc cao huéng dén PHF-tau dan xuét tir ndo AD.

Vi du 2 - Anh xa epitope ctia PT3

Epitope cua PT3 dugc Xéc dinh b&i cong hudng plasmon bé mit (ProteOn) vé1 nhom
phosphopeptit duge mo ta trong Bang 6.

Vit liéu va phwong phdp. Fab PT3 (B187) duoc tao nhu mot phién ban hdn hop
v6i ving hing dinh IgG1/k ngudi va ving bién dbi chudt, véi nhan 6xHis tai dau C cia
chubi nang (VH10, SO ID TRINH TU" 25 va VL7, SO ID TRINH TU" 30). Fab dugc
tao bang biéu hién tam thoi trong céc té bao HEK 293, dwgc tinh ché bang sac ky 4i luc
Ni va duge thdm tach trong Tris 50 mM véi pH 7.4, NaCl 50 mM (Sino Biologicals).
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Ai luc lién két cua Fab PT3 hudng dén timg phosphopeptit tau trong sb 14
phosphopeptit tau dugc trinh bay trong Bang 6 dugc danh gia bang cong huéng plasmon
b& mat (SPR) sir dung Bio-Rad ProteOn XPR36. Cac peptit duge téng hop bang phuong
phép hoa hoc tidu chuan (New England Peptide) v6i biotin chudi ngin va mot phan
PEG4 & dau N. Peptit dugc biotin hoa thu dugc trén chip by cam bién sinh hoc NLC
duoc phu neutravidin va Fab PT3 chay trén bé mit dé do théng sé dong hoc.

T4t ca thi nghiém déu duoc thue hién & 25 °C st dung dung dich mudi dém
phosphat, pH 7,4, Tween 20 0,005 % (PBST) lam dung dich dém dang chay va dung
dich dém pha lodng mau. Truéc cac mau dang chay, chip NLC duge tao diéu kién
bang PBST dang chay trén bé mit chip trong 1 gid. Khoang 5-10 RU cua peptit thu
dugc trén bé mat chip bang cach pha loang peptit dén 10 ng/mL trong PBST va tiém
vao cac kénh dong chay vdi luong 30 plL/phut trong 100 gidy. Dung dich pha lodng
tudn tu Fab PT3 (1,1 — 90 nM) duoc phan tich va, ngoai trir Peptit-8, mdi ndng do
duoc do theo bd doi. Sau khi bat peptit, chudn do khang thé duge tiém véi lugng
60 uL/phut trong 3 phut (pha két hop), sau d6 12 300 gidy chi tiém dung dich dém (pha
phan ly).

Dit lidu dugc tham chiéu kép bang cach trir su dap ung lién diém va dudng cong
duoc tao béng viéc chi tiém dung dich dém. Bé mat chip duoc téi tao béng mot mui
tiém axit phosphoric 0,85 % véi lugng 30 uL/phut trong thoi gian tiép xtic 100 giay,
sau d6 1a 4 miii tiém dung dich dém dang chay trude khi tiém chudn do khang thé tiép
theo. Viéc xir Iy dir lidu va phan tich dong hoc duoc thuc hién bang phin mém thiét
bi. Dit liéu dwgc phén tich bang mé hinh lién két Langmuir 1:1 don gian.

Két qud. Hang sb tbe d6 dong hoc va 4i luc lién két can bang cho Fab PT3 dugc

trinh bay trong Bang 6.
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Fab PT3 biéu hién lién két nanomol véi cac peptit duoc phosphoryl hoa tai T212
hoac T217, va lién két cua Fab PT3 duoc tang cuong khi ca T212 hodc T217 duoc
phosphoryl hoa. Fab PT3 lién két t6t nhat voi cac peptit chira pT212 va/hodc pT217.
Fab PT3 lién két véi 4i luc twong tu véi peptit tau dugce phosphoryl héa tai T212/T217
(Peptit-2) va véi peptit tau dugce phosphoryl hoa tai T212/S214/T217 (Peptit-1), chiing
minh rang viéc phosphoryl hoa bd sung tai S214 khong ting su lién két ctia Fab PT3.
Fab PT3 chi c6 lién két rat yéu véi peptit pS214-tau (Peptit-9). Co it hodc khong c6 tac
dung lién két quan sét duge khi S210 duge phosphoryl héa mot minh hoic két hop véi
céc don phan dugc phosphoryl hoa khac. Su phosphoryl héa & T220 xuét hién dé gép
phan 1am mét hoat tinh lién két cho Fab PT3 (Peptit-9 so véi Peptit-13). Khdng phat
hién duoc hoat tinh lién két cho Fab PT3 khang peptit tau khong phosphoryl hoa (Peptit-
C). PT3 lién két v6i phosphoepitope trong mién tau giau prolin.

Céc nghién ctru vé su lién két cho thiy rang epitope PT3 bao gom pT212 va
pT217, va epitope lién két toi da ctia PT3 bao gdm pT212/pT217-tau duoc phosphoryl
hoa gip d6i. Epitope cia PT3 khéc véi céc epitope durgc bdo cdo khac cho céc khang
thé khang tau phu thudc phdspho, nhu AT8 (pS202/pT205/pS208; Malia va cong su,
2016 Id.), AT180 (pT231; Goedert va cong su, Biochemical J. (Tap chi hoa sinh)
301(Pt3):871-877), AT270 (pT181; Goedert va cong su, Id.), PHF1 (pS396/pS404;
Otvos va cong su, J Neurosci Res. (Tap chi nghién ctru khoa hoc than kinh) 39(6):669-
73, 1994), 12E8 (pS262; Seubert va cong su, J Biol Chem. (Tap chi Sinh hoéa hoc)
270(32):18917-22, 1995), khang thé pS422 khang tau (Collin va cong su, Brain. (Nio)
137(Pt 10):2834-46, 2014), va khang thé pS409 khang tau (Lee va cong su, Cell Rep.
(B4o céo té bao) 16(6):1690-700, 2016).

Vi du 3 — Céu trac tinh thé cua phic hop Fab PT3 + peptit tau pT212/pT217

Dong ciu tric ciia Fab PT3 (B187) vé6i hai phosphopeptit tau duoc xéac dinh béi
tinh thé hoc tia X din dén viéc x4c dinh epitope tau va paratope PT3.

Diéu ché va két tinh mdu. Céc peptit dé két tinh duoc tong hop bi New England
Peptides va cé céc trinh ty sau: Ac-GSRSR(pT)P(pS)LP(pT)PPT-OH (SO ID TRINH
TU" 61) tuong tng véi cac don phan 207-220 cia tau-441 (thé dong dang 2N4R) duoc
phosphoryl héa tai cac don phan T212, S214, va T217 (peptit tau T212/pS214/pT217),
va Ac-SR(pT)PSLP(pT)PPTRE-OH (SO ID TRINH TU" 62), twong ting véi cdc don
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phan 210-222 dugc phosphoryl héa tai T212 va T217 (peptit tau T212/pT217). Céc
peptit dong khod dugce hoa tan trong Tris 100 mM co6 pH 8,5 dén khoang 55 mg/mL.

Fab PT3 duoc c6 dic dén 19,64 hoac 17,76 mg/mL va dugc tron v6i lugng du
mol gip 10,7 hoic 9,3 ldn cua peptit tau pT212/pS214/pT217 hodc peptit tau
pT212/pT217 dé mang dén ndng do phirc hop cudi cing 13 16,9 va 16,7 mg/mL lan
luogt trong Tris 20 mM véi pH 7,5, NaCl 100 mM hodc 50 mM. Viéc két tinh duoc
thuc hién véi viée sang loc tai chd va PEG (Qiagen) bﬁng céach str dung robot lam két
tinh, trdén 150 nL. phirc hop va 150 nL. dung dich trong dung cu chtta. Céc tinh thé dé
nhidu xa thu duoc trong cac diéu kién sau: Pharc hgp Fab PT3 + peptit tau
pT212/pS214/pT217 trong axetat 0,1 M véi pH 4,5, PEG 3350 18 %, MgCl, 0,2 va
phtrc hop Fab PT3 + peptit tau pT212/pT217 trong PEG 3350 20 %, nhoém phosphat
0,2 M (monobazo).

Thu thép dit liéu va xdc dinh cdu tric. Tinh thé cia phiic hop Fab PT3 + peptit
tau pT212/pS214/pT217 thu dugce tu axetat 0,1 M véi pH 4,5, PEG 3350 18 %, MgCl,
0,2 M (dung dich me) va dugc tron v6i dung dich bao vé cryo bao gém dung dich me
duoc bd sung glyxerol 20 %. Tinh thé dugc 1am mét nhanh trong nito 1ong va dit liéu
duge thu thap trén may phat tia X tiéu diém siéu nhé Rigaku MicroMaxTM-007HF
duogc trang bi thiét bi quang hoc dong tiéu OsmicTM VariMax™, thiét bi do Saturn
944 CCD va hé théng 1am lanh cryo X-stream™ 2000 (Rigaku).

Dt liéu duoc xtt ly véi XDS (Kabsch, Acta Crystallogr D Biol Crystallogr.
66(Pt 2):125-32, 2010). Viéc thay thé phan tir duoc thuc hién véi bo dinh pha (McCoy
va cong su, J Appl Crystallogr. (Tap chi tinh thé hoc Gmg dung) 40(Pt 4):658-674,
2007) trong cac chuong trinh PHENIX (Adams va cong sw, Acta Crystallogr D Biol
Crystallogr. 66(Pt 2):213-21, 2010) su dung Fab H3-23:1.1-39 (PDB ID: 5119) Fab
lam mé hinh tim kiém. Phenix.xtriage dd x4c dinh song tinh pseudomerohedral (gia
d6i xtmg mot phan) trong tinh thé véi 7 % phan song tinh. Viéc tinh ché dugc thuc
hién bang cach tinh ché song tinh cho phan 16n viéc xdy dung mb hinh. X4y dung mo
hinh v6i Coot (Emsley va Cowtan, Acta Crystallogr D Biol Crystallogr. 60(Pt 12 Pt
1):2126-32, 2004) va tinh ché véi phenix.refine (Adams va cong su, 2010, /d.). Giai
doan tinh ché cudi cung khong c6 tinh ché song tinh, vi sau d6 xac dinh rang tinh ché
song tinh khong cai thién so dd. D liéu va sb liéu théng ké vé su tinh ché dugc trinh

bay trong Bang 7.
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Bang 7: Dit liéu tia X va s6 liéu thong ké vé su tinh ché

Phirc hgp Fab Phirc hgp Fab PT3+
PT3+peptit tau peptit tau
pT212/pS214/pT217 |pT212/pT217

Puong chum/thiét bi do Rigaku MicroMax- APS IMCA-CAT/
007HF / Saturn 944 Pilatus 6M

Dir liéu

Budc song (A) 1,5418 1,000

Khoang hoa tan (A) 30-2,5 (2,6-2,5) 8,94-2.0 (2,05-2,00)

Nhom khong gian C2 C2

Truc 6 don vi (A)

125,21, 83,50, 167,41

126,24, 83,66, 166,87

Goc 6 don vi (°)

90,00, 91,71, 90,00

90,00, 92,50, 90,00

Phén tir/don vi bat déi xtmg

3

3

Vi (A3/Da)/dung mbi (%) 2,92/58 3,08 /60
Tinh hoan chinh (%) 97,0 (89,3) 99,2 (99,6)
Rigp nhét 0,108 (0,318) 0,053 (0,555)
I/o(I) trung binh 4,9 (1,7) 13,09 (2,49)
S6 phan xa dugc do 177373 (11739) 384718 (27833)
S6 phan xa duy nhat 57942 (3878) 116430 (8607)
Hé s6 B (Wilson) (A% 29,1 36,49
Théng ké vé su tinh ché
S6 nguyén tir 11165 10968
S6 phan ti nude 961 779
Rhoat dong/ Res do (%) 19,4/23,1 18,6 /21,3
R.m.s.d. tr hinh hoc ly tudng

Do dai lién két (A) 0,005 0,008

Goc lién két (°) 1,005 1,215
Hé s B trung binh (A?) 26,87 41,2
Biéu d6 Ramachandran

Céc don phén trong vung 97,23 98,31

wu tién (%)
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Cac don phan trong vung  |2,47 1,62
cho phép (%)
Phan ttr ngoai lai (%) 0,31 0,08

Cac gia tri trong ngodc cho vé c6 do phén giai cao nhat.

Tinh thé don cta phirc hop Fab PT3+ peptit tau pT212/pT217 dwoc dan Xudt tir giot
tinh thé, dugc ngam vai gidy trong dung dich cia dung cu chita (PEG 33500 20 %, nhom
phosphat 0,2 M (monobazo)) dugc bd sung glyxerol 20 % va dugc lam mét nhanh trong
nito 16ng. Dit liéu dugc thu thip trén duong chum IMCA-CAT 17-ID-B tai 100 K cua
Advanced Photon Source (Ngudn photon nang cao) (Argonne, IL). Cuong @ nhiéu xa
duoc thu thap trén thiét bi do Pilatus 6M trén phép quay 180° véi thoi gian phoi nhiém 1a
0,5 gifly cho méi anh ntra d6. Dit liéu dwoe xir Iy voi XDS (Kabsch, 2010, Id.) dén do phan

7
.....

da 12 2,0 A. Chu tric duge x4c dinh bang cach thay phéan tir bang chuong trinh
Phaser (McCoy va cong su, 2007, Id) st dung chu tric Fab PT3 + peptit tau
pT212/pS214/pT217 1am md hinh tim kiém. Viéc tinh ché cdu trac dugc thuc hién véi
phenix.refine st dung NCS (Adams va cong su, 2010, Id.). Viéc diéu chinh m6 hinh dugc
thuc hién béng chuong trinh Coot (Emsley va Cowtan, 2004, Id.). Thu thép dir li€u tia X
va b lidu théng ké vé su tinh ché duoc trinh bay trong Bang 7. Khoang cich tiép xuc lién
phén tir dugc tinh vai CONTACT (Collaborative Computational Project (Du an tinh toan
phdi hop), S6 4, Acta Crystallogr D Biol Crystallogr. S0(Pt 5):760-3, 1994) st dung
ngudng khoang cach 12 4,0 A va dugc kiém tra truc quan véi Pymol.

Phdn tich cdu triic. Cu triic ciia Fab PT3 véi peptit tau pT212/pS214/pT217 duge
x4c dinh & d6 phan giai 2.5 A. C6 ba ban sao phirc hop cho mbi don vi bat ddi xtmg nhu
da mo ta bén dudi cho céu tric Fab PT3 + peptit tau pT212/pT217. CAu tric cho thdy PT3
khéng turong tac voi phosphat ciia pS214 khi T212 va T217 cling duoc phosphoryl hoa
(dir liéu khong dugce trinh bay), duge hd tro boi anh xa phosphopeptit bai ProteOn (Vi du
2).

Céu truc cua Fab PT3 véi peptit tau pT212/pT217 dugce xac dinh béi tinh thé
hoc tia X & do phan giai 2,0 A (HINH 7). C6 ba ban sao phuc hop theo don vi bat dbi
xtng (ban sao 1: chudi A, C, E; ban sao 2: chudi B, D, F; ban sao 3: chudi H, L, P),
bao gébm chudi niang A, C, va H, chudi nhe B, D, va L, va chudi peptit E, F, va P. Ba
ban sao rat gidng nhau — cac vung bién ddi nim trong rmsd 0,3 A. HINH 7-8 12 ban

sao 3 (chudi H, L, P). Nhu minh hoa trong HINH 7, chudi nang va nhe Fab tao tai lién
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két can, va peptit ndm trén Fab. Phosphopeptit tau nim trong c4u hinh mé réng véi
céc dic trung nhat quan voi cdu triic bac hai doan xoin polyprolin-II.

Céac don phan epitope peptit tau pT212/pT217 va paratope Fab PT3 bao gdm giao
dién tuong tac dugc minh hoa trong HINH 8 va 9, va trong Bang 8. Giao dién giira PT3
va epitope peptit dugc tao tir van der Waals va sy twong tac tinh dién, kéo dai tir don
phan peptit 211 dén 221. CAu tric cia Fab PT3 trong phtc hop véi peptit tau
pT212/pT217 cho thay epitope bao gdbm phosphat ctia pT212 va pT217. Nhém hydroxyl
chudi ning Y32 tao lién két hydro quan trong véi oxy phosphat ctia pT212. Nhom
hydroxyl mach bén ctia T28 (VH) ciing tao lién két hydro voi oxy phosphat ctia pT212.
Chudi nang K53 tao twong tac cdu mubi chinh véi pT217. Chudi ning W99 tao twong
tac ky nuée v6i cac don phan mach bén ctia L215 va P216 cla peptit. Pon phan chudi
nang W104 co6 tuong tdc mé rong voi peptit va cling tao mot phan giao dién VH/VL.
Chudi nhe Y23 tao tuong tac ky nudc véi P219. Céc twong tac tinh dién v6i phosphat
ctia pT212 va pT217 la rét quan trong d6i véi tinh chon loc ctia PT3 cho phospho-tau,
va cac tuong tac ky nudc gdp thém vao ai luc cao cia PT3 cho pT212/pT217-tau (Vi du
5) va PHF-tau (Vi du 1 va 6).

Bang 8: Epitope va paratope cua Fab PT3 + peptit tau pT212/pT217. Céc don
phan tr VL hoac VH Fab PT3 tuong tac véi cac don phan peptit tau pT212/pT217 duge

bidu thi. Céc tuong tac lién két hydro dugc biéu thi v6i kiéu in dam.

Vu Peptit Vi

T28 R211

F27,T28, S31, Y32 pT212

S31 P213

S31, K53 S214

S31, Y32, K53, W99 | L215

W99, G100 P216

S52, K53, W104 pT217

W99, G100, G103,

W104 P218

G100, D101 P219 Y32

W104 Y91, D92, E93, F94,
1220 L96
R221 D92, E93, F94
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Vi du 4 — Thich tng véi khung ciia nguoi cho PT3

Khéng thé chudt khang tau PT3 dugc nhan héa bang phuong phap Thich ting véi
khung nguoi (HFA) (Fransson va cdng su, J Mol Biol. (Tap chi sinh hoc phan ti)
398(2):214-31, 2010). Pé thich tmg véi khung ctia ngudi, CDR dugc x4c dinh theo Martin
(Martin va Thornton, J Mol Biol. (Tap chi sinh hoc phan tir) 263(5):800-15, 1996). Dé
tim su két hop t6t nhit gitta LC va HC nhén hoa, mot s trinh tw ving V chudi ning va
nhe & ngudi duge chon dé thir nghiém. Bon ving bién dbi chudi nang PT3 dugc thich ing
v6i khung ciia ngudi va bdn ving bién doi chudi nhe PT3 duoc thich tmg vé6i khung ctia
ngudi dugce thiét ké va tao dudi dang IgG1 chudi nang ngudi hoan chinh va phan ti kappa
chudi nhe ngudi (HINH 10). Dua trén trinh tw twong tw véi VL va VH PT3 chi trong viing
khung (FR), gen V dong mam nguoi (4 cho VH: IGHV3-23*01, IGHV3-33*01, IGHV3-
11*01 va IGHV1-3*01; 4 cho VL: IGVK1-16*01, IGVK1-16*01+, IGKV1-39*01 va
IGKV2-24*%01) dugc chon dé tao cac bién thé VL va VH dugc thich tmg v6i khung ctia
ngudi. VL78 (IGVK1-16*01+) 1a dot bién mot diém ciia VL77 (IGVK1-16*01) va chira
dot bién D56S dé loai bo rui ro isome hoéa tiém 4n. Cac tén ciia 16 khang thé don dong
bién thé HFA bét ngudn tir sy két hop giita bbn phéan tir HFA HC va bén phan tir HFA
LC dugc trinh bay trong Bang 9.

Bang 9: Bién thé HFA-PT3. B234 chira ving bién dbi me ctia chudt va dugc
dua vao lam ddi chimg dwong. Dong mam ngudi twong tng dwoc trinh bay trong

ngoic. VL78 (IGVK1-16*01+) chira dot bién mot diém cia VL77 IGVK1-16%01).

VH10
*T3) VHO1 VHO2 VHO3 VH94
(56 10 TRing [(GHY3-23701) IGHV3-33+01) (IGHV3-11%01)| (IGHV1-3%01)
TU35) (SO ID TRINH | (SO ID TRINH | (SO ID TRINH | (SO ID TRINH
°: TU36) TU37) TU:38) TU:39)
VL7
~(@13) B234
(SO ID TRINH
TU:40)
VL77
- *
?fgg?&gg B235 B296 B282 B268
TU:41)
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VL78
(IGVK1-16%01+)
(SO ID TRINH
TU:42)

B250 B236 B297 B283

VL79

(IGKV1-39%01)

(SO ID TRINH
TU:43)

B265 B251 B237 B298

VLS80
(IGKV2-24*01)

(SO ID TRINH
TU:44)

B280 B266 B252 B238

Sy tao dong va tdng hop ADN cho nhém gdm 16 bién thé HFA-PT3 (hIgG1/x)
duoc thue hién bing cic phuong phéap tidu chuan. ADN duoc chuyén nhiém vao cac
té bao HEK (Expi293) bang quy trinh tiéu chuin, va cac 16p té bao ndi duoc thu thap
sau 5 ngdy trong mdi trudng nudi cay. Lop bé mat di lam sach duoc tinh ché bing
Protein BioSolutions ProteinMaker (Gaithersburg, MD) dé tinh ché song song théng
luong cao bang cach thu IgG trén nhwa MabSelectSure Protein A dwgc can bang trude
trong 1x dPBS, pH 7,2. Sau khi rita c6t véi 1x dPBS, pH 7,2, khang thé don dong dugc
Magﬁb&%nmﬂmmmHMJ&pH3§lhcmﬁnmagﬁdmm&mgh%b&gcmh
bo sung Tris-HC1 2,5 M, pH 7,2 dén 20 % khéi luong, va ché phém protein cubi cung
la Na axetat 0,8 M, Tris-HCI 0,5 M, pH 7,1.

Danh gia ban ddu vé nhom HFA dua trén nang suét tinh ché, mtc sac ky long
hiéu nang cao loai ¢& (SE-HPLC), su lién két v6i PHF-tau trong xét nghiém lién Kkét
ELISA va sy dédc trung hoa ly sinh.

Fab cta B296 (B324) va Fab cta B252 (B326) ciing duoc tao bang cach bat cap
ving bién dbi HC va LC cia cac khang thé don dong twong tng véi ving hing dinh
IgG1/x ngudi va thé 6xHis & du C cua chudi nang. B324 va B326 dugc biéu hién trong
c4c té bao HEK (Expi293) va dugc tinh ché bang phuong phap tuong tu nhu di mo ta
(Zhao va cong su, Protein Expr Purif. (Tap chi Tinh ché va Biéu hién protein)
67(2):182-9, 2009).

Vi du 5 — Dic trung hoa céc khang thé HFA-PT3 bang SPR trén phosphopeptit

Tap con cac bién thé cua khang thé don dong HFA-PT3, duoc chon dua trén su
dac trung hoa Iy sinh va sy lién két véi PHE theo ELISA, duoc phan tich bang cong huéng
plasmon bé mat (SPR) véi ProteOn XPR36 dé lién két voi cac phosphopeptit sau: peptit
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tau pT212/pT217 (Peptit-2, SO ID TRINH TU": 48) v peptit tau pT212 (Peptit-8, SO ID
TRINH TU: 54). Tt ca thi nghiém déu dugc thuc hién 625 °C bé’mg cach sir dung PBST,
pH 7.4, (Bio-Rad Cat# 176-2720) lam dung dich dém dang chay va dung dich dém pha
lodng mau.

Khéng thé don dong/Lién két peptit. Sau khi dit didu kién truée véi PBST, bé mat
bo cam bién sinh hoc dugc chuin bi béng cach bao phu chip Biorad GLC béng khang thé
khang Fc ngudi (Jackson 109-005-098) dén khi dat mat d6 khoang 6500 RU. Khéng thé
khang IgG nguoi duge ghép doi amin véi bé mat chip bang cach st dung EDC/NHS, sau
d6 rira bang etanolamin. Cac khang thé duoc pha loang dén 2 pg/mL trong PBST va dugc
tiém 1én bé mit trong 5 phut v6i lugng 30 pL/phut dé dat mat d6 900-1000 RU. Céc peptit
dwoc tiém 1am chat phan tich véi lugng 60 pL/phut trong 3 pht, sau d6 1a phan ly 5 phut.
Peptit-2 dugc pha lodng trong PBST dé tao loat ndng do gap ba 1an (0-30 nM) va duoc do
theo bo ddi. Cac phép do don vé lién két khang thé don dong véi Peptit-8 duoc ghi lai qua
khoang néng d 0-100 nM.

Lién két Fab/peptit. Peptit dugc biotin hoa thu dugc trén chip bd cam bién sinh
hoc NLC dugc phu neutravidin dugce dat diéu kién trude voi PBST, va Fab chay trén bé
mit dé do thong s6 dong hoc. Khoang 5-10 RU peptit thu dwgc trén bé mit chip bang
cach pha loang peptit dén 10 ng/mL trong PBST va tiém vao cic kénh dong chay véi
lwong 30 pL/phut trong 100 gidy. Dung dich pha lodng tuan tw cia Fab PT3 (1,1 nM
dén 90 nM) duoc tiém véi lugng 60 puL/phit trong 3 phit (pha két hop), sau d6 1 300
gidy chi tiém dung dich dém (pha phan ly).

Dit liéu dugc tham chiéu kép bang cach trir su dap ung lién diém va dudong cong
duoc tao béng viéc chi tiém dung dich dém. Bé mat chip dugc tai tao véi axit
phosphoric 0,85 %, sau d6 tiém PBST trudc khi tiém chuan do khang thé tiép theo.
Viéc xir Iy di liéu va phan tich dugc thuc hién bang phan mém thiét bi. Dit liéu duoc
lam khép bang mé hinh lién két Langmuir 1:1 don gian.

Hing sb tdc do dong hoc va 4i luc lién két can bang cho IgG HFA-PT3 huéng
dén Peptit-8 dugc trinh bay trong Bang 10. B234 chira ving bién d6i PT3 chudt va ving
hing dinh IgG1/x ngudi. Trong cac bién thé dwoc nhan hoa, B296 biéu hién tinh lién
két manh nhét voi Peptit-8 (pT212-tau).
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Bang 10: Dt li€u ai luc SPR ProteOn cho nhém mAb HFA-PT3 lién két véi
Peptit-8

Miu Mo ta protein ka trung binh, (1/Ms) | ka trung binh, | Kp trung binh,
(1/s) nM

B234 | PT3 chudt, higGl | 2,31E+06 8,02E-03 3,48

B235 | VH91/VL77 Khéng lién két

B252 | VH93 / VL80 7,42E+05 2,42E-02 32,6

B280 | VH91/VL80 2,18E+05 7,57TE-03 34,7 (khép dit

liéu kém)
B282 | VH93/VL77 4,42E+05 3.82E-02 86,5
B296 | VH92/VL77 8,56E+05 2,30E-02 26,8

n=2 cho tét ca khang thé

Hing sb tbc do dong hoc va ai lyc lién két c4n bang cho IgG HFA-PT3 huéng

dén Peptit-2 duoc trinh bay trong Bang 11. B252 va B296 biéu hién tinh lién két manh

nhét voi Peptit-2 (pT212/pT217-tau), véi gia tri Kp trung binh lan lwot 13 172 va

190 pM.

Bang 11: D liéu 4i lwvc SPR ProteOn cho nhém mAb HFA-PT3 lién két véi

Peptit-2

Méu Mo ta ka trung Khoang ka |kq trung Khodang kd Kp trung Khoang Kp
protein binh, binh, binh, pM [(pM)

(1/Ms) (1/s)

B234  [PT3 chuot, (9,35 (8,7-10) 3,25 E- |(2,42-4,08) [29,2 (27,8-30,6)
higGl E+06  [E+06 04 E-04

B235  [VHO1/ 3,21 (2,84-3,58) 5,69 E- |(5,28-6,10) |1790 (1710-1860)
VL77 E+06  [E+06 03 E-03

B252  [VH93/ 5,75 (3,95-7,54) 9,01 E- |(8,56-9,46) |172 (126-217)
VL80 E+06  [E+06 04 E-04

B280  [VHO1/ 4,71 (2,21-7,20) 2,74 E- |(2,46-3,01) [769 (418-1120)
VL8O E+06  [E+06 03 E-03

B282  [VH93/ 3,12 (2,34-3,89) 1,32 E- |((1,24-1,40) @445 (360-529)
VL77 E+06  [E+06 03 E-03

B296  [VH92/ 5,00 (3,10-6,90) 8,26 E- |(7,88-8,63) (190 (125-255)
VL77 E+06  [E+06 04 E-04

n=2 cho tit ca khang thé
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Ai luc ctia Fab ctia B296 va B252 duoc do trén peptit tau pT212/pT217 (Peptit-
2) bang ProteOn va dugc so sanh véi Fab me B187 ctia chudt (Bang 12). C6 su ting
tbc do phan ly gép 2,7-5,1 va tang gia tri Kp gip 3,5-5,6 1an cho cac Fab HFA so véi
Fab me & chudt. Fab cia B296 (B324) biéu hién 4i lyc manh hon cho peptit tau
pT212/pT217 so véi Fab ctia B252 (B326), ciing nhur tc dd phan ly cham hon.

Bang 12: Dir lidu 4i luc SPR ProteOn cho Fab HFA-PT3 lién két véi Peptit -2

Mau M6 ta ka trung [Khoang k. kg trung Khodng kq Kp trung [Khoang Kp
binh (1/Ms) binh (1/s) binh (pM)
(1/Ms) (1/s) (pM)
B187  |[Fabmecua [7,76 (4,91-10,6) 16,39 E- |(4,93-7.84) 87,4 (73,8-101)
PT3 ¢ chudt [E+05 E+05 05 E-05
B324  |Fab cua 6,10 (4,27-7,93) |1,74 E- |(1,61-1,86) [305 (234-376)
B296 E+05 E+05 04 E-04
B326  |[Fab cua 7,10 (5,07-9,12) 3,29 E- |(3,04-3,53) 493 (387-599)
B252 E+05 E+05 04 E-04

n=2 cho tit ca Fab

Vi du 6 — Dic trung hoa cac khang thé HFA-PT3 bang SPR trén PHF-tau va tau tai to
hop

Tép con gdm cac khang thé don dong HFA-PT3 duoc thir nghiém lién két véi
PHF-tau phan 14p tir ndo bi bénh Alzheimer. Tat ca twong tac duge nghién ctru & 25 °C
st dung PBS véi pH 7.4, dugc bd sung EDTA 3 mM, va Tween 20 0,005 % lam dung
dich dém dang chay hoac hé chat dém. HT7 (Pierce, ma danh muc MN1000), khang thé
khang tau chuét, dugc st dung lam déi chimg duong.

Tuong tac gitta cac khang thé don dong khang tau véi PHF-tau dugc phan tich
bang ProteOn st dung bé mit bd cam bién sinh hoc dugc chuan bi bang cach bit - ghép
PHF-tau sir dung HT7 lam thudc thir bat. PHF-tau dugc diéu ché bang cach ly tim 2 1dn
v6i the d6 5000xg & 5 °C trong 10 phit; 16p bé mat tir 1an ly tAm thi hai dwgc pha lodng
v6i ty 18 1/40 trong dung dich dém dang chay. Dé chuan bi chip, HT7 duoc ¢b dinh cong
hoéa tri voi bé mat caa chip cam bién GLC (ProteOn) theo huéng din cua nha san xuét
vé hoa hoc ghép ddi amin (~5000 don vi dap ting (RU)). Dung dich dém ghép cip la
natri axetat 10 mM, pH 4,5. Sau khi ¢b dinh HT7, PHF-tau dugc tiém va duge bat
(~300 RU) bai HT7. Sau khi bat, PHF-tau duoc c¢b dinh cong hoa tri v6i chip cam bién
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bing cach kich hoat chip theo huéng din ctia nha san xuét vé hoa hoc ghép do6i amin.
Céc vi tri phan tng con lai bi chan bang cach tiém etanolamin. Sau khi chudn bi va én
dinh b& mit dugc didu hoa PHF-tau va bé mat tham chiéu (khong chira khang thé),
khang thé khang tau dugc pha lodng trong dung dich dém dang chay va dugc tiém trong
dung dich (0,12-75 nM trong dung dich pha lodng gép 5 lan). Su két hop dugc theo ddi
trong 3 phut (120 pL dugc tiém vai luong 40 ul/phut). Su phéan ly dugce theo doi trong
15 phut. Su tai tao bé mat cam bién dwoc thuc hién bang cach st dung Gly 10 mM véi
pH 2.0. Dit liéu v& khang thé don dong dwoc lam khép bang mo hinh lién két ludng tri,
trong do6 ai luc biéu kién (Kp) dugc bao cao 14 t 18 Kphan 1y/Kié hop- M6 hinh lién két
Langmuir 1:1 duge st dung dé phén tich dong hoc Fab.

Hau hét khang thé don dong HFA duy tri lién két chat ché& twong tw véi khang
thé don dong PT3 me & chudt, trong khoang 27-165 pM (Bang 13). B252 va B296, hai
khang thé don dong HFA du tién, ¢6 ai luc 1an luot 14 32 va 27 pM. B235 biéu hién ai
lwc khang thé don dong yéu nhit (165 pM) trong nhém nay. B324 (Fab cia B296) va
B326 (Fab ctia B252) duoc danh gia vé tinh lién két PHF-tau va biéu hién Kp yéu hon
1an luot 14 2.5 va 3,3 14n so voi Fab me PT3 chudt B187. B324 biéu hién ai luc manh
hon gép 1,3 1an (Kp) va tbc do phan ly cham hon 1,7 14n so véi B326. Cac 4i luc Fab
yéu hon khang thé don dong tuong ting ciia chung, cho thay 4i luc cho khéng thé don
dong huéng dén PHF-tau. B352, bién thé IgG4 ctia B296 v6i viing bién dbi nhu nhau,
ciing duoc thir nghiém lién két voi PHF-tau va ai luc (43 pM) trong khoang gap 2 14n 4i
lyc cua B296 (Bang 11).

Bang 13: Ai luc SPR ProteOn cho cac mAb PT3 HFA va cac Fab véi PHF-tau

Miu Mb ti Kk ngp(1/MS) | Jonanty (1/s) | Ko (pM)
HT?7 chuot (+ déi chimg) | © ’?f(?s’%) (1’1&%18) 193 +46
B17 (mAb) | PT3 chuét, muG2a (2,%)6,20) (2’6&05’43) 11419
B234 (mAb) | PT3 chuét, hlgG1 (2’21;7’f(§)é13) (2’7E1_i005’17) 1241,0
B235 (mAb) |  VHO1/VL77 (4’?35’34) (8’0E6_j505’24) 165+12
B252 (mAb) |  VH93 / VL8O (1’3E2fg6’09) (4’25_“*;05’19) 3042.6
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B280 (mAb) |  VHO1/VL80 “’%f&m S ’653%2& 55433
B282 (mAb) |  VH93/VL77 (6’6§f(?§09) (4’0E8_i005’25) 6123.9
B296 (mAb) |  VH92/VL77 (1,%)6,0@ (2’95305’19) 27418
B297 (mAb) |  VH93/VL78 (1,45%)6,07) (6’01;’_*005’32) 42430
B187 (Fab) Fab PT3 “’%ﬁ?&os ) (1’15305’04) 6843

B326 (Fab) B252 Fab (1’%2f006’05) (2’383%04) 224412
B324 (Fab) B296 Fab (g’ff&’“) (1’352%06) 167412
B3 fgéL‘BAb B296 nhur higG4 (2’§fg§56) (1,11:}_1005,54) 43423

mAb: n=2 v6i 3 mau tring lap trong mdi thi nghiém
Fab: n=2 v&i 2 mau trung lip trong mdi thi nghiém
B352: n=2 v6i 4 miu trung lap trong mdi thi nghiém

Su twong tac gitra khang thé don dong khéng tau va Fab véi tau déi ching biéu
hién tai t& hop (thé ddng dang tau ngudi 2N4R 441 aa, thé 6xHis dau N, SO ID TRINH
TU: 63) dugc nghién ctru véi Biacore T200. Bé mat bo cam bién duoc chuin bi béng
cach ghép cip khang thé (Ab) dac hiéu Fe khang IgG nguoi hodc khang thé khang Fd
v6i bé mat cia chip cam bién CM5 theo huéng dan cia nha san xudt vé héa hoc ghép
do6i amin (~6500 don vi dap ung (RU). Dung dich dém ghép cép la natri axetat 10 mM,
pH 4,5. Khang thé khang tau dugc pha loang trong dung dich dém dang chay va duoc
tiém dé bat it nhat 5 RU. Sau khi bat khang thé don dong khang tau hozc Fab, tiém tau
d6i chung biéu hién tai to hop trong dung dich (0,12 dén 75 nM trong dung dich pha
loang gip 5 1an). Sy két hop duge theo doi trong 3 phut (150 pL dugc tiém véi lugng
50 pL/phut). Su phan ly duoc giam sat dén khi giam it nhat 5 % tin hiéu quan sat dugc
dé xac dinh téc d6 phan ly hop ly. Viéc tai tao bé mat cam bién duoc thuc hién véi
axit phosphoric 0,85 %, tiép theo 14 NaOH 50 mM. Dit lidu cho ca hai khang thé don
dong va Fab duogc 1am khép bang cach st dung mé hinh lién két 1:1 Langmuir néu

quan sat dugc su lién keét.
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Ca B324 va B326 déu khong biéu hién su lién két dang ké voi tau ddi chimg.

B296 cling khong biéu hién su lién két véi tau dbi ching.

Vi du 7 — Cu truc tinh thé ctia phirc hop peptit tau pT212/pT217

Ddng céu tric cua B324 véi peptit tau pT212/pT217 (SO ID TRINH TU 62) duoc
xéc dinh bang tinh thé hoc tia X, din dén viéc xac dinh epitope tau va paratope B324 (va
B296).

Piéu ché va két tinh mdu. B324, day 1a Fab ctia B296 véi VH92 va VL77, duge
tao béi su biéu hién tam thoi trong cac té bao HEK 293 va dugc tinh ché boi sic ky ai
luc Ni, SEC, va sy trao déi ion trong dung dich dém cudi gdbm MES 20 mM véi pH
6,0, NaCl 0,2 M, peptit tau pT212/pT217 (SO ID TRINH TU" 62), dugc md ta trong
Vi du 3, duoc sir dung dé dong két tinh. Dé diéu ché phirc hop Fab B324 + peptit tau
pT212/pT217, lugng du mol gép 10 14n cta peptit duge b sung.

Sy két tinh Fab B324 + peptit tau pT212/pT217 dugc thyc hién v6i 9-18 mg/mL
trong MES 20 mM véi pH 6,0, NaCl 0,2 M. Viéc sang loc tinh thé ban dau duoc thuc
hién vé6i robot 1am két tinh Mosquito biang phuong phap khuéch tan hoi nuéc giot ngoi
& 20 °C sir dung su sang loc tai chd va PEG (Qiagen). Céc tinh thé xuit hién tir natri
axetat 0,1 M v6i pH 4,6, PEG 10K 20 % va cdc mam dugc tao bang cach dong thé hoa
co hoc vé6i bo kit Seed Bead (Hampton Research) dé dung trong sang loc t61 wu hoa tiép
theo.

Thu thdp dit liéu va xdc dinh cdu triic. Tinh thé xuét hién tir natri axetat 0,1 M
vé6i pH 5,5, PEG200 37 %, va dugc thu va 1am mat nhanh trong nito 16ng ma khong ¢6
su bao vé cryo dé thu thap dit liéu nhidu xa tia X. Dit liéu tinh thé hoc duoc thu thap tai
Advanced Photon Source (Ngudn photon nang cao) (Argonne, IL) trén duong chum
IMCA-CAT 17-ID-B tai 100 K. Cudng d6 nhidu xa duoc thu thap trén thiét bi do Pilatus
6 M trén phép quay 180° véi thoi gian phoi nhiém 14 0,5 gidy cho mdi anh ntra do. Dit
lidu duoc xit Iy v6i XDS (Kabsch, 2010, Id.) dén do phan giai t6i da 1 2,6 A. Cau triic
tinh thé tia X ctia B324 trong phtrc hop véi peptit tau pT212/pT217 duge phén giai bang
cach thay thé phan ti bang Phaser (McCoy va cong su 2007, Id.) st dung cau truc Fab
lién quan lam mo hinh tim kiém va duoc tinh ché v&i Refmac (Murshudov va cdng su,

Acta Crystallogr D Biol Crystallogr. 53(Pt 3):240-55, 1997) (Bang 14). Khoang cach
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tiép xuc lién phan t& dugc tinh véi CONTACT (Collaborative Computational Project
(Du 4n tinh toan phdi hop), 1994, Id.) sit dung ngudng khoang cach 1a 4,0 A va duoc

kiém tra truc quan v6i Pymol.

Bang 14: Dit liéu tia X

Thu thdp dir liéu

Noi dung B324 + peptit tau pT212/pT217
Dung dich me 0,1 M NaAct 5,5, PEG 200 37 %
Cryo khong

Nguon/Thiét bi do APS IMCA-CAT 17ID-B/Pilatus 6M
Buéc song (A) 1,000

Nhiét d6 (K) 100

Khoang cach (mm) 450

Téng goc quay (°) 180 **

Exp(sec)/0,5° 0,5

Nhom khong gian 1222

Truc 6 don vi (A) 97,60, 104,43, 133,35

Goc 6 don vi (°) 90, 90, 90

Phan tir/don vi bat d6i xing 1

Vi (A3/Da)/dung mdi (%) 3,43 / 64

D6 phan gii (A) 30-2,6 (2,67-2,60)
S6 phan xa do duoc 113,798 (6,597)

S6 phan xa duy nhat 21,019 (1,367)

Tinh hoan chinh (%) 98,6 (87,6)

Tinh du thira 5.4 (4.8)

R-hop nhét 0,040 (0,417)

<I/6> (dudi trung binh) 10,8 (1,1)

<I/6> (trung binh) 24.5 (3,9)

Hé s6 B (Wilson) (A?) 69,4

Théng ké vé sw tinh ché

S6 nguyén tir 3331
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Rhoat dong/Rey do 0,230/0,265
R.m.s.d. tir hinh hoc
ly tudng
Do dai lién két (A) 0,005
Goc lién két (°) 1,027
Hé s6 B trung binh (A?) 96,2

Biéu d6 Ramachandran

Céc don phan trong vung

wu tién (%) 95,14 %
Céc don phan trong vung

cho phép (%) 3,94 %
Phan tir ngoai lai (%) 0,93 %

Céc gia tri trong ngodc cho vé c6 do phén giai cao nhét.

Phén tich cau tric. Cau tric chung cia su twong tic B324 + peptit tau
pT212/pT217 duge minh hoa trong HINH 11. Peptit tau pT212/pT217 khép véi ranh
duoc tao ¢ giao dién ctia VL va VH B324. Giao dién gitta B324 va peptit tau p1212/pT217
duoc tao tir van der Waals va su twong tac tinh dién, kéo dai tir don phan peptit 211 dén
221 (HINH 12). Cac CDR sau déy c6 trong lién két truc tiép véi peptit tau pT212/pT217:
CDR-H1, CDR-H2, CDR-H3, CDR-L1, CDR-L3. Ciu tric cia B324 trong phitc hop v6i
peptit tau pT212/pT217 cho thy epitope bao gdm phosphat ctia pT212 va pT217. So dd
vé su tuong tac giita cac don phan Fab B324 va cac don phan peptit tau pT212/pT217
duoc trinh bay trong HINH 13. Mot s6 tuong tac chinh nhur sau: mdi nhém hydroxyl VH
Y32 va nhom hydroxyl VH T28 tao lién két hydro vé6i cac oxy phosphat khac nhau ctia
pT212; c6 cac tuong tac ky nudce tir cac mach bén cia VH Y32 va VH W99 dén cdc nhom
metyl cia L215 cuia peptit tau; VH K53 tao twong tac cau mudi véi don phan peptit tau
pT217; mach bén cia VH W104 tao twong tac ky nuéc voi nhom metyl pT217 va twong
tac xép chéng CH-m v61 P218 va tao mot phén giao dién VH/VL; indol amit cua VH
W104 tao lién két hydro véi hydroxyl mach bén ctia T220; ¢6 su twong tac ky nude gitta
mach bén ctia VL Y32 va P219; ¢6 su tuong tac ky nude gitta VL L96 va nhdm metyl
cua T220; c6 su tuong tac ky nude dugce tao boi mach bén VL F94 va nhom metyl T220.
Céc tuong tac tinh dién vdi phosphat cua pT212 va pT217 la rt quan trong d6i véi tinh
chon loc ctia B324 cho phospho-tau, va cac twong tac ky nudc gbp thém vao ai luc cao

ctia B324 cho peptit tau pT212/pT217 (Vidu 5) va PHF-tau (Vi du 6). Epitope va paratope
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ctia B324 va PT3 chudt rat gidng nhau, cho thiy epitope va paratope déu khong thay doi
dang ké sau khi nhan hoa (HINH 9 va 13, Bang 8 va 15).

Bang 15: Epitope va paratope cua B324+peptit tau pT212/pT217. Cac don phan
tr VL hodc VH B324 twong tac v6i cac don phan peptit tau pT212/pT217 duoc biéu

thi. Céc tuong tac lién két hydro duogc biéu thi vai kiéu in dam.

VH Peptit VL

G26, T28 R211

F27,T28, S31, Y32 pT212

S31 P213

S31 S214

S31, Y32, K53, W99 L215

K53, W99, G100 P216

S52, K53, W104 pT217

G100, W104 P218

G100, D101 P219 Y32

W104 Y91, D92, E93, F94,
T220 L96
R221 D92, E93, F94

Vi du 18 — Thtt nghiém chtrc nang trong xét nghiém té bao

PT3 dugc thir nghiém vé viée tre ché sy gieo mam tau trong hai loai xét nghiém té
bao: xét nghiém ddng nudi cdy va xét nghiém lam mat. Ca hai loai xét nghiém déu str
dung cac té bao HEK biéu hién hai manh tau K18 duoc gén nhan nhém mang mau tao tin
hiéu khi & gﬁn nhau, vi du, do su két tu. Khi cac t& bao dugc xtr ly bé‘mg c4c mam cua tau
diy du chiéu dai dugc phosphryl hoa va két tu dan xudt tir cc nguon khac nhau, khéi két
tu K18 dugc cam Gng c6 thé duoc dinh luong theo su thay doi vé ty 1é truyén nang luong
cong huong phat quang sinh hoc (BRET) (tfirc 1a xét nghiém BRET) hoac bang cach dém
s6 té bao dwong truyén ning luong cong huong huynh quang (FRET) bang cach phan loai
t€ bao hoat héa huynh quang (FACS) (ttic 14 xét nghiém FRET; HINH 14) (Holmes va
cong su,2014, PNAS 111(41):E4376-85).

Xét nghiém dong nudi cdy chat dong chat té bao HEK (xét nghiém BRET)
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Chét ddng chét chira c4c mim tau dé dong nudi cdy dugce tao tir dong té bao HEK
biéu hién qua mic GFP-tauP301L 6n dinh chira tau ddy du chiéu dai dwoc gin nhan
GFP duoc két tu cam tng K18. Cac té bao nhén 14 cac té bao HEK biéu hién 6n dinh
K18/P301L-NanoLuc va K18/P301L-HaloTag. C4c mam tau dugc dong nudi ciy vai
khang thé thir nghiém va cac té bao nhan HEK chtra K18 nhém mang mau trong 72 gio.
Su hinh thanh két tu K18 dwoc do béi su thay dbi vé ty 16 BRET (590 nm/450 nm). Su
cam tng két tu bi chan PT3 bdi 46,97 % & 300 nM, 18,02 % 630 nM, val2,57 % &3 nM
(HINH 15).

Xét nghiém dong nudi cdy tiy song (xét nghiém FRET)

Chét ddng chét chira cac mam tau dé dong nudi cdy dugc tao tir thy sdng tir cac
con vt bién dbi gen P301S tir 22 dén 23 tuén tudi chira tau ngudi bién doi gen duoc két
tu. D& tang do nhay, cac t& bao nhan duoc sit dung trong xét nghiém 12 cac té bao HEK
biéu hién én dinh K18/P301S-YFP va K18/P301S-CFP. Cac mam tau dugc dong nudi
cdy v6i khang thé thir nghiém va céc té bao nhan HEK chira K18 nhém mang mau trong
72 gid. Sy hinh thanh két tu K18 dwoc do bang cach dém té bao dwong tinh v6i FRET
bang FACS. Sy cam ung két tu bi chan PT3 béi 34,03 % & 300 nM, 37,02 % & 30 nM, va
30,68 % ¢ 3 nM (HINH 16).

Xét nghiém té bao loai b6 mét phan tir dich ra khéi hon hop (immunodepletion)

Dé kiém tra gia tri e ché theo phén tram t6i da c6 lién quan dén mat do epitope
trén c4c mam hodc c6 lién quan dén sé lwong mam chia epitope PT3 hay khong, cac
x¢t nghiém loai bo mgt phan tir dich ra khoi hén hop (immunodepletion) dugce thuc hién.
Trong cac xét nghiém loai bé mot phén tir dich ra khoi hon hop, cac mam tau dugc U
v6i khang thé thir nghiém va bi loai khéi dung dich véi cac hat protein G. Lép bé mat
bi 1am mét dugc thir nghiém vé kha ning gieo mam con lai trong cac té bao HEK chtra
K18 nhém mang mau va dugc phan tich béi FACS nhu da mo ta trude day (Holmes va
cong su, Proc Natl Acad Sci U S A. (Ky yéu Vién Han 1am Khoa hoc Quéc gia Hoa K¥)
111(41):E4376-85, 2014).

Chét dong chat chtra cac mam tau cho sw mién dich loai bd mot phan tir dich ra khoi
hén hop duoc tao tir tiy séng tir cac con VAt bién ddi gen P301S tir 22 dén 23 tuan tudi
(HINH 17) hodc tir md ndo AD ngudi duge bao quan cryo (HINH 18). Trong xét nghiém
mién dich loai bé mot phén tr dich ra khoi hén hop ndo AD ngudi, 16p bé mat sau khi lam

mat duogc thir nghiém khi ¢6 thude thir chuyén nhidm Lipofectamine2000 dé thu cira s6 xét
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nghiém chép nhan dugc. Su gieo mam tau c¢6 thé bi lam mat gén nhu hoan toan (>90 %)
v6i PT3 & ca hdn hop tach chiét tiy séng va tong chit dong chit tir ndo AD nguoi (HINH
17 va 18).

Két qua

PT3 tc ché cac mam tau dan xudt tir dich thiy phan té bao HEK va dich thity phan
tiry sdng TgP301S. Sy trc ché t6i da dat dugc trong céc xét nghiém thay dbi doi véi khang
thé khang phospho-tau va déi véi cac mam khéac nhau (Bang 16). Cac gia tri e ché quan
sat dugc cho PT3 & 300 nM la 46,97 + 5,87 % ddi v6i cdc mam té bao HEK, va 34,03 +
2,05 % dbi v6i hdn hop tach chiét tiy sbng TgP3018S. Céc gia tri (rc ché tdi da khac nhau
cho céc khang thé phospho-tau trong cc xét nghiém té bao khac nhau c6 thé chi ra s khac
nhau vé tinh trang phosphoryl hoa ctia cic mam tau duoc str dung. Cac mam tau dugc tao
trong tuy séng TgP301S c6 ngudn gdc than kinh va du kién c6 nhiéu diém twong tu véi
PHF-tau hon so v6i cdc mam tau tir gbc t& bao HEK, va didu nay c6 thé giai thich vé hiéu
qua chung cao hon quan sat dugc voi khang thé phospho-tau khang hén hop tach chiét tuy
sbng so v6i dich thuy phén té bao HEK.

Su gieo maim tau c6 thé bj 1am mat gan nhu hoan toan véi PT3 trong ca hdn hop
tach chiét tay séng va tdng chat dong chét tir ndo AD ngudi, va két qua nay cho thay viéc
thiéu sy te ché hoan toan trong thi nghiém ddng nudi ciy véi vat lidu gieo mam tiy song
khong phai do su c6 miat ctia cac mam khong c6 epitope PT3 ma do mat do epitope gidi
han trén cac mam.

Bang 16: Tém tat két qua tir thir nghiém chirc nang trong céc xét nghiém té bao

MAb Xét nghiém Xét nghiém Xét nghiém Xét nghiém
BRET/d6ng nudi FRET/d6ng nu6i FRET/mién dich | FRET/mién dich
cay GFP-tauP301L | cay tdy song P301S | loai béd mot phan | loai bé mot phan
tr dich ra khoi tu dich ra khoi
hon hgp tuy song hon hop chat
P301S dong chat tr ndo
AD nguoi
PT3 46,97+5,87 34,03 £2,05 96,24+ 0,43 92,24+2.30
ATS 10,52+9,48 26,4+1,74 96,71+0,42 80,69+5,79
HT7 65,44+1,08° 73,51 +£1,78° 99,16+0,21 82,99+ 0,68

Don vi 1a % d6i chimg duong, trung binh cac thi nghiém khac nhau; nong do
khéng thé trong tat ca xét nghiém 12 300 nM ngoai trix  trc ché & 166,67 nM va ° rc ché
¢ 89,99 nM.
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Co ché tac dung cho liéu phép diéu tri bang khang thé tau van 14 vén dé tranh luén
va nhidu co ché d duge dé xuét. Su thanh thai qua trung gian khang thé ctia cac mam
ngoai bao bing té bao than kinh dém da duoc dé xuit gin ddy nhu mot co cdu tac dung
¢6 wu thé hon (Funk va cdng su, J Biol Chem. (Tap chi Sinh hoa hoc) 290(35):21652-62,
2015 va McEwan va cong su, 2017, PNAS 114:574-9). Trong ngit canh nay, sy mién dich
loai bé m6t phéan tir dich ra khéi hon hop ctia vat liéu gieo mam dAn xuat tir ndo ngudi c6
thé dugc xem 1a két qua té bao dich ma t6t nhét, va hiéu qua cao cua khang thé me PT3
tir chudt trong loai xét nghiém té bao nay cho thiy cac phién ban HFA ctia PT3 sé& 1a thube
diéu tri hidu qua.

Vi du 9 — Hiéu qué trong co thé séng ctia PT3 chudt trong md hinh tiém ePHF

Dé danh gia hiéu qua khang thé tau frong co thé séng, chudt biéu hién bénh ly
tau ndo 12 hé théng mo hinh thiét yéu (Julien va cong su, Methods Mol Biol. (Phuong
phéap sinh hoc phan tir) 849:473-91,2012). Mot s6 m6 hinh nay da duge mo ta, va ching
c6 thé duoc phan chia trong ba nhém: 1) chudt bién d6i gen tau biéu hién qua miac WT
hoic tau dot bién (vi du, P301L hodc P301S) vdi cac dot bién biéu hién bénh 1y nghiém
trong sau 5-9 thang, phu thudc vao chung (Allen va cong su, J Neurosci. (Tap chi Khoa
hoc than kinh) 22(21):9340-51, 2002; Scattoni va cdng su, Behav Brain Res. (Nghién
ctru ndo va hanh vi) 208(1):250-7, 2010; Terwel va cong su, J Biol Chem. (Tap chi Sinh
hoa hoc) 280(5):3963-73, 2005; Yoshiyama va cong su, Neuron. (Than kinh) 53(3):337-
51,2007); 2) chudt c6 biéu hién tau dot bién dugc didu hoa khong gian thoi gian (vi duy,
P301L) (Liu va cong su, Brain Imaging Behav. (Hinh anh va ung X cua ndo bo)
6(4):610-20, 2012) hodc manh tién két tu (vi du, K18) (Mocanu va cong su, J Neurosci.
(Tap chi Khoa hoc than kinh) 28(3):737-48, 2008); va 3) chudt c6 biéu hién tau dot bién
va ADP biéu hién bénh ly tau va mang (Oddo va cong su, J Neurochem. (Tap chi Hoa
hoc than kinh) 102(4):1053-63, 2007).

Khi chudt biéu hién tau d6t bién phét trién bénh Iy manh, hodc viéc khéi phat
bénh Iy c6 thé thay dbi gitra cac con Vat, gdy ra su bién d6i trong cac nghién ctru, va su
déng gop tuong dbi cua viéc lan truyén va két tu tau té bao tu tri cho tin hiéu két tu tau
tong thé khong 16 rang. Vi vay, c6 thé str dung cac md hinh dé nghién ciru hidu qua su
lan truyén va gieo mam tau (vi du, de Calignon va cong su, 2012, Neuron. (Thén kinh)
73(4):685-97, 2012; Liu va cong sy, Id.) c6 gia tri cao. Gia tri dich mi cta cdc mo hinh

nay dugc ting thém bang cach phat hién ra rang viéc tiém cho chudt ALZ17 (ching biéu
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hién tau ngudi binh thudng) chit ddng chit ndo din xuét tir cac bénh ly do tau khic
nhau giy nén su hinh thanh thé vii tau v6i hinh thai gidng véi bénh 1y do tau trong nio
nguoi. Vi dy, viéc tiém cho chudt chét tr cac mau bénh hat nhudm doc bac dan dén su
két tha v6i dic tinh cdu trac nhu ddu phdy hodc hinh cau ctia chinh bénh d6, va bénh ly
tau nhu AD quan sat dugc & chudt dugce tiém chat AD (Clavaguera va cong su,
2013,PNAS 110(23):9535-40).

Vi vy, md hinh tiém cho chudt P301L bién dbi gen da dugc thiét 1ap, trong d6
manh tién két tu cua tau, nhu soi K18 (Li va Lee, Biochemistry. (Hbéa sinh)
45(51):15692-701, 2006) hodc cac mam PFH-tau din xuét tir ndo AD ngudi, dugc
tiém trong cac ving vé ndo hodc hdi hai ma ctia md hinh chudt bién ddi gen P301L &
tudi ma su két tu té bao tu tri chua bit ddu. M6 hinh tiém nhiam muc dich md phong
thanh phan gieo mam ngoai bao chu chdt cla su lan truyén tau. Mam PHF-tau hoic
K18 dugc tiém cam tGng bénh 1y do tau tai vi tri tiém va dén mirc do thap hon, tai ving
d6i bén lién két (Peeraer va cong su, Neurobiol Dis. (Bénh sinh hoc than kinh) 73:83-
95, 2015). M6 hinh dé thir nghiém tiém nang cta khang thé khang gieo mam, nhu
khang thé khang tau ctia sang ché, khi dugc tiém mam PHF-tau din xuét tir ndo AD
hodc soi K18 (Iba va cong su, 2015, J Neurosci. (Tap chi Khoa hoc than kinh)
33(3):1024-37, 2013; Iba va cdng su, Acta Neuropathol. (Tap chi bénh hoc than kinh
Acta) 130(3):349-62).

So d6 md hinh tiém chudt P301L bién ddi gen dugc minh hoa trong HINH 19.
Tém lai, viéc tiém vao vo ndo phan cit sarcosyl khong tan ctia ndo AD sau khi chét da
lam cham su ting két tu tau. Trong béan cau ndo duoc tiém, cac tin hiéu thu nhat duoc
do 1 thang sau khi tiém va tién trién thém 3 thang sau khi tiém. 5 thang sau khi tiém,
mot sb con vat bat dau hinh thanh dam rdi do dot bién P301L (Terwel va cong su,
2005, Id.). Cac mic nhudm AT8 tang trong khoang 1 dén 3 thang (HINH 19C-D va
19E-F), vi vdy cac thi nghiém vé hiéu qua khang thé duoc phan tich 2 thang sau khi
tiém. Ngoai ra, viéc tiém vao vung hdi hai ma phan cét sarcosyl khong tan ciia ndio AD
sau khi chét da lam tang sy két tu tau tién trién phu thudce liéu dugc do béng cach phan
tich theo MesoScale Discoveries (MSD) cac phan cat sarcosyl khong tan tr ban cau

ndo bi tiém (HINH 19G).

Diéu tri con vit va tiém vao hop so
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Pbi voi cac nghién ctru vé viée tiém, chudt tau-P301L bién ddi gen, biéu hién thé
ddng dang tau nguoi dai nhat véi dot bién P301L (tau-4R/2N-P301L) (Terwel va cong
su, 2005, Id.) dugc st dung trong phau thuat luc 3 thang tudi. T4t ca thi nghiém duoc
thuc hién dé tuén thi quy trinh dugc Gy ban dao dirc dia phuong phé duyét. Pbi voi
phau thuit tiép xtic, chudt dugc tiém mdt bén (ban cau ndo phai) trong vé ndo (AP +2,0,
ML +2,0 tir thép, DV, 2,7 mm tir mang cimg) hodc ving hdi hai ma (AP -2,0, ML +2,0
(tir mang cing), DV 1,8 mm (tir thop)) 3 pl (tde do 0,25 pl/phut) véi ché phim sarcosyl
khong tan tir mdé AD sau khi chét (cac sgi xodn dc¢ bit cap duoc lam giau, ePHF) khi ¢6
hodc khong c¢6 khang thé don dong. Trong trudng hop tiém trong mang bung (IP) voi
khéng thé hodc dung dich mudi, viéc diéu tri (20 mg/kg, 2x/tudn) duge bat dau 1 tudn
trude khi tiém vao hop so va duogc tiép tuc dén khi chudt tir vong dé giai phau (2 thang
sau khi tiém vao hdp so).

Quy trinh tdch chiét

M6 chuét tir ban ciu ndo bi tiém duoc cin va dong nhat hoa trong 6 thé tich
dung dich dém ddng nhét héa (Tris HC1 10 mM (pH7,6). Chat dong chat dugc ly tim
véi tbe d 27 0000 x g trong 20 phut, va sau khi nhan phan uée tir 16p bé mat thu duoc
(tbng chat dong chit), N-lauroylsarcosin 1 % dugc bo sung. Sau 90 phut (900
vong/phut, 37 °C), cac dung dich dugc ly tAm 14n nita véi toc do 184 000 x g trong 1
gid. Cac 16p bé mat duoc giit lam phan cat sarcosyl khong tan, trong khi vién chira
chét sarcosyl khong tan dugc tai huyén phi trong dung dich dém ddng nhét hoa.
Phan tich hoa sinh

Khang thé bao phii (khang thé khang AT8 hodc khang thé tong tau) dugc pha lodng
trong PBS (1 pg/ml) va duoc phan chia vao cac dia MSD (30 uL cho mdi 18) (L15XA,
Mesoscale Discoveries), dugc 4 qua dém & 4 °C. Sau khi rtra v6i 5 x 200 pl PBS/Tween-
20 0,5 %, cac dia dugc phu casein 0,1 % trong PBS va dugc rua lai v6i 5 x 200 pl
PBS/Tween-20 0,5 %. Sau khi thém cdc mAu va mau chuin (ca hai déu dugc pha loang
trong casein 0,1 % trong PBS), cac dia dugc u qua dém & 4 °C. Sau do, cac dia dugc ria
v6i 5 x200 pul PBS/Tween-20 0,5 %, va khang thé phat hién dugc tiép hgp SULFO-TAG™
trong casein 0,1 % trong PBS duoc bd sung va 1 trong 2 gid' ¢ nhiét do phong khi lac véi
tdc do 600 vong/phut. Sau khi rira 1an cubi (5 x 200 pl PBS/Tween-20 0,5 %), 150 pl 2 X
dung dich dém T duoc bd sung, va cac dia duge doc vai thiét bi tao anh MSD. Céc tin hidu

thd dugc chudn hoa so voi dudng cong tiéu chuan gém 16 dung dich pha lodng ché phim
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sarcosyl khong tan tir ndo AD sau khi chét (ePHF) va dugc biéu hién 12 ePHF thudc don vi
tuy v (AU). Phan tich théng ké (ANOVA véi hau kiém dinh Bonferroni) duoc thuc hién
v6i phan mém GraphPad prism.
Két qua

Hoat tinh ctia PT3 chudt theo mé hinh tiém vo ndo (HINH 19) duoc x4c nhan trong
4 nghién ctru doc lap. Chudt duge cho lidu bén ngoai theo Bang 17 va cac két qua duoc
trinh bay trong HINH 20. Viéc tiép tuc cai thién mé hinh (HINH 19D) cho phép giam liéu
ePHF-tau va lidu khang thé dugc tiém nhu da trinh bay trong Bang 18 véi két qua dugc
minh hoa trong HINH 21. Khi st dung liéu ePHF-tau thép hon, PT3 cling dugc phat hién
1a ¢6 tac dung dang ké trong viéc giam tau két tu khi cho st dung bang duong ngoai vi

(P<0,0001; HINH 21).

Bang 17: Cho liéu bang duong ngoai vi

Nhoém Luong ePHF pmol | Luong tiém ciing lic Ab pmol | IP khang thé
IgG 0,2 5 20 mg/kg (2x/w)
PT3 0,2 - 20 mg/kg (2x/w)
PT3 0,2 5

Bang 18: Liéu tiém clng lic

Nhom Luong ePHF pmol | Luong tiém cung lic Ab pmol | n

IeG 0,2 5 14
PT3 0,2 5 15
PT3 0,2 0,5 15
PT3 0,2 0,05 15

Viéc tiém cung luc 16p khang thé ePHF va PT3, bao gém bién thé 1gG2a PT3-
HFA (chtra cac ving bién déi VH92 (SO ID TRINH TU:27) va VL77 (SO ID TRINH
TU:31) trén cac ving hiang dinh mIgG2a/kappa) theo b cuc trong HINH 19A, da 1am
giam su két tu tau cam ung ePHF & chudt P301L (HINH 22). Thuc hién tiém trong vé
ndo. (khong phai ving hdi hai ma). Tac dung quan sat dugc trong ban cau nfo duoc
tiém (dir liéu hoéa sinh, HINH 22B) va trong ban ciu ndo chua duogc tiém (nhudm

IHCAT100, HINH 22C). C4 hai 16p khang thé IgG2a va IgG1 déu giam dang ké su
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cam ung bénh 1y do tau khi dugc tiém cing lic PHF-tau din xuét tir ndo AD
(p<0,0001). Cac két qua duge xac nhan trong IHC trong ban cdu ndo doi bén.

Mic du sang ché duoc mé ta chi tiét, va theo cac phuong 4n cu thé cia sang
ché, nguoi c6 trinh d6 binh thuong trong nganh ciing hiéu r5 13 s& ¢6 thé c6 cac thay
dbi va cai bién khac nhau dugc thuc hién ma khéng tach roi y twong va pham vi cia
sang ché.

Vi du 10 - So sanh tau PSP va tau AD

Liét trén nhan tién trién (PSP) 1a chimg réi loan thoai hoa than kinh hiém va
gay tir vong dugc dic trung boi hoi ching Parkinson, su mét 6n dinh tu thé va té nga,
liét gia hanh ndo va sa sut tri tué (Steele va cong su, 1964, Archives of Neurology
(Lwu trit vé than kinh hoc) 10:333-359). Vé mit bénh 1y, c6 su tich tu tau 1ap 4 (4R)
vu tién trong than ndo va hach nén ciing nhu cac ving khac ciia ndo (Dickson DW.
Handbook of Clinical Neurology (Ci4m nang than kinh hoc l1dm sang) 2008;89:487-
491; Williams & Lees, 2009, The Lancet Neurology (Tap chi y khoa Lancet
Neurology) 8:270-279). Trong diéu kién c6 cac bénh 1y hoc khac nhu dang bot, PSP
dugce xem 1a bénh 1y do tau chinh, va dit liéu miu dong vat cho thiy tau PSP c6 thé
gap su gieo mam twong tw v4i su gieo mam duge cho 13 xdy ra trong AD (Clavaguera
va cong sy 2013,PNAS 110:9535-9540; Sanders va cOng su, 2014, Neuron (Thén kinh)
82:1271-1288). Nhu vay, PSP ¢6 thé dugc xtt ly voi khang thé cua sang ché. Hang loat
thi nghiém duogc thuc hién dé dac trung hoa cac diém tuong tu cua tau PSP va tau PHF
AD.

Phuong phép

Mo ndo nguoi: Mo dugce bao quan cryo tur hai vung néo tiéu biéu bi anh huéng
nang né cua cac bénh nhan PSP (n=5) dugc chan doan 1am sang (nhan dudi = CAU va
nhan vo hén = PUT) va ving ndo it bi anh hudng (hdi tran trén = GFS) va cic ving
ndo tuong tu cho hai bénh nhan dbi ching (= khong c6 bénh 1y do tau) thu duoc tir
Netherland Brain Bank (Ngan hang ndo Ha Lan). M6 dugc st dung dé phan tich véi
ca xét nghiém vé su két tu va nhudm héa mo6 mién dich duge mo ta bén dudi. M6 duoc
bao quan cryo tir 9 bénh nhan AD rai rac thu dugc tu truong Dai hoc Pennsylvania va
dugc st dung dé phan tich voi xét nghiém veé su két tu. Mo duogc bdo quan cryo tir 1
bénh nhan AD thu dugc tir truong Dai hoc Newecastle va dugce st dung dé nhudém hoéa

md mién dich.
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Péng nhdt héa mé ndo: Mo dugc bao quan cryo duoc dong nhat trong Tris
10 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4, dau loc: 0,22 pm + chét wc ché proteaza khong chira
EDTA mini hoan chinh (Roche, cat# 11 836 170 001) v&i thiét bi ddng nhat héa dounce
& tdc do 1000 vong/phut trong 10 chu ky dé dat chat dong chit 10 % khdi lwong/thé
tich. Chéat ddng chét duoc ly tAm vai toe d6 27,000xg, trong 10 phut & 4 °C va 16p bé
mat dugc luu trit trong cac phan ude & -80 °C dén khi st dung.

Xét nghiém vé sw két tu: Xét nghiém mién dich MSD ting kep dac hidu két tu dwoc
thuc hién, trong d6 khang thé phospho-tau AT8 va PT3 duorc sit dung lam khang thé bat va
khang thé phat hién. Khang thé bao phu dugc pha lodng trong PBS (1 pg/ml) va duoc phan
chia vao céac dia MSD (30 uL cho mdi 16) (L15XA, Mesoscale Discoveries) dugc u ¢ 4 °C.
Sau khi rira voi 5 x 200 ul PBS/Tween-20 0,5 %, cac dia dugc phu casein 0,1 % trong PBS
va duoc rira lai v6i 5 x 200 ul PBS/Tween-20 0,5 %. Sau khi thém cac mAu va mau chuan
(ca hai déu dugc pha lodng trong casein 0,1 % trong PBS), cac dia dugc & 4 °C. Sau dé,
cac dia dugc rira voi 5 x 200 pul PBS/Tween-20 0,5 % va khang thé phéat hién dugc tiép hop
SULFO-TAGTM trong casein 0,1 % trong PBS duoc bd sung va i trong 2 gid & nhiét do
phong khi lic véi toe do 600 vong/phit. Sau khi rira 1an cudi (5 x 200 ul PBS/Tween-20
0,5 %), 150 pl 2 X dung dich dém T duoc bd sung va cac dia duge doc vai thiét bi tao anh
MSD. Céc tin hiéu thd duoc chudn hoa so v6i dudng cong tiéu chuan gém 7 dung dich pha
lodng cua mot tong chit ddng chat tir ndo AD va dugc biéu hién nhu gia tri ndi suy dudi
dang phén tram theo tiéu chuan nay.

Héa mé mién dich: Mb ndo ngudi dugc bao quan cryo duge cét 1at véi may on
nhiét cryo (do day 20 um) va dugc luu trit & -80 °C truéce khi st dung. Céc phéan dugc
lam khd, sau d6 1a c¢b dinh bang formalin, &rc ché peroxydaza ndi sinh bang hydro
peroxit 3 % (DAKO, Glostrup, Denmark, $2023) va thdm thau trong PBS1x + Triton
X-100 0,3 % trong 1 gior. Cac khang thé so cp (PT3 0,4 pg/ml; AT8 0,4 pg/ml) duoc
pha lodng trong chit pha lodng khang thé vé6i cac thanh phén giam nén (DAKO, S3022)
va dugc ding cho cac phan trong 1 gid. Sau khi rira thém, cic tiéu ban duogc 1 véi
khang thé khang khang thé thir cAp chudt tiép hop HRP (Envision, DAKO, K4000),
sau d6 gin nhin DAB sinh mau (DAKO, K4368). C4c tiéu ban dugc nhudém twong
phan véi hematoxylin, dugc khir nuéc va duoc gin méi trudong gin hitu co

(Vectamount, Vector labs, Burlingame, CA, USA, H-5000). Viéc tao anh dugc thuc
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hién voi Hamamatsu NanoZoomer 2.0 rs (Hamamatsu Photonics, Shizuoka, Nhat
Ban).
Két qua

Xét nghiém vé su két tu: Xét nghiém vé su két tu duogc tién hanh dé dac trung hoa
muc do phosphoryl hoa tau PSP. Cac khéi két tu phan ung PT3 xuét hién trong nio PSP,
mac dii cac mue két ty thip hon trong nio AD (HINH 23). Cac két qua thu duogc voi
khang thé tham chiéu AT8 twong tu voi két qua quan sat duoc v6i PT3. Céc két qua nay
cho thiy tit ca vi tri phosphoryl hoa dugce danh gia bang cach st dung cac khang thé
phospho-tau khac nhau hién dién trén tau PSP mac du ¢ it khoi két tu tau hon trong
PSP so véi AD.

Héa mé mién dich: Viéc nhudm voi khang thé PT3 trén phan déng lanh tir ndo AD
hodc PSP cho thiy duoc nhudm trong cic ving giai phau (tirc 1a nhan dudi va nhan vé hén)
bi anh hudng trong PSP (HINH 24). D4u hiéu bénh Iy hoc than kinh ctia PSP, bao gom cac
t& bao than kinh tau+ va té bao hinh sao két chim, dwoc phat hién béi khang thé phospho-
tau PT3. Céc két qua thu duge voi AT tuong tr v6i két qua quan sat duoc véi PT3.

Két luan
Dit liéu c6 s&n cho thay PT3 lién két véi tau ciia PSP.
Vidu 11 - Sy trwdong thanh ai luc cua PT3-HFA
Sir déic trung héa lién két SPR cuia cdc khdng thé trromg thanh di e véi PHF-tau.

Céc khang thé don dong truong thanh 4i luc duoc thir nghiém lién két véi PHF-tau
phén 1ap tir ndo bi bénh Alzheimer. Pong hoc lién két va cac nghién ctru ai lyc duge thuc
hién bang hé thdng ProteOn XPR36 (Bio Rad, Hercules, CA) & 25 °C véi PBS ¢6 pH 7.4,
duoc bod sung EDTA 3 mM, va Tween 20 0,005 % lam dung dich dém dang chay hodc hé
chét dém.

Chip cam bién GLC duoc cb dinh cong hoa tri v6i khang thé khang tau chuot,
HT7 (ThermoFisher, ma danh muc MN1000) sir dung quy trinh theo dé xuét cta nha
cung cap vé héa hoc ghép doi amin (~5000 don vi dép tng (RU). Dung dich dém ghép
cap la natri axetat 10 mM, pH 4,5. PHF-tau duoc didu ché bang cach ly tdm 2 lan véi
tbc d6 5000xg & 5 °C trong 10 phut. Lép bé mat tir 1an ly tAm tht hai dugc pha lodng
trong dung dich dém dang chay (1/125) va dugc bat - ghép cip véi bé mit c6 dinh HT7
(~300 RU). Sau khi bit - ghép cap, bé mat duoc hoat héa va bat hoat dé tao bé mat PHF-

tau dong nhit cho cac nghién ciru lién két khang thé. Cac khang thé khang tau va céc
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Fab cta ching (duoc diéu ché trong dung dich dém dang chay, 0,024-75 nM trong dung
dich pha loang gép 5 14n) dugc tiém vé6i lugng 50 uL/phit trén bén mat PHF-tau dé do
su lién két. Cac mirc két hop va phan ly dugc giam sat lan luot trong 4 phut va 2 gio.
Sau khi phan ly, chip cam bién duoc téi tao bang cach tiém nhiéu lan Glyxin 10 mM véi
pH 2.0 va dung dich dém dang chay. Bé mit tham chiéu (khong c6 PHF-tau) dugc ding
dé giam sat lién két khong dic hiéu ciia cic mAb hoac Fab dugc tiém. Khang thé HT7
duogc st dung 1am ddi chimg dwong. Sensorgram (d thi vé cac dap tng theo thoi gian
trong nghién ctru cong hudng plasmon bé mit) lién két cho cac mAb duge lam khép
bang mo hinh lién két ludng tri, trong d6 4i luc biéu kién hodc lién két do 4i luc (Kp)
dugc béo cdo 1a ty 18 gitta tde do phan ly va tde do két hop (kof/kon). M hinh lién két
1:1 Langmuir duoc sit dung dé phan tich dong hoc Fab.

Khang thé me tir ngudi (B296) biéu hién lién két chit ché véi PHF-tau (Kp =
6,2 pM) va bi chi phéi béi tbc d6 phan ly qua cham, trong d6 quan sét dugc khong qué 5 %
su phén ly clia mAb trong 2 gid (Bang 19, HINH 25). Khang thé truéng thanh 4i lyc biéu
hién su cai thién vé lién két v6i PHF-tau véi céac ai luc trong khoang 1,8 - 2,5 pM. B711 va
B809 biéu hién su cai thién gap 3 14n v tdc dd lién két so v6i khang thé me, tuy nhién, hau
nhu khong thé phan biét tbe do phén ly gifta cac khang thé (HINH 25). C4c Fab tong thé
bidu hién muc lién két voi PHE-tau yéu hon so v6i mAb tuong tmg ctia chiing, cho thiy su
lién két do 4i luc cia mAb vé6i PHF-tau. B324 (Fab ctia mAb me, B296), lién két véi PHE-
tau v6i ai luc noi sinh 1a 63,2 pM. Cac Fab ciia mAb trudng thanh i luc biéu hién sy cai
thién twong tu v 4i luc voi cac gia tri trong khoang 15,6 - 31 pM. Hai Fab, B330 (Fab cua
B711) va B332 (Fab cta 809), con biéu hién sy cai thién gép 3-4 lan vé téc do két hop
tuong tur véi cac mAb tuong g cta chung.

Bang 19: Ai luc va dong hoc lién két SPR ProteOn cho cdc mAb truéng thanh

ai luc va céac Fab cua chung v6i PHF-tau

Mau Mo ta Facéthop (x10° 1/MS) fphanty (x10°5 1/5) [Kp (pM)

B296 (mAb) mAb me dugc nhan héa 1,89 + 0,09 1,17 £ 0,09 6.2+ 0,5

B711 (mAb) B296 truong thanh 4i luc 6,17 (5,72 - 6,61) |1,13 (1,08 - 1,17) [1.8 (1,6 - 2,1)
B809 (mAb) [B296 trudng thanh 4i luc 6,45 + 1,18 127+0,15 2.0+0,5

B333 (mAb) [B296 truéng thanh & luc 2,68 + 0,23 0,68 + 0,08 D.5+04

B324 (Fab) [Fab ciia B296 1,43 +0,06 9,03 + 0,08 63,2+2.8

B330 (Fab) |Fab ciia B711 4,60 (4,53 - 4,66) (7,15 (6,94 - 7.36) 15,6 (15,3 - 15,8)
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B332 (Fab)

Fab cua B809

4,64 + 0,29

12,0+ 0,12

25,8+ 1,7

B331 (Fab)

Fab ctia B333

1,72 +0,07

5,31+0,10

31,0+ 1,5

N = 2-3 mau tring 13p trong mdt thi nghiém. Céc gia tri dugc bdo cdo 1a + SD
trung binh (hodc khoang)
Lién két véi phosphopeptit bang ELISA

Lién két voi phospho-peptit tau duge phan tich bing ELISA, trong dé peptit
(10 ng/mL) dugc phii truc tiép 1én dia qua dém. Sau khi rira dia va phu casein 0,1 %
trong PBS, c4c dia duoc i v6i cac ndng do khac nhau cia HFA-PT3 (B296) va c4c bién
thé truong thanh ai luc cia mAb HFA-PT3 (B809, B333 va B711) (HINH 26A). Sau
khi u voi khang thé, cac dia duge rira va 50 pL cho mdi 18 chira khang thé khang Fab
dugc gin nhian HRPO (Jackson Immunoresearch laboratories) (pha lodng véi ty 1&
1:10000 trong dung dich dém uc ché). Sau budc rira khac, thuc hién viéc phat hién véi
TMB (Thermo Scientific) “Mot buée” theo huéng din ctia nha san xuét. Céc dia duoc
phan tich trong thiét bi doc EnVision® 2102 Multilabel Reader (Perkin Elmer,
Waltham, MA, USA). Cac dudng cong lién két duoc tao biang phin mém GraphPad
Prism7.0. Tir duong cong lién két trong HINH 26A, c6 thé thdy rang B296 biéu hién ai
luc thap nhat trong khi B711 biéu hién lién két hiéu lwc nhat khi so sanh v6i B296, B333
va B809. Diéu nay cho thdy B711 14 khang thé PT3 nhén hoa véi 4i luc manh nhat cho
peptit pT217. Thi nghiém tuwong tw véi Fab (HINH 26B) cho thay M333 (Fab ctia B711)
¢6 lién két peptit twong ty khi so sanh v6i B187, Fab ctia phan tir PT3 me. Mot 1an nita,
M324 (Fab ctia B296, HFA-PT3) biéu hién lién két yéu hon so v6i Fab me va céc bién
thé trudong thanh 4i luc ciia PT3-HFA.

Bang 20:  Tom tit két qua tir lién két pT217 v6i ELISA
ECso (pM)

Fab Trung binh | SD

B187 109,82 73,70037
M324 340,8333 | 121,6609
M330 106,5133 | 62,22259
Khang thé

don dong Trung binh | SD

B296 433,425 139,2647
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B&09 91,6675 59,01867
B333 164,345 92,99161
B711 70,745 48,86815

N =2 mdu tring lap trong it nhat 2 thi nghiém. Céc gia tri duoc bdo céo a +
SD trung binh.
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YEU CAU BAO HO
1. Khang thé duoc phén 1ap hoic méanh gin khang nguyén ctia né ma lién két véi PHF-tau

bao gobm:

a) ving bién ddi chudi nang CDR1 bao gdm trinh ty axit amin c¢6 SO ID TRINH
TU 7,

b) viing bién dbi chudi ning CDR2 bao gém trinh tu axit amin c¢6 SO ID TRINH
TU 8,

¢) ving bién dbi chudi ning CDR3 bao gdm trinh ty axit amin ¢6 SO ID TRINH
TU 9,

d) ving bién ddi chudi nhe CDR1 bao gom trinh tu axit amin c¢6 SO ID TRINH
TU 19,

e) ving bién dbi chudi nhe CDR2 bao gdm trinh ty axit amin ¢6 SO ID TRINH
TU 20, va

f) ving bién ddi chudi nhe CDR3 bao gdm trinh ty axit amin c6 SO ID TRINH
TU 21.

2. Khang thé dugc phén 1ap hodc manh gin khang nguyén cua né theo diém 1 bao gom:
a) ving bién dbi chudi nang CDRI1 ¢6 trinh tu axit amin ¢6 SO ID TRINH TU 7,
b) viing bién d6i chudi nang CDR2 ¢6 trinh ty axit amin ¢6 SO ID TRINH TU' 8,
¢) ving bién dbi chudi ning CDR3 ¢6 trinh tr axit amin ¢6 SO ID TRINH TU' 9,
d) ving bién déi chudi nhe CDR1 ¢6 trinh ty axit amin ¢6 SO ID TRINH TU 19,
e) ving bién dbi chudi nhe CDR2 c¢6 trinh tu axit amin ¢6 SO ID TRINH TU 20,
va
f) ving bién dbi chudi nhe CDR3 ¢6 trinh tu axit amin ¢6 SO ID TRINH TU 21.
3. Khang thé don dong dugc phan 14p hodc manh gin khang nguyén theo diém 2 bao
gbm vung hing dinh IgG1 cia chudi ning tir ngudi va ving hing dinh kappa cta chudi

nhe tr nguoi.

4. Axit nucleic duoc phan 1ap ma héa khang thé don dong hodc manh gin khang

nguyén theo diém 2.
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5. Vecto bao gdm axit nucleic duge phén 1ap theo diém 4.
6. Té bao chu bao gdm axit nucleic theo diém 5.
7. Duoc phim bao gdm khang thé don dong dwgc phan 1ap hoic manh gan khéang
nguyén theo diém 2 va chat mang duoc dung.
8. Phuong phap san xuat khang thé don dong hodc méanh gin khang nguyén theo diém
2 bao gdm nudi cay té bao bao gdm axit nucleic ma héa khang thé hoic manh gin
khéang nguyén du6i cac didu kién dé san xuat khang thé hodc manh gin khang nguyén,
va thu hdi khang thé hoic manh gin khang nguyén tir té bao hodc mbi trudng nudi ciy
té bao.
9. Khang thé dugc phan lap hodc manh gin khang nguyén ctia n6 ma lién két voi PHF-tau
bao gdm:

a) ving bién dbi chudi nang CDR1 bao gdm trinh ty axit amin c¢6 SO ID TRINH
TU 80,

b) vung bién dbi chudi ning CDR2 bao gdm trinh tu axit amin ¢6 SO ID TRINH
TU 81,

¢) vung bién dbi chudi ning CDR3 bao gdm trinh tw axit amin c6 SO ID TRINH
TU 9,

d) ving bién ddi chudi nhe CDR1 bao gdm trinh tu axit amin c6 SO ID TRINH
TU 70,

e) vung bién d6i chudi nhe CDR2 bao gém trinh ty axit amin c6 SO ID TRINH
TU 20, va

f) ving bién dbi chudi nhe CDR3 bao gdm trinh tu axit amin c6 SO ID TRINH
TU 21.
10. Khang thé dugc phan 14p hodc manh gin khang nguyén ciia né theo diémg bao gém:

a) ving bién déi chudi ning CDR1 ¢6 trinh ty axit amin ¢6 SO ID TRINH TU
80,

b) ving bién dbi chudi ning CDR2 ¢6 trinh tu axit amin ¢6 SO ID TRINH TU
81,

¢) vung bién dbi chudi ning CDR3 ¢ trinh ty axit amin ¢6 SO ID TRINH TU'9,
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d) ving bién déi chudi nhe CDRI1 c¢6 trinh tu axit amin ¢6 SO ID TRINH TU 70,

e) vung bién ddi chudi nhe CDR2 ¢6 trinh ty axit amin ¢6 SO ID TRINH TU 20,

va
f) ving bién dbi chudi nhe CDR3 ¢6 trinh ty axit amin ¢6 SO ID TRINH TU 21.

11. Khang thé dugc phan 1ap hoic manh gin khang nguyén clia né ma lién két v6i PHE-

tau bao gom:

a) vung bién doi chudi nang CDR1 bao gbm trinh ty axit amin c6 SO ID TRINH
TU 71,

b) ving bién déi chudi ning CDR2 bao gdm trinh tyr axit amin c6 SO ID TRINH
TU 72,

¢) ving bién ddi chudi ning CDR3 bao gdm trinh tir axit amin c6 SO ID TRINH
TU 73,

d) ving bién d6i chudi nhe CDR1 bao gbm trinh ty axit amin c6 SO ID TRINH
TU 70,

e) vung bién ddi chudi nhe CDR2 bao gdm trinh tyr axit amin c¢6 SO ID TRINH
TU 20, va

f) ving bién ddi chudi nhe CDR3 bao gdm trinh tu axit amin c¢6 SO ID TRINH
TU 21.

12. Khang thé dugc phan 1ap hodc manh gin khang nguyén ctia n6 theo diém 11 bao

gom:

a) ving bién ddi chudi nang CDRI1 ¢6 trinh tw axit amin ¢6 SO ID TRINH TU
71,

b) ving bién ddi chudi ning CDR2 c6 trinh tu axit amin c6 SO ID TRINH TU
72,

¢) vung bién déi chudi ning CDR3 ¢6 trinh tw axit amin ¢6 SO ID TRINH TU
73,

d) ving bién déi chudi nhe CDRI ¢6 trinh ty axit amin ¢6 SO ID TRINH TU' 70,
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e) vung bién ddi chudi nhe CDR2 ¢6 trinh tu axit amin ¢6 SO ID TRINH TU 20,

va
f) ving bién ddi chudi nhe CDR3 ¢6 trinh ty axit amin ¢6 SO ID TRINH TU 21.

13. Khang thé don dong duoc phan 14p hodc manh gin khang nguyén clia né bao gdbm
vung bién d6i chudi nang c6 trinh tu polypeptit gdm cac axit amin 1-188 ctia SO ID
TRINH TU 74, va ving bién dbi chudi nhe c6 trinh tu polypeptit gdm céc axit amin
1-107 cia SO ID TRINH TU 75.

14. Khang thé don dong dugc phén l4p hodc manh gin khang nguyén ctia né bao gém
ving bién d6i chudi niang c6 trinh tu polypeptit gdbm céc axit amin 1-118 cua SO ID
TRINH TU 76, va ving bién d6i chudi nhe c6 trinh ti polypeptit gdm céc axit amin
1-107 ctia SO ID TRINH TU 77.

15. Khéang thé don dong duoc phén 14p hoic manh gin khang nguyén ciia n6 bao gdm
ving bién dbi chudi ning c6 trinh tu polypeptit c6 SO ID TRINH TU 27, va ving bién
dbi chudi nhe c6 trinh tu polypeptit c6 SO ID TRINH TU 31.

16. Axit nucleic dugc phan 1ap ma hoa khang thé don dong hodc méanh gin khang
nguyén theo diém 15.

17. Vecto bao gdm axit nucleic duoc phén 1ap theo diém 16.

18. Té bao chi bao gdm axit nucleic theo diém 17.

19. Duoc pham bao gdm khang thé don dong dugc phan lap hodc manh gin khang
nguyén theo diém 15 va chat mang dugc dung.

20. Phuong phép san xuét khang thé don dong hodc manh gin khang nguyén theo diém
15 bao gébm nudi cay té bao bao gdm axit nucleic ma hoa khang thé hoac manh gin
khang nguyén dudi cac didu kién dé san xuét khang thé hoic manh gin khang nguyén,
va thu hdi khang thé hodc manh gin khang nguyén tir té bao hoic méi trudong nudi cay

té bao.
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HINH 11
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HINH 12
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HINH 15

o Boi chirng am lgG1_JRF/abN/25
o Daichirng amigG1_khang LPS

o B o«
=N - ()
mﬁu -,\%
& -
|«\\‘W¢
imJ <@
! =
> A=
| g 8
R
= i -
gor
Bapo
m

@/_mm-\w yuiq bunay iy eio)
GZINAY/44r 196] We Bunyo 19p %
1349818 %

-104-



39290

16/27

HiNH 16

a
<
v

& PT
o DOoi chiing 8m IgG1_khang LPS

o HI7
s AlS

(W3S -+ yuiq Bunyy iy e1o)
1344 19A yupy Buonp 0eq 3 %

nM khéng thé

-105-



39290

17/27

A

HINH 17

04

) t L ¢ ]
Lo T e B e B e T - T o
08642
A...

(3S -7+ yuiq Bunyy in e19)
we Buyd 19p end 1344 19A Yuiy Buonp oeq g} %,

H
<
4...»..

12

-106-



39290

18/27

1

HINH 18

\AOA\%
i ] %QV%
< %4,
,wm Lo °8,
aﬁ&@w
@#ﬁ - Sy
W i \&w\
g g g g

(W3S -+ yuig Bunsy iy e19)
we Bunyo 19p eno 1344 10A yupy Buonp oeq 81 %

-107-



39290

19/27

461 HNIH

g Hde

d61 HNIH

5

745

del HNIH d61 HNIH

D61 HNIH

%

._,EH_I% B . Emmcbco_om

We+ we+ W+ Ul ueyd
w8 9 y ¢ 0 dong
(ia yuip auy dey)

anoeyoslelg deyd Buonyd oayy JHde wall
61 HNIH

V61 HNIH

-108-



39290

20/27

FHde NY

Wz Y ueyd

7

(Ia yuip gy dey)
aoejoalalg deyd Buonyd oay (neyu oeyy nall 2e9) 4Hde Wall

961 HNIH

-109-



39290

21/27

HiNH 20

Xét nghiém mién dich két tu tau PT51/PT51 trén phan cét sarcosyl khéng tan

tiém: PHF
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HiNH 21

Xét nghiém mién dich két tu tau PT51/PT51 trén phan cat sarcosyl khéng tan
Tiém cling lic: PHF + khéng thé
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,Q)\ 0;%\ §
Q 6\\ Q,\Q;
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23/27
HINH 22
HINH 22A
Nhém Tiém cuing lic IP (20 mglkg, 2x/tuan) n
1 lgG1 g1 19
2 PT3(G1) PT3(G1) 16
3 PT3(G2a) PT3(G2a) 18
4 PT3(G2a-HFA) PT3(G2a-HFA) 15
Tiém Lwong Tong thé tich (uL) Nong do (uM)
2,5 L. ePHF Tau 1 pmol 5 0,2
2,5mL khang th&{ ab 25 pmol 5 5
Tau két ty AT8/ATS theo MSD V4 ndo tran
400+ 0.25- AT100
04 o 0201 o
L 20154 °
= <0104 o
<L
0,05-
0,00~
HINH 22B HINH 22C
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Y
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@m@.ﬂo ;Q\\

%,
g sm\ %
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. QSN\Q %o@
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Y
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AT8

7

Z
7

7
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26/27
HINH 25
HINH 25A HINH 25B HINH 25C HINH 25D
PT1B296 (mAb) PT{BTH{ {mAb) PT1B809 {mAb) PT1B333 (mAb)

04 A

& G : vy . :
0 2000 4000 6600 0 2000 4000 6000 0 2000 4C0C 6000 0 2006 4000 6000
)

PT1B324 (Fab) PT1B330 {Fab PT1B332 (Fab) PT1B331 (Fab)

0 2050 4000 6000 0 2000 4000 6000 0 2000 4000 5000
Thovi gian (giay)
HINH 25E HINH 25F HINH 25G HINH 25H
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DANH SACH LIET KE TRINH TU

<110> Janssen Biotech, Inc.

<120> KHANG THE KHANG PHF-TAU, AXIT NUCLEIC PUQC PHAN LAP MA HOA KHANG
THE, DUQC PHAM VA PHUONG PHAP SAN XUAT KHANG THE

<130> 688087.0127

<150> 62/472214
<151> 2017-03-16

<160> 81

<170> Phién ban sang ché 3.5

<210> 1
<211> 7
<212> PRT

<213> Mus musculus (chudt)
<400> 1

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr

1 ‘ 5
<210> 2

<211> 5

<212> PRT

<213> Mus musculus (chudt)
<400> 2

Ser Lys Gly Gly Asn

1 5
<210> 3

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus musculus (chudt)
<400> 3

Gly Trp Gly Asp Tyr Gly Trp Phe Ala Tyr

1 5 10
<210> 4

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus musculus (chudt)
<400> 4

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala Met Ser
1 5 10
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<210> 5
<211> 9
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 5

Ser Ile Ser Lys Gly

1 5
<210> 6

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> ©

Gly Trp Gly Asp Tyr

1 5
<210> 7

<211> 5

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 7

Ser Tyr Ala Met Ser

1 5
<210> 8

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 8

Ser Ile Ser Lys Gly

1 5
<210> 9

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 9

Gly Trp Gly Asp Tyr

1 5
<210> 10

<211> 8

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 10

39290

(chudt)

Gly Asn Thr Tyr

(chudt)

Gly Trp Phe Ala Tyr
10

(chudt)

(chudt)

Gly Asn Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

10

(chudt)

Gly Trp Phe Ala Tyr
10

(chudt)

-118-
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Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala

1 5
<210> 11

<211> 7

<212> PRT

<213> Mus musculus (chudt)
<400> 11

Ile Ser Lys Gly Gly Asn Thr

1 5
<210> 12

<211> 13

<212> PRT

<213> Mus musculus (chudt)
<400> 12

Ala Arg Gly Trp Gly Asp Tyr Gly Trp Phe Ala Tyr Trp

1 5 10
<210> 13

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus (chudt)
<400> 13

Lys Ala Ser Gln Asp Ile Asn Arg Tyr Leu Asn

1 5 10
<210> 14

<211> 7

<212> PRT

<213> Mus musculus (chudt)
<400> 14

Arg Ala Asn Arg Leu Leu Asp

1 5
<210> 15

<211> 9

<212> PRT

<213> Mus musculus (chudt)
<400> 15
Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Leu Thr

1 5

<210> 16
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<211> 11
<212> PRT
<213> Mus musculus (chudt)

<400> 16

Lys Ala Ser Gln Asp Ile Asn Arg Tyr Leu Asn

1 5 10
<210> 17

<211> 7

<212> PRT

<213> Mus musculus (chudt)
<400> 17

Arg Ala Asn Arg Leu Leu Asp

1 5
<210> 18

<211> 9

<212> PRT

<213> Mus musculus (chudt)
<400> 18

Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Leu Thr
1 5

<210> 19
<211> 11
<212> PRT

<213> Mus musculus (chudt)
<400> 19

Lys Ala Ser Gln Asp Ile Asn Arg Tyr Leu Asn

1 5 10
<210> 20

<211> 7

<212> PRT

<213> Mus musculus (chudt)
<400> 20

Arg Ala Asn Arg Leu Leu Asp

1 5
<210> 21

<211> 9

<212> PRT

<213> Mus musculus (chudt)

<400> 21
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Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Leu Thr

1

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

<400>

22
6
PRT

5

Mus musculus

22

(chudt)

Gln Asp Ile Asn Arg Tyr

1

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

<400>

Arg Ala Asn

1

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

<400>

23
3
PRT

5

Mus musculus

23

24
9
PRT

Mus musculus

24

(chudt)

(chudt)

Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Leu Thr

1

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

<400>

25
118
PRT

5

Mus musculus

25

Glu Val Lys

1

Ser

Ala

Ala

Gly

Leu

Met

Ser

50

Arg

Lys

Ser

35

Ile

Phe

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Thr

Val

Ser

val

Lys

Ile

(chudt)

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

Arg

Gly Gly Asp
10

Ala Ser Gly
25

Asn Pro Glu
40

Asn Thr Tyr

Asp Asn Ala

-121-

Leu

Phe

Lys

Tyr

Arg

Val

Thr

Arg

Pro

60

Asn

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ile

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Leu

Gly

15

Ser

Trp

Val

Tyr

Gly

Tyr

Val

Lys

Leu



65

Gln Met

Ser Ser

Arg Gly Trp Gly

Leu Val

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

<220>
<223>

<400>
Glu Val

1

Ser Leu

Ala Met

Ser Ser
50

Gly Arg
65

Gln Met

Lys Gly

Leu Val

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

100

Thr Val
115

26
118
PRT
Trinh tu
Trinh tu

26

Gln Leu

Arg Leu
20

Ser Trp
35

Ile Ser

Phe Thr

Asn Ser

Trp Gly
100

Thr Val
115

27
118
PRT
Trinh tu

39290

70 75 80

Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Asp Tyr Gly Trp Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Val Thr
105 110

Ser Ala

nhan tao

VHI1

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

Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
25 30

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

Lys Gly Gly Asn Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
55 60

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

Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Asp Tyr Gly Trp Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Val Thr
105 110

Ser Ser

nhan tao
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<220>
<223>

<400>

Trinh tu

27

Gln Val Gln

1

Ser

Ala

Ala

Gly

65

Gln

Arg

Leu

Leu

Met

Ser

50

Arg

Met

Gly

Val

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

<220>
<223>

<400>

Gln

1

Ser

Ala

Ser

Val

Leu

Met

Ser

Arg

Ser
35

Ile

Phe

Asn

Trp

Thr

115

28
118
PRT

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Thr

Ser

Gly

100

Val

Trinh tu

Trinh tu

28

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Leu

Leu

20

Trp

Ser

VHO92

Val

Ser

Val

Lys

Ile

Leu

85

Asp

Ser

nhan tao

VHO3

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Arg

Tyr

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Arg

Ala

Gly

Val Glu Ser

5

Ser Cys Ala

Ile Arg Gln

Lys Gly Gly

39290

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Asp

Glu

Trp

Gly

Ala

Ala

40

Asn

-123-

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Phe
105

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Gly Val
10

Gly Phe

Gly Lys

Tyr Tyr

Ser Lys

75

Thr Ala
90

Ala Tyr

Gly Leu

10

Gly Phe

Gly Lys

Tyr Tyr

Val

Thr

Gly

Ala

60

Asn

Val

Trp

Val

Thr

Gly

Ala

Gln

Phe

Leu

45

Asp

Thr

Tyr

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Asp

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Leu

Tyr

Gln
110

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Gly Arg

Ser Tyr

Trp Val

Val Lys

Tyr Leu

80

Cys Ala
95

Val Thr

Gly Gly

15

Ser Tyr

Trp Val

Val Lys



50

Gly Arg
65

Gln Met

Arg Gly

Leu Val

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

<220>
<223>

<400>

Gln Val Gln

1

Ser Val

Ala Met

Gly Ser

50

Gly Arg

Glu Leu

Arg Gly

Leu Val

Phe Thr

Asn Ser
Trp Gly
100
Thr Val
115
29
118
PRT
Trinh tu
Trinh tu
29

Lys

Ser

35

Ile

Val

Ser

Trp

Thr
115

Leu

Val

20

Trp

Ser

Thr

Ser

Gly
100

Val

55

39290

60

Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser

70

Leu Arg Ala Glu Asp

85

Asp Tyr Gly Trp Phe

Ser

Ser

nhan tao

VH94

Val

Ser

Val

Lys

Ile

Leu

85

AsSp

Ser

Gln

Cys

Arg

Gly

Thr

70

Arg

Tyr

Ser

Ser

Lys

Gln

Gly

55

Arg

Ser

Gly

105

Gly Ala

Ala Ser

25

Ala Pro

40

Asn Thr

Asp Thr

Glu Asp

Trp Phe
105

-124-

75

Thr Ala Val Tyr

90

Ala Tyr Trp Gly

Glu

10

Gly

Gly

Tyr

Ser

Thr

90

Ala

vVal

Phe

Gln

Tyr

Ala

75

Ala

Tyr

Lys

Thr

Arg

Ser

60

Ser

Val

Trp

Lys

Phe

Leu

45

Gln

Thr

Tyr

Gly

Leu Tyr Leu

80

Tyr Cys Ala

95

Gln Val Thr

110

Pro

Ser

30

Glu

Lys

Ala

Tyr

Gln
110

Gly

15

Ser

Trp

Phe

Tyr

Cys

vVal

Ala

Tyr

Met

Gln

Met

80

Ala

Thr



<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Asp Ile
1

Glu Arg

Leu Asn

Tyr Arg
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

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

<220>
<223>

<400>

Asp Ile
1

Asp Arg

Leu Asn

Tyr Arg
50

30
107
PRT

Mus musculus (chudt)

30

Lys Met

Val Thr
20

Trp Phe

Ala Asn

Ser Gly

Met Gly

Gly Asp
100

31
107
PRT
Trinh tu
Trinh tu

31

Gln Met

Val Thr
20

Trp Phe
35

Ala Asn

Thr Gln Ser

Ile Thr Cys

Gln GIln Lys

Arg Leu Leu

55

Gln Asp Tyr
70

Ile Tyr Tyr
85

Gly Thr Lys

nhéan tao

VL77

Thr Gln Ser

Ile Thr Cys

Gln Gln Lys

Arg Leu Leu
55

39290

Pro

Lys

Pro

40

Asp

Ser

Cys

Leu

Pro

Lys

Pro

40

Asp

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
105

Ser

Ala

25

Gly

Gly

-125-

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Leu

Ser

10

Ser

Lys

Val

Met

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Leu

Gln

Ala

Pro

Tyr

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Ser

Asp

Pro

Ser
60

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Asn

30

Thr

Phe

Leu

Phe

Ser

Asn

30

Ser

Phe

Leu

15

Arg

Leu

Ser

Asp

Pro
95

Val
15

Arg

Gly

Tyr

Ile

Gly

Tyr

80

Leu

Gly

Tyr

Leu Ile

Ser Gly



39290

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

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

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

<210> 32
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> Trinh tu VL78

<400> 32

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Ile Asn Arg Tyr
20 25 30

Leu Asn Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Ser Leu Ile

Tyr Arg Ala Asn Arg Leu Leu Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

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

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

<210> 33
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> Trinh ty VL79

<400> 33

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
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Asp Arg

Leu Asn

Tyr Arg

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

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

<220>
<223>

<400>

Asp Ile

Gln Pro

Leu Asn

Tyr Arg
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Val Thr
20

Trp Tyr
35

Ala Asn

Ser Gly

Phe Ala

Gly Gln
100

34
107
PRT
Trinh tu

Trinh tu
34

Val Met

Ala Ser
20

Trp Leu

35

Ala Asn

Ala Gly

Val Gly

Ile Thr Cys

Gln Gln Lys

Arg Leu Leu

55

Thr Asp Phe

Thr Tyr Tyr

85

Gly Thr Lys

nhédn tao

VL80

Thr Gln Thr

Ile Ser Cys

Gln Gln Arg

Arg Leu Leu

55

Thr Asp Phe

Val Tyr Tyr
85

39290

Lys Ala
25

Pro Gly

40

Asp Gly

Thr Leu

Cys Leu

Leu Glu
105

Pro Leu

Lys Ala

25

Pro Gly

40

Asp Gly

Thr Leu

Cys Leu

-127-

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Ser

10

Ser

Gln

Val

Lys

Gln
90

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Gln

Pro

Pro

Ile

75

Tyr

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Pro

Asp

Pro

Asp

60

Ser

Asp

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

Val

Ile

Arg

45

Arg

Arg

Glu

Asn

30

Leu

Phe

Leu

Phe

Thr

Asn

30

Leu

Phe

val

Phe

15

Arg

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Leu

15

Arg

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Leu

Gly

Tyr

Ile

Gly

Ala

80

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

<210> 35

<211> 354
<212> ADN
<213> Mus

<400> 35
gaagtgaagc

agctgtgccg
cccgagaagc
aacagcgtga
cagatgagca
gactacggat
<210> 36
<211> 354
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 36
gaagtgcagc

agctgtgccg
cctggaaaag
gacagcgtga
cagatgaaca
gactacggat
<210> 37

<211> 354
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 37
caggtgcagc

agctgtgccg
cctggaaaag

gacagcgtga

100

musculus (chudt)

tggtggaatc
ccagcggctt
ggctggaatg
agggccggtt
gcctgcggag

ggttcgcecta

Trinh tu VHO1

tgctggaatc
ccagcggctt
gcctggaatg
agggccggtt
gcctgegggce

ggttcgcecta

Trinh tu VHO92

tggtggaatc
ccagcggcett

gcctggaatg

agggccggtt

tggcggcgac
caccttcagc
ggtggccagc
caccatctcc
cgaggacacc

ttggggccaa

Trinh tu nhén tao

tggcggcgga
caccttcagc
ggtgtccagc
caccatctcc
cgaggacacc

ttggggccaa

Trinh tu nhan tao

tggcggcgga
caccttcagc
ggtggccagc

caccatctcc

105

ctcgtgaagc
agctacgcca
atcagcaagg
cgggacaacg
gccctgtact

gtgaccctcg

ctggtgcagc
agctacgcca
atcagcaagg
cgggacaaca
gccgtgtact

gtgaccctcg

gtggtgcagc
agctacgcca
atcagcaagg

cgggacaaca

-128-

ctggcggcetc
tgagctgggt
gcggcaacac
cccggaacat
attgtgccag

tgaccgtgtc

ctggcggatc
tgagctgggt
gcggcaacac
gcaagaacac
attgtgccaa

tgaccgtgtc

ctggcagaag
tgagctgggt
gcggcaacac

gcaagaacac

tctgaagctg
gcgccagaac
ctactacccc
cctgtacctg

aggctggggce

cgct

tctgagactg
gcgccaggcc
ctactacgcc
cctgtacctg

gggctggggce

ctct

cctgagactg
gcgccaggcec
ctactacgcc

cctgtacctg

60

120

180

240

300

354

60

120

180

240

300

354

60

120

180

240
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cagatgaaca gcctgcgggc cgaggacacc gccgtgtact attgtgccag aggctggggce 300
gactacggat ggttcgccta ttggggccaa gtgaccctcg tgaccgtgtc ctct 354
<210> 38

<211> 354

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh tyu VHO3

<400> 38

caggtgcagc tggtggagtc cggaggaggc ctggtgaaac ctggcggctc cctgagactg 60
agctgtgccg ccagcggectt caccttcagc agctacgcca tgagctggat caggcaggcec 120
cctggcaagg gactggagtg ggtgagcagc atcagcaagg gcggcaacac ctactacgcc 180
gacagcgtga agggcaggtt cacaatcagc agggacaacg ccaagaacag cctgtacctg 240
cagatgaact ccctgagggc cgaggacacc gccgtgtact actgcgctag gggctggggce 300
gattacggct ggttcgccta ctggggccag gtgaccctgg tgaccgtgag cagc 354
<210> 39

<211> 354

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Trinh ty VH94

<400> 39

caggtgcagc tggtgcagtc tggcgccgaa gtgaagaaac caggcgccag cgtgaaggtg 60
tcctgcaagg ccagcggctt caccttcage agctacgcca tgagctgggt gcgccaggct 120
cctggccaga gactggaatg gatgggcagc atcagcaagg gcggcaacac ctactacagc 180
cagaaattcc agggcagagt gaccatcacc cgggacacct ctgccagcac cgcctacatg 240
gaactgagca gcctgcggag cgaggacacc gccgtgtact attgtgccag aggctggggce 300
gactacggat ggttcgccta ttggggccaa gtgaccctcg tgaccgtgtce ctct 354
<210> 40

<211> 321

<212> ADN

<213> Mus musculus (chudt)

<400> 40

gacatcaaga tgacccagtc tccatcttcc atgtatgcat ctctaggaga gagagtcact 60
atcacttgca aggcgagtca ggacattaat aggtatttaa actggttcca gcagaaacca 120
gggaaatctc ctaagaccct gatctatcgt gcaaacagat tgctagatgg ggtcccatca 180

-129-
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aggttcagtg gcagtggatc tgggcaagat tactctctca ccatcagcag cctggattat

gaagatatgg gaatttatta ttgtctacag tatgatgagt ttccgctcac gttcggtgat

gggaccaagc tggagctgaa a

<210> 41
<211> 321
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 41
gacatccaga
atcacatgca
ggcaaggccc
agattttctg
gaggacttcg
ggcaccaagc
<210> 42
<211> 321
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 42
gacatccaga
atcacatgca
ggcaaggccc
agattttctg
gaggacttcg
ggcaccaagc
<210> 43
<211> 321
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 43

Trinh tyu VL77

tgacccagag
aggccagcca
ccaagagcct
gcagcggctc
ccacctacta

tggaaatcaa

Trinh tu VL78

tgacccagag
aggccagcca
ccaagagcct
gcagcggctc
ccacctacta

tggaaatcaa

Trinh ty VL79

Trinh tu nhan tao

ccccagcage
ggacatcaac
gatctacaga
cggcaccgac
ctgcctgcag

g

Trinh tuy nhan tao

ccccagcagce
ggacatcaac
gatctacaga
cggcaccgac
ctgcctgcag

9

Trinh ty nhan tao

ctgtctgcca
agatacctga
gccaacagac
ttcaccctga

tacgacgagt

ctgtctgcca
agatacctga
gccaacagac
ttcaccctga

tacgacgagt

-130-

gcgtgggcga
actggttcca
tgctggacgg
caatcagctc

tccecectgac

gcgtgggcga
actggttcca
tgctgagcgg
caatcagctc

tcccectgac

cagagtgacc
gcagaagccc
cgtgcccagc
cctgcagccc

ctttggccag

cagagtgacc
gcagaagccc
cgtgcccagce
cctgcagccc

ctttggccag

240

300

321

60

120

180

240

300

321

60

120

180

240

300

321



gacatccaga
atcacatgca
ggcaaggccc
agattttctg
gaggacttcg
ggcaccaagc
<210> 44

<211> 321
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 44
gacatcgtga

atcagctgca
ggccagcctc
agattctccg
gaggacgtgg
ggcaccaagc
<210> 45

<211> 448
<212> PRT

<213>

<220>
<223>

<400> 45

Trinh tu

trinh tu

Gln Val Gln
1

Ser Leu Arg

Ala Met Ser
35

Ala Ser Ile
50

tgacccagag
aggccagcca
ccaagctgct
gcagcggctc
ccacctacta

tggaaatcaa

Trinh tu VL80

tgacccagac
aggccagcca
ctaggctgct
gcagcggagc
gcgtgtacta

tggagatcaa

Leu Val

Leu Ser

20

Trp Val

Ser Lys

Glu

Cys

Arg

Gly

39290

ccccagcagce
ggacatcaac
gatctacaga
cggcaccgac
ctgcctgcag

g

Trinh ty nhédn tao

ccccctgagce
ggacatcaac
gatctacagg
tggcaccgac
ctgcctgcag

g

nhén tao

Ser Gly

Ala

Ala

Ala
40

Gln

Gly Asn

55

-131-

ctgtctgcca
agatacctga
gccaacagac
ttcaccctga

tacgacgagt

agccctgtga
agatacctga
gccaacagac
ttcaccctga

tacgacgagt

chudi ning cua HFA PT3

gcgtgggcga
actggtatca
tgctggacgg
caatcagctc

tccccectgac

ccctgggaca
actggctgca
tgctggacgg
agatcagcag

tccecectgac

cagagtgacc
gcagaagccc
cgtgcccagce
cctgcagccc

ctttggccag

gcctgccagce
gcagagaccc
cgtgcccgac
ggtggaggcc

cttcggccag

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Gly Val

Gly Phe

Gly Lys

Tyr Tyr

Val Gln

Thr

Phe

Leu
45

Gly

Ala
60

Asp

Pro Gly Arg

Ser
30

Ser Tyr
Glu

Trp Val

Ser Val Lys

60

120

180

240

300

321

60

120

180

240

300

321



Gly

65

Gln

Arg

Leu

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Ser

Asn

His

225

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

Arg

Met

Gly

Val

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

210

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

290

Val

Phe

Asn

Trp

Thr

115

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

195

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

275

Lys

Leu

Thr

Ser

Gly

100

Val

Ser

Lys

Leu

Leu

180

Thr

Val

Pro

Phe

Val

260

Phe

Pro

Thr

Ile

Leu

85

Asp

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

70

Arg

Tyr

Ser

Lys

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

Arg

Ala

Gly

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys

215

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

295

His

39290

Asp

Glu

Trp

Ser

120

Thr

Pro

Val

Ser

Ile

200

Val

Ala

Pro

Val

Val

280

Gln

Gln

Asn

Asp

Phe

105

Thr

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

Pro

Lys

val

265

Asp

Tyr

AsSp

-132-

Ser

Thr

90

Ala

Lys

Gly

Pro

Thr

170

Val

Asn

Pro

Glu

Asp

250

Asp

Gly

Asn

Trp

Lys

75

Ala

Tyr

Gly

Gly

Val

155

Phe

Val

Val

Lys

Leu

235

Thr

Val

Val

Ser

Leu

Asn

Val

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

220

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Asn

Thr

Tyr

Gly

Ser

125

Ala

Val

Ala

Val

His

205

Cys

Gly

Met

His

Val

285

Tyr

Gly

Leu

Tyr

Gln

110

Val

Ala

Ser

Val

Pro

190

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

270

His

Arg

Lys

Tyr

Cys

95

Val

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

255

Asp

Asn

Val

Glu

Leu

80

Ala

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

240

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr



305

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

385

Ser

Arg

Leu

Cys

Ser

Pro

Val

370

Gly

Asp

Trp

His

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

<220>
<223>

<400>

Lys

Lys

Ser

355

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn

435

46
214
PRT

Val

Ala

340

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

420

His

Trinh tu

trinh tu

46

Asp Ile Gln

1

Asp Arg Val

Leu Asn Trp

35

Tyr Arg Ala

50

Met

Thr

20

Phe

Asn

Ser

325

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

405

Gly

Tyr

310

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

390

Phe

Asn

Thr

Lys

Gln

Met

Pro

375

Asn

Leu

Val

Gln

nhan tao

39290

Ala Leu

Pro Arg
345

Thr Lys
360

Ser Asp

Tyr Lys

Tyr Ser

Phe Ser

425

Lys Ser
440

Pro

330

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

410

Leu

chudi nhe cua HFA PT3

Thr

Ile

Gln

Arg

Gln

Thr

Gln

Leu

Ser

Cys

Lys

Leu
55

Pro Ser

Lys Ala
25

Pro Gly
40

Asp Gly

-133-

Ser

10

Ser

Lys

Val

315

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

395

Leu

Ser

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Pro

Gln

Val

Val

380

Pro

Thr

Val

Leu

Ser

Asp

Pro

Ser
60

Ile

Val

Ser

365

Glu

Pro

Val

Met

Ser
445

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Glu

Tyr

350

Leu

Trp

Val

Asp

His

430

Pro

Ser

Asn

30

Ser

Phe

Lys

335

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

415

Glu

Gly

Val

15

Arg

Leu

Ser

320

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

400

Ser

Ala

Lys

Gly

Tyr

Ile

Gly



Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

vVal

Ser

Thr

Cys

Asn
210

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>

Ser

Phe

Gly

val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

195

Arg

47
22
PRT

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Trinh tu

Thr

Thr

85

Gly

Ile

vVal

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

vVal

150

Gln

Ser

His

Cys

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

nhén tao

peptit phospho tau

MOD RES

(9) ..

(9)

PHOSPHORYL HOA

MOD_RES
(11)..(11)
PHOSPHORYL HOA

MOD RES

39290

Thr

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

-134-

Leu

Leu

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Ile

75

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Asp

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ser

Glu

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Leu

Phe

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Pro

80

Leu

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser
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<222>  (14)..(14)
<223> PHOSPHORYL HOA

<400> 47
Gly Thr Pro Gly Ser Arg Ser Arg Thr Pro Ser Leu Pro Thr Pro Pro

1 5 10 15

Thr Arg Glu Pro Lys Lys
20

<210> 48
<211> 22
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> peptit phospho tau

<220>
<221> MOD_RES
<222>  (9)..(9)

<223> PHOSPHORYL HOA

<220>
<221> MOD_RES
<222>  (14)..(14)

<223> PHOSPHORYL HOA
<400> 48
Gly Thr Pro Gly Ser Arg Ser Arg Thr Pro Ser Leu Pro Thr Pro Pro

1 5 10 15

Thr Arg Glu Pro Lys Lys
20

<210> 49
<211> 22
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> peptit phospho tau

<220>
<221> MOD_RES
<222>  (11)..(11)

<223> PHOSPHORYL HOA

<220>
<221> MOD_RES
<222> (14)..(14)

<223> PHOSPHORYL HOA
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<400> 49
Gly Thr Pro Gly Ser Arg Ser Arg Thr Pro Ser Leu Pro Thr Pro Pro
1 5 10 15

Thr Arg Glu Pro Lys Lys
20

<210> 50
<211> 22
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> peptit phospho tau

<220>
<221> MOD RES
<222> (7)) ..(7)

<223> PHOSPHORYL HOA

<220>
<221> MOD_RES
<222>  (14)..(14)

<223> PHOSPHORYL HOA
<400> 50
Gly Thr Pro Gly Ser Arg Ser Arg Thr Pro Ser Leu Pro Thr Pro Pro

1 5 10 15

Thr Arg Glu Pro Lys Lys
20

<210> 51
<211> 22
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> peptit phospho tau

<220>
<221> MOD_RES
<222> (7)..(7)

<223> PHOSPHORYL HOA

<220>
<221> MOD RES
<222> (11)..(11)

<223> PHOSPHORYL HOA

<220>
<221> MOD_RES
<222>  (14)..(14)
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<223> PHOSPHORYL HOA
<400> 51
Gly Thr Pro Gly Ser Arg Ser Arg Thr Pro Ser Leu Pro Thr Pro Pro

1 5 10 15

Thr Arg Glu Pro Lys Lys
20

<210> 52
<211> 22
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> ©peptit phospho tau

<220>
<221> MOD_RES
<222>  (14)..(14)

<223> PHOSPHORYL HOA
<400> 52
Gly Thr Pro Gly Ser Arg Ser Arg Thr Pro Ser Leu Pro Thr Pro Pro

1 5 10 15

Thr Arg Glu Pro Lys Lys
20

<210> 53
<211> 22
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> peptit phospho tau

<220>

<221> MOD_RES

<222>  (9)..(9)

<223> PHOSPHORYL HOA

<220>
<221> MOD_RES
<222>  (14)..(14)

<223> PHOSPHORYL HOA
<400> 53

Gly Thr Pro Gly Ser Arg Ser Arg Thr Pro Ser Leu Pro Thr Pro Pro
1 5 10 15
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Thr Arg Glu Pro Lys Lys
20

<210> 54
<211> 22
<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> peptit phospho tau

<220>

<221> MOD_RES

<222>  (9)..(9)

<223> PHOSPHORYL HOA

<400> 54
Gly Thr Pro Gly Ser Arg Ser Arg Thr Pro Ser Leu Pro Thr Pro Pro

1 5 10 15

Thr Arg Glu Pro Lys Lys
20

<210> 55
<211> 22
<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> ©peptit phospho tau

<220>
<221> MOD RES
<222>  (11)..(11)

<223> PHOSPHORYL HOA
<400> 55
Gly Thr Pro Gly Ser Arg Ser Arg Thr Pro Ser Leu Pro Thr Pro Pro

1 5 10 15

Thr Arg Glu Pro Lys Lys
20

<210> 56
<211> 22
<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> peptit phospho tau
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<220>
<221> MOD_RES
<222> (7)..(7)

<223> PHOSPHORYL HOA

<220>
<221> MOD_RES
<222> (11)..(11)

<223> PHOSPHORYL HOA
<400> 56
Gly Thr Pro Gly Ser Arg Ser Arg Thr Pro Ser Leu Pro Thr Pro Pro

1 5 10 15

Thr Arg Glu Pro Lys Lys
20

<210> 57
<211> 19
<212> PRT

<213> Trinh tyu nhdn tao

<220>
<223> peptit phospho tau

<220>
<221> MOD RES
<222> (7)) ..(7)

<223> PHOSPHORYL HOA

<220>
<221> MOD_RES
<222>  (11)..(11)

<223> PHOSPHORYL HOA

<220>
<221> MOD_RES
<222>  (13)..(13)

<223> PHOSPHORYL HOA
<400> 57
Ser Pro Gly Thr Pro Gly Ser Arg Ser Arg Thr Pro Ser Leu Pro Thr

1 5 10 15

Pro Pro Thr

<210> 58
<211> 22
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> peptit phospho tau
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<220>
<221> MOD RES
<222>  (T7)..(7)

<223> PHOSPHORYL HOA
<400> 58
Gly Thr Pro Gly Ser Arg Ser Arg Thr Pro Ser Leu Pro Thr Pro Pro

1 5 10 15

Thr Arg Glu Pro Lys Lys
20

<210> 59
<211> 22
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> peptit phospho tau

<220>
<221> MOD RES
<222>  (11)..(11)

<223> PHOSPHORYL HOA

<220>
<221> MOD RES
<222>  (17)..(17)

<223> PHOSPHORYL HOA
<400> 59
Gly Thr Pro Gly Ser Arg Ser Arg Thr Pro Ser Leu Pro Thr Pro Pro

1 5 10 15

Thr Arg Glu Pro Lys Lys
20

<210> 60
<211> 22
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> peptit tau dbi chung

<400> 60
Gly Thr Pro Gly Ser Arg Ser Arg Thr Pro Ser Leu Pro Thr Pro Pro

1 5 10 15

Thr Arg Glu Pro Lys Lys

-140-



39290

20

<210> 61
<211> 14
<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> peptit tau pT212/psS214/pT217

<220>
<221> MOD_RES
<222> (6)..(6)

<223> PHOSPHORYL HOA

<220>
<221> MOD_RES
<222> (8)..(8)

<223> PHOSPHORYL HOA

<220>
<221> MOD_RES
<222> (11)..(11)

<223> PHOSPHORYL HOA
<400> 61

Gly Ser Arg Ser Arg Thr Pro Ser Leu Pro Thr Pro Pro Thr

1 5 10
<210> 62

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220> :
<223> peptit tau pT212/pT217

<220>
<221> MOD_RES
<222> (3)..(3)

<223> PHOSPHORYL HOA

<220>
<221> MOD_RES
<222> (8)..(8)

<223> PHOSPHORYL HOA
<400> 62

Ser Arg Thr Pro Ser Leu Pro Thr Pro Pro Thr Arg Glu

1 5 10
<210> 63

<211> 450

<212> PRT
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<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>

<223> tau dbéi chung (thé ddéng dang tau ngudi 2N4R 441 aa, thé 6xHis
dau N)

<400> 63

Met His His His His His His Gly Ser Met Ala Glu Pro Arg Gln Glu

1 5 10 15

Phe Glu Val Met Glu Asp His Ala Gly Thr Tyr Gly Leu Gly Asp Arg
20 25 30

Lys Asp Gln Gly Gly Tyr Thr Met His Gln Asp Gln Glu Gly Asp Thr
35 40 45

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

Ser Glu Glu Pro Gly Ser Glu Thr Ser Asp Ala Lys Ser Thr Pro Thr
65 70 75 80

Ala Glu Asp Val Thr Ala Pro Leu Val Asp Glu Gly Ala Pro Gly Lys
85 90 95

Gln Ala Ala Ala Gln Pro His Thr Glu Ile Pro Glu Gly Thr Thr Ala
100 105 110

Glu Glu Ala Gly Ile Gly Asp Thr Pro Ser Leu Glu Asp Glu Ala Ala
115 120 125

Gly His Val Thr Gln Ala Arg Met Val Ser Lys Ser Lys Asp Gly Thr
130 135 140

Gly Ser Asp Asp Lys Lys Ala Lys Gly Ala Asp Gly Lys Thr Lys Ile
145 150 155 160

Ala Thr Pro Arg Gly Ala Ala Pro Pro Gly Gln Lys Gly Gln Ala Asn
165 170 175

Ala Thr Arg Ile Pro Ala Lys Thr Pro Pro Ala Pro Lys Thr Pro Pro
180 185 190

Ser Ser Gly Glu Pro Pro Lys Ser Gly Asp Arg Ser Gly Tyr Ser Ser
195 200 205

Pro Gly Ser Pro Gly Thr Pro Gly Ser Arg Ser Arg Thr Pro Ser Leu
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Pro

225

Pro

Val

Glu

Lys

Asn

305

Pro

Ile

Leu

Ile

Leu

385

Ile

Leu

Gln

Gly

210

Thr

Pro

Pro

Asn

Lys

290

Ile

Val

His

Asp

Thr

370

Thr

Val

Ser

Leu

Leu
450

Pro

Lys

Met

Leu

275

Leu

Lys

Asp

His

Phe

355

His

Phe

Tyr

Asn

Ala
435

Pro

Ser

Pro

260

Lys

Asp

His

Leu

Lys

340

Lys

vVal

Arg

Lys

val

420

Thr

Thr

Pro

245

Asp

His

Leu

Val

Ser

325

Pro

Asp

Pro

Glu

Ser

405

Ser

Leu

Arg

230

Ser

Leu

Gln

Ser

Pro

310

Lys

Gly

Arg

Gly

Asn

390

Pro

Ser

Ala

215

Glu

Ser

Lys

Pro

Asn

295

Gly

Val

Gly

Val

Gly

375

Ala

Val

Thr

Asp

39290

Pro

Ala

Asn

Gly

280

Val

Gly

Thr

Gly

Gln

360

Gly

Lys

Val

Gly

Glu
440

Lys

Lys

Val

265

Gly

Gln

Gly

Ser

Gln

345

Ser

Asn

Ala

Ser

Ser

425

Val

-143-

Lys

Ser

250

Lys

Gly

Ser

Ser

Lys

330

Val

Lys

Lys

Lys

Gly

410

Ile

Ser

vVal

235

Arg

Ser

Lys

Lys

vVal

315

Cys

Glu

Ile

Lys

Thr

395

Asp

Asp

Ala

220

Ala

Leu

Lys

Val

Cys

300

Gln

Gly

Val

Gly

Ile

380

Asp

Thr

Met

Ser

Val

Gln

Ile

Gln

285

Gly

Ile

Ser

Lys

Ser

365

Glu

His

Ser

Val

Leu
445

Val

Thr

Gly

270

Ile

Ser

Val

Leu

Ser

350

Leu

Thr

Gly

Pro

Asp

430

Ala

Arg

Ala

255

Ser

Ile

Lys

Tyr

Gly

335

Glu

Asp

His

Ala

Arg

415

Ser

Lys

Thr

240

Pro

Thr

Asn

Asp

Lys

320

Asn

Lys

Asn

Lys

Glu

400

His

Pro

Gln



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

<400>

Met

1

Thr

Gln

Gly

Thr

65

Asp

Arg

Ile

Glu

Pro

145

Pro

Ser

Pro

Ala

Tyr

Asp

Ile

50

Gln

Lys

Gly

Pro

Pro

130

Gly

Thr

Pro

Asp

64
352
PRT

Nguoi théng minh

64

Glu

Gly

Gln

35

Gly

Ala

Lys

Ala

Ala

115

Pro

Thr

Arg

Ser

Leu
195

Pro

Leu

20

Glu

Asp

Arg

Ala

Ala

100

Lys

Lys

Pro

Glu

Ser

180

Lys

Arg

Gly

Gly

Thr

Met

Lys

85

Pro

Thr

Ser

Gly

Pro

165

Ala

Asn

Gln

Asp

Asp

Pro

Val

70

Gly

Pro

Pro

Gly

Ser

150

Lys

Lys

Val

Glu

Arg

Thr

Ser

55

Ser

Ala

Gly

Pro

Asp

135

Arg

Lys

Ser

Lys

39290

Phe

Lys

Asp

Leu

Lys

Asp

Gln

Ala

120

Arg

Ser

Val

Arg

Ser
200

Glu

Asp

25

Ala

Glu

Ser

Gly

Lys

105

Pro

Ser

Arg

Ala

Leu

185

Lys
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Val

10

Gln

Gly

Asp

Lys

Lys

Gly

Lys

Gly

Thr

Val

170

Gln

Ile

Met

Gly

Leu

Glu

Asp

75

Thr

Gln

Thr

Tyr

Pro

155

vVal

Thr

Gly

Glu

Gly

Lys

Ala

60

Gly

Lys

Ala

Pro

Ser

140

Ser

Arg

Ala

Ser

Asp

Tyr

Ala

45

Ala

Thr

Ile

Asn

Pro

125

Ser

Leu

Thr

Pro

Thr
205

His

Thr

30

Glu

Gly

Gly

Ala

Ala

110

Ser

Pro

Pro

Pro

vVal

190

Glu

Ala

15

Met

Glu

His

Ser

Thr

95

Thr

Ser

Gly

Thr

Pro

175

Pro

Asn

Gly

His

Ala

Val

Asp

80

Pro

Arg

Gly

Ser

Pro

160

Lys

Met

Leu



Lys

Asp

225

His

Phe

His

Phe

Tyr

305

Asn

Ala

His
210

Leu

Lys

Lys

Val

Arg

290

Lys

Val

Thr

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

<400>

Gln

Ser

Pro

Asp

Pro
275

Glu

Ser

Ser

Leu

65
381
PRT

Pro

Lys

Gly

Arg

260

Gly

Asn

Pro

Ser

Ala
340

Val

Gly

245

Val

Gly

Ala

Val

Thr

325

Asp

Gly

Thr

230

Gly

Gln

Gly

Lys

Val

310

Gly

Glu

Ngudi thdéng minh

65

Met Ala Glu

1

Thr

Gln

Gln

Asp

Tyr

Asp

Thr

50

Ala

Gly

Gln

35

Pro

Lys

Pro

Leu

20

Glu

Thr

Ser

Arg

Gly

Gly

Glu

Thr

Gln

Asp

Asp

Asp

Pro
70

Gly

215

Ser

Gln

Ser

Asn

Ala

295

Ser

Ser

Val

Glu

Arg

Thr

Gly

55

Thr

39290

Lys

Lys

Val

Lys

Lys

280

Lys

Gly

Ile

Ser

Phe

Lys

Asp

40

Ser

Ala

Val

Cys

Glu

Ile

265

Lys

Thr

Asp

Asp

Ala
345

Glu

Asp

25

Ala

Glu

Glu

-145-

Gln

Gly

Val

250

Gly

Ile

Asp

Thr

Met

330

Ser

Val

10

Gln

Gly

Glu

Ala

Ile

Ser

235

Lys

Ser

Glu

His

Ser

315

vVal

Leu

Met

Gly

Leu

Pro

Glu
75

vVal

220

Leu

Ser

Leu

Thr

Gly

300

Pro

Asp

Ala

Glu

Gly

Lys

Gly

Glu

Tyr

Gly

Glu

Asp

His

285

Ala

Arg

Ser

Lys

Asp

Tyr

Glu

45

Ser

Ala

Lys

Asn

Lys

Asn

270

Lys

Glu

His

Pro

Gln
350

His

Thr

30

Ser

Glu

Gly

Pro

Ile

Leu

255

Ile

Leu

Ile

Leu

Gln

335

Gly

Ala

15

Met

Pro

Thr

Ile

Val

His

240

Asp

Thr

Thr

Val

Ser

320

Leu

Leu

Gly

His

Leu

Ser

Gly
80



Asp

Arg

Ala

Ala

Lys

145

Lys

Pro

Glu

Ser

Lys

225

Pro

Lys

Gly

Arg

Gly
305

Thr

Met

Lys

Pro

130

Thr

Ser

Gly

Pro

Ala

210

Asn

Gly

Val

Gly

Val

290

Gly

Pro

Val

Gly

115

Pro

Pro

Gly

Ser

Lys

195

Lys

val

Gly

Thr

Gly

275

Gln

Gly

Ser

Ser

100

Ala

Gly

Pro

Asp

Arg

180

Lys

Ser

Lys

Gly

Ser

260

Gln

Ser

Asn

Leu

85

Lys

Asp

Gln

Ala

Arg

165

Ser

Val

Arg

Ser

Lys

245

Lys

Val

Lys

Lys

Glu

Ser

Gly

Lys

Pro

150

Ser

Arg

Ala

Leu

Lys

230

Val

Cys

Glu

Ile

Lys
310

Asp

Lys

Lys

Gly

135

Lys

Gly

Thr

Val

Gln

215

Ile

Gln

Gly

Val

Gly

295

Ile

39290

Glu

Asp

Thr

120

Gln

Thr

Tyr

Pro

Val

200

Thr

Gly

Ile

Ser

Lys

280

Ser

Glu

Ala

Gly

105

Lys

Ala

Pro

Ser

Ser

185

Arg

Ala

Ser

Val

Leu

265

Ser

Leu

Thr

-146-

Ala

90

Thr

Ile

Asn

Pro

Ser

170

Leu

Thr

Pro

Thr

Tyr

250

Gly

Glu

Asp

His

Gly

Gly

Ala

Ala

Ser

155

Pro

Pro

Pro

Val

Glu

235

Lys

Asn

Lys

Asn

Lys
315

His

Ser

Thr

Thr

140

Ser

Gly

Thr

Pro

Pro

220

Asn

Pro

Ile

Leu

Ile

300

Leu

Val

Asp

Pro

125

Arg

Gly

Ser

Pro

Lys

205

Met

Leu

Val

His

Asp

285

Thr

Thr

Thr

Asp

110

Arg

Ile

Glu

Pro

Pro

190

Ser

Pro

Lys

Asp

His

270

Phe

His

Phe

Gln

95

Lys

Gly

Pro

Pro

Gly

175

Thr

Pro

Asp

His

Leu

255

Lys

Lys

Val

Arg

Ala

Lys

Ala

Ala

Pro

160

Thr

Arg

Ser

Leu

Gln

240

Ser

Pro

Asp

Pro

Glu
320



Asn

Pro

Ser

Ala

Ala

Val

Thr

Asp
370

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

<400>

Met

Thr

Gln

Gln

Asp

65

Asp

Ile

Ser

Ser

Ala

Ala

Tyr

Asp

Thr

50

Ala

Glu

Pro

Leu

Lys

130

Asp

Lys

vVal

Gly
355

Glu

66
410
PRT

Ala

Ser

340

Ser

val

Lys

325

Gly

Ile

Ser

Thr

Asp

Asp

Ala

Ngudi théng minh

66

Glu

Gly

Gln

35

Pro

Lys

Gly

Glu

Glu

115

Ser

Gly

Pro

Leu

20

Glu

Thr

Ser

Ala

Gly

100

Asp

Lys

Lys

Arg

Gly

Gly

Glu

Thr

Pro

85

Thr

Glu

Asp

Thr

Gln

Asp

Asp

Asp

Pro

70

Gly

Thr

Ala

Gly

Lys

Asp

Thr

Met

Ser
375

Glu

Arg

Thr

Gly

55

Thr

Lys

Ala

Ala

Thr

135

Ile

39290

His Gly

Ser Pro
345

Val Asp
360

Leu Ala

Phe Glu

Lys Asp
25

Asp Ala

Ser Glu

Ala Glu

Gln Ala

Glu Glu

105

Gly His
120

Gly Ser

Ala Thr
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Ala

330

Arg

Ser

Lys

Val

10

Gln

Gly

Glu

Asp

Ala

90

Ala

Val

Asp

Pro

Glu

His

Pro

Gln

Met

Gly

Leu

Pro

vVal

75

Ala

Gly

Thr

Asp

Arg

Ile

Leu

Gln

Gly
380

Glu

Gly

Lys

Gly

60

Thr

Gln

Ile

Gln

Lys

140

Gly

Val

Ser

Leu

365

Leu

Asp

Tyr

Glu

45

Ser

Ala

Pro

Gly

Ala

125

Lys

Ala

Tyr

Asn

350

Ala

His

Thr

30

Ser

Glu

Pro

His

Asp

110

Arg

Ala

‘Ala

Lys
335

val

Thr

Ala

15

Met

Pro

Thr

Leu

Thr

95

Thr

Met

Lys

Pro

Ser

Ser

Leu

Gly

His

Leu

Ser

Val

80

Glu

Pro

Val

Gly

Pro



145

Gly

Pro

Asp

Arg

Lys

225

Ser

Lys

Gly

Ser

Gln

305

Ser

Asn

Ala

Ser

Ser
385

Gln

Ala

Arg

Ser

210

Val

Arg

Ser

Lys

Lys

290

Val

Lys

Lys

Lys

Gly

370

Ile

Lys

Pro

Ser

195

Arg

Ala

Leu

Lys

Val

275

Cys

Glu

Ile

Lys

Thr

355

Asp

Asp

Gly

Lys

180

Gly

Thr

Val

Gln

Ile

260

Gln

Gly

Val

Gly

Ile

340

Asp

Thr

Met

Gln

165

Thr

Tyr

Pro

Val

Thr

245

Gly

Ile

Ser

Lys

Ser

325

Glu

His

Ser

Val

150

Ala

Pro

Ser

Ser

Arg

230

Ala

Ser

Val

Leu

Ser

310

Leu

Thr

Gly

Pro

Asp
390

Asn

Pro

Ser

Leu

215

Thr

Pro

Thr

Tyr

Gly

295

Glu

Asp

His

Ala

Arg

375

Ser

39290

Ala

Ser

Pro

200

Pro

Pro

Val

Glu

Lys

280

Asn

Lys

Asn

Lys

Glu

360

His

Pro

Thr

Ser

185

Gly

Thr

Pro

Pro

Asn

265

Pro

Ile

Leu

Ile

Leu

345

Ile

Leu

Gln
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Arg

170

Gly

Ser

Pro

Lys

Met

250

Leu

Val

His

Asp

Thr

330

Thr

vVal

Ser

Leu

155

Ile

Glu

Pro

Pro

Ser

235

Pro

Lys

Asp

His

Phe

315

His

Phe

Tyr

Asn

Ala
395

Pro

Pro

Gly

Thr

220

Pro

Asp

His

Leu

Lys

300

Lys

vVal

Arg

Lys

Val

380

Thr

Ala

Pro

Thr

205

Arg

Ser

Leu

Gln

Ser

285

Pro

Asp

Pro

Glu

Ser

365

Ser

Leu

Lys

Lys

190

Pro

Glu

Ser

Lys

Pro

270

Lys

Gly

Arg

Gly

Asn

350

Pro

Ser

Ala

Thr

175

Ser

Gly

Pro

Ala

Asn

255

Gly

vVal

Gly

Val

Gly

335

Ala

Val

Thr

Asp

160

Pro

Gly

Ser

Lys

Lys

240

Val

Gly

Thr

Gly

Gln

320

Gly

Lys

Val

Gly

Glu
400



Val Ser Ala Ser Leu Ala

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

<400>

67
383
PRT

405

Nguoi théng minh

67

Met Ala Glu

1

Thr

Gln

Gly

Thr

65

Asp

Arg

Ile

Glu

Pro

145

Pro

Ser

Tyr

Asp

Ile

50

Gln

Lys

Gly

Pro

Pro

130

Gly

Thr

Pro

Gly

Gln

35

Gly

Ala

Lys

Ala

Ala

115

Pro

Thr

Arg

Ser

Pro

Leu

20

Glu

Asp

Arg

Ala

Ala

100

Lys

Lys

Pro

Glu

Ser
180

Arg

Gly

Gly

Thr

Met

Lys

Pro

Thr

Ser

Gly

Pro

165

Ala

Gln

Asp

Asp

Pro

Val

70

Gly

Pro

Pro

Gly

Ser

150

Lys

Lys

39290

Lys Gln Gly Leu

Glu

Arg

Thr

Ser

55

Ser

Ala

Gly

Pro

Asp

135

Arg

Lys

Ser

Phe Glu

Lys Asp
25

Asp Ala

40

Leu Glu

Lys Ser

Asp Gly

Gln Lys

105

Ala Pro

120

Arg Ser

Ser Arg

Val Ala

Arg Leu
185

-149-

410

Val

10

Gln

Gly

Asp

Lys

Lys

90

Gly

Lys

Gly

Thr

Val

170

Gln

Met

Gly

Leu

Glu

Asp

75

Thr

Gln

Thr

Tyr

Pro

155

Val

Thr

Glu

Gly

Lys

Ala

60

Gly

Lys

Ala

Pro

Ser

140

Ser

Arg

Ala

Asp

Tyr

Ala

45

Ala

Thr

Ile

Asn

Pro

125

Ser

Leu

Thr

Pro

His

Thr

30

Glu

Gly

Gly

Ala

Ala

110

Ser

Pro

Pro

Pro

vVal
190

Ala

15

Met

Glu

His

Ser

Thr

95

Thr

Ser

Gly

Thr

Pro

175

Pro

Gly

His

Ala

Val

Asp

80

Pro

Arg

Gly

Ser

Pro

160

Lys

Met
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Pro Asp Leu Lys Asn Val Lys Ser Lys Ile Gly Ser Thr Glu Asn Leu
195 200 205

Lys His Gln Pro Gly Gly Gly Lys Val Gln Ile Ile Asn Lys Lys Leu
210 215 220

Asp Leu Ser Asn Val Gln Ser Lys Cys Gly Ser Lys Asp Asn Ile Lys
225 230 235 240

His Val Pro Gly Gly Gly Ser Val Gln Ile Val Tyr Lys Pro Val Asp
245 250 255

Leu Ser Lys Val Thr Ser Lys Cys Gly Ser Leu Gly Asn Ile His His
260 265 270

Lys Pro Gly Gly Gly Gln Val Glu Val Lys Ser Glu Lys Leu Asp Phe
275 280 285

Lys Asp Arg Val Gln Ser Lys Ile Gly Ser Leu Asp Asn Ile Thr His
290 295 300

Val Pro Gly Gly Gly Asn Lys Lys Ile Glu Thr His Lys Leu Thr Phe
305 310 315 320

Arg Glu Asn Ala Lys Ala Lys Thr Asp His Gly Ala Glu Ile Val Tyr
325 330 335

Lys Ser Pro Val Val Ser Gly Asp Thr Ser Pro Arg His Leu Ser Asn
340 345 350

Val Ser Ser Thr Gly Ser Ile Asp Met Val Asp Ser Pro Gln Leu Ala
355 360 365

Thr Leu Ala Asp Glu Val Ser Ala Ser Leu Ala Lys Gln Gly Leu

370 375 380
<210> 68
<211> 441
<212> PRT

<213> Nguoi thdéng minh
<400> 68
Met Ala Glu Pro Arg Gln Glu Phe Glu Val Met Glu Asp His Ala Gly

1 5 10 15

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

-150-



Gln

Gln

Asp

65

Asp

Ile

Ser

Ser

Ala

145

Gly

Pro

Asp

Arg

Lys

225

Ser

Lys

Asp

Thr

50

Ala

Glu

Pro

Leu

Lys

130

Asp

Gln

Ala

Arg

Ser

210

Val

Arg

Ser

Gln

35

Pro

Lys

Gly

Glu

Glu

115

Ser

Gly

Lys

Pro

Ser

195

Arg

Ala

Leu

Lys

Glu

Thr

Ser

Ala

Gly

100

Asp

Lys

Lys

Gly

Lys

180

Gly

Thr

vVal

Gln

Ile
260

Gly

Glu

Thr

Pro

85

Thr

Glu

Asp

Thr

Gln

165

Thr

Tyr

Pro

Val

Thr

245

Gly

Asp

Asp

Pro

70

Gly

Thr

Ala

Gly

Lys

150

Ala

Pro

Ser

Ser

Arg

230

Ala

Ser

Thr

Gly

Thr

Lys

Ala

Ala

Thr

135

Ile

Asn

Pro

Ser

Leu

215

Thr

Pro

Thr

39290

Asp

40

Ser

Ala

Gln

Glu

Gly

120

Gly

Ala

Ala

Ser

Pro

200

Pro

Pro

Val

Glu

Ala

Glu

Glu

Ala

Glu

105

His

Ser

Thr

Thr

Ser

185

Gly

Thr

Pro

Pro

Asn
265
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Gly

Glu

Asp

Ala

90

Ala

Val

Asp

Pro

Arg

170

Gly

Ser

Pro

Lys

Met

250

Leu

Leu

Pro

Val

75

Ala

Gly

Thr

Asp

Arg

155

Ile

Glu

Pro

Pro

Ser

235

Pro

Lys

Lys

Gly

60

Thr

Gln

Ile

Gln

Lys

140

Gly

Pro

Pro

Gly

Thr

220

Pro

Asp

His

Glu

45

Ser

Ala

Pro

Gly

Ala

125

Lys

Ala

Ala

Pro

Thr

205

Arg

Ser

Leu

Gln

Ser

Glu

Pro

His

Asp

110

Arg

Ala

Ala

Lys

Lys

190

Pro

Glu

Ser

Lys

Pro
270

Pro

Thr

Leu

Thr

95

Thr

Met

Lys

Pro

Thr

175

Ser

Gly

Pro

Ala

Asn

255

Gly

Leu

Ser

Val

80

Glu

Pro

Val

Gly

Pro

160

Pro

Gly

Ser

Lys

Lys

240

Val

Gly



39290

Gly Lys Val Gln Ile Ile Asn Lys Lys Leu Asp Leu Ser Asn Val Gln
275 280 285

Ser Lys Cys Gly Ser Lys Asp Asn Ile Lys His Val Pro Gly Gly Gly
290 295 300

Ser Val Gln Ile Val Tyr Lys Pro Val Asp Leu Ser Lys Val Thr Ser
305 310 315 320

Lys Cys Gly Ser Leu Gly Asn Ile His His Lys Pro Gly Gly Gly Gln
325 330 335

Val Glu Val Lys Ser Glu Lys Leu Asp Phe Lys Asp Arg Val Gln Ser
340 345 350

Lys Ile Gly Ser Leu Asp Asn Ile Thr His Val Pro Gly Gly Gly Asn
355 360 365

Lys Lys Ile Glu Thr His Lys Leu Thr Phe Arg Glu Asn Ala Lys Ala
370 375 380

Lys Thr Asp His Gly Ala Glu Ile Val Tyr Lys Ser Pro Val Val Ser
385 390 395 400

Gly Asp Thr Ser Pro Arg His Leu Ser Asn Val Ser Ser Thr Gly Ser
405 410 415

Ile Asp Met Val Asp Ser Pro Gln Leu Ala Thr Leu Ala Asp Glu Val
420 425 430

Ser Ala Ser Leu Ala Lys Gln Gly Leu

435 440
<210> 69
<211> 441
<212> PRT

<213> Ngudoi thdng minh
<400> 69
Met Ala Glu Pro Arg Gln Glu Phe Glu Val Met Glu Asp His Ala Gly

1 5 10 15

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

Gln Asp Gln Glu Gly Asp Thr Asp Ala Gly Leu Lys Glu Ser Pro Leu

-152-



Gln

Asp

65

Asp

Ile

Ser

Ser

Ala

145

Gly

Pro

Asp

Arg

Lys

225

Ser

Lys

Gly

Thr

50

Ala

Glu

Pro

Leu

Lys

130

Asp

Gln

Ala

Arg

Ser

210

Val

Arg

Ser

Lys

35

Pro

Lys

Gly

Glu

Glu

115

Ser

Gly

Lys

Pro

Ser

195

Arg

Ala

Leu

Lys

Val
275

Thr

Ser

Ala

Gly

100

Asp

Lys

Lys

Gly

Lys

180

Gly

Thr

Val

Gln

Ile

260

Gln

Glu

Thr

Pro

85

Thr

Glu

Asp

Thr

Gln

165

Thr

Tyr

Pro

Val

Thr

245

Gly

Ile

Asp

Pro

70

Gly

Thr

Ala

Gly

Lys

150

Ala

Pro

Ser

Ser

Arg

230

Ala

Ser

Ile

Gly

55

Thr

Lys

Ala

Ala

Thr

135

Ile

Asn

Pro

Ser

Leu

215

Thr

Pro

Thr

Asn

39290

40

Ser

Ala

Gln

Glu

Gly

120

Gly

Ala

Ala

Ser

Pro

200

Pro

Pro

Val

Glu

Lys
280
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Glu

Glu

Ala

Glu

105

His

Ser

Thr

Thr

Ser

185

Gly

Thr

Pro

Pro

Asn

265

Lys

Glu

Asp

Ala

90

Ala

Val

Asp

Pro

Arg

170

Gly

Ser

Pro

Lys

Met

250

Leu

Leu

Pro

vVal

75

Ala

Gly

Thr

Asp

Arg

155

Ile

Glu

Pro

Pro

Ser

235

Pro

Lys

Asp

Gly

60

Thr

Gln

Ile

Gln

Lys

140

Gly

Pro

Pro

Gly

Thr

220

Pro

Asp

His

Leu

45

Ser

Ala

Pro

Gly

Ala

125

Lys

Ala

Ala

Pro

Thr

205

Arg

Ser

Leu

Gln

Ser
285

Glu

Pro

His

Asp

110

Arg

Ala

Ala

Lys

Lys

190

Pro

Glu

Ser

Lys

Pro

270

Asn

Thr

Leu

Thr

95

Thr

Met

Lys

Pro

Thr

175

Ser

Gly

Pro

Ala

Asn

255

Gly

Val

Ser

Val

80

Glu

Pro

Val

Gly

Pro

160

Pro

Gly

Ser

Lys

Lys

240

Val

Gly

Gln



Ser

Ser

305

Lys

Val

Lys

Lys

Lys

385

Gly

Ile

Ser

Lys

290

Val

Cys

Glu

Ile

Lys

370

Thr

Asp

Asp

Ala

Cys

Gln

Gly

Val

Gly

355

Ile

Asp

Thr

Met

Ser
435

Gly

Ile

Ser

Lys

340

Ser

Glu

His

Ser

Val

420

Leu

Ser

Val

Leu

325

Ser

Leu

Thr

Gly

Pro

405

Asp

Ala

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

<400>

70
11
PRT
Mus musculus

70

Lys Ala Ser Gln Asp

1

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

<400>

5

71

6

PRT

Mus musculus

71

Thr Ser Tyr Ala Met

Lys

Tyr

310

Glu

Asp

His

Ala

390

Arg

Ser

Lys

Asp

295

Lys

Asn

Lys

Asn

Lys

375

Glu

His

Pro

Gln

(chudt)

Ile Asn Arg Trp Leu Asn

(chudt)

Ser

39290

Asn

Pro

Ile

Leu

Ile

360

Leu

Ile

Leu

Gln

Gly
440

-154-

Ile

Val

His

Asp

345

Thr

Thr

Val

Ser

Leu

425

Leu

Lys

Asp

His

330

Phe

His

Phe

Tyr

Asn

410

Ala

10

His

Leu

315

Lys

Lys

Val

Arg

Lys

395

Val

Thr

Val

300

Ser

Pro

Asp

Pro

Glu

380

Ser

Ser

Leu

Pro

Lys

Gly

Arg

Gly

365

Asn

Pro

Ser

Ala

Gly

Val

Gly

vVal

350

Gly

Ala

Val

Thr

Asp
430

Gly

Thr

Gly

335

Gln

Gly

Lys

vVal

Gly

415

Glu

Gly

Ser

320

Gln

Ser

Asn

Ala

Ser

400

Ser

Val



<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Ser Ile
1

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Gly Trp
1

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

<220>
<223>

<400>
Gln Val

1

Ser Leu

Ala Met

Ala Ser
50

Gly Arg
65

Gln Met

Arg Gly

72
16
PRT
Mus musculus

72

Thr Lys Gly
5

73
10
PRT
Mus musculus

73

Gly Ile Tyr

74
448
PRT

Trinh ty nhan tao

(chudt)

39290

Gly Asn Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly

(chudt)

10

Gly Trp Phe Ala Tyr

trinh tu chudi ning

74

Gln Leu Val

Arg Leu Ser
20

Ser Trp Val
35

Ile Ser Lys

Phe Thr Ile

Asn Ser Leu
85

Trp Gly Asp
100

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Arg

Tyr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Arg

Ala

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Asp

Glu

Trp

-155-

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Phe
105

10

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Ser

Thr

90

Ala

Val

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Tyr

Val

Thr

Gly

Ala

60

Asn

Val

Trp

Gln

Phe

Leu

45

Asp

Thr

Tyr

Gly

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Leu

Tyr

Gln
110

15

Gly

15

Ser

Trp

Val

Tyr

Cys

95

Val

Arg

Tyr

Val

Lys

Leu

80

Ala

Thr



Leu

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Ser

Asn

His

225

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

305

Lys

Ile

Val

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

210

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

290

Val

Cys

Ser

Thr

115

Pro

vVal

Ala

Gly

Gly

195

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

275

Lys

Leu

Lys

Lys

Val

Ser

Lys

Leu

Leu

180

Thr

Val

Pro

Phe

Val

260

Phe

Pro

Thr

Val

Ala
340

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

325

Lys

Ser

Lys

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

310

Asn

Gly

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys

215

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

295

His

Lys

Gln

39290

Ser

120

Thr

Pro

Val

Ser

Ile

200

Val

Ala

Pro

Val

Val

280

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

Pro

Lys

Val

265

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg
345

-156-

Lys

Gly

Pro

Thr

170

Val

Asn

Pro

Glu

Asp

250

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

330

Glu

Gly

Gly

val

155

Phe

vVal

Val

Lys

Leu

235

Thr

Val

Val

Ser

Leu

315

Ala

Pro

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

220

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Asn

Pro

Gln

Ser

125

Ala

Val

Ala

Val

His

205

Cys

Gly

Met

His

Val

285

Tyr

Gly

Ile

Val

Val

Ala

Ser

Val

Pro

190

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

270

His

Arg

Lys

Glu

Tyr
350

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

255

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

335

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

240

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

320

Thr

Leu



Pro

Leu

Asn

385

Ser

Arg

Leu

Pro

Val

370

Gly

Asp

Trp

His

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

<220>
<223>

<400>

Ser
355

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn

435

75
214
PRT

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

420

His

Trinh tu

trinh tu

75

Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Arg

Asn

Arg

50

Gly

Asp

Phe

vVal

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Met

Thr

20

Phe

Asn

Gly

Ala

Gln
100

Glu

Phe

Glu

Phe

405

Gly

Tyr

nhédn tao

Glu

Tyr

Asn

390

Phe

Asn

Thr

Met

Pro

375

Asn

Leu

Val

Gln

chudi nhe

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Leu

55

Phe

Tyr

Lys

39290

Thr

360

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
440

Pro

Lys

Pro

40

Asp

Thr

Cys

Leu

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

425

Ser

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
105

-157-

Asn

Ile

Thr

Lys

410

Cys

Leu

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Gln

Ala

Thr

395

Leu

Ser

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

vVal

Val

380

Pro

Thr

Val

Leu

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Arg

Ser

365

Glu

Pro

val

Met

Ser
445

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

Thr

Leu

Trp

Val

Asp

His

430

Pro

Ser

Asn

30

Ser

Phe

Leu

Phe

Val
110

Thr

Glu

Leu

Lys

415

Glu

Gly

Val

15

Arg

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Cys

Ser

Asp

400

Ser

Ala

Lys

Gly

Trp

Ile

Gly

Pro

80

Leu

Ala



Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

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

<220>
<223>

<400>

Val
115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu
195

Arg

76
448
PRT

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Trinh tu

trinh tu

76

Gln Val Gln

1

Ser

Ala

Ala

Gly

Gln

Leu

Met

Ser

50

Arg

Met

Arg

Ser

35

Ile

Phe

Asn

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Thr

Ser

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

nhdn tao

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

chudi ning

Val

Ser

Val

Lys

Ile

Leu

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Arg

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Arg

Ala

39290

Pro Ser
120

Leu Asn

Asn Ala

Ser Lys

Ala Asp
185

Gly Leu
200

Gly Gly

Ala Ser
25

Ala Pro
40

Asn Thr

Asp Asn

Glu Asp

-158-

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Ser

Thr

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Val

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Val

Thr

Gly

Ala

60

Asn

Val

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Gln

Phe

Leu

45

Asp

Thr

Tyr

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Pro

Thr

30

Glu

Ser

Leu

Tyr

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Gly

15

Ser

Trp

vVal

Tyr

Cys

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser

Arg

Tyr

Val

Lys

Leu

80

Ala



Arg

Leu

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Ser

Asn

His

225

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

305

Lys

Gly

Val

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

210

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

290

Val

Cys

Trp

Thr

115

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

195

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

275

Lys

Leu

Lys

Gly

100

Val

Ser

Lys

Leu

Leu

180

Thr

Val

Pro

Phe

Val

260

Phe

Pro

Thr

Val

85

Ile

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Arg

Val

Ser
325

Tyr

Ser

Lys

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

310

Asn

Gly

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys

215

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

295

His

Lys

39290

Trp Phe
105

Ser Thr
120

Thr Ser

Pro Glu

Val His

Ser Ser
185

Ile Cys
200

Val Glu

Ala Pro

Pro Lys

Val Val

265

Val Asp
280

Gln Tyr

Gln Asp

Ala Leu

-159-

90

Ala

Lys

Gly

Pro

Thr

170

Val

Asn

Pro

Glu

Asp

250

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro
330

Tyr

Gly

Gly

Val

155

Phe

Val

Val

Lys

Leu

235

Thr

Val

Val

Ser

Leu

315

Ala

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

220

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Asn

Pro

Gly

Ser

125

Ala

Val

Ala

Val

His

205

Cys

Gly

Met

His

Val

285

Tyr

Gly

Ile

Gln

110

Val

Ala

Ser

vVal

Pro

190

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

270

His

Arg

Lys

Glu

95

Val

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

255

Asp

Asn

Val

Glu

Lys
335

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

240

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

320

Thr



Ile

Pro

Leu

Asn

385

Ser

Arg

Leu

Ser

Pro

Val

370

Gly

Asp

Trp

His

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

<220>
<223>

<400>

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Ile

Arg

Asn

Arg

Gly

Asp

Lys

Ser
355

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn

435

77
214
PRT

Ala

340

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln
420

His

Trinh tu

trinh tu

77

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Met

Thr

20

Phe

Asn

Gly

Ala

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

405

Gly

Tyr

nhan tao

Gly

Glu

Tyr

Asn

390

Phe

Asn

Thr

Gln

Met

Pro

375

Asn

Leu

Val

Gln

chudi nhe

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Ser

Cys

Lys

Leu

55

Phe

Tyr

39290

Pro Arg
345

Thr Lys
360

Ser Asp

Tyr Lys

Tyr Ser

Phe Ser
425

Lys Ser
440

Pro Ser

Lys Ala
25

Pro Gly
40

Asp Gly

Thr Leu

Cys Leu

-160-

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

410

Cys

Leu

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

Pro

Gln

Ala

Thr

395

Leu

Ser

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Gln

Val

Val

380

Pro

Thr

Val

Leu

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Val

Ser

365

Glu

Pro

Val

Met

Ser
445

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

Tyr

350

Leu

Trp

Val

Asp

His

430

Pro

Ser

Asn

30

Ser

Phe

Leu

Phe

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

415

Glu

Gly

Val

15

Arg

Leu

Ser

Gln

Pro

Leu

Cys

Ser

Asp

400

Ser

Ala

Lys

Gly

Trp

Ile

Gly

Pro

80

Leu



85

Thr Phe Gly Gln Gly
100

Pro Ser Val Phe Ile
115

Thr Ala Ser Val Val
130

Lys Val Gln Trp Lys
145

Glu Ser Val Thr Glu
165

Ser Thr Leu Thr Leu
180

Ala Cys Glu Val Thr
195

Phe Asn Arg Gly Glu
210

<210> 78
<211> 4438
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

<223> trinh tu chudi ning

<400> 78

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala

20

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln

35

Ala Ser Ile Thr Lys Gly Gly

50

55

39290

Leu

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Gly

Ala

Ala

40

Asn

-161-

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Gly

Ser

25

Pro

Thr

90

Ile Lys

Asp Glu

Asn Phe

Leu Gln

155

Asp Ser
170

Tyr Glu

Ser Ser

Gly Vval

Gly Phe

Gly Lys

Tyr Tyr

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Val

Thr

Gly

Ala
60

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Gln

Phe

Leu

45

Asp

vVal

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Pro

Thr

30

Glu

Ser

95

Ala Ala

Ser Gly

Glu Ala

Ser Gln

160

Leu Ser
175

Val Tyr

Lys Ser

Gly Arg

Ser Tyr

Trp Val

Val Lys



Gly

65

Gln

Arg

Leu

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Ser

Asn

His

225

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

Arg

Met

Gly

Val

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

210

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

290

Val

Phe

Asn

Trp

Thr

115

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

195

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

275

Lys

Leu

Thr

Ser

Gly

100

Val

Ser

Lys

Leu

Leu

180

Thr

Val

Pro

Phe

Val

260

Phe

Pro

Thr

Ile

Leu

85

Ile

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

70

Arg

Tyr

Ser

Lys

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

Arg

Ala

Gly

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys

215

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

295

His

39290

Asp Asn Ser

Glu Asp Thr
90

Trp Phe Ala
105

Ser Thr Lys
120

Thr Ser Gly

Pro Glu Pro

Val His Thr
170

Ser Ser Val
185

Ile Cys Asn
200

Val Glu Pro

Ala Pro Glu

Pro Lys Asp
250

Val Vval Asp
265

Val Asp Gly
280

Gln Tyr Asn

Gln Asp Trp

-162-

Lys

75

Ala

Tyr

Gly

Gly

Val

155

Phe

Val

Val

Lys

Leu

235

Thr

Val

Val

Ser

Leu

Asn

Val

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

220

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Asn

Thr

Tyr

Gly

Ser

125

Ala

Val

Ala

Val

His

205

Cys

Gly

Met

His

Val

285

Tyr

Gly

Leu

Tyr

Gln

110

Val

Ala

Ser

Val

Pro

190

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

270

His

Arg

Lys

Tyr

Cys

vVal

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

255

Asp

Asn

Val

Glu

Leu

80

Ala

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

240

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr



39290

305 310 315 320

Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr
325 330 335

Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu
340 345 350

Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys
355 360 365

Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser
370 375 380

Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp
385 390 395 400

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser
405 410 415

Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
420 425 430

Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

435 440 445
<210> 79
<211> 214
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> trinh tu chudi nhe

<400> 79
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Ile Asn Arg Tyr
20 25 30

Leu Asn Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Ser Leu Ile
35 40 45

Tyr Arg Ala Asn Arg Leu Leu Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

-163-



39290

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

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

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

Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
115 120 125

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln
145 150 155 160

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

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

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

Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210
<210> 80
<211> 6
<212> PRT

<213> Mus musculus (chudt)
<400> 80

Ser Ser Tyr Ala Met Ser

1 5
<210> 81

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus (chudt)
<400> 81

Ser Ile Ser Lys Gly Gly Asn Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly
1 5 10 15
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