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Linh vuc ky thuat duoc dé cap

Sang ch& dé cap dén cic phuong phap va ché pham dé chian dodn va diéu
tri bénh thodi hod dang tinh bot, nhém céc r6i loan va céac di thuong lién quan

dén protein dang tinh bot nhu bénh Alzheimer.
Tinh trang k§y thuat ctia sang ché

" Chiing tho4i hod dang tinh bot khong phai 12 mot thuc thé bénh riéng ré
ma 12 mot nhém nhiéu loai cdc qué trinh tién trién bénh dic trung bdi cdc chat
lang can trong mo ngoai bao gém sdp, protein tuong tu tinh bot goi 1a dang tinh
bot, tich tu & mot hodc nhiéu co quan hoic co thé. Khi cdc chét ling cin dang
tinh bot tich tu, ching bét ddu gay can trd chiic nang thong thudng clia céc co
quan hoic co thé. C6 it nhét 15 loai ching thodi hod dang tinh bot. Céc dang
chinh 12 tho4i hoé dang tinh bot nguyén phat khong c6 tién st da biét, thoai hoa
dang tinh bot thi phét ti€p theo mot s6 tinh trang khac va thoai hod dang tinh bot

di truyén.

Thoéi hod dang tinh bot thit phat xu4t hién & ngudi bi bénh viém nhiém
hoic lay nhiém man tinh, nhu bénh lao, bénh nhiém khuin goi 1a sé6t
Mediterranean, cidc bénh nhiém khudn xuong (viém xuong tuy), viém da khép
dang thap, viém nhiém rudt non (viém hoéi trang u hat), bénh Hodgkin va bénh
phong.

Céc chit can dang tinh bot bao gobm hop phén tinh bot P (AP) (ngi gidc),
glycoprotein lién quan dén tinh bot binh thudng trong huyét thanh P (SAP), va
céc glycosaminoglycan sulfat hod (GAG), cic cacbohydrat phitc hop ciia mo lién
két. Cac sgi nho protein dang tinh bot, né chi€ém khoang 90% chét tinh bot, bao

gbébm mot trong vai loai protein khac nhau. Cic protein d6 c6 kha nang gip nép



40905

goi 1a céc soi tim "x€p nép", cau hinh protein duy nhat c6 cdc diém gin két cho

mau dé Congo tao ra cdc dic tinh nhuém doc nhét cia protein dang tinh bot.

Nhiéu bénh do tudi gia dua vao hodc c6 lién quan dén c4c protein tuong tu
tinh bot va dugc dic trung phin nao bdi su tich tu ctia céc chét lang cin ngoai
bao chita protein dang tinh bot hodc chat tuong uj tinh bot cé thé gép phan lam
phat sinh bénh, cling nhu sy tién trién chia bénh. Cic bénh d6 bao gém, nhung -
khong gidi han &, cdc 161 loan than kinh nhu bénh Alzheimer (AD), sa sit tri tué
thé Lewy, hoi chiing Down, chiing xuét huyét ndo di truyén véi ching tho4i ho4
dang tinh bot (loai Dutch); bénh phitc hop Guam Parkinson-Dementia. Cic bénh
khac dua vao hodc lién quan dén céc protein tuwong tu tinh bot nhu liét trén nhan
tién trién, bénh xo ciing 1ai rdc; bénh Creutzfeld Jacob, bénh Parkinson, sa stit tri
tué lién quan dén HIV, ALS (xo0 ciing cot bén teo co), bénh tiéu dudng bit ddu
tudi trudng thanh; thodi hod dang tinh bot tim 130 suy; céc khéi u noi tiét, va cdc

bénh khéc, ké ca bénh thoai hod diém vang.

Mac dur su phét sinh ctia cdc bénh c6 thé thay d6i khac nhau, nhung céc
chdt lang cén dac trung cla chdng thudng cé nhiéu phan tir thé phan tir chung.
V6i miic ddng k€, duge cho 1a do hoat su hoat ho4 cuc bé clia qu4 trinh tién viém
do d6 dan dén xuét hién su lang dong clia cdc hop phin bé sung hoat hod, céc

“chit phan ting giai doan cép tinh, cac chat diéu bién mién dich, va cdc chat moi

giGi viém nhiém khic (McGeer et al., 1994).

Bénh Alzheimer (AD) 1a mot r6i loan than kinh vé co ban dugc hiéu 1a do
cidc mang tinh bot gay nén, su tich tu chat lang cin bat thudng cta céc protein
trong ndo. Loai tinh bot thuong xuyén nhat dugc thdy trong ndo cta cac cd nhan
nhiém bénh v€ co ban bao gém cdc soi manh rat nhd AP. Biang ching c6 tinh
khoa hoc chiing minh rang viéc gia tang su san sinh va tich tu cta protein dang
tinh bot beta & cdc mang gy chét t&€ bao than kinh, né gép phin vio su phat trién
va tién trién chia AD. Su t6n hao céc t€ bao thin kinh & cic viing ndo chién luoc,

lan luot, gay giam céc chat dan truyén thén kinh va suy giam tri nhé. Céc protein
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cht yéu giy ra su tich tu mang bao gém protein tién chat tinh bot (APP) va hai
presenilin (presenilin I va presenilin IT). Su phan giai lién tiép clia protein tién
chat tinh bot (APP), co ban dugc biéu hién va di hod & hau hét céc t&€ bio, bing
céc enzym P va secretaza y dan dén giai phong peptit AB ctia axit amin 39 dén
43. Su suy thoai ciia cdic APP c6é kha nang lam ting xu hudng két tu tai cdc
mang. Dac biét la manh APB(1-42) c6 xu huéng hinh thanh cdc khéi két tu 16n do
hai géc axit amin rat ky nudc tai dau tan cung C clia né. Vi thé manh AB(1-42)
dugce cho 1a c6 lién quan cht yéu va gy ra su khoi dau cha qua trinh hinh méang
viém than kinh & bénh AD va vi vay ¢6 kha nang bénh 1y cao. Do dé cin c6 céc
t4c nhan dé ngan nglrta sy hinh thanh cdc mang tinh bot va khuéch tin cic mang

dang ton tai & bénh AD.

Céc triéu ching cua bénh Alzheimer ro rang 1a cham va triéu ching d4u
tién c6 thé chi 1a tinh hay quén nhe. O giai doan ndy, cic c4 thé c6 thé quén
nhiéu su kién, hoat dong mdi xay ra, tén ctia moi ngudi trong gia dinh hodc moi
thit va c6 thé khong thé giai quyét dugc cdc van dé toan hoc don gian. Khi bénh
tién trién, cdc triéu ching d& dang dé ¥ hon va trd nén nghiém trong da dé Iam
cho nguoi bi bénh Alzheimer hodc cic thanh vién trong gia dinh cta ho phai can
dén su gitdp d& cua y hoc. Céc triéu ching giita thoi ky clia bénh Alzheimer bao
gbém quén cach thuc hién cdc cong viéc don gian nhu chai chudt, va cac van dé
phét trién khi néi, hiéu, doc, hodc viét. Giai doan sau ctia bénh Alzheimer, céc
bénh nhan c6 thé trd nén lo au hoic hung hang, c6 thé di lang thang ra khoi nha

va cudi cung thi can su cham séc tuyét doi.

Hién nay, chi c6 cich x4c dinh dé chin doin bénh Alzheimer 12 nhan
dang cdc mang va cdc mé r6i trong m6 ndo khi khdm nghiém tr thi sau khi mot
ngudi chét. Vi vy, cdc bdc sy chi thuc hién chdn do4n vé bénh Alzheimer “cé
thé” hodc “c6 thé xay ra” khi ngudi bénh van con séng. Nho st dung cdc phuong
phdp hién nay, cic béc s§ c6 thé chan do4n bénh Alzheimer ding dén 90 phan

tram so véi l1an st dung mot cong cu dé chdn dodn bénh Alzheimer “cé thé xay
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ra”. Cac bédc sy ti€n hanh cdc cau héi vé siic khoé c4 nhan, cic vin dé y hoc
trong qua khtt, va lich sir ctia van dé khé khan bét ky ma c4 nhan gap khi thuc
hién cac hoat dong hang ngay. Céc thit nghiém tap tinh vé trf nhd, giai quyét van
dé, su chi ¥, tdng s6 dém dugc vi ngon ngit dua ra thong tin vé suy thodi nhan
thiic va tht nghiém y hoc nhu céc thir nghiém mau, nuée tiéu, hodc dich tuy va

scan ndo c6 thé cung c&p thém mot s6 thong tin khéc.

Viéc quan ly bénh Alzheimer bao gém cdc diéu tri dua vio thuSc va
khong dua vao thude. Céc diéu tri gidp thay déi tién trinh co ban cda bénh (Iim
cham hoac ddo ngugc tién trinh) cho dén nay phan 16n khong thanh cong. Cic
loai thu6c phuc héi nhiing thi€u hut (nhugc diém), hoic su truc tric, trong céac
chat truyén tin hod hoc clia céc t€ bao than kinh (c4c chét din truyén than kinh),
dac biét la cdc chit tc ché€ cholinesteraza (cdc ChEI) nhu tacrin va rivastigmin,
da c6 khd nang cdi thién nhiéu triéu ching. Cic ChEI ngin c4n su thoi hod
enzym cla cdc chat dan truyén than kinh nho' d6 lam tang luong c4c chét truyén

tin hod hoc ¢é tic dung truyén céc tin hiéu thin kinh & n3o.

D61 v6i mot s6 ngudi & cdc giai doan sém va giita ctia bénh, cic loai thude
tacrin (COGNEX®, Morris Plains, NJ), donepezil (ARICEPT ®, Tokyo, JP),
rivastigmin (EXELON®, East Hanover, NJ), hoac galantamin (REMIN YL®,
New Brunswick, NJ) c6 thé ngan ngira mét s6 triéu ching khong tr& nén téi té
hon trong thoi gian gi6i han. Dugc chdt khdc, memantin (NAMENDA®, New
York, NY), dugc chép thuan dé diéu tri 1am giam bénh Alzheimer nghiém trong.
Ngoai ra, mot s6 loai thudc c6 thé gitp kiém soét cic triéu ching hanh vi ctia
bénh Alzheimer nhu chiing khé ngli, b6i 16i, lo ding, lo au va trdim cim. Viéc
diéu tri cic triéu ching dé thudng lam cho cic bénh nhan cim thdy thoai m4i
hon va lam cho dé dang cham séc¢ ngudi bénh hon. Péng tiée, mic du viéc didu
tri dugc cai ti€n hon déng ké chiing t6 ring loai tic nhan nay trong s6 cic tic
nhan thich hop hon thuée trén an, bénh vén tiép tuc tién trién, va tic dung trung

binh d6i v6i chic nang tinh than chi 1a vira phai. Nhiéu loai duoc chét trong

thude diéu tri bénh Alzheimer ching han nhu, vi du, cic ChEI con ¢6 céc tac

-5
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dung phu bao géom su r6i loan chitc nang da day-rudt non, dic tinh doc trong gan

va giam can.

Bénh khéc do hoac c6 lién quan dén su tich tu hodc lang dong ctia protein

tuong tu tinh bot 1a ching thodi hod diém vang.

Thodi hod diém vang 12 bénh mit thong thudng gay ra su hu hai diém, d6
la ving tdm cua vong mac (mo6 moéng nhu gidy Y dang sau clia mat noi cic t&€ bio
nhay 4nh sdng gui c4c tin hiéu thi gidc dén ndo). Kha nang nhin séc nét, trong,
“thdng xa vé phia truéc” dugc xi Iy bing diém. Su tén thuong diém tao thanh
cdc diém ma va kha ning nhin md khong rd nét hoic méo mé. Thodi hod diém
vang lién quan dén tudi tdic (AMD) Ia nguyén nhan chinh cla su suy gidm thi
gidc & My va d6i v6i ngudi trén 65 tudi thi né 12 nguyén nhan chinh cta su dui
mu chinh thic 6 nguoi Cip-ca. Khoang 1,8 triéu ngudi My 40 tudi va gia hon bi
AMD sém va 7,3 triéu nguoi khdc bi AMD trung gian vao giai doan nguy hiém
chinh din dén mat kha nang nhin. Chinh phu du tinh ring dén 2020 s& c6 2,9
triéu nguoi bi AMD sém. Cdc nan nhan cia AMD thudng ngac nhién va that
vong khi phét hién ra biét qua it vé cdc nguyén nhan va céch diéu tri tinh trang

mu nay.

C6 hai dang thodi hod diém vang: thodi hod diém vang kho va thodi ho4
diém vang u6t. Dang kho, trong dé céc t€ bio diém bat ddu tir tir v, dugc chin
dodn 1a 85 phan tram cdc trudng hop thodi hod di€ém vang. Ca hai mat thudng bi
tdc dong boi AMD kho, mac du mot mét ¢6 thé mat kha niang nhin trong khi mét
kia van khong bi anh hudng. Drusen, 1a cdc chdt lang cin mau vang dudi véng
mac, thudng 1a cdc ddu hiéu biéu hién sém clhia AMD kho. Nguy co phat trién
cua AMD kho sém hoiac AMD uét tang khi s6 luong hoic kich ¢& ctia drusen
tang. D61 v6i AMD kho né c6 thé 1a 1am tang hodc gay mat thi gidc ma khong
déi thanh dang uét clia bénh; tuy nhién, d6i véi AMD kho giai doan sém thi ¢
thé thay d6i dot ngot thanh dang udt.
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Dang u6t, mac du chi chi€ém 15 phan tram cdc trudng hop, nhung 1am cho
90 phan tram bi mu va dugc coi 1a AMD sém (khong phai 1a giai doan sém hoac
trung gian cia AMD uét). AMD uét thuong dén trude dang kho ctia bénh. Khi
dang kho tré nén té hon thi mot s6 ngudi bat ddu ¢ cdc mach mau bét thuong
16n 1én ding sau diém. C4c mach méu nay rat yéu va s& bi do chat 16ng va mdu

(vi th€ goi 1a thodi hod diém vang uét), gay tdn thuong nhanh chéng diém.

Dang kh6 ctia AMD s& thudng bat ddu 1am thi gidc bi mo nhe. Pic biét
tam cua thi gidc sau d6 trd nén bi m& va viing ndy trd nén 16n hon khi bénh tién
trién. Khong c6 céc triéu ching duge chd ¥ néu chi mot mét bi anh hudng. O
dang AMD udt, cdc dudng thang c6 thé xudt hién gon séng va viéc mét thi gidc

tam c6 thé xudt hién nhanh chéng.

Su chén dodn bénh thodi hod diém vang thudng bao gém viéc kiém tra mét
gidn ra, thit nghiém d¢ tinh nhanh cta thi gidc, va tdm nhin nguoc clia mat nhd
stt dung phuong phdp goi 1a soi ddy mét dé giip chin doin AMD, va néu AMD
u6t duge nghi ngo thi viéc chup tia X mach floresxein ciing cé thé duogc tién
hanh. Néu AMD kho dat t6i céc giai doan sém thi khong c6 phuong phép diéu tri
thong dung nao dé€ ngan ngita mét thi gidc. Tuy nhién, ch€ phim liéu cao dic
hiéu chita cdc chat chong oxy hod va k&m c6 thé 1am cham tré hoac ngan ngira
AMD trung gian khéi tién trién thanh giai doan sém. Macugen® (dung dich tiém
truyén natri pegaptanib), liéu phdp quang dong va quang dong tu laze c6 thé
kiém sodt su hinh thanh mach mdu bat thudng va su chay mau trong diém, né cé
ich v6i mot s6 nguoi bi AMD u6t; tuy nhién, thi gidc da mat s& khong phuc héi
dugc bang cic ky thuat nay. Néu thi luc di mat, cdc thiét bi hd tro thi luc kém

hién c6 c¢6 thé gidp cai thién chat lugng cudc séng.

Mot trong cdc dau hiéu sém nhit ctia thodi hod diém vang lién quan dén
tudi (AMD) 1a su tich tu cha cdc chat ling can ngoai bao da biét nhu drusen giita

phién nén cta epitheli tao mau vong mac (RPE) va mang Bruch (BM). Cic
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nghién ctiu méi day clia Anderson et al. di khang dinh rang drusen chia beta
dang tinh bot. (Experimental Eye Research 78 (2004) 243-256).

Nghién citu dang trién khai ti€p tuc cic nghién ciu thim do vé cic nhan t6
moi truong, di truyén va ch€ do an uéng c6 thé gép phan vao AMD. Cic phuong
phdp di€u tri méi ciing dugc khio sét, bao gébm ciy ghép t&€ bao vong mac, cic
dugc chat s&€ ngan ngira hoac 1am chim lai qué trinh tién trién ctia bénh, liéu
phép bic xa, cdc liéu phap gen, chip mdy tinh cdy vao véng mac dé€ c6 thé gidp
kich thich thi gidc va cdc tic nhan s& ngan ngita sy hinh thanh cta cic mach m4u

méi duédi diém.

Nhén t6 quan trong dé can nhic khi trién khai cdc dugc chat méi 1a dé six
dung cho cdc bénh nhan dich. Dang phan ph6i dugc chdt qua dudng miéng, cu
thé 1a cdc vién nén, vién nang va gel mém, chiém 70% tit ci céc dang liéu st
dung vi su tién loi cho bénh nhéan. Céc chuyén vién thiét k€& thuéc dong ¥ ring
cac bénh nhan thich céch sl dung qua dudng miéng hon st dung qua dudng tiém
truyén hodc cich khéc, hon céc dang st dung thudc x4m nhap. C4c ch€ phidm véi
céc khoang thoi gian liéu giai phéng cham (nghia 1a gidi phéng ngly mot 14n
hoac gidi phéng kéo dai) ciing thich hop. C4c khéng thé d& sir dung dudi cdc
dang liéu st dung qua dudng miéng lam ting su ung thuan cha bénh nhan trong

qua trinh diéu tri.

Dicu cén thiét 1a cdc phuong phép va cdc ché phdm hitu hiéu dé ngan chan
va nham vao cdc bién ching c6 lién quan dén bénh thodi hod dang tinh bot,
nhém céc bénh va cdc 16i loan lién quan dén su hinh thanh méang dang tinh bot
bao géom bénh thodi hod dang tinh bot thit phat va bénh thosi hod dang tinh bot
liéen quan dén tudi nhu cdc bénh bao gém, nhung khong gidi han &, cic r6i loan
than kinh nhu bénh Alzheimer (AD), sa siit tif tué thé Lewy, hoi ching Down,
ching xuét huyét nfo di truyén véi thodi hod dang tinh bot (loai Dutch); bénh
phttc hop Guam Parkinson-Dementia; cing nhu cdc bénh khac dua vao hodc lién

quan dén cic protein tuong tu dang tinh bot nhu liét trén nhan tién trién, bénh xo
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cting rai rac; bénh Creutzfeld Jacob, bénh Parkinson, sa stit tri tué lién quan dén
HIV, ALS (xo ciing c6t bén teo co), bénh ti€u dudng bit ddu tudi trudng thanh;
thodi hod dang tinh bot tim 140 suy; cdc khéi u noi tiét, va cdc bénh khéc, ké ca
bénh thodi hod diém vang. Dic biét, diéu cin thiét 12 cdc tdc nhan cé thé chong
lai céc trigu ching sinh 1y ctia bénh nhu sy hinh thanh cia cdc mang c6 lién quan

dén su tich tu cua c4c soi tinh bot hodc peptit twong tu tinh bot.

Cic khéng thé khang dang tinh bot dugc tao ra bing cdch tiém truyén AP,
42 trOn Vo td dugc hoan toan va khong hoan toan Freund dugc ching minh 13 c6
khd nang lam gidm lugng tinh bot tich tu & chudt chuyén gen cho bénh
Alzheimer ¢ ngudi (Schenk et al., 1999). Viéc tiém truyén trong bung AP,
tetrapalmitoyl hod hoi phuc trong cdc liposom cho chuo6t chuyén gen NORBA
tao ra cdc do chuén déng ké clia cdc khéng thé khdng tinh bot, né ciing ching
minh kha nang c6 thé 1am tan cdc s¢i va cidc mang dang tinh bot in vitro va in

vivo (Nicolau et al., 2002).

Co ché thich hop nhd d6 lam tan céc soi va cdc ming dang tinh bot nay
sinh trudc tién bang su dé xudt clia Bard et al., (2000), ngudi da dua ra két luan,
dua vao thong s6 clia ching, rang cdc khéng thé opsonin hod cic mang, sau dé
chiing bi pha huy bdi cic dai thuc bao ctia céc vi t€ bao than kinh. De Mattos et
al., (2001) cho biét rang mAb truc ti€p chong lai ving tam cia tinh bot S c6 thé
gan két va co 1ap hoan toan tinh bot trong plasma. Ho tranh luan ring su c6 mat
clia cdc mAb d6 trong qud trinh tudn hoan l1am chuyén rdi trang théi can bing
cta Af gifta ndo va plasma, gidp cho viéc 1am sach va di ho4 ngoai bién thay cho

lang dong trong nio.

Liéu phép diéu tri cho ngudi kéo dai bang khang thé bo gam nhidm cé thé
tao ra dép tng khing globulin dugc phat hién vao khodng 8-12 ngay sau khi st
dung va dat dén dinh vao khoing 20-30 ngdy. Néu xdy ra dap tng khing
globulin, thi viéc diéu tri phai dinh chi sau khong nhiéu hon 10 ngay va viéc diéu

tri lai vao ngay sau cing thuong duoc ngan nglra vi né s€ tao ra su tdn cong
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nhanh cla dép ting khang globulin thit phdt. Mac du c4c khang thé bo gam nham
¢6 chung muc dé bdo toan trinh tu 16n v6i mitc do cla céc khang thé ngudi, thi
van c6 nhiéu khéc biét trinh tu gitta cdc khang thé ngudi va khang thé bo gam

nhdm du d€ cdc khéng thé bo gam nham tao mién dich & ngudi.

Van dé nay c6 thé khic phuc dugc bang cdch 1am phét sinh c4c khéng thé
truc ti€p & nguoi hoac bang cdch tao ra “su tuong thich véi ngudi” (ak.a. khing
thé "tao hinh lai'). Khang thé dugc 1am tuong thich v6i ngudi ¢6 trinh tu axit
amin ctia ving bi€n ddi chia cdc CDR thu dugc tir bd gam nham dit rai rdc & cic
trinh tu khung ngudi hodc tuong tu ngudi. Do tinh dac hiéu cta khidng thé duoc
lam tuo‘ng thich v61 ngudi duoc tao ra bdi cdc CDR thu dugc tir bd gam nhdm,
nén céc goc cua ching dugc st dung vé co ban khong thay ddi chi véi céc cai
bién nho6 dugc cho phép, n6 khong gay trd ngai déng ké cho 4i luc va tinh dac
hiéu ctia khéng thé cho khdng nguyén dich cta né. Cic géc khung c6 thé thu
duoc tir ving bién déi bat ky clia dong vat linh trudng, hodc dic biét tir viing bién
d6i bat ky ctia ngudi hodc ¢6 thé 1a t6 hop cta chiing va viing bién déi thiét k&

thu dugc s€ dugc xem xét tao hinh lai.

D¢ t6i da hod khé nang ring 4i luc s& dugc duy tri & khang thé tao hinh lai
la quan trong dé€ tao ra su chon loc thich hop ctia ving khung. D3 biét rang cac
trinh tu khung str dung dé giit cdc CDR theo dinh huéng khong gian chuin cha
chiing dé tuong tdc véi khang nguyeén, va ring cdc géc khung doi khi c6 thé con
tham gia vao gan két khang nguyén. Dé duy tri 4i luc ctia khang thé doi véi
khdng nguyén ctia né c6 loi néu chon loc cdc trinh tu khung ngudi phin 16n
tuong tu v6i cic trinh tu cta cic khung bo gam nhdm. Tiép theo c6 thé vin cin
thiét d€ thay th€ mot hodc nhiéu axit amin & trinh tu khung ngudi véi goc tuong
ting & khung bo gam nhdm dé€ trdnh mét 4i luc. Su thay thé€ ndy c6 thé duogc giip

dd bang cdch 1ap mo hinh theo may tinh.

Sang ch€ dé xudt cdc phuong phép va céc dugec phdm méi bao gém cdc

khing thé dac hiéu cao va rét c6 hiéu qua, dac biét 1a cic khang thé dang kham |
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ké c& céc manh cla chiing, dic biét hon 1a céc khing thé dugc 1am tuong thich
v6i ngudi mot phan hodc hoan toan ké ca cdc manh cla ching, c6 kha nang nhan
dang va gan két dic hiéu vdi céc epitop dic hiéu tir cdc loai khdng nguyén dang
tinh bot £, n6 c6 thé c6 mat véi khang thé dusi dang monome, dime, trime, v.v..
dang polyme, du6i dang t6 hgp, cdc sgi, cidc soi manh rit nhd hoidc duéi dang
ngung tu cta mang. Cdc khéng thé dugc 1am cho c6 kha ning bang su chi din
clia sang ché& duogc dic biét sit dung dé diéu tri cdc bénh thodi hoa dang tinh bot,
nhém cic bénh va céc r6i loan do hoic ¢6 lién quan dén su hinh thanh mang tinh
bot bao gém bénh thodi hod dang tinh bot thi phdt va thodi hod dang tinh bot
lién quan dén tudi tic bao gom, nhung khong gidi han &, c4c 16i loan thin kinh
nhu bénh Alzheimer (AD), sa sut trf tué thé Lewy, hoi chiing Down, xuét huyét
ndo di truyén vdéi thodi hod dang tinh bot (dang Dutch); bénh phitc hgp Guam
Parkinson-Dementia; cing nhu cdc bénh khac can ctt vao hoac lién quan dén céc
protein twong tu dang tinh bt nhur bénh liét trén nhéan tién trién, bénh xo cting rai
rac; bénh Creutzfeld Jacob, xuat huyét ndo di truyén véi thodi hod dang tinh bot
dang Dutch, bénh Parkinson, sa stt tri tué lién quan dén HIV, ALS (xo cing cot
bén teo co), bénh tiéu dudng bat ddu tudi trudng thanh; thodi hod dang tinh bot
tim ldo suy; cdc khéi u ndi tiét, va céc bénh khéc, ké ca bénh thodi hod diém

vang, chi ké tén mot s6 loai.
Ban chit ky thuat cua sang ché

Theo mot phuong 4n, sdng ché€ dé xuat khang thé dang khdm hodc manh
clia ching, hoic khing thé dugc lam twong thich v6i ngudi hoic manh cia
chiing, c¢6 thé nhan dang va gin két véi it nhat mot diém gan két tach biét, cu thé
12 v6i it nhat hai diém gin két tach biét, va dic biét hon 1a véi it nhat ba diém
gén ket tach biét trén protein dang tinh bot A trong dé méi trong s6 mot diém gan
két tdch biét, it nhat hai diém gin két tdch biét va it nhat ba diém gin két tich
biét nay bao gém it nhat mot hodc hai gdc axit amin lién ti€p phan 16n lién quan

dén gan két clia khéng thé.
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Dac biét, khdng thé dang kham hodc manh clia ching, hoic khéing thé
dugc lam tuong thich v6i ngudi hodc ménh cta ching theo sang ché gan két véi
it nhat hai, cu thé 1 véi it nhét ba diém gin keét tich biét trén protein dang tinh
bot f trong d6 it nhat hai trong s6 ba diém gén két tach biét bao gém it nhat hai
goc axit amin lién ti€p phin 16n lién quan dén gén két clia khang thé va it nhat

mot trong ba diém gan két tich biét bao gdm it nhit mot gdc axit amin.

It nhit hai diém gén két tich biét bao gém 1t nhat hai g0Oc axit amin lién
ti€p phan 16n lién quan dén gan két cha khdng thé dugc dinh vi gin nhau trén
khéng nguyén, tdch biét va/hodac & bén sudn bang it nhit mot géc axit amin
khong lién quan dén gan két khang thé hodc v6i mot mitc nhé hon dang ké so véi
it nhat hai goc axit amin lién ti€p nay, vi vay tao ra mot epitop didt doan cdu hinh

riéng.

It nhit ba diém gin két tdch biét bao gom it nhat hai gbc axit amin lién
ti€p va it nhat mot gbc axit amin tuong ting, phdn 16n lién quan dén gin két cia
khéng thé dugc dinh vi gén nhau trén epitop, tich biét va/hoic & bén sudn bang it
nhat mdt goc axit amin khong lién quan dén gan két khang thé hoic v6i mot mic
nho hon ding ké so vdi céc gdc axit amin, phan 16n lién quan dén gin két cha

khéng thé, vi vy tao ra mot epitop diit doan c4u hinh riéng.

Dac biét, khang thé dang kham hodc manh ctia ching, hoic khing thé
dugc lam tuong thich vé6i nguoi hoac manh cua chiing duge dé xuét, c6 thé nhan
dang va géan két vdi it nhat mot diém gan két tach biét, cu thé 1 véi it nhat hai
diém gén két tach biét, dac biét hon 1a véi it nhét ba diém gin két tdch biet
protein dang tinh bot 3 trong d6 méi trong s6 it nhat mot diém gan két tach biét
nay hodac it nhat hai diém gén keét tdch biét nay bao gém it nhét hai géc axit amin
lién ti€p phan 16n lién quan dén gan két cha khang thé, trong dé it nhét hai goc
axit amin lién ti€p thé hién diém gén két thi nhét 1a -Phe-Phe- gin vao trong

trinh tv nhan duéi day (SEQ ID NO:9):
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Xaa, - Phe - Phe - Xaa, - Xaas - Xaag, trong dé

Xaa; la goc axit amin dugc chon tit nhém bao gébm Ala, Val, Leu,

norléuxin, Met, Phe va Ile;

Xaa, la goc axit amin dugc chon tir nhém bao gébm Ala, Val, Leu, Ser va

Ile;
Xaa, la g6c axit amin dugc chon tit nhém bao gébm Glu va Asp,

Xaag 1a goc axit amin dugc chon tir nhém bao gém Glu va Asp, va trong
dé cdc goc axit amin nay Xaa,, Xaa,, Xaas va Xaag khong lién quan dén gan két

khéng thé hodc v6i mot mic nhd hon ddng ké so véi diém gin két -Phe-Phe-.

Theo mot phuong 4n khdc cta sdng ché, khdng thé dang kham hoic manh
clia chiing, hoac khéng thé dugc lam tuong thich véi ngudi hodc manh ciia ching

dugc dé xuét, trong d6
Xaa, la Val hoac Leu, nhung dac biét 1a Val;
Xaa, la Ala hodac Val, nhung dac biét 1a Ala;
Xaa, 1a Glu hoac Asp, nhung dac biét 1a Glu;
Xaag 12 Glu hodac Asp, nhung dic biét 1a Asp.

Dic biét, khing thé dang khdm hodc ménh cha ching, hoic khing thé
dugc lam tuong thich véi nguoi hoac manh ctia ching duge dé xuét, c6 thé nhan
dang va gan két véi it nhat mot diém gin két tich biét, cu thé 14 vé6i it nhat hai
diém gan ket tach biét, dic biét hon 1a véi it nhit ba diém gin két tich biét trén
protein dang tinh bot f§ trong d6 cdc diém gin két tich biét nay bao gém it nhit
mot va it nhat hai goc axit amin lién ti€p tuong tng, phan 16n lién quan dén gin
két ctia khdng thé, trong d6 it nhat hai géc axit amin lién tiép thé hién diém gin
két thit nhat la -Phe-Phe- va it nhat mot géc axit amin 12 -His- gan vao trong

trinh tu nhan dudi day:
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- Xaa, - His - Xaa, - Xaa, - Xaa - Xaa, - Phe - Phe - Xaa, - Xaa, - Xaa,-,
trong dé

Xaa, 1a goc axit amin dugc chon tir nhém bao gém His, Asn, Gln, Lys va

Arg

Xaa, la géc axit amin dugc chon tir nhém bao gom Asn va Gln

Xaa, 1a gbéc axit amin dugc chon tit nhém bao gobm His, Asn, Gln, Lys va
Arg |

Xaas l1a goc axit amin duoc chon tir nhém bao gdbm Ala, Val, Leu, Ser va
Ile;

Xaag 1a goc axit amin dugc chon tt nhém bao gébm Ala, Val, Leu,

norleuxin, Met, Phe, va Ile
Xaa, la géc axit amin dugc chon tir nhém bao gobm Ala, Val, Leu va Ile
Xaag 12 gdc axit amin dugc chon tir nhém bao gébm Glu va Asp,

Xaa, 1a gbc axit amin dugc chon tir nhém bao gém Glu va Asp, va trong
d6 cac gbc axit amin nay Xaa,, Xaa,, Xaa,, Xaa,, Xaas va Xaa, khong lién quan
dén gén két khdng thé hodc t6i mot mic nhd hon dén nhd hon dang ké so véi

diém gan két -His- va -Phe-Phe- tuong tng.

Theo mot phuong 4n khac cha sdng ché, khang thé dang kham hodc manh
ctia chiing, hoic khang thé dugc 1am tuong thich véi ngudi hodc manh ctia ching

dugc dé xuét, trong dé6
Xaay 1a Gln hodc Asn, nhung dic biét 1a Gln;
Xaa, la Lys;

Xaas la Leu;
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Xaag 1a Val hoac Leu, nhung dac biét 1a Val;
Xaa, 1a Ala hoac Val, nhung dac biét 1a Ala;
Xaag 1a Glu hoiac Asp, nhung dac biét 1a Glu; va
Xaa, 1a Asp hodc Glu, nhung dac biét 1a Asp.

Theo mot phuong 4n khéc cla sdng ché, khang thé dang kham hodc manh
ctia chiing, hoic khang thé duoc 1am tuong thich v6i ngudi hodc méanh cia ching
duoc dé xudt, c6 thé nhan dang va gin két véi it nhat mot diém gén két tach biét,
cu thé 14 véi it nhat hai diém gén két tdch biét, dic biét hon 1 véi it nhat ba diém
gan két tdch biét trén protein dang tinh bot 5, trong d6 moi trong s6 it nhat mot
diém gan két tdch biét ndy hodc it nhat hai diém gén két tach biét nay bao gém it
nhat hai g6c axit amin lién ti€p phan 16n lién quan dén gin két cta khang thé,
trong dé it nhat hai goc axit amin lién ti€p thé hién diém gin két thi hai 1a -Lys-

Leu- gén vao trong trinh tu nhan duéi day (SEQ ID NO:10):
Xaa, - Xaa, - Lys - Leu - Xaa, trong d6
Xaa, 1a goc axit amin dugc chon tit nhém bao gom His, Asn, Gln Lys va
Arg;
Xaa, 1a géc axit amin dugc chon tir nhém bao gdbm Asn va Gln;
Xaa, 1a goc axit amin duoc chon tt nhém bao gém Ala, Val, Leu,
norleuxin, Met, Phe, va Ile; va trong d6 cdc goc axit amin nay Xaa,; Xaa; khong

lién quan dén gin két khéng thé hoic t6i mot mic nhd hon dén midc nhd hon

d4ng ké so véi diém gan két -Lys-Leu-.

Theo mot phuong 4n khac clia sang ch€, khang thé dang kham hodc mot
manh ctlia ching, hodc khéng thé duoc 1am tuong thich v6i ngudi hodc mot manh
clia ching duoc dé xuat, c6 thé nhan dang va gin két véi it nhat mot diém gan

két tach biét, cu thé 12 véi it nhat hai diém géin két tich biét, dic biét hon 1a véi it
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nhat ba diém gin két tich biét trén protein dang tinh bot B trong d6 céc diém gén
két tach biét nay bao gém it nhat mot va it nhat hai géc axit amin lién ti€p tuong
ting, phn 16n lién quan dén gin két clia khéng thé, trong d6 it nhit mot va it
nhét hai axit amin lién tiép, dugc tdch bang it nhat mot gbc axit amin khong lién
quan dén gin két khang thé hoic v6i mot mic nhd hon ding ké so véi cdc goc
axit amin phan 16n lién quan dén gén két cta khéng thé, 1a -His- va -Lys-Leu-

tuong ting, duoc gin vao trong trinh tu nhan dudi day:
His - Xaa, - Lys - Leu - Xaa, - Xaa, - Xaa; - Xaa, - Xaa, - Xaag - trong do
Xaa, 1a gdc axit amin dugc chon tir nhém bao gém Asn va Gln;

Xaa, 12 goc axit amin dugc chon tr nhém bao gom Ala, Val, Leu,

norleuxin, Met, Phe, va Ile;

Xaa, 12 goc axit amin dugc chon tr nhém bao goém Ala, Val, Leu,

norleuxin, Met, Phe va Ile;

Xaa; 12 g6c duge chon tir nhém bao gdm c6 Ala, Val, Leu, norleuxin, Met,

Phe va Ile;

Xaa, 1a goc axit amin duge chon tir nhom bao gobm Ala, Val, Leu, Ser va

Ile;
Xaa, 1a g6c axit amin dugc chon tir nhém bao gém Glu va Asp,

Xaay, 12 g6c axit amin dugc chon tir nhém bao gom Glu va Asp va trong dé
cdc gbc axit amin nay Xaa,, Xaa,, Xaa,, Xaa, va Xaag khong lién quan dén gan
két khang thé hodc t6i mot mitc nhé hon dén mic nhd hon ddng ké so véi diém

gin két -His- va -Lys-Leu- tuong tng.

Theo mot phuong 4n khic clia sing ché, khang thé dang kham hoac manh
ctia chiing, hoic khdng thé dugc 1am tuong thich v6i nguoi hoac manh ctia ching

duoc dé xuat, trong d6
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Xaa, 1a Gln hoac Asn, nhung dac biét 1a Gln;
Xaa, l1a Val hoac Leu, nhung dac biét Ia Val;
Xaa, 1a Phe;

Xaas 1a Phe;

Xaag 1a Ala hoac Val, nhung dac biét 1a Ala;
Xaa, la Glu hoac Asp, nhung dac biét 1a Glu; va
Xaag la Asp hodc Glu, nhung dac biét 1a Asp.

Theo mot phuong 4n khéc ctia sdng ché, khang thé dang kham hoic manh
clia ching, hodc khéng thé dugc 1am tuong thich vé6i ngudi hoic manh clia chiing
dugc dé xuét, cé thé nhan dang va gin két véi it nhat hai diém gén két tach biét
trén protein dang tinh bot f trong d6 mdi trong sd it nhat hai diém gin két tach
biét nay bao goém it nhat hai g6c axit amin lién ti€p phéan 16n lién quan dén gin
két clia khdng thé, trong d6 it nhat hai axit amin lién ti€p duoc tach bdi it nhat
mot géc axit amin khong lién quan dén géan két khang thé hoic véi mot mic nhd
hon ddng k€ so véi céc g6c axit amin lién ti€p, 1 -Phe-Phe- va -Lys-Leu- tuong
ting, thé hién diém gén két thd nhét va thit hai gan vao trong trinh tu nhan dudi

day:
Xaa, - Xaa, - Lys - Leu - Xaa, - Phe - Phe - Xaa, - Xaa, - Xaa,, trong d6

Xaa, la goc axit amin dugc chon tit nhém bao gébm His, Asn, Gln Lys va

Arg;
Xaa, la goc axit amin dugc chon tit nhém bao gém Asn va Gln;

Xaa; la goc axit amin dugc chon tr nhém bao gém Ala, Val, Leu,

norleuxin, Met, Phe va Ile;
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Xaa, 1a gdc axit amin dugc chon tir nhém bao gom Ala, Val, Leu, Ser va

Ile;
Xaas 1a g6c axit amin dugc chon tir nhém bao gom Glu va Asp,

Xaag 12 goc axit amin dugc chon tit nhém bao gdém Glu va Asp va trong dé
céc gbc axit amin nay Xaa,, Xaa,, Xaa,, Xaas va Xaa, khong lién quan dén gin
két khang thé hodc t6i mot mitc nhd hon dén miic nhé hon ding ké so véi diém

gan két -Lys-Leu- va - Phe-Phe- tuong tng.

Theo mot phuong 4n khdc cta séng ché, khéng thé dang khdm hoidc manh
ctia chiing, hodc khang thé dugc 1am tuong thich véi ngudi hodc manh clia ching
duoc dé xuat, c6 thé nhan dang va gin két véi it nhat mot diém gén két tdch biét,
cu thé 1a véi it nhat hai diém gan két tdch biét, dic biét hon la véi it nhat ba diém
gin két tach biét trén protein dang tinh bot f trong dé cdc diém gin két tach biét
nay bao gém it nhat mot va it nhat hai goc axit amin lién ti€p tuong tGng, phan
16n lién quan dén géan két ca khang thé, trong d6 it nhat mot va it nhét hai axit
amin lién ti€p dugc tdch bang {t nhat mot gbe axit amin khong lién quan dén gan
két khang thé hodc v6i mot miic nhd hon ddng ké so vé6i céc gbe axit amin, phan
16n lién quan dén gin két ctia khang thé, va trong d6 cdc g6c axit amin nay Ia -

His- va -Phe-Phe- va -Lys-Leu- tuong ting, gin vao trong trinh tu nhan dudi day:
His - Xaa, - Lys - Leu - Xaa, - Phe - Phe - Xaa, - Xaas - Xaa,, trong dé
Xaa, la g6c axit amin dugc chon tir nhém bao gébm Asn va Gln;

Xaa, 1a g6c axit amin dugc chon tit nhém bao gébm Ala, Val, Leu,

norleuxin, Met, Phe va Ile;

Xaa, la goc axit amin duoc chon tir nhém bao géom Ala, Val, Leu, Ser va

Ile;

Xaas la g6c axit amin dugc chon tir nhém bao gom Glu va Asp,
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Xaag 1a goc axit amin duoc chon tir nhém bao goém Glu va Asp, va trong
dé cac goc axit amin nay Xaa,, Xaa,, Xaa,, Xaas, Xaa; khong lién quan dén gin
két khang thé hodc t6i mot mitc nhé hon dén mitc nhé hon dang ké so véi diém

gan két -His-, -Lys- Leu- va -Phe-Phe- tuong ting.

Theo mot phuong 4n khic cua sdng ché, khang thé dang kham hoic manh
ctia ching, hodc khang thé duge 1am tuong thich véi ngudi hoic manh clia chiing

dugc dé xuit, trong d6
Xaa, 1a Gln hodc Asn, nhung dac biét 1a Gln;
Xaa, 1a Val hoac Leu, nhung dac biét 1a Val,
Xaa, l1a Ala hodc Val, nhung dic biét 1a Ala;
Xaas 1a Glu hodc Asp, nhung dac biét 1a Glu; va
Xaag l1a Asp hodc Glu, nhung dac biét 1a Asp.

Theo mot phuong 4n khéc cua sdng ché, khang thé dang khidm hoic manh
cta chiing, hodc khdng thé dugc 1am tuong thich vé6i ngudi hoic manh ctia ching
dugc dé xuét, c6 thé nhan dang va gén két véi it nhat hai diém gan két tach biét
trén protein dang tinh bot S trong d6 méi trong s6 it nhat hai diém gin két tich
biét nay bao gom it nhat hai géc axit amin lién tiép phan 16n lién quan dén gin
két cta khang thé, trong d6 it nhat hai axit amin lién ti€p dugc tdch bang it nhat
mot goc axit amin khong lién quan dén gin két khang thé hodc véi mot mic nhd
hon ddng ké so véi g6c axit amin lién ti€p nay, 1a -Phe-Phe- va -Lys-Leu- tuong
tng, thé hién diém gin két thit nhét va thi hai gan vao trong trinh tu nhan dudi

day:
Xaa, - Xaa, - Lys - Leu - Xaa, - Phe - Phe - Xaa, - Xaas - Xaa,, trong d6

Xaa, la goc axit amin dugc chon tr nhém bao gém His, Asn, Gln, Lys va

Arg;

-19-



40905

Xaa, 1a g6c axit amin dugc chon tir nhém bao gom Asn va Gln;

Xaa, 12 g6c axit amin dugc chon tir nhém bao gébm Val, Ala, Leu, Met,

Phe, norleuxin va Ile
Xaa, 1a goc axit amin dugc chon tit nhém bao gém Ala, Val, Leu va Ile;
Xaag 14 g6c axit amin dugc chon tit nhém bao gom Glu va Asp,

Xaag 12 goc axit amin dugc chon tir nhém bao gém Glu va Asp, va trong
dé cic gdc axit amin nay Xaa,, Xaa,, Xaa,, Xaas, Xaa, khong lién quan dén gén
két khang thé hoac t6i mot mitc nhd hon dén muc nhd hon ddng ké nhu so véi

diém gén két -Lys-Leu- va -Phe-Phe- tuong tng.

Theo mot phuong 4n khic ctia sdng ché, khang thé dang kham hoac manh
clia chiing, hodc khang thé dugc 1am tuong thich v6i ngudi hodc méanh cta ching

duoc dé xuat, trong dé
Xaa, la His hoac Arg, nhung dac biét 1a His;
Xaa, 1a GIn hodc Asn, nhung dac biét 1a Gln;
Xaa, la Val hoac Leu, nhung dac biét 1a Val;
Xaa, la Alahoac Val, nhung déc biét 1a Ala;
Xaa, 12 Glu hodc Asp, nhung dic biét 1a Glu; va
Xaag 1a Asp hoac Glu, nhung dac biét 1a Asp.

Theo mot phuong 4n cla séng ché, khing thé dang kham hodc manh cta
chiing, hodc khing thé duoc 1am tuong thich v6i ngudi hoac manh cia ching
duoc dé xuit c6 thé nhan dang va gén két véi it nhat hai diém gén két tach biét
trén protein dang tinh bot S, trong d6 méi trong s6 it nhat hai diém gan két tach
biét nay bao gém it nhat hai goc axit amin lién ti€p phan 16n lién quan dén gan

két ctia khang thé, 1a - Phe - Phe - Ala - Glu -, cu thé 1a - Phe - Phe - Ala -,
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nhung dic biét 1a - Phe - Phe - va - Lys - Leu - twong ting, va trong d6 it nhat hai
diém gan két tdch biét nay c6 trinh tu axit amin - Val - Phe - Phe - Ala - Glu -
Asp - thé hién trong SEQ ID NO:7 va trinh tu axit amin - His - Gln - Lys - Leu -
Val - thé hién trong SEQ ID NO: 8 tuong tng.

Theo mot phuong 4n cla sing ché, khang thé dang kham hoic manh cta
chiing, hodc khéng thé dugc 1am tuong thich véi ngudi hodc manh cla ching
dugc dé xuét, c6 thé nhan dang va gin két véi it nhat mot diém gan két tdch biét,
cu thé 12 v6i it nhat hai diém gan két tich biét, ddc biét hon 12 véi it nhét ba diém
gén két tach biét trén protein dang tinh bot A trong d6 it nhat mot diém gan két
tdch biét nay hoic it nhét hai diém gén két tich biét nay bao goém it nhat mot va
it nhat hai goc axit amin lién ti€p tuong Gng, phén 16n lién quan dén gan két cla
khéng thé, 12 - Phe - Phe- va - Lys — Leu -, va - His - tuong ting, trong d6 céc
diém gin két tdch biét ndy gén vao trinh tu axit amin - Val - Phe - Phe - Ala —

Glu -, va trinh tu axit amin - His - Gln - Lys - Leu - Val - twong tng.

Theo mot phuong 4n khic chia sdng ché, khang thé dang kham hoac manh
ctia chiing, hoic khéng thé dugc 1am tuong thich v6i nguoi hoac manh ctia ching
bao gébm mot nhan dang khdng nguyén va diém gén két c6 thé nhan dang va gan
két vé6i it nhat hai diém gin két tdch biét trén protein dang tinh bot f trong dé
mdi trong s6it nhat hai diém gin két tich biét nay bao gém it nhat hai goc axit
amin lién ti€p trong trinh tu axit amin da cho trong SEQ ID NO : 7 va 8, tuong
Gng, trong d6 géc axit amin lién ti€p nay, cu thé 1a -Phe- Phe- va -Lys-Leu-,

phan 16n lién quan dén gén két cua protein dang tinh bot f.

Theo mét phuong 4n dic biét nita clia séng ché, khang thé hodc manh ctia
ching theo sdng ché dugc dé xudt, gan két v6i 4 diém géan két tich biét trén
protein dang tinh bot 8 trong d6 4 diém gan két tich biét nay bao gém 2 diém
gin két trong d6 méi diém bao gdm mot goc axit amin va méi trong s6 2 di€m
gin két bao gom hai gdc axit amin lién ti€p, cdc goc d6 phan 16n lién quan dén

gin két ctia khang thé, trong d6 4 diém gan két tich biét nay duoc dinh vi gan
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nhau trén protein dang tinh bot £, va trong d6 4 diém gan két nay dugc tich bang
it nhit mot gdc axit amin khong lién quan dén gin két khang thé hodc c6 lién
quan nhung v6i mutic nhé hon dédng ké so v6i mot gbc axit amin nay va hai géc
axit amin lién tiép nay ctia 4 di€ém gan két tdch biét vi vay tao ra mot epitop dut

doan c4u hinh riéng.

Pic biét, gbc thi nhét trong s6 hai gbc axit amin lién ti€p phr?in 16n lién
quan dén gén két ctia khéng thé 1a -Lys-Leu-, va g6c thit hai trong s6 it nhit hai
gdc axit amin lién tiép 1a -Phe-Phe-, gc thit nhét trong s6 cic goc axit amin don
12 -His- va g6c thit hai trong s6 céc gdoc axit amin don 13 -Asp- gén vao trong

trinh tu nhan duéi day:

- Xaa, — His — Xaa, — Lys — Leu — Xaa, — Phe — Phe — Xaa, —
Xaa;— Asp — Xaag

trong d6

Xaa, 1a goc axit amin dugc chon tir nhém bao gom His, Asn, Gln, Lys va

Arg, nhung dac biét 1a His;

Xaa, 12 g6c axit amin dugc chon tit nhém bao gébm Asn va Gln, nhung dac
biét 1a Gln;

Xaa, 1a g6c axit amin dugc chon tir nhém bao gom Ala, Val, Leu,

norleuxin, Met, Phe, va Ile, cu thé 1a Val;

Xaa, 1a axit amin géc duoc chon tir nhém bao géom Ala, Val, Leu, Ser va

Ile, cu thé 1a Ala;

Xaas 14 g6c axit amin dugc chon tir nhém bao gém Glu va Asp, cu thé 1a

Glu;

Xaa, 1a goc axit amin dugc chon tt nhém bao gom Ala, Val, Leu,

norleuxin, Met, Phe va Ile, cu thé 13 Val; va trong d6 céc goc axit amin nay Xaa,,
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Xaa,, Xaa,, Xaa,, Xaa,, Xaa, khong lién quan dén gin két khing thé hoic lién
quan dén gin két nhung v6i mot mitc nhd hon dédng ké so vé6i diém gén két -His-,
-Asp-, -Lys-Leu va -Phe-Phe-.

Theo mot phuong 4n, sdng ché dé xuat khdng thé hoic manh cta chiing
theo sang ché, gin két véi 4 diém gin két tdch biét trén protein dang tinh bot S,
trong d6 4 diém gin két tdch biét ndy bao gém hai diém gin két trong d6 méi
diém bao gém mot goc axit amin va hai diém gén két trong dé mdi diém bao
gbm hai gdc axit amin lién ti€p, trong d6 gdoc thi nhat trong hai géc axit amin
lién tiép phan 16n lién quan dén gin két ctia khdng thé 1a -Lys-Leu-, va géc thi
hai trong it nhat hai g6c axit amin lién ti€p 1 -Phe-Phe-, géc thit nhit trong s6
céc goc axit amin don 12 -His- va g6c thi hai trong s6 céc géc axit amin don 1a -

Asp- géan vao trong trinh tu nhan dudi day:

- Xaa, — His — Xaa, — Lys — Leu — Xaa, — Phe — Phe — Xaa, —
Xaas— Asp — Xaag

trong dé

Xaa, 1a goc axit amin dugc chon tir nhém bao gom His, Asn, Gln, Lys va

Arg, nhung dac biét 1a His;

Xaa, 1a goc axit amin dugc chon tir nhém gém c6é Asn va Gln, nhung dac

biét 12 Gln ;

Xaa, 1a goc duge chon tir nhém bao gém Ala, Val, Leu, norleuxin, Met,

Phe va Ile, cu thé 1 Val;

Xaa, 1a g6c axit amin dugc chon tir nhém bao gém Ala, Val, Leu, Ser va

Ile, cu thé 1a Ala;

Xaas 12 g6c axit amin dugc chon tir nhém bao gém Glu va Asp, cu thé 1a

Glu;
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Xaag 1a goc axit amin dugc chon tir nhém bao gébm Ala, Val, Leu,
norleuxin, Met, Phe va Ile, cu thé 1a Val; va trong dé cic goc axit amin nay Xaa,,
Xaa,, Xaa,, Xaa,, Xaa;, Xaas khong lién quan dén gén két khang thé hoic lien
quan dén gan két nhung véi mot mic nhd hon dang ké so véi diém gén két -His-,

-Asp-, -Lys-Leu- va -Phe-Phe-.

Theo mot phuong 4n dic biét cia séng ch€, cdc diém nhan dang va diém
gan két nhu dugc xéc dinh & trén tao ra mot epitop ddt quing c4u hinh riéng dinh
vi 6 vung cua protein dang tinh bot § gilta g6c axit amin tir 12 dén 24, cu thé 1a
gilta cdc goc tu 14 dén 23, dac biét hon 1a gilta cic goc axit amin 14 va 20, trong
d6 méi trong s6 it nhit hai di€ém nhan dang va gén két tich biét bao gém it nhat
2 goc axit amin, dugc dinh vi tai vi trf 16 va 17 va tai vi trf 19 va 20 tuong tng,
va trong d6 it nhat mot diém nhéan dang va gin két tach biét bao gém it nhat 1
goc axit amin dugc dinh vi tai vi tri 14, cdc g6c d6 phan 16n lién quan dén gin
két ctia protein dang tinh bot £ va trong d6é diém nhan dang va gan két tdch biét
nay la it nhat trén mot canh & bén suon boi cdc goc axit amin, cu thé 1a cic gbc
21 va 22, va tach biét boi mot goc axit amin dinh vi tai vi trf 15 va 18, cdc géc
axit amin d6é khong lién quan tryc ti€p dén gin két ctia khéng nguyén hoic, it

nhét, t6i mot mdc nho hon ddng ké.

Theo mot phuong 4n khac nifa ctia sdng ché it nhat ba di€m nhan dang va
gan két tich biét nay & bén sudn trén ca hai canh bdi cac géc axit amin, cu thé 1a
cdc goc 12 va 13, va cdc gbc 21 va 22 va dugce tdch bdi mot goc axit amin dinh vi
tai vi tri 15 va 18, cdc goc axit amin d6 khong lién quan truc ti€p dén gin két clia

khang nguyén hoac, it nhit t6i mot mdc nho hon déng ké.

Theo mot phuong dn dac biét, gbc axit amin lién tiép nay, cu thé 12 -Lys-
Leu- tai vi tri 16 va 17 va -Phe-Phe- tai vi trf 19 va 20, phan 16n lién quan dén
gan két cua protein dang tinh bot 3, gan vao viing nhan dudi day:
Val- | His- | His- | Gln- | Lys- | Leu- | Val- | Phe- | Phe- | Ala- | Glu- | Asp
»12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
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Theo mot phuong 4n dic biét khic, cdc goc axit amin nay, cu thé 1a -Lys-
Leu- tai vi trf 16 va 17 va -Phe- Phe- tai vi tri 19 va 20, va -His- tai vi tri 14, phan
16n lién quan dén gin két cua protein dang tinh bot S, duge gan vao ving nhan

duéi day:

Val- | His- | His- | Gln- | Lys- | Leu- | Val- | Phe-| Phe- | Ala- | Glu- | Asp-
12 |13 14 (15 (16 |17 |18 |19 |20 |21 |22 |23
Val- | Gly-
24 |25

Theo mot phuong 4n khéc clia sing ché, khang thé dugc 1am tuong thich
v6i ngudi hodc manh ciia chiing duge dé xuét bao gém ving bién ddi chudi nang
va chudi nhe tuong ting, it nhat mot CDR ¢6 nguén gbc khong phai nguoi, dac
biét 1a hai CDR c6 ngudn goc khong phai nguoi, dac biét hon la ba CDR c6
nguén goc khong phai ngudi, gan vao mot hoac nhiéu ving khung thu duge tir
ngudi hodc dong vat linh trudng va, tuy ¥, vang 6n dinh thu dugc tr khdng thé c6
ngudn goéc ngudi hoic dong vat linh trudng, khang thé d6 dugce lam tuong thich
v6i nguoi hodc méanh ctia ching c6 kha nang nhan dang va gan két dac hiéu véi
protein dang tinh bot B, dac biét 1a peptit don phéan tinh bot £, dac biét hon la
peptit dang tinh bot da phan £, tham chi dac biét hon 1a céc soi, cdc sgi manh rat
nhd, cac soi to f phan l1ap hoac nhu 1a mét phin cia mang dang tinh bot S, tai

epitop bao gom trinh tu axit amin duéi day (SEQ ID NO:11):
Xaa, - Xaa, - Lys - Leu - Xaa, - Phe - Phe - Xaa, - Xaa, - Xaa,, trong dé

Xaa, l1a goc axit amin duge chon tit nhém bao géom His, Asn va Gln,

nhung dac biét 1a His;

Xaa, 12 goc axit amin dugc chon tir nhém bao gébm Asn va Gln, nhung dac

biét 1a Gln; va
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Xaa, 12 goc axit amin dugc chon tir nhém bao gém Val, Leu va Ile, nhung

dac biétla Val;

Xaa, 14 goc axit amin dugc chon tir nhém bao géom Ala va Val, nhung dac
biét 1a Ala;

Xaa, 14 g6c axit amin dugc chon tir nhém bao gébm Glu va Asp, nhung déc
biét 1a Glu;

Xaag 12 g6c axit amin dugc chon tit nhém bao gém Glu va Asp, nhung déc

biét 1a Asp.

Theo mot phuong 4n khéc nifa cha séng ch€, khang thé dugc lam tuong
thich v6i ngudi hoic manh ctia ching dugc dé xudt bao gém & ving bién doi
chudi nang va chubi nhe tuong dng, it nhat mot CDR c6 nguén goc khong phai
nguoi, dic biét 1a hai CDR ¢6 nguén goc khong phai ngudi, dac biét hon 1a ba
CDR c6 nguén géc khong phdi ngudi, gan vao mot hoéc nhiéu ving khung thu
duogc tit ngudi hoac dong vat linh trudng va, tuy ¥, ving 6n dinh thu dugc tir
khang thé ¢6 nguén gdc ngudi hoac dong vat linh trudng, khéng thé dé duoc 1am
tuong thich véi ngudi hoic manh cla ching c6 kha nang nhan dang va gan ket
dac hiéu véi protein dang tinh bot £, dac biét 1a peptit don phan dang tinh bot S,
dac biét hon 1a peptit dang tinh bot da phan f, tham chi dac biét hon la cdc soi,
cdc soi manh rat nho, cic soi to f phan 1ap hoac nhu la mét phin clia mang dang

tinh bot f, tai epitop bao gém trinh tu axit amin dudi day:
His - Xaa, - Lys - Leu - Xaa, - Phe - Phe - Xaa, - Xaas - Xaa,, trong d6

Xaa, 13 g6c axit amin dugc chon tit nhém bao gém Asn va Gln, nhung dac

biét 1a Gln; va

Xaa, la goc axit amin dugc chon tr nhém bao gom Val, Leu, va Ile, nhung

dac biét l1a Val;
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Xaa, 1a goc axit amin dugc chon tir nhém bao gém Ala va Val, nhung dac

biét 1a Ala;

Xaa, 12 g6c axit amin dugc chon tit nhém bao gom Glu va Asp, nhung dac
biét 1a Glu;

Xaag 12 gdc axit amin dugc chon tir nhém bao gom Glu va Asp, nhung dac
biét 1a Glu; va trong dé cdc gbc axit amin nay Xaa,, Xaa,, Xaa,, Xaa; va Xaa,
khong lién quan dén gin két khdng thé hoic t6i mot mic nhd hon so véi diém

gan két -His- va -Lys-Leu- va -Phe-Phe-.

Theo mot phuong 4n dic biét cta séng ch€, CDR c6 ngudn gbc khong
phéi clia ngudi thu dugc tir khang thé cho, nhung dic biét 1a tir khdng thé chuot
cho, duoc 1am ting lén khdng méanh khéng nguyén khong chita diém gén két tich
biét niy. Gay ra chuyén déi nay & viing epitop c6 thé it nhdt mot phan 1a do viéc
str dung cdu tric khdng nguyén trén phan tir bao gébm mot peptit khang nguyén
tuong Ung vdi trinh tu axit amin cta peptit tinh bot 4, dac biét la peptit tinh bot
AP, 6 dugc céi bién bang goc wa nude nhu, vi du polyetylen glycol (PEG), trong
dé goc wa nuée nay 1a lién két cong hod tri v6i moéi dau tan cung cla peptit
khéng nguyén bang it nhat mot, dac biét 1a mot hoac hai axit amin nhu, vi du
lysin, axit glutamic va xystein hodc axit amin thich hgp bat ky khic hoac chat
tuong tu axit amin c6 thé sit dung nhu dung cu néi d€ két hop goc ua nude véi
manh peptit, nhu dugc moé ta dudi day trong quy trinh tao mién dich. Khi PEG
dugc st dung lam gbc wa nude, dau tan cung PEG tu do 1a lién két cong hoa tri
v6i phosphatidyletanolamin hodc hgp chat bat ky khdc thich hop dé€ hoat dong
nhu thanh phan neo, vi du dé gén vao cau tric khdng nguyén trong 16p kép cua

liposom nhu dugc mo ta & day.

Pic biét, CDR c6 ngudn goc khong phai ngudi thu duge tir khéng thé
chuot cho c6 céc dac tinh dac trung ctia ACI-01-Ab7C2 (con duge goi la "mC2"
trong toan bd sang ché) duoc ndp luu vao ngay 01 thang 12 nam 2005 tai co

quan luu gitt "Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
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GmbH (DSMZ) & Braunschweig, Mascheroder Weg 1 B, 38124 Branuschweig,
theo cac diéu khoan ctia Hiép u6c Budapest véi s hiéu luu gitt DSM ACC2750).

Theo mot phuong dn cta sang ché, CDR c¢6 nguén gbc khong phai ngudi
thu duoc tir khang thé chudt cho ACI-01-Ab7C2 (con duge goi 1a "mC2" trong
toan bo sang ché) dugc ndp luu vao ngay 01 thdng 12 nam 2005 tai co quan luu
git "Deutsche Sammlung‘ von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
(DSMZ) & Braunschweig, Mascheroder Weg 1 B, 38124 Branuschweig, theo céc
diéu khoan ctia Hiép udc Budapest véi s6 hiéu luu gitt DSM ACC2750).

Ciing su dung lipit A nhu mét phan ctia phuong phép tao mién dich ¢é thé

g6p phan vao su chuyén rdi & viing epitop.

Theo mot phuong dn dac biét, sing ché& dé xudt khdng thé duoc lam tuong
thich véi nguoi hoac manh cua ching bao gém hoa nhap vao ving khung thu
duoc tir nguoi hoac dong vat linh trudng it nhit mot peptit v6i trinh tu axit amin
dugc chon tir nhém cla cdc trinh tu bao gébm SEQ ID NO:2 thé hién CDR2 va
SEQ ID NO: 3 thé hién CDR3 ctia viing bién déi chudi nang (HCVR) va SEQ ID
NO: 4 thé hién CDR1 ctia viing bién déi chudi nhe (LCVR).

Theo mot phuong dn khdc, sdng ché dé xuit khang thé duoc 1am tuwong
thich v6i nguoi hoac manh cta ching, trong d6 khéng thé duoc lam tuong thich
v6i ngudi nay bao gobm hoa nhép vao cdc ving khung chudi ning thu duoc tir
nguoi hoac dong vat linh trudng it nhit mot peptit véi trinh tu axit amin duoc
chon tir nhém ctia céc trinh tu gdm c6 SEQ ID NO: 2 thé hién CDR2 va SEQ ID
NO:3 thé hién CDR3 ctia viing bién déi chuéi nang (HCVR).

Theo mot phuong dn khdc niia, sdng ché dé xuét khang thé dugc lam
tuong thich v6i ngudi hodc manh cta ching, trong d6 khing thé duge lam tuong
thich véi nguoi nay bao gébm hoa nhap vao cdc ving khung chudi nhe thu duogc
tlr nguoi hoac dong vat linh truéng mot peptit véi trinh tu axit amin cta SEQ ID
NO: 4 thé hién CDR1 ctia viing bién d6i chudi nhe (LCVR).
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Dic biét, sang ché dé xudt ving bién déi chudi nhe (LCVR) bao gém hoa
nhép vao ving khung thu duogc tir nguoi hoac dong vat linh trudng it nhat mot
peptit véi trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 4 thé hién CDR1 ctia viing bién déi
chudi nhe (LCVR).

Theo mot phuong 4n dac biét khac, sang ché dé xu4t ving bién déi chudi
nang (HCVR) bao gém hoa nhap vao ving khung thu dugc tir ngudi hoac dong
vat linh trudng it nhat mot peptit véi trinh tu axit amin dugc chon tir nhém cua
céc trinh tu gébm c6 SEQ ID NO:2 thé hién CDR2 va SEQ ID NO:3 thé hién
CDR3 clia viing bién déi chubi nang (HCVR).

Sdng ché€ con dé xuat khang thé duoc 1am tuong thich vé6i ngudi hoic
manh cua chiing, bao gobm hoa nhip vao vung khung thu duogc tir ngudi hodc
dong vat linh trudng it nhat hai peptit, cidc peptit d6 1a khdc nhau va thé hién
trinh tu axit amin dugc chon tir nhém cta céc trinh tu bao gébm SEQ ID NO:1 thé
hién CDR1, SEQ ID NO:2 thé hién CDR2 va SEQ ID NO:3 thé hién CDR3 cua
ving bién ddi chubi nang (HCVR) va SEQ ID NO:4 thé hién CDR1, SEQ ID
NO:5 thé hién CDR2 va SEQ ID NO:6 thé hién CDR3 ctia viing bién déi chudi
nhe (LCVR) trong d6 CDR tuong tu khong thé c6 mit hai 1an trong khang thé.
Dic biét, néu it nhat hai CDR ¢6 mit 1a ca hai CDR clia viing bién d6i chudi nhe
(LCVR), thi it nhat trén cdc CDR nay phai 1a CDR1 dugc thé hién béi SEQ ID
NO:4.

Sédng ché€ cling bao gém khéng thé duoc lam tuong thich véi ngudi hodc
manh cta chiing bao gdbm hoa nhép vao cdc ving khung chudi ning thu duoc tir
ngudi hoac dong vat linh trudng it nhat hai peptit véi trinh tu axit amin dugc
chon tir nhém ctia cdc trinh tu gdbm cé SEQ ID NO:1 thé hién CDR1, SEQ ID
NO:2 thé hién CDR2 va SEQ ID NO:3 thé hién CDR3 clia viing bién ddi chubi
nang (HCVR), nhung dac biét 1a khdng thé dugc lam twong thich v6i ngudi hoic
manh cta ching trong d6 CDR tuong tu khong thé c6 mait hai 14n trong khidng
thé.
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Pic biét, sang ché dé xudt vang bién ddi chudi ning (HCVR) bao gdm
hoa nhép vao céc ving khung chudi nang thu dugc tir ngudi hoac dong vat linh
trudng it nhat hai peptit véi trinh tu axit amin dugc chon tir nhém cta céc trinh tu
bao gém SEQ ID NO:1 thé hién CDR1, SEQ ID NO:2 thé hién CDR2 va SEQ ID
NO:3 thé hién CDR3 clia viing bién ddi chudi nang (HCVR).

Theo mot phuong 4n khéc, sdng ché dé xuit khéng thé dugc lam tuong
thich v6i ngudi hodc manh clia ching, bao gobm hoa nhép vao cic ving khung
chudi nhe thu duogc tir ngudi hoac dong vat linh trudng it nhat hai peptit véi trinh
tu axit amin dugc chon tit nhém ctlia c4c trinh tu bao gdm SEQ ID NO:4 thé hién
CDR1, SEQ ID NO:5 thé hién CDR2 va SEQ ID NO:6 thé hién CDR3 ctia viing
bién ddi chudi nhe (LCVR).

Pic biét, sang ché dé xuat ving bién déi chubdi nhe (LCVR), c6 thé hoa
nhap vao cdc ving khung chudi nhe thu dugc tir nguoi hodc dong vat linh trudng
it nhat hai peptit véi trinh tu axit amin dugc chon tir nhém cua céc trinh tu bao
gém SEQ ID NO:4 thé hién CDR1, SEQ ID NO:5 thé hién CDR2 va SEQ ID
NO:6 thé hién CDR3 ctia viing bién déi chudi nhe (LCVR), trong d6 CDR tuong
tu khong thé c6 mit hai lan trong khdng thé va, dic biét, it nhat trén cdc CDR
nay phai 1a CDR1 dugc thé hién boi SEQ ID NO:4.

Sdng ché ciing dé xuit khdng thé dugc lam tuong thich véi ngudi hoic
manh cua chiing, bao gébm hoa nhap vao cdc ving khung chubi nang thu dugc ti
ngudi hodc dong vat linh trudng cic peptit véi trinh tu axit amin cua SEQ ID
NO:1 thé hien CDR1, SEQ ID NO:2 thé hién CDR2 va SEQ ID NO:3 thé hién
CDR3 ctia viing bién d6i chudi ning (HCVR), cu thé theo thd tu biéu thi néu

trén.

Pic biét, sang ché dé xuat ving bién déi chubdi ning (HCVR) bao gém
hoa nhap vao céc ving khung chudi nang thu dugc tr nguodi hoac dong vat linh

trudng cac peptit véi trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO:1 thé hién CDR1, SEQ
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ID NO:2 thé hiéen CDR2 va SEQ ID NO:3 thé hién CDR3 cla ving bién déi
chudi ning (HCVR), cu thé theo thit tu bi€u thi néu trén.

Séng ché ciing bao gém khang thé dugc 1am tuong thich véi ngudi hoac
manh ctia chiing bao gédm hoda nhap vao cdc viang khung chubi nhe thu duoc tir
ngudi hodc dong vat linh trudng céc peptit véi trinh tu axit amin cua SEQ ID
NO:4 thé hien CDR1, SEQ ID NO:5 thé hién CDR2 va SEQ ID NO:6 thé hién
CDR3 chia viing bién d8i chubi nhe (LCVR), cu thé theo thit ty biéu thi néu trén.

Pac biét, sang ché dé xuat ving bién d6i chudi nhe (LCVR) bao gém hoa
nhap vao céc viing khung chubi nhe thu dugc tir ngudi hoac dong vat linh truéng
c4c peptit véi trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO:4 thé hién CDR1, SEQ ID NO:5
thé hien CDR2 va SEQ ID NO:6 thé hién CDR3 cta vang bién déi chudi nhe
(LCVR), cu thé theo thit tu biéu thi néu trén.

Séng ch€ ciing dé xuét khang thé dugce lam tuong thich véi ngudi hoac
manh cla ching, bao gém hoa nhip vao vung khung thu dugc tir ngudi hodc
dong vat linh trudng it nhit ba peptit véi trinh tur axit amin dugc chon tr nhém
clia céc trinh tu bao gom SEQ ID NO:1 thé hién CDR1, SEQ ID NO:2 thé hié¢n
CDR2 va SEQ ID NO:3 thé hién CDR3 ctia vang bién déi chubi nang (HCVR)
va SEQ ID NO:4 thé hién CDR1, SEQ ID NO:5 thé hién CDR2 va SEQ ID NO:6
thé hiéen CDR3 clia ving bién déi chudi nhe (LCVR), nhung dac biét 1a khing
thé dugc lam tuong thich véi ngudi hoac manh cta ching trong d6 CDR tuong tu

khong thé c6 mat hai 1an trong khdng thé.

Theo mot phuong 4n khéic sdng ché dé xuét khang thé dugc lam tuong
thich véi ngudi hoac manh clia ching, khdng thé d6 bao gém hoa nhép vao vung
khung thu dugc tir ngudi hodc dong vat linh truéng it nhéit bon peptit véi trinh tu
axit amin duoc chon tir nhém clia cdc trinh tu bao gébm SEQ ID NO: 1 thé hién
CDR1, SEQ ID NO:2 thé hién CDR2 va SEQ ID NO:3 thé hién CDR3 ctia viing
bién dbi chudi nang (HCVR) va SEQ ID NO:4 thé hien CDR1, SEQ ID NO:5 thé
hién CDR2 va SEQ ID NO:6 thé hién CDR3 cla vang bién d6i chudi nhe
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(LCVR), nhung dic biét 1a khéng thé dugc 1am tuong thich v6i nguoi hoac manh
clia ching trong d6 CDR tuong tu khong thé c6 mit hai 14n trong khang thé.

Theo mot phuong 4n khic nita, séng ché dé xudt khéng thé dugc lam
tuong thich v6i ngudi hodc manh cua ching, bao gom hoa ﬁhaflp vao vung khung
thu dugc tir ngudi hoac dong vat linh trudng it nhat ndm peptit v6i trinh tu axit
amin dugc chon tit nhém cia céc trinh tw bao gdm SEQ ID NO:1 thé hién CDRI1,
SEQ ID NO:2 thé hién CDR2 vi SEQ ID NO:3 thé hién CDR3 clia ving bién doi
chubi ning (HCVR) va SEQ ID NO:4 thé hién CDR1, SEQ ID NO:5 thé hién
CDR2 va SEQ ID NO:6 thé hién CDR3 clia vang bién déi chudi nhe (LCVR),
nhung dac biét 1a khdng thé dugc 1am twong thich véi nguoi hoic manh cta

ching trong d6 CDR tuong tu khong thé ¢6 mat hai 14n trong khang thé.

Theo moét phuong 4n khic nita, séng ché& dé xuat khdng thé dugc lam
tuong thich v6i ngudi hodc manh cta ching, bao gom hoa nhap vao ving khung
thu dugc tir ngudi hodc dong vat linh trudng céc peptit véi trinh tir axit amin ctia
SEQ ID NO:1 thé hién CDR1, SEQ ID NO:2 thé hién CDR2 va SEQ ID NO:3
thé hién CDR3 ctia viing bién déi chudi nang (HCVR) va SEQ ID NO:4 thé hién
CDR1, SEQ ID NO:5 thé hién CDR2 va SEQ ID NO:6 thé hién CDR3 cua ving
bién d6i chudi nhe (LCVR).

Theo mot phuong 4n dic biét, sing ché dé xudt khang thé dugc lam tuong
thich véi ngudi, ving bién déi chubdi nang (HCVR), hodc manh cta chiing, trong
dé khang thé dugc 1am tuong thich véi nguoi nay, viing bién déi chubi ning
(HCVR) hoic méanh ctia ching bao gom hda nhap vao cdc ving khung chudi
niang thu dugc tir dong vat linh trudéng hoac ngudi it nhat mot peptit vdi trinh tu
axit amin caa SEQ ID NO:2 thé hién CDR2 clia ving bién d6i chudi nang
(HCVR).

Theo mot phuong 4n dac biét khdc, sdng ché dé xuét khdng thé dugc lam
tuong thich véi ngudi, ving bién d6i chudi nang (HCVR) hoac manh ctia chiing,

trong d6 khang thé dugc 1am tuong thich v6i ngudi nay, ving bién déi chudi
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ning (HCVR) hoac manh ctia ching bao gébm hoa nhap vao cidc ving khung
chudi ning thu duogc tir dong vat linh trudng hoac nguoi it nhit mot peptit véi
trinh tu axit amin cta SEQ ID NO:3 thé hién CDR3 clia ving bién déi chudi
nang (HCVR).

Theo mét phuong 4n dic biét khdc, séng ché dé xuat khang thé dugc lam
tuong thich véi ngudi, viing bién déi chubi ning (HCVR) hodc méanh cta chiing,
khang thé d6, ving bién doi chudi nang (HCVR) hodc manh cua chiing bao gém
hoa nhép vao cdc ving khung chudi nang thu dugc tir ngudi hodc dong vat linh
trudng it nhat hai peptit véi trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO:1 thé hién CDR1
va SEQ ID NO:2 thé hién CDR2 ctia viing bién déi chudi ning (HCVR).

Theo mot phuong 4n dic biét khic, sdng ché dé xuat khéng thé dugc lam
tuong thich véi ngudi, ving bién déi chudi nang (HCVR) hodc manh cla ching,
khang thé d6, viing bién déi chudi nang (HCVR) hodc méanh cta ching bao gém
hoa nhép vao cdc ving khung chudi nang thu dugc tir nguoi hoac dong vat linh
trudng it nhat hai peptit véi trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO:1 thé hién CDR1
va SEQ ID NO:3 thé hién CDR3 clia ving bién d6i chudi ning (HCVR).

Theo moét phuong dn dac biét khic, sdng ché& dé xuit khang thé duoc 1am
tuong thich véi ngudi, viing bién déi chudi ning (HCVR) hodc manh cla ching,
khang thé d6, viing bién ddi chudi ning (HCVR) hodc manh cta ching bao gbm
hoa nhép vao cac vung khung chudi nang thu dugc tir ngudi hoac dong vat linh
trudng it nhat hai peptit véi trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO:2 thé hién CDR2
va SEQ ID NO:3 thé hién CDR3 clia viing bién déi chudi nang (HCVR).

Theo mot phuong 4n dic biét khdc, sing ch& dé xudt khdng thé dugc lam
tuong thich véi ngudi, ving bién déi chudi nhe (LCVR) hodc manh cta ching,
khang thé d6, ving bién déi chudi nhe (LCVR) hodc méanh cta ching bao gdém
hoa nhap vao cdc ving khung chudi nang thu dugce tr nguoi hoac dong vt linh
trudng it nhat hai peptit véi trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO:4 thé hién CDR1
va SEQ ID NO:5 thé hién CDR2 clia ving bién doi chudi nhe (LCVR).
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Theo mot phuong 4n dic biét khéc, sdng ché dé xuét khang thé duoc lam
tuong thich v6i ngudi, viing bién déi chudi nhe (LCVR) hodc manh cta ching,
khing thé d6, ving bién d6i chubdi nhe (LCVR) hodc méanh cta ching bao gém
hoa nhép vao cdc ving khung chubi nang thu dugc tr ngudi hoac dong vat linh
trudng it nhét hai peptit vé6i trinh tu axit amin ca SEQ ID NO:4 thé hién CDR1
va SEQ ID NO:6 thé hiéen CDR3 ctia viing bién déi chudi nhe (LCVR).

Séing ché con bao gém khang thé duoc 1am tuong thich véi ngudi hodc
manh clia chiing, trong dé mdi trong ca ving bién ddi chudi nang (HCVR) va
viing bién ddi chudi nhe (LCVR) clia khdng thé chugt nhat C2 déng gdp it nhét
mot trong cdc ving CDR ciia né vao it nhat hai ving CDR ctia khadng thé dugc
lam tuong thich véi nguodi. Vi vay, khang thé dugce 1am tuong thich véi ngudi thu

duoc hoic manh clia chiing c6 thé bao gdm:

- {t nh4t mot trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO:1 thé hién CDR1 (HCVR)
két hop véi trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO:4 thé hién CDR1 (LCVR);

- it nhat mot trinh tu axit amin clia SEQ ID NO:2 thé hién CDR2 (HCVR)
két hop véi trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO:4 thé hién CDR1 (LCVR);

- it nh4t mot trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO:3 thé hién CDR3 (HCVR)
két hop véi trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO:4 thé hién CDR1 (LCVR);

- {t nhat mot trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO:1 thé hién CDR1 (HCVR)
két hop véi trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO:5 thé hién CDR2 (LCVR);

- it nh4t mot trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO:2 thé hién CDR2 (HCVR)
két hop véi trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO:5 thé hién CDR2 (LCVR);

- it nhét mot trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO:2 thé hién CDR2 (HCVR)
két hop véi trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 6 thé hién CDR3 (LCVR);

- it nhat mot trinh tu axit amin cta SEQ ID NO:1 thé hién CDR1 (HCVR)
két hop véi trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO:6 thé hién CDR3 (LCVR);
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- {t nhat mot trinh i axit amin ctia SEQ ID NO:3 thé hién CDR3 (HCVR)
két hop véi trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO:5 thé hién CDR2 (LCVR); va

- {t nh4t mot trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO:3 thé hi¢én CDR3 (HCVR)
két hop véi trinh tur axit amin ctia SEQ ID NO:6 thé hién CDR3 (LCVR).

Theo mot phuong 4n khéc nifa, sing ché dé xudt khdng thé dang kham
hodc manh clia ching, hoic khing thé dugc lam tuong thich véi ngudi hoac
manh cta chiing nhu duge mé ta & day truée day, khang thé d6 bao gébm ving 6n
dinh chudi ning va/hodc chudi nhe cé ngudn gbéc ngudi hoac dong vat linh

trudng.

Theo mot phuong 4n khic, sing ch€ dé xuét khéng thé dang kham hoac
manh ctia chiing, hoic khang thé dugc 1am tuong thich v6i ngudi hodac manh caa
chiing, trong d6 it nhat mot, cu thé 13 it nhat mot nhung khong nhiéu hon 5, dac
biét hon 1a it nhat mot nhung khong nhiéu hon 4, thdm chi dac biét hon 1a it nhat
mot nhung khong nhiéu hon 3, nhung dac biét 1a it nht mot nhung khong nhiéu
hon 2, trong s6 cdc axit amin dai dién cia cdc ving CDR chubi nhe va/hoac
chudi ning nhu da néu trong cdc trinh tu tr SEQ ID NO:1 dén SEQ ID NO:6
duoc thay ddi nhd su thay thé bio toan sao cho khing thé duy tri chiic nang ddy

du cta né.

Pic biét, sang ché dé xuit khang thé dang kham hoac manh cua ching,
hoidc khang thé duoc lam tuong thich v6i ngudi hoac manh cta ching, trong dé &
CDR2 ciia ving bién déi chudi nhe (LCVR) nhu di néu trong SEQ ID NO:5,
Lys tai vi trf Kabat 50 duoc thay th€ bang gdc axit amin dugc chon tit nhém bao

gém Arg, Gln va Glu, cu thé 12 bang Arg.

Pac biét, sang ché dé xuat vang bién déi chudi nhe (LCVR) trong dé &
CDR2 nhu di néu trong SEQ ID NO:5, Lys tai vi tri Kabat 50 dugc thay thé
bang gbc axit amin duge chon tit nhém bao gém Arg, Gln va Glu, cu thé 14 bing
Arg.
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‘Theo mot phuong 4n khdc, sdng ché€ dé xuit khang thé dang kham hoic
manh cta chiing, hoic khéng thé dugc lam tuong thich v6i ngudi hodc manh clia
chiing, trong dé & CDR2 ctia viing bién déi chubi nhe (LCVR) nhu di néu trong
SEQ ID NO:5, Ser tai vi tri Kabat 53 dugc thay th€ bang goc axit amin dugc
chon tir nhém bao gbém Asn hodc Thr, nhung dac biét 1a bang Asn.

Pic biét, sdng ché dé xuat ving bién ddi chudi nhe (LCVR) trong dé &
CDR2 nhu da néu trong SEQ ID NO:3, Ser tai vi tri Kabat 53 dugc thay thé€ bang
goc axit amin dugc chon tit nhém bao gédm Asn hodc Thr, nhung dac biét 12 bang
Asn.

Theo mot phuong 4n clia sdng ché, khang thé dang kham hodc méanh ctia
ching, hoic khing thé duogc lam tuong thich véi ngudi hodc méanh ctia ching
duoc dé xuit, trong d6 viing bién déi chudi nang (HCVR) c6 trinh tu axit amin
tuong dong 90%, dac biét 1a 95%, dac biét hon 1a 98% véi trinh tu da cho trong
cdc trinh tu SEQ ID NO:15 va SEQ ID NO:16, tuong tng.

Theo mot phuong 4n khic ctia sdng ché, khdng thé dang kham hodc manh
ctia chiing, hoic khang thé dugc 1am tuong thich v6i ngudi hodc manh cla chiing
duoc dé xuat, trong dé ving bién d6i chudi nhe (LCVR) c6 trinh tu axit amin
tuong déng 90%, dac biét 1a 95%, dac biét hon 1a 98% véi trinh tu di cho trong
cdc trinh tu SEQ ID NO:12 va SEQ ID NO:13, tuong tng.

Theo moét phuong 4n khéc nita clia sdng ché, khang thé dugc lam tuong
thich véi ngudi hoac manh cua ching duge dé xuét, trong dé it nhét hai, nhung
dic biét 1a ba clia cic viing CDR ctia viing bién d6i chudi ning (HCVR) c6 trinh
tu axit amin tuong dong 90%, dac biét 1a 95%, dic biét hon 1a 98% véi vung
CDR tuong tng nhu di néu trong céc trinh tu tt SEQ ID NO:1 dén SEQ ID
NO:3.

Theo mot phuong 4n khéc clia séng ché, khdng thé dugc 1am tuong thich

v6i nguoi hodc manh ctia ching dugc dé xuét, trong d6 it nhét hai, nhung dac
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biét 12 ba cha cac ving CDR clia vang bién déi chubi nhe (LCVR) ¢6 trinh tu
axit amin tuong déng 90%, dac biét 1a 95%, dac biét hon 1a 98% véi ving CDR
tuwong ting nhu da néu trong cdc trinh tu tr SEQ ID NO:4 dén SEQ ID NO:6.

Theo mot phuong 4n khic nita, séng ch& dé xudt khang thé dang kham
hodc manh clia ching, hoic khang thé dugc lam tuong thich v6i ngudi hoac
manh cla chiing theo sang ché nhu dugc mo ta trén day, trong d6 ving bién déi
chudi ning (HCVR) ¢6 trinh tu axit amin teong dong 90%, 91%, 92%, 93%,
94%., 95%, 96%, 97%, 98% hoac 99% véi trinh tu da cho trong c4c trinh tu SEQ
ID NO:15 va SEQ ID NO:16, tuong tng.

Theo mot phuong 4n khic nita, séng ché dé xudt khang thé dang kham
hodc manh ctia chiing, hodc khang thé dugc 1am tuwong thich véi ngudi hodc
manh clia ching theo sdng ché nhu dugc mo ta trén day, trong dé ving bién déi
chudi nhe (LCVR) ¢6 trinh tu axit amin twong dong 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98% hoidc 99% véi trinh tu da cho trong cic trinh tu SEQ ID
NO:12 va SEQ ID NO:13, tuong tng.

Theo mot phuong 4n khéc nita, sang ché dé xudt khéng thé dang kham
hoidc manh cta ching, hoic khing thé duge 1am tuong thich v6i ngudi hoic
manh ctia ching theo sdng ché nhu duge mo ta trén day, trong dé it nhit mot, cu
thé 1a it nhat héi, nhung dic biét 1a ba clia cdc vang CDR cua ving bién doi
chudi ning (HCVR) c6 trinh tu axit amin dong nhat 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98% hoac 99% véi ving CDR tuong tng nhu da néu trong cac
trinh tu tr SEQ ID NO:1 dén SEQ ID NO:3.

Theo mot phuong 4n khéc nifa, séng ché€ dé xuat khdng thé dang khdm
hodc manh cta ching, hodc khéng thé dugc lam tuong thich véi nguoi hoidc
manh clia ching theo sdng ché nhu dugc mo ta trén day, trong dé it nhat mot, cu
thé 1a it nhét hai, nhung dac biét 13 ba clia cac ving CDR cla ving bién doi

chudi nhe (LCVR) c¢6 trinh tu axit amin tuong dong 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
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95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% véi ving CDR tuong tng nhu da néu trong cic
trinh tu tt SEQ ID NO:4 dén SEQ ID NO:6.

Theo mot phuong dn khéc nita, sdng ché dé xuat khang thé dugc lam
tuong thich véi ngudi theo sdng ché€ va nhu dugc mo ta trén day, trong d6 it nhat
mot trong s6 cdc axit amin dai dién cta céc trinh tu khung nhéan thu duoc tir cdc
trinh tur nguoi germline Vy; va Vi tuong tng dugc thay d6i nho su thay thé thanh
axit amin ti ving tuong thich clia khang thé chust ACI-01 -Ab7C2 hoic ngoii ra

1a su thay thé bao toan.

Dac biét, sang ch€ dé xuat ving bién ddi chudi nang va khing thé dugc
lam twong thich v6i ngudi bao gébm ving bién d6i chudi nang nay tuong tng,
trong d6 Trp & vi tri Kabat 47 trong trinh tu khung nhéan thu duoc tir cc trinh tu
ngudi germline Vy cia nhém phu KABAT VIII cia viing bién déi chudi nang
dugc thay th€ bang axit amin dugc chon tir nhém bao gédm Leu, norleuxin, Ile,
Val, Met, Ala va Phe, dic biét 1a Leu va Ile, nhung dic biét 1a Leu nhu thé hién
trong SEQ ID NO:15.

Séng ch& con dé xuat ving bién déi chudi ning va khing thé duoc 1am
tuong thich véi nguoi bao gém ving bién déi chudi nang nay tuong tng, trong
dé Arg 6 vi tri Kabat 94 trong trinh tu khung nhan thu duoc tir céc trinh tu nguoi
germline Vy cia nhém phu KABAT VIII cta vang bién déi chudi ning duoc
thay thé€ bang axit amin dugc chon tir nhém bao gém Ser va Thr, nhung dic biét

bang Ser nhu thé hién trong SEQ ID NO:15.

Theo mot phuong dn khdc nita, sing ché dé xuét ving bién déi chudi ning
va khéng thé dugc lam tuong thich v6i ngudi bao gém ving bién ddi chubi ning
nay tuong tng, trong dé Trp & vi tif Kabat 47 trong trinh tu khung nhan thu duoc
tir céc trinh tw nguoi germline V,; cia nhém phu KABAT V,III ctia ving bién
déi chudi nang dugc thay thé bing axit amin dugc chon tit nhém bao gom Leu,

norleuxin, Ile, Val, Met, Ala va Phe, dac biét 1a Leu va Ile, nhung dic biét 1a Leu
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va Arg & vi tri Kabat 94 dugc thay th€ bang axit amin dugc chon tir nhém bao
gbém Ser va Thr, nhung dic biét bang Ser nhu thé hién trong SEQ ID NO:15.

Séng ché con dé xuat ving bién ddi chudi nhe va khing thé dugc lam
tuong thich v6i ngudi bao gém ving bién déi chubi nhe tuong tng, trong dé Gln
& vi tri Kabat 45 trong trinh tu khung nhan thu dugc tir céc trinh tu nguoi
germline Vy ctia nhém phu KABAT VI clia viing bi€n déi chudi nhe dugc thay
th€ bing axit amin duoc chon tit nhém bao gém Lys, Arg, Gln va Asn, cu thé

bing Lys va Arg, nhung dic biét bang Lys.

Séng ché con dé xuat ving bién déi chudi nhe va khéng thé dugc lam
tuong thich véi nguéri bao gém ving bién déi chubi nhe, tuong dng, trong d6 Tyr
& vi trf Kabat 87 & trinh tu khung nhan thu dugc tir cdc trinh tu nguoi germline
V ctia nhém phu KABAT VI cia ving bién déi chudi nhe dugc thay thé bang
axit amin duoc chon tit nhém bao gdém Phe, Leu, Val, Ile va Ala, cu thé bing

Leu va Phe, nhung dic biét bang Phe.

Séng ché& con dé xuat ving bién déi chubdi nhe va khéng thé dugc lam
tuong thich véi ngudi bao gém ving bién déi chudi nhe tuong tng, trong d6 Lys
& vi trf Kabat 50 & ving CDR2 thu duoc tit khang thé don dong chudt nhét, cu
thé 1a khang thé chudt ACI-01-Ab7C2, nhu thé hién trong SEQ ID NO:12 dugc
thay th€ bang axit amin dugc chon tir nhém bao gém Arg, Gln, His va Asn,

nhung dac biét 1a bang Arg

Theo mot phuong 4n khic nita, sdng ché dé xuat ving bién déi chubi nhe
va khang thé duoc 1am tuong thich véi ngudi bao gdm ving bién déi chudi nhe,
tuong tng, trong dé Asn & vi trf Kabat 53 & vang CDR2 thu dugc tix khdng thé
don dong chudt nhit, cu thé 1a khang thé chuot ACI-01-Ab7C2, nhu thé hién
trong SEQ ID NO:12 dugc thay thé bang axit amin dugc chon tit nhém bao gom
Ala, Val, Leu, Ser va Ile; nhung dac biét la Ser.
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Theo mot phuong 4n khic nita, sang ché dé xuat khang thé duoc 1am
tuong thich véi ngudi, trong dé Trp & vi tri Kabat 47 trong trinh tu khung nhan
thu dugc tir cdc trinh tu nguoi germline Vy ctia nhém phu KABAT V,III cta
viing bién d6i chudi ning dugc thay thé bing axit amin duoc chon tit nhém bao
gdém Leu, norleuxin, Ile, Val, Met, Ala va Phe, cu thé I1a Leu v Ile, nhung dac
biét 1a Leu va Arg & vi tri Kabat 94 & trinh tu khung nhan thu duge tir cac trinh tu
ngudi germline Vy; ciia nhém phu KABAT VIII cia ving bién déi chudi ning
dugc thay thé€ bang axit amin dugc chon tit nhém bao gébm Ser va Thr, nhung dic
biét bing Ser nhu thé hién trong SEQ ID NO:15, va Tyr & vi trf Kabat 87 & trinh
tu khung nhan thu dugc tr cdc trinh tuw nguoi germline Vi cia nhém phu
KABAT VII clia ving bién d6i chudi nhe duoc thay thé biang axit amin duoc
chon tir nhém bao gém Phe, Leu, Val, Ile va Ala, cu thé bang Leu va Phe, nhung
dic biét bang Phe.

Theo mot phuong 4n khdc nita, sdng ché€ dé xuat ving bién déi chubi ning
va khdng thé dugc 1am tuong thich véi ngudi bao gébm ving bién déi chubi ning
nay tuong tng, trong d6 Trp & vi tri Kabat 47 trong trinh tuv khung nhan thu duoc
tlr cdc trinh tu nguoi germline Vy; cia nhém phu KABAT VIII cia ving bién
ddi chubi nang nhu thé hién trong SEQ ID NO:15 duoc thay thé bang Leu.

Theo mot phuong 4n khdc niia, sdng ch€ dé xuat ving bién ddi chubi ning
va khdng thé dugc lam tuong thich véi ngudi bao gébm viing bién déi chubi ning
nay tuong ung, trong dé Arg & vi trf Kabat 94 trong trinh tu khung nhan thu dugc
tlr cdc trinh tu nguoi germline Vy; cua nhém phu KABAT V4III cua ving bién

ddi chubi ning dugc thay thé biang Ser nhu thé hién trong SEQ ID NO:15.

Theo mot phuong én khac nita, sing ché dé xuét ving bién déi chudi nang
va khdng thé dugc lam tuong thich véi ngudi bao gébm viing bién déi chubi ning
nay tuong tng, trong d6 Trp & vi tri Kabat 47 trong trinh tu khung nhan thu duogc
tlr cac trinh tu nguoi germline V4 cua nhém phu KABAT V,III clia ving bién

ddi chudi nang dugc thay thé biang Leu va Ile, nhung dic biét 1a Leu va Arg & vi
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tri Kabat 94 trong trinh tu khung nhan thu duoc tir cdc trinh tu nguoi germline
Vy ctia nhém phu KABAT VIII clia ving bién déi chubi nang dugc thay thé
bang Ser nhu thé hién trong SEQ ID NO:15.

Theo moét phuong 4n khic nita, séng ché dé xuét vang bién déi chubi nhe
va khéng thé duoc 1am twong thich v6i ngudi bao gém vang bién doi chudi ning
nay tuong tng, trong d6 Tyr & vi tri Kabat 87 & trinh tu khung nhén thu dugc t
c4c trinh tuw ngudi Vi cta nhém phu KABAT VII clia ving bién d6i chubi nhe
duoc thay thé bang Phe.

Theo mot phuong 4n khic nita, séng ché dé xudt ving bién d6i chudi ning
va khang thé duoc 1am twong thich v6i ngudi bao gdm vang bién déi chudi ning
nay tuong dng, trong dé Trp & vi tri Kabat 47 trong trinh tu khung nhan thu dugc
tir c4c trinh tu ngudi Vy, cia nhém phu KABAT V,III cla vang bién déi chubi
nang dugc thay thé bang Leu va Ile, nhung dac biét 1a Leu va Arg & vi tri Kabat
94 trong trinh tuw khung nhan thu dugc tir cdc trinh tu nguoi germline Vy cla
nhém phu KABAT V,III clia ving bién d6i chudi nang dugc thay th€ bang Ser
nhu thé hién trong SEQ ID NO:15 va Tyr & vi trf Kabat 87 trong trinh tu khung
nhan thu duoc tit c4c trinh ty ngudi germline Vi cia nhém phu KABAT VI ctia
viing bién d6i chubi nhe dugc thay thé bang Phe.

Theo mot phuong 4n, sdng ché dé xudt ving bién d6i chubi nang va khing
thé duoc 1am twong thich v6i ngudi bao gébm viing bién ddi chudi nang nay tuong
ting, trong d6 Trp & vi trif Kabat 47 trong trinh ty khung nhén thu duogc tir céc
trinh tu ngudi germline Vy; cia nhém phu KABAT VIII clia ving bién déi chudi
nang dugc thay thé bang axit amin dugc chon tit nhém gom cé Leu, norleuxin,
Ile, Val, Met, Ala va Phe, cu thé 1a Leu va Ile, nhung dac biét 1a Leu va Arg & vi
tri Kabat 94 duoc thay thé bang axit amin dugc chon tir nhém bao gém Ser va
Thr, nhung dic biét bang Ser nhu thé hién trong SEQ ID NO: 15 va trong dé Lys
& vi trf Kabat 50 trong ving CDR2 thu dugc tir khédng thé don dong chudt nhat,
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cu thé 1a khang thé chuot ACI-01-Ab7C2, dugc thay thé bing axit amin dugc
chon tir nhém bao gém Arg, Gln, His va Asn, nhung dic biét 12 bang Arg.

Theo mot phuong 4n, sdng ch€ dé xudt ving bién d6i chudi niang va
khang thé dugc lam tuong thich véi ngudi bao gém ving bién déi chubi ning
nay tuong ting, trong dé Trp & vi trf Kabat 47 trong trinh tu khung nhan thu duoc
tr cdc trinh ty ngudi germline Vy cta nhém phu KABAT V,III clia viing bién
d6i chubdi ning dugc thay thé bang axit amin dugc chon tir nhém bao gém Leu,
norleuxin, Ile, Val, Met, Ala va Phe, cu thé 1a Leu va Ile, nhung dac biét 1a Leu
va Arg 6 vi tri Kabat 94 dugc thay thé€ bang axit amin dugc chon tir nhém bao
gom Ser va Thr, nhung dic biét bang Ser nhu thé hién trong SEQ ID NO:15 va
trong d6 Asn & vi tri Kabat 53 trong ving CDR2 thu dugc tr khang thé don dong
chuot nhat, cu thé 1a khang thé chuot ACI-01-Ab7C2, dugc thay thé bang axit
amin dugc chon tir nhém bao gébm Ala, Val, Leu, Ser va Ile; nhung dic biét 1a

Ser.

Theo mot phuong dn dic biét, sdng ché€ dé xudt vang bién d6i chudi nhe
cua SEQ ID NO:12.

Theo moét phuong 4n dac biét khdc cta sdng ché, khiang thé duoc 1am
tuong thich véi nguoi dugc dé xuat, bao gém ving bién d6i chudi nhe ctia SEQ
ID NO:12.

Theo moét phuong dn dac biét, sing ché dé xuit ving bién déi chudi nhe

bao gbém cdc trinh ty tin hiéu nhu thé hién trong SEQ ID NO:13.

Theo moét phuong dn dac biét khac clia sdng ché, khang thé duoc lam
tuong thich véi nguoi dugc dé xudt, bao gédm viing bién déi nhe hoan toan bao
gom cdc trinh ty tin hiéu nhu thé hién trong SEQ ID NO:13.

Theo mot phuong dn dac biét khdc clia sang ché, khang thé duoc 1am
tuong thich véi nguoi duge dé xuat, bao gém ving bién doi chudi nhe ctia SEQ
ID NO:12 va viing 6n dinh chudi nhe ctia SEQ ID NO:14.
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Theo mot phuong 4n dic biét khic cha sang ché, khang thé dugc 1am
tuong thich véi ngudi dugc dé xuét, bao gébm ving bién déi nhe hoan toan cta
SEQ ID NO:13 va ving 6n dinh chuéi nhe ctia SEQ ID NO:14.

Theo mot phuong 4n dic biét, saing ché dé xu4t vang bién déi chudi ning

cua SEQ ID NO:15.

Theo mot phuong 4n dic biét khic clia sdng ché, khdng thé dugc lam
tuong thich véi ngudi duoc dé xuat, bao gom ving bién ddi chudi nang clia SEQ
ID NO:15.

Theo mot phuong 4n dic biét, sang ché dé xudt vang bién d6i chudi ning

bao gém céc trinh tu tin hiéu nhu thé hién trong SEQ ID NO:16.

Theo moét phuong 4n dic biét khic cha sing ché, khang thé dugc lam
tuong thich véi ngudi duoc dé xuat, bao gdm ving bién déi nang hoan toan bao

gém céc trinh tu tin hiéu nhu thé hién trong SEQ ID NO:16.

Theo mot phuong 4n dic biét khic cha sing ché, khang thé dugc lam
tuong thich véi ngudi duge dé xuat, bao gébm ving bién déi chudi nang ctia SEQ

ID NO:15 va viing 6n dinh chudi ning ctia SEQ ID NO:17.

Theo moét phuong 4n dic biét khic cha sing ché, khang thé dugc 1am
tuong thich véi ngudi dugce dé xuat, bao gébm viing bién déi chudi nang ctia SEQ

ID NO:16 va ving 6n dinh chudi nang ctia SEQ ID NO:17.

Theo mot phuong 4n, khéng thé dugce 1am tuong thich v6i ngudi theo sang
ch& va nhu duoc mo ta & day, khi cing 0 véi peptit don phan Af ¢6 it nhét 30,
dac biét 1a it nhét 35, dac biét hon 1a it nhét 38, tham chi dac biét hon 12 it nhat
40 céc goc axit amin va/hodc peptit tinh bot da phan tan dugc bao géom phan 16n
cdc don vi don phan Apf, nhung dac biét 1a véi peptit tinh bot don phan Ap, 4,
va/hodc da phan tan dugc A bao gébm phan 16n cdc don vi don phan Af, 4, cu

thé 1 véi ty 1& néng do mol cta khing thé v6i AB,,, téi 1:1000, cu thé la dén
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1:500, dac biét hon 1a dén 1:300, tham chi dac biét hon 1a dén 1:200, nhung dac
biét 1a v6i ty 1& nong do mol khoang 1:10 va 1:100, dGc ché su két tu ctia cdc chat

don phan Ap véi cac sgi da phan manh rat nho phan tir cao.

Dic biét, qué trinh cing G khang thé theo sdng ché véi céc peptit dang
tinh bot da phéan tan dugc va/hodc cic peptit dang tinh bot don phan duoc tién
hanh trong 24 gi¢ dén 60 gio, dac biét 1a 30 gio dén 50 gio, dac biét hon 1a trong
48 gi0, nhung dac biét 1a 24 gig, & nhiét do khoang 28°C va 40°C, dic biét 1a
khoang 32°C va 38°C, dic biét hon 1a 6 37°C.

Theo mot phuong 4n dac biét clia sdng ché, qua trinh cing 0 khéng thé
theo sang ch& véi cdc peptit dang tinh bot da phan tan dugc va/hoac cac peptit

dang tinh bot don phan dugc tién hanh trong 24 gio & nhiét do 37°C.

Dic biét, khdng thé, cu thé 1a khdng thé dugc 1am tuong thich véi ngudi
theo sdng ché& bao gébm khdng thé tuong duong chic bat ky hodc céc phan chic
cta ching gén két véi peptit don phan Af,,, va/hodc peptit tinh bot da phan tan
dugc Af bao gobm phan 16n cdc don vi don phan Af,,, nay va, khi cing @ véi
peptit don phan Af, ,, va/hodc peptit tinh bot da phan tan dugc A bao gobm phan
16n cdc don vi don phan Af,,, tc ch€ su két tu clha cac chit don phan ApS

va/hoac da phan véi cic soi da phan manh rat nho phén tir cao.

Theo mét phuong 4n, khang thé, cu thé I1a khdng thé duoc 1am twong thich
v6i ngudi theo sdng ché bao gém khang thé tuong duong chitc bat ky hoic céc
phén chic ctia ching dc ché su két tu cta cac chit don phan Af va/hoac cic chit
da phan tan duoc Aff bao gom phan 16n cdc don vi don phan Af véi céc soi manh
rit nho phan tir cao bang it nhat 50%, dic biét bang it nhat 60%, dac biét bang it
nhét 65%, dac biét hon bang it nhat 75%, tham chi dic biét bang it nhat 80%,
nhung dic biét bang it nhat 85%-90%, hodc nhiéu hon nhu so véi cac chat don
phan peptit tinh bot tuong tng G trong dung dich dém (d6i ching), vai ty 1€ nong
do mol clia khing thé véi AB,,, dén 1:1000, cu thé 1a véi ty 1& ndéng do mol

khoang 1:10 va 1:100, nhung dac biét 1a véi ty 1& néng do6 mol 1:10.
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Theo mét phuong 4n dic biét clia sdng ché, khang thé, cu thé 1a khéng thé
duoc 1am tuong thich v6i ngudi theo séng ché bao gom khéng thé tuong duong
chitc bat ky hodc cdc phan chitc cta ching tc ché su két tu cua cic chat don
phan Ap va/hoic céc chat da phan tan dugec Aff bao gébm phan 16n cic don vi don
phian Af nay véi cdc s¢i da phan manh rit nho phan ti cao bang it nhit 30% véi

ty 1& néng do mol ctia khang thé véi AB,; 4, 1a 1:100.

Theo mot phuong 4n dic biét khic clia sang ché, khang thé, cu thé la
khang thé duoc 1am tuong thich véi ngudi theo sdng ch€ bao gdm khang thé
twong duong chic bat ky hodc cdc phan chic cta ching tc ché su két tu clia cic
chit don phan A va/hodc céc chat da phan tan dugc A bao gébm phan 16n cic
don vi don phan Af nay véi cdc s¢i da phan manh rdt nho phan tir cao bang it

nhat 80% ty 1é néng do mol chia khang thé véi AB, 4, 1a 1:10.

Su gin két clia khang thé theo sdng ch€ va nhu dugc mo ta & day véi cdc
peptit tao tinh bot don phan va/hoac da phan nhung, dac biét la v6i dang tinh bot
(1-42) 1am tc ché€ su két tu ctia cdc peptit tao tinh bot don phéan va/hodc da phan
v6i céc sol manh rat nho hoac cdc soi to phan tit cao. Nho tc ché su két tu cua
cic peptit tao tinh bot don phan va/hodc da phan khéng thé theo sdng ché c6 kha
nang phong nglra hoac lam chim lai su hinh thanh cdc mang dang tinh bot, dac
biét 12 dang tinh bot (1-42), dugc biét 1a khong tan boi su thay doi cta cdu hinh
riéng so cdp va la mot phan quan trong clia cic mang dang tinh bot & ndo cua

dong vat hoac nguoi bi bénh.

Kha ning tic ché su két tu clia khang thé theo sdng ch€ c6 thé duge xéc
dinh bing cdch lam ly tam ty trong-gradien mat do tiép theo 1a phan tich sa lang
SDS-PAGE trén gradien di tao ra trudc va/hodc bang thtt nghiém huynh quang
thioflavin T (Th-T).

Theo mot phuong 4n, sdng ché dé xuét khéng thé, cu thé 1a khéng thé
duoc 1am tuong thich véi nguoi nhu duge mo ta & day bao gom khéng thé tuong

duong chitc bat ky hodc cdc phan chiic ctia ching, khang thé dé, khi cling 0, dac
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biét 1a v6i ty 1& ndng do mol khoang 1:5 va 1:1000, dac biét 1a khoang 1:10 va
1:500, dac biét hon 1a véi ty 1€ 1a 1:10 dén 1:300, tham chi dac biét hon 1a véi ty
1é khoang 1:10 va 1:100, v6i céc soi manh rit nhé hodc cic soi to tinh bot phéan
tlr cao di tao ra truéc d6 dugc tao ra bai su két tu cua cac peptit don phan Af c6
it nhat 30, cu thé 1a it nhat 35, dac biét hon 12 it nhat 38, tham chi dac biét hon la
it nhat 40 cdc goc axit amin va, nhung dac biét 1a cic peptit don phan Af| 4, c6
' kha ning 1am tan ri c4c soi manh rat nhd hoic cic s¢i to da phén tao ra trude d6
bing it nhat 20%, dic biét bang it nhat 30%, dic biét hon bang it nhat 35%,
tham chi dac biét hon béang it nhat 40%, nhung dic biét bang it nhat 50% hoac

nhiéu hon.

Theo mot phuong 4n dic biét cua sdng ché, kha nang tc ché su két tu va
lam tan 13 cta khang thé 1an luot dugce xdc dinh bang lam siéu ly tdm ty trong-

gradien tiép theo 12 phan tich sa lang SDS-PAGE trén gradien da tao ra trudc do.

Theo mot phuong 4n dic biét khéic cia séng ch€, kha nang tc ché su két tu
va 1am tan rd ca khang thé lan luot dugc xdc dinh bang tht nghiém huynh
- quang thioflavin T (Th-T).

Theo mot phuong 4n dic biét khic, khéng thé theo sdng ché€ dugc cling
v6i cac soi manh rit nho hodc cdc sgi to tinh bot da phan phén tir cao da tao ra
trudc dé trong 12 gid dén 36 gid, cu thé 1a trong 18 gidr dén 30 giv, dac biét hon
1a trong 24 gi® & nhiét do khoang 28°C va 40°C, cu thé 1a trong khoang 32°C va
38°C, diic biét hon 1a & 37°C. |

Pic biét, qué trinh cling G v6i cdc soi manh rat nho hodc céc soi to tinh
bot da phan phan it cao da tao ra trudc dé dugc tién hanh trong 24 gio & nhiét do
37°C.

Theo mot phuong 4n dic biét clia sing ché, khéng thé, dic biét 1a khang
thé duoc lam tuong thich véi ngudi theo sing ché bao gém khéng thé tuong

duong chiic bat ky hodc céc phan chiic clia ching cé kha nang lam tan ra cic soi
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manh 4t nhd hoic cic soi to da phan phan tif cao da tao ra truGe d6 bang it nhat

24% vé6i ty 1é ndng do mol clia khang thé véi AB, 4, 1a 1:100.

Theo mot phuong 4n dic biét khic cta séng ché, khang thé, cu thé 1a
khang thé duoc 1am tuong thich véi ngudi theo sdng ché bao gém khang thé
tuong duong chiic bt ky hodc c4c phén chic clia ching c6 thé 1am tan i céc soi
manh rat nho hodc céc soi to da phan phan ti cao da tao ra trude d6 bang it nhat

32% véi ty 1é néng do mol ctia khang thé véi AB, 4, 1a 1:10.

Biéng cdch lam tan rd cdc soi manh rit nho hoac cic soi to da phén tao tinh
bot khang thé theo sang ch€ c6 thé phong ngira hoac 1am cham lai su hinh thanh
clia cdc mang dang tinh bo nhd d6 1am giam cdc triéu ching lién quan dén bénh

va 1dm cham hodc ddo ngugc tién trinh ctia né.

Vi vay, phuong 4n khdc nita clia sang ché 1a dé xuat khang thé, cu thé 1a
khang thé duoc 1am tuong thich véi ngudi, bao géom khéng thé twong duong chiic
bat ky hoic céc phén chitc clia chiing nhu dugc mo ta & day, khdng thé d6 c6 thé
]am gidm luong tong clia Af & ndo cua dong vat, dac biét la dong vat cé v,
nhung dic biét 12 ngudi bi bénh hodc tinh trang ¢6 thé 1am tang néng do cia Af

4 nio.

Theo mot phuong 4n khéc, sing ch€ dé xuét khéng thé dugc 1am twong
thich v6i ngudi theo sdng ché va nhu duge mo ta trén day, khang thé d6 c6 tic
dung kép & chd né thé hién ca dac tinh te ché két tu ciing nhu déac tinh lam tan

ra, dic biét 1a bat cap véi mic do cao cua tinh nhay c4u hinh riéng.

Pic biét, sang ché€ dé xudt khang thé dang kham hodc manh cla ching,
hodc khang thé dugc 1am tuong thich v6i nguoi hoac manh clia chiing theo sing
ché& va nhu duoc mo ta trén day, khang thé do, khi ciing U véi céc peptit tinh bot
don phan va/hodc cic peptit tinh bot da phéan tan duge, cu thé 1a véi cédc peptit
don phan dang tinh bot f nhu, vi du céc peptit don phan Apg 1-39; 1-40, 1-41,

hodc 1-42, va/hodc peptit tinh bot da phan tan duoc f bao gom phén 16n cdc don
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vi don phan Ap nay, nhung dac biét 1a véi peptit tinh bot don phan A, ,, va/hoic
peptit tinh bot da phan tan dugc Af bao gom phan 16n cic don vi don phan AB, ,,
nay, tc ché su két tu cua cic chat don phan Ap trong cdc soi manh rat nhd hoic
céc soi to da phan phan tir cao va, ngoai ra, khi cing 0 vé6i cdc sgi manh rit nhod
hodc céc soi to tinh bot da phan phan tir cao dugc tao ra bang su két tu clia cic
peptit don phan dang tinh bot, cu thé 1 céc peptit don phan dang tinh bot S nhu,
vi du céc peptit don phan Af 1-39; 1-40, 1-41, hodc 1-42, nhung dic biét 1a cac
peptit don phan Ap, ,,, ¢6 thé 1am tan ri c4c sgi manh rit nhé hoic cic soi to da

phan da tao ra truéce do.

Theo mot khia canh, sdng ch€ dé xuét khang thé dang kham hoiac manh
ctia chiing, hodc khéng thé dugc 1am tuong thich v6i ngudi hodc manh clia chiing
theo sdng ch€ va nhu dugc mo ta trén day, khang thé d6 c6 kha nang kich thich
su dong hodn ctia c&u hinh riéng tdm S huéng vé c&u hinh riéng xoin o vi/hoic
cdu hinh riéng xoan ngiu nhién, nhung dic biét 1a cau hinh riéng xoian ngiu
nhién, nhung dac biét 1a cdu hinh xoén ngiu nhién tai vi tri da cho trong phan ti,
dac biét trong moi trudng cua Tyr 10 va Val 12 cua protein Af, né 1am ting céu
hinh riéng xoan ngiu nhién do c&u hinh riéng tdm }3 tao ra va su hoa tan cai thién
ctia cic soi manh rit nho hodc céc soi to da phan tinh bot phan tir cao di tao ra
trude do. Dac biét lam giam cac lugng cdu hinh riéng tdm £ dén it nhat 30%, dic
biét dén it nhat 35%, dac biét hon dén it nhat 40% va nhiéu hon so véi cic soi
manh rat nhé hodc cic soi to da phan tinh bot di tao ra trudc d6 tuong tng U

trong dung dich dém (d6i ching).

Kha nang cta khdng thé dé kich thich sy déng hoan & ciu tric thit phat
duogc x4c dinh bang phép phd hoc trang thdi rén 13C NMR, nhung dic biét, bang
cdch xdc dinh cdc cudng do tich hop clia cdc cdu hinh riéng caa Tyr 10 va Val 12

Cp trong peptit AS, 4,.

Theo mot phuong 4n khéc cta sang ché, khéng thé dang kham hoic manh

clia ching, hodc khéng thé dugc 1am tuong thich véi ngudi hoic manh cia ching
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theo sdng ch€ va nhu duoc mo ta trén day, duge dé xuét bao gom it nhat mot
chubi nhe hoic manh cta chiing hodc it nhat moét chudi ning hoic manh ctia
ching, trong d6 khang thé hodc manh nay gén két véi chat don phan AS véi 4i
luc gan két cao v6i K, nim trong khoang it nhat khoang 1 x 10”7 M dén it nhat
khodng 1 x 10™* M, cu thé 1a it nhat khodng 1 x 10® M dén it nhét kho4ng 1 x
10" M, déc biét hon 1a it nhét khoang 1 x 10 M dén it nhat khoang 1 x 107° M,
tham chi dac biét hon 12 it nhat khoang 1 x 10 M dén it nhat khodng 2 x 10 M,
nhung t6t hon 1a khong thé hién tinh phén dng chéo déng ké bt ky v6i protein
tién chat tinh bot (APP).

Theo mét phuong 4n khdc cta sdng ché, khéng thé dang kham hodc méanh
cua chiing, hoac khang thé dugc 1am tuong thich véi ngudi hoic manh ciia ching
theo sdng ch& va nhu dugc mo ta trén day, duoc dé xuit bao gbm it nhat mot
chubi nhe hoic manh ca ching hoic it nhat mot chudi ning hoic manh cla
chiing, trong d6 khang thé hoic manh nay gin két véi soi, soi manh rat nhé hoic
s0i to Af v6i 4i luc gan két cao vé6i K, ndm trong khoang it nhat khoang 1 x 107
M dén it nhat khoang 1 x 107 M, cu thé 1a it nhat khoang 1 x 10® M dén it nhat
khodng 1 x 10! M, déc biét hon 1a it nhat khoang 1 x 10° M dén it nhat khoang
1 x 10" M, tham chi dic biét hon I3 it nhat khoang 2 x 10 M dén it nhat
khodng 5 x 10 M, nhung t6t hon 1a khong thé hién tinh phén tng chéo déng ké
bat ky v6i protein tién chét tinh bot (APP).

Theo mét phuong dn khdc, khing thé theo sdng ché va nhu duoc mo ta
trén day hoac manh cta ching, thé hién 4i luc gan két véi soi, soi manh rét nhod
hodc sgi to A cao hon it nhét 1a 2 14n, dac biét it nhat 13 4 14n, dac biét 13 it nhat
10 14n, dac biét 1a it nhat 15 14n, dic biét hon 12 it nhat 20 14n, nhung dac biét 1a

it nhat 25 1an so véi 4i luc gan két vé6i chit don phan AS.

Theo mot phuong 4n khédc nita, khdng thé dang khidm hoic manh clia
ching, hodc khang thé dugc lam twong thich véi ngudi hoic méanh clia ching

dugc dé xudt nhu dugc mo ta trén day, khdng thé d6 vé co ban gin két véi Ap
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tich tu, bao gdm cdc mang Ap, & dong vat c6 vi, cu thé 1a ndo ngudi nhung t6t
hon 12 khong thé hién tinh phan tng chéo ding ké bat ky vdi protein tién chét
tinh bot (APP).

Theo mot khia canh cia sang ché, khéng thé dang khdm hodc méanh cta
chiing, hoic khing thé duoc lam tuong thich v6i ngudi hodc manh cla chiing
duoc dé xudt nhu dugc mo ta trén day, khang thé d6 vé co ban gan két véi tinh
bot da phan tan dugc, cu thé 1 tinh bot S (AS), bao gdbm céc chét don phan AS, &
dong vat c6 vi, cu thé 12 nfo ngudi nhung t6t hon 12 khong thé hién tinh phan

ting chéo déng ké bat ky vdi protein tién chat tinh bot (APP).

Séng ché con dé xuat khéng thé dang khdm hodc manh clia ching, hoac
khang thé duoc lam tuong thich véi ngudi hoac manh cua ching theo sang ché
va nhu dugc mo ta trén day, khang thé d6 1am giam ddng k€ luong mang tich tu
AB & dong vat c6 vi, cu thé 1a ndo ngudi. Diéu nay c6 thé dat duge hoic bang su
gin két clia khdng thé v6i mang hodc bang cdch chuyén d6i sy can bang gitta
tinh bot, cu thé 1a tinh bot B (Af), & trang thai khong tan va két tu ctia né thanh
dang tan dugc cia n6 bang cdch lam tan 1 cdc soi thanh cdc dang don phan va
da phan tan duoc bing céach kich thich chuyén déi cau hinh va gén két va 1am 6n
dinh cdc dang tinh bot khong két tu va hoa tan, cu thé 1a cdc dang tinh bot f3
(Ap), trong mé vi/hoac cdc dich thé, cu thé 1a ndo. Nho hoat tinh cha khéng thé
theo sdng ché ma qud trinh di hod va thanh thai ngoai bién thay vi lang dong &
mo va/hodc cdc dich thé, cu thé 1a ndo. Vi vay loi ich clia khdng thé theo sing

ché c6 thé dat duoc ma khong c6 su gan két chia khang thé véi mang.

Nho hoat tinh én dinh nay, khang thé theo sdng ch& c6 thé trung hoa céc
tdc dung doc cta protein dang tinh bot tan duogc it tich tu va da phén, dac biét la
protein tinh bot B (Ap), trong mé va/hodc cdc dich thé. Vi vay, theo mot phuong
4n dac biét ctia sang ché, khang thé theo sédng ché c6 thé dat dugc cdc 1¢i ich ma

khong cén gan két tinh bot beta tich tu trong ndo.
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Theo mot khia canh khdc cia séng ch€, khiang thé dugc 1am tuong thich
v6i nguoi hodc manh cta ching theo sang ch€ va nhu duge mo ta trén day, duoc
dé xuit bao gbém it nhit mot chudi nhe hodc manh cta ching hoac it nhat mot
chubi nang hodc manh cta ching két hop it nhat mot, dac biét 1a hai va dac biét
hon 12 ba ving CDR thu dugc tir khdng thé cho chu6t nhat, dic biét 1a tir khang
thé ACI-01-Ab7C2 (goi 1a "mC2" va hC2 d6i vé6i khdng thé duoc lam twong
thich vé6i nguoi C2, trong toan bd sang ché) nop luu ngay 01 thang 12 nam 2005
tai co quan luu gilt "Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH (DSMZ) & Braunschweig, Mascheroder Weg 1 B, 38124 Braunschweig,
v6i s6 hiéu luu gitt DSM ACC2750, trong d6 khdng thé nay hoic manh cla
ching c6 4i luc véi khang nguyén Af cao hon it nhat 1a 5 1an, dac biét 1 it nhat
8 1an, dac biét hon 1a it nhat 10 1an, nhung dac biét 1a it nhat 15 14an so véi ai luc

ctia khéng thé cho chuot nhét.

Khang thé theo séng ché€ nay c6 thé, theo mot phuong 4n, khdng thé
nguyén ven (vi du vé6i hai chudi nhe cé do dai ddy da va hai chudi nang cé do dai
ddy du) cua isotyp va kiéu phu bat ky (vi du IgM, IgD, IgGl1, IgG2, 1gG3, 1gG4,
IgE, IgA1l va IgA2); nhung dic biét 1a khdng thé cta isotyp IgG4; vi vay, theo
mot phuong 4n khac, né c¢6 thé 12 manh gin két khiang nguyén (vi du Fab,

F(ab'),, va Fv) clia khing thé nguyén ven.

Vi vay, sdng ché€ ciing dé xuét cdc manh gin két khdng nguyén ctia khang
thé duoc mo ta & day. Theo mot phuong 4n clia séng ché€, manh nay duoc chon ti
nhém bao géom manh Fab, manh Fab’, manh F(ab),, va manh F,, bao gém céc
san phdm cla thu vién biéu hién mién dich globulin Fab va cdc méanh gin két

epitop ctia khdng thé bat ky trong s6 céc khdng thé va cdc manh néu trén.

Theo mot phuong 4n khac, khang thé hoic manh gin két khdng nguyén
cta sang ché& duogc két hop véi polyetylen glycol. Theo mot phuong an khéc nita,
viing 6n dinh clia khdng thé theo sidng ché€ dugc cai bién dé gidm it nhat mot

chiic nang tdc dong sinh hoc do viing 6n dinh tao ra so vé6i khang thé chua cai
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bién. Theo mot phuong 4n khic nita, khédng thé hoic méanh gin két khéng

nguyén theo sdng ché bao gém viing Fc ¢6 chiic ning téc dong bién doi.

Sing ché& con dé xuat phan ti nucleotit bao gdm trinh tu nucleotit ma hod
khéang thé dang khdm hodc manh cha ching, hodc khdng thé dugc lam tuong

thich véi ngudi hodc manh ctia chiing theo sédng ché va nhu dé cap trén day.

Dic biét, sing ché& dé xuit phan ti nucleotit bao gém trinh tu nucleotit ma
ho4 doan chita c4c phan tir axit amin ké can nhu di néu trong cdc trinh tu SEQ
ID NO:2 va SEQ ID NO:3, tuong ting, hoéc trinh tu bé trg thé hién céc ving xdc
dinh b8 trg (cdc CDR) 2 va 3 cha vang bién déi chubi nang (HCVR).

Pic biét hon 13, sdng ché€ dé xudt phan t nucleotit bao gébm trinh tu
nucleotit ma ho4 doan chita cdc phan tir axit amin ké can nhu di néu trong SEQ
ID NO:4, hoac trinh tu bd trg, thé hién cic viing x4c dinh bo trg (cdc CDR) 1 cha
viing bién ddi chubi nhe (LCVR).

Theo mot phuong 4n khdc cua sdng ché, phan tit nucleotit dugc dé xuét
bao gbém trinh tu nucleotit nhu da néu trong cic trinh tu SEQ ID NO:18 va SEQ
ID NO: 19, hodc trinh tu bé trg, mi ho trinh tu axit amin cia CDR 2 va CDR 3

tuwong ting, clia viing bién ddi chudi nang (HCVR).

Theo mot phuong 4n khéc cta siang ché, phan tir nucleotit dugc dé xuét
bao gém trinh trr nucleotit nhu da néu trong SEQ ID NO:20, hodc trinh tu b6 trg,

m3 hod trinh tu nucleotit ciia CDR 1 ctia viing bién déi chudi nhe (LCVR).

Theo mot phuong 4n khdc cta sdng ché, phan tit nucleotit dugc dé xuit
bao gém trinh tu nucleotit ctia SEQ ID NO:21, hodc trinh tu bd trg, ma hod ving

bién d6i chudi nhe.

Theo mot phuong 4n khic clia sdng ché, phan tir nucleotit dugc dé xuit
bao gém trinh tu nucleotit ctia SEQ ID NO:22, hodc trinh tu bd trg, ma hod ving

bién déi nhe hoan toan bao gébm cdc trinh tu tin hiéu.
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Theo mot phuong dn khac ctia sdng ché, phan tir nucleotit dugc dé xuit
bao gom trinh tu nucleotit ma hod viing bién déi chudi nhe ctia SEQ ID NO:22
va ving 6n dinh chudi nhe ca SEQ ID NO:23. Sing ché ciing bao gém dai bd

tro cua phan tit nucleotit.

Theo mot phuong 4n khic cta sidng ché, phan tir nucleotit duoc dé xuat
bao gém trinh tu nucleotit cia SEQ ID NO:24 ma hod ving bién ddi chudi ning.

Sdng ché ciing bao gém dai b6 trg chia phan tir nucleotit nay.

Theo mot phuong 4n khic cua sing ché, phan tir nucleotit duoc dé xuit
bao gém trinh tu nucleotit cia SEQ ID NO:25 mi hod viing bién déi nang hoan
toan bao gom cic trinh tu tin hiéu. Sdng ché cling bao gdm déi bé trg clia phan tir

nucleotit nay.

Theo mot phuong 4n khac cua sdng ch€ phan tir nucleotit dugc dé xuit bao
gom trinh tu nucleotit mi hod viing bién déi chudi nang cta SEQ ID NO:25 va
ving 6n dinh chudi ning ctia SEQ ID NO:26. Sang ché ciing bao gém dai bd tro

clia phan tr nucleotit nay.

- Séng ché ciing bao gom trinh tu nucleotit dugc lai hod véi mot trong cic
trinh tu nucleotit ma hod khang thé néu trén theo sang ché, dac biét 1a véi dai bé
trg cua chiing, hoac duéi dang phan 14p hodc nhu mot phan ctia phan tir nucleotit

16n hon.

Dac biét, sing ché dé xuét trinh tu nucleotit lai trong cic diéu kién lai hod
thong thudng, dac biét 1a trong cic diéu kién lai nghiém ngét, v6i trinh tu bat ky
trong s6 céc trinh tu nucleotit da cho trong céc trinh tu tir SEQ ID NO: 18 dén
SEQ ID NO:26 va tir SEQ ID NO:29 dén SEQ ID NO:32, cu thé 1a véi dai b6 tro

ctia chang.

Theo mot phuong 4n khdc cla sdng ché, vat truyén biéu hién duoc dé xuat

bao gém phan tir axit nucleic theo sdng ch& va nhu dé cap & trén.
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Theo mot phuong 4n khéc clia séng ché, t€ bao dugc dé xudt bao goém vat

truyén biéu hién bao gém axit nucleic theo sing ch& va nhu dé cap & trén.

Theo mot phuong 4n khéc nita, séng ché dé xuat ch€ phdm bao gém khéng
thé theo sang ché&, nhung dic biét 1a khéng thé dang kham hodc manh cua chiing,
hoic khing thé dugc 1am tuong thich véi ngudi hodc manh cla ching theo séng
ché va nhu dugc mo ta trén day bao gém khdng thé tuong duong chic bat ky
hoic din xuit bat k¥ hodc céc phéan chidc clia chiing, véi lugng c6 tdc dung diéu

tri, dac biét ché phdm d6 1a dugc phdm tuy ¥ con chida chat mang dugc dung.

Theo mét phuong 4n khéc clia sdng ché, ché phdm nay bao gém khang thé

v6i lugng ¢6 tac dung diéu tri.

Séng ché con bao gdm hén hop chita khang thé, cu thé 1a khang thé don
dong theo sang ch€, nhung dac biét 1a khdng thé dang kham hoac manh cua
chiing, hoic khing thé dugc lam tuong thich véi ngudi hodc manh cia chiing
theo sdng ché& va nhu duge mo ta trén day bao gom khang thé tuong duong chic
bat k¥ hodc din xuét bat ky hodc cdc phan chiic cua ching, véi luong cé tic
dung diéu tri va, tuy ¥, chét ¢ hoat tinh sinh hoc khic va/hoac chat mang duoc

dung va/hoic chat pha loang va/hoiac t4 dugc.

Pic biét, sang ché€ dé xuét hon hop, trong d6 chit cé hoat tinh sinh hoc
khdac 1a hgp chét st dung d€ lam thudc chita bénh thodi hod dang tinh bot, nhém
cdc bénh va cdc 161 loan lién quan dén protein tuong tu tinh bot hodc dang tinh

bot nhu protein Af lién quan dén bénh Alzheimer.

Theo mdt phuong dn khic clia sdng ché, chat cé hoat tinh sinh hoc khéic
hodc hop chat c¢6 thé ciing 1a tic nhan diéu tri c6 thé duge st dung dé diéu tri
bénh thodi hod dang tinh bot do tinh bot f gay ra hodc c6 thé dugc st dung dé

lam thudc chita cdc roi loan than kinh khéc.

Chat c6 hoat tinh sinh hoc khdc hodc hop chit c6 thé sit dung téc dung

sinh hoc clia né bang cling mot co ché hoic tuong tu nhu khang thé theo sing
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ché& hoic bang mot co ché hoat dong khong lién quan hodc bang vo s6 cdc co ché

hoat dong lién quan va/hodc khong lién quan.

N6i chung, hop chét c6 hoat tinh sinh hoc ¢6 thé bao gém cdc chat tang
cudng dan truyén than kinh, cdc dugc chat tam ly liéu phédp, cdc chét tc ché
axetylcholin esteraza, cdc chat chan kénh canxi, cdc amin nguon gdc sinh vat,
cdc thudc an thin benzodiazepin, cdc chat ting cudng téng hop, luu gif, hodc
giai phéng axetylcholin, céc chét doi khang thu thé axetylcholin sau khép than
kinh, c4c chét Gc ché€ monoamin oxidaza-A hoic -B, cdc chét d6i khang thu thé
N-metyl-D-aspartat glutamat, cdc dugc chit khiang viém khong steroit, cic chat

chéng oxy hod va cic chat doi khéng thu thé tao serotonin.

Pic biét hon 13, sdng ché dé xuat hon hop bao gdm it nhat mot hop chit
duoc chon tir nhém bao gém cdc hop chat c6 tdc dung chdng sy mét can bang
oxy hod, cac hop chat chéng gay chét t&€ bao, cdc chat chelat kim loai, cdc chat
tic ch€ cip ADN nhu pirenzepin va cdc chat chuyén hod, axit 3-amino-1-
propansulfonic (3APS), 1,3-propandisulfonat (1,3PDS), cidc chat hoat hod a-
secretaza, cdc chat tic ché - va y-secretaza, cdc protein tau, cic chit dan truyén
than kinh, céc chét bé gdy tdm £, cdc chat din du cho cédc thanh phan t€ bao lam
sach/lam tan tinh bot beta, cac chat dc ché tinh bot beta 1am cun dau N bao gém
tinh bot pyroglutamat hod beta 3-42, cdc phan tir chdng viém, hodc cic chit tc
ch€& cholinesteraza (cdc ChEI) nhu tacrin, rivastigmin, donepezil va/hodc
galantamin, cdc chat d6i khdng M1 va cdc dugc chat khac bao gom bat ky dugc
chét cai bién tau hodc tinh bot va c4c chat b sung dinh dudng, cing véi khing
thé theo sdng ché va, tuy §, chit mang dugc dung va/hoac chét pha lodng va/hoac

ta dugc.

Sdng ch€ con dé xuat hén hop, trong dé hgp chét la chat Gc ché
cholinesteraza (cic ChEI), cu thé 1a hdn hop, trong d6 hop chét 1a chat duge
chon tir nhém bao gém tacrin, rivastigmin, donepezil, galantamin, niaxin va

memantin.
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Theo mot phuong 4n khic, cic hén hop theo sdng ché c6 thé bao gém
niaxin hoic memantin cling véi khéng thé theo sdng ché& va, tuy ¥, chit mang

duoc dung va/hodc chit pha loang va/hodac ta dlIQ’C.

Theo mot phuong 4n khdc nita cta séng ché, cdc hon hgp duge dé xuit
bao gém "céc thuSc chong loan tam than khong dién hinh" nhu, vi du clozapin,
ziprasidon, risperidon, aripiprazol hoac olanzapin dé diéu tri céc triéu ching loan
tam than duong tinh va 4m tinh bao goém céac ching ao giic, cic ching hoang
tudng, cic r6i loan tu duy (biéu thi boi su khong mach lac 16 rét, trat huéng, léch
lac), va 16i s6ng ky di hodc khong c¢6 t6 chic, cling nhu su mat khodi cam, vo
cam, tinh 1dnh dam, va rit khéi xa hoi, cling vé6i khang thé, cu thé 1a khéng thé
don dong theo sang ché, nhung dic biét 1a khdng thé dang kham hoac manh cla
chiing, hoic khing thé duoc 1am tuong thich véi ngudi hoic manh cta ching
theo sang ch€ va nhu dugc mo ta & day va, tuy §, chit mang dugc dung va/hoac

chat pha loang va/hodc t4 duoc.

Theo mot phuong 4n dic biét clia séng ché, cdc ché phdm va céc hén hop
theo sang ché€ va nhu dugc mo ta trén day bao gém khdng thé va chdt ¢ hoat

tinh sinh hoc, twong ting, vé6i luong c6 tic dung diéu tri.

Cic hop chit c6 thé thich hgp dé sit dung trong céc hén hop két hop véi
khéng thé theo sdng ch& dugc dé xuét trong Cong b6 don yéu cdu cap bang doc
quyén sidng ché s6 WO 2004/058258 (dac biét xem céc trang 16 va 17) bao gébm
c4c dich duoc chat diéu tri (cc trang 36-39), axit alkansulfonic va cic axit
alkanolsulfuric (cdc trang 39-51), cdc chat tc ch€ cholinesteraza (céc trang 51-
56), NMDA céc chat déi khang thu thé (cdc trang 56-38), céc estrogen (céc
trang 58-39), cdc dugc chat khang viém khong steroit (cic trang 60-61), cac chat
chéng oxy hoa (céc trang 61-62), céc chat d6i khang thu thé hoat hod ting sinh
peroxisom (PPAR) (céc trang 63-67), cdc tic nhan lam giam cholesterol (cdc
trang 68-75); cac chét tGc ché tinh bot (cac trang 75-77), cic chét tc ché hinh
thanh tinh bot (céc trang 77-78), cac chit chelat hoa kim loai (céc trang 78-79),
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c4c chat chong suy nhugc va chong loan tam than (cdc trang 80-82), céc chét bo
sung dinh dudng (cdc trang 83-89) va céc hop chét lam tang tinh sir dung cta cdc
chat c6 hoat tinh sinh hoc trong ndo (xem céc trang 89-93) va tién duoc chat (céc

trang 93 va 94), tai liéu nay dugc dua vao day bang cédch vién dén.

Theo mot phuong 4n khéc, sing ché dé xudt hén hgp bao gém khéng thé,
cu thé 12 khang thé don dong theo sdng ché, nhung dic biét 1a khang thé dang
kham hodc manh ctia ching, hoic khdng thé dugc lam tuong thich v6i ngudi
hodc manh clia chiing theo séng ch€ va nhu dugec mo ta trén day va/hodc chat c6

hoat tinh sinh hoc véi lugng ¢6 téc dung diéu tri.

Sang ché con dé xudt viéc st dung khdng thé, cu thé 1a khéng thé don
dong theo séng ché, nhung dac biét la khdng thé dang kham hoic ménh cta
ching, hoic khing thé dugc lam tuong thich v6i nguodi hoac manh cua ching
theo sang ché& va nhu dugec mo ta trén day va/hoac phan chitc ctia ching va/hodc
dugc phdm, hodc hén hop bao gom khéng thé nay, dé bao ché thude dé diéu tri
hoac 1am gidm bét céc tdc dong clia bénh thodi hod dang tinh bot, nhém cac
bénh va cdc 16i loan lién quan dén sy hinh thanh mang dang tinh bot bao gom
bénh thodi hod dang tinh bot thi phét va bénh thodi hod dang tinh bot lién quan
dén tubi nhu cdc bénh bao gém, nhung khong gidi han &, cdc 161 loan than kinh
nhu bénh Alzheimer (AD), sa sit trf tué¢ thé Lewy, hoi ching Down, chiing xuat
huyét ndo di truyén vé6i ching thodi hod dang tinh bot (loai Dutch) va bénh phiic
hop Guam Parkinson-Dementia. Cdc bénh khic dua vao hoac lién quan dén céc
protein tuong tu tinh bot nhu liét trén nhan tién trién, bénh xo ciing rdi ric, bénh
Creutzfeld Jacob, bénh Parkinson, sa sut tri tué lién quan dén HIV, ALS (xo
cling cot bén teo co), bénh tiéu dudng bat ddu tudi truong thanh; thodi hod dang
tinh bot tim 130 suy; cdc khéi u noi tiét, va cdc bénh khéc, k€ ca bénh thodi hod

diém vang.

Sang ché ciing bao gém phuong phip dé bao ché khing thé, cu thé l1a
khang thé don dong theo sang ché, nhung dac biét 1a khang thé dang kham hodc
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manh clia chiing, hoic khang thé dugc 1am tuong thich v6i ngudi hodc manh cla
ching theo siang ché€ va nhu dugc mo ta trén day va/hoac phan chic cua ching
va/hoic duoc phdm, hoic hdn hop bao gém khang thé nay va/hodc phan chic
ca chiing, cu thé 13 vé6i luong cé tic dung diéu tri, d€ st dung trong phuong
phéap phong ngtra, di€u tri hoac lam giam cic tic dong cua bénh thodi hod dang
tinh bot, nhém cdc bénh va cdc r6i loan lién quan dén su hinh thanh mang dang
tinh bot bao gébm bénh thodi hod dang tinh bot tht phat va bénh thodi hod dang
tinh bot lién quan dén tudi nhu céc bénh bao gém, nhung khong gidi han &, cic
161 loan than kinh nhu bénh Alzheimer (AD), sa stt tri tué thé Lewy, hoi ching
Down, chitng xuét huyét ndo di truyén véi ching thodi hod dang tinh bot (loai
Dutch); bénh phitc hgp Guam Parkinson-Dementia; cling nhu cdc bénh khac dua
vao hoic lién quan dén c4c protein tuong tu tinh bot nhu liét trén nhan tién trién,
bénh xo cing rai rac; bénh Creutzfeld Jacob, bénh Parkinson, sa sut tri tué lién
quan dén HIV, ALS (xo ciing cot bén teo co), bénh tiéu dudng bat dau tudi
trudng thanh; thodi hod dang tinh bot tim 130 suy; cdc khoi u noi tiét, va céc
bénh khic, ké ca bénh thodi hod diém vang bao gébm bao ché khang thé, cu thé 1a
khang thé don dong theo sdng ché, nhung dic biét 1a khéng thé dang kham hoac
manh clia chiing, hoic khang thé dugc 1am tuong thich v6i ngudi hodc manh cta

-chiing theo sdng ch& duéi dang dugc dung.

Sédng ch€ ciing bao gém phuong phap dé phong ngita, diéu tri hodc 1am
giam céc tdc dong ctia bénh thodi hod dang tinh bot, nhém céc bénh va cic roi
loan lién quan dén su hinh thanh méang dang tinh bot bao gébm bénh thodi hod
dang tinh bot thit phit va bénh thodi hod dang tinh bot lién quan dén tudi nhu cc
bénh bao gdédm, nhung khong giéi han &, cdc r6i loan than kinh nhu bénh
Alzheimer (AD), sa siit tri tué thé Lewy, hoi chiing Down, chitng xuat huyét ndo
di truyén véi ching thodi hod dang tinh bot (loai Dutch); bénh phitc hop Guam
Parkinson-Dementia; cling nhu cdc bénh khic dua vao hoac lién quan dén cac
protein tuong tu tinh bot nhu liét trén nhan tién trién, bénh xo cling rai rdc; bénh

Creutzfeld Jacob, bénh Parkinson, sa sut tri tué lién quan dén HIV, ALS (xo
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ciing cot bén teo co), bénh tiéu dudng bat dau tudi trudng thanh; thodi hod dang
tinh bot tim 130 suy; cac khéi u ndi tiét, va cdc bénh khac, ké ca bénh thoai hoa
diém vang bang cdch cung cdp khdng thé va/hodc phén chiic cta ching, nhung
dic biét 1a khing thé dugc lam tuong thich véi ngudi va/hodc phan chic clia
chiing, hodc ché& phdm hoic hén hop bao gém khang thé nay va/hodc phan chic
clia ching, cho dong vat hodc ngudi bi tdc dong bdi 16i loan nay bao gom cung

c4p khang thé véi lugng c6 tdc dung diéu tri.

Muc dich nita clia sang ché& 1a dé xuat phuong phdp dé diéu tri bénh thodi
hod dang tinh bot, nhém cdc bénh va cic roi loan lién quan dén su hinh thanh
mang dang tinh bot bao gom bénh thodi hod dang tinh bot thit phat va bénh thodi
ho4 dang tinh bot lién quan dén tudi bao gébm, nhung khong gidi han &, cdc réi
loan thin kinh nhu bénh Alzheimer (AD), cu thé 14 bénh hodc tinh trang dic
trung béi su mat kha nang nhé lién quan dén nhan thic & dong vat, cu thé 1a
dong vat ¢ vi hodc ngudi, khéng thé, cu thé 1a dugc pham theo sang ché€ va nhu

duoc mo ta & day.

Theo mot phuong 4n dic biét, sang ché dé xuat phuong phép dé duy tri
hodc 1am ting kha nang nhé lién quan dén nhan thic nhung cu thé 13, dé héi
phuc kha ning nhé lién quan dén nhan thic chia dong vat, cu thé 1a dong vat c6
vii hodc ngudi, bi suy giam tri nhé bang cach cung cap khing thé cho dong vat,
cu thé 1a dong vat c6 vii hodc ngudi, cu thé 1a duge phdm theo sdng ché& va nhu

dugc mo ta trén day.

Muc dich khéc nita clia sdng ché 1a dé xuat ché pham diéu tri va phuong
phép dé tao ra ch€ phdm nay cling nhu phuong phap dé diéu tri bénh thodi hod
dang tinh bdt, nhém cédc bénh va cdc r6i loan lién quan dén su hinh thanh mang
dang tinh bot bao gébm bénh thodi hod dang tinh bot thit phdt va bénh thodi hoa
dang tinh bot lién quan dén tudi bao gébm, nhung khong gidi han &, cdc réi loan

than kinh nhu bénh Alzheimer (AD), cu thé 1 bénh hoic tinh trang dac trung boi
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su mét kha nang nhé lién quan dén nhan thic, nhd st dung khéng thé theo sdng

ché€ va nhu dugc mo ta trén day.

Dic biét, sang ché dé xudt viéc diéu tri cho dong vat, cu thé 1a dong vat cé
vii hodc ngudi, bi trang lién quan dén tinh bot dac trung bdi su mét kha nang nhé

lién quan dén nhan thic din dén duy tri kha nang nhé lién quan dén nhéan thic.

Séng ché con dé xuat phuong phép dé chin dodn bénh hoac tinh trang lién
quan dén tinh bot & bénh nhan bao gém phét hién gan két mién dich dac hiéu ciia
khang thé hodc manh hoat tinh cia ching véi epitop cta protein dang tinh bot

trong miu hoac tai chd bao gém cac budc:

(a) dua miu hodc phan co thé hoidc ving co thé diac biét nghi ngd chia
protein dang tinh bot vao ti€p xtc véi khang thé, cu thé 1a khang thé don dong
theo sang ché, nhung dic biét 1a khang thé dang kham hoac manh cta ching,
hoic khing thé dugc lam tuong thich v6i ngudi hodc manh cua ching theo sing
ché va nhu duoc mo ta trén day, va/hodc phan chic cla chiing, khang thé d6 gan

két véi epitop cta protein dang tinh bot;

(b) cho phép khéng thé va/hoic phan chic ctia chiing, gan két véi protein
dang tinh bot tao phic hé mién dich;

(c) phét hién su hinh thanh cta phic hé mién dich; va

(d) tao twong quan giffta su c6 mit hodc vang mat cia phic hé mién dich
véi su ¢ mat hodc ving mat cla protein dang tinh bot trong miu hoac phan co

thé hodc viing co thé dic biét.

Ciing nim trong sang ché 1a phuong phap dé xdc dinh mic do ctia lugng

mang tao tinh bot tich tu & mo6 va/hodc dich thé bao gém cic budc:

(a) 14y mau dai dién clia mo va/hoic cdc dich thé can nghién ciu;
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(b) thir nghiém miu nay vé su c6 mat cua protein dang tinh bot v6i khang
thé, cu thé 1a khang thé don dong theo sing ch€, nhung dic biét 12 khéng thé
dang kham hoic manh cta ching, hodc khdng thé dugc 1am tuong thich véi
ngudi hodc manh cua ching theo sdng ché€ va nhu dugc mo ta trén day, va/hoac

phén chic cua ching;
(c) x4c dinh luong khang thé gin két véi protein; va
(d) tinh to4n luong méng tich tu & moé va/hodc céc dich thé.

Pic biét, sang ché dé xuét phuong phap xdc dinh mic do cua lugng mang
tao tinh bot tich tu & mo6 va/hoic cdc dich thé, trong d6 sy hinh thanh ctia phic
hé mién dich & bude ¢) duoc x4c dinh sao cho su ¢6 mat hodc vang mit ctia phic

hé mién dich tuong quan véi su c6 mat hodc vang mat cua protein dang tinh bot.

Theo mot phuong 4n khéic clia séng ché, kit thitr nghiém dé phat hién va
chin dodn cdc bénh va tinh trang lién quan dén tinh bot duge dé xuit bao gébm
khang thé, cu thé la khdng thé don dong theo sang ché&, nhung dac biét 1a khang
thé dang kham hodc méanh ctia chiing, hoic khéng thé dugc lam tuong thich véi
ngudi hodc manh cua chiing theo sdng ch€ va nhu dugc mo ta trén day, va/hoic

phén chic cua chiing.

Pac biét, sang ché dé xuat kit thir nghiém dé phat hién va chén doén céc
bénh va tinh trang lién quan dén tinh bot bao gébm thung chia chita mot hoac
nhiéu khéng thé theo siang ché, va/hodc phan chic cla ching, va cic tai liéu
huéng din dé st dung khdng thé nhdm muc dich gan két véi protein dang tinh
bot tao phitc hé mién dich va phdt hién sy hinh thanh cta phitc hé mién dich sao
cho su cé mit hodc ving mat cta phic hé mién dich tuong quan véi su cé mat

hodc vang mit ciia protein dang tinh bot.

Theo mot khia canh, siang ché dé xuit khang thé bao gém ving bién doi
nhu néu trong SEQ ID NO:27, hoic thé bién di clia ching. Theo mot phuong 4n,
dong t& bao biéu hién khang thé.
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Theo mot khia canh, sdng ché dé xuét gen khang thé bao gém ving bién
ddi nhu néu trong SEQ ID NO:29, hoic thé bién di ciia chiing. Theo mot phuong

4n, dong t& bao biéu hién khang thé.

Theo mot khia canh, sang ché& dé xuét phuong phap lam tan rd cic soi tinh
bot beta da hinh thanh truéc d6, bao gém tuong téc khdng thé hC2 véi cdc soi

tinh bot beta tao ra truéce do.

Theo mot khia canh, sdng ché& dé xuat khang thé dugc 1am tuong thich véi
ngudi hodc manh chia chiing theo diém bat ky trong s6 cdc di€ém néu trén, trong
dé khang thé nay hodc méanh cua chiing bao vé céc noron tranh khoi su suy thodi

do Ap gay ra.

Theo mot khia canh, sang ché dé xudt phuong phap phong nglra su suy
thodi cdc noron do Af giy ra bao gébm diéu tri cdc noron bang mot lugng hitu
hiéu ctia khing thé dugc 1am tuong thich véi ngudi hoac manh cta ching theo su

mo ta & day.

Theo mot khia canh, sang ché dé xu4t cach st dung khdng thé dugc 1am
tuong thich v6i ngudi hoic méanh cha ching theo sy mo ta & day dé bao ché

thu6c phong ngira su suy thodi cac noron khi ti€p xtc véi oligome Ap.

Céc muc dich niy v muc dich khic, céc dic diém va loi ich cha sidng ché
s& 12 hién nhién sau khi xem xét phdn mo ta chi tiét duéi day phuong an thuc

hién dé xuét va cdc yéu ciu bao ho kem theo.
Mo ta van tat cac hinh vé

Fig.1 (cdu tric chia cdc gen khéng thé dang kham) thé hién biéu hién

catxet clia viing bién déi chudi nhe chuét ctia khéng thé dang kham.

Fig.2 (cdu tric clia cdc gen khéng thé dang khdm) thé hién bi€u hién

catxet clia viing bién déi chudi nang chuot ctia khang thé dang kham.
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Fig.3 (ving bién déi chudi ning) thé hién su so sdnh vang bién d6i chubi

ning chuot véi trinh tw dong mam chudt gan nhat.

Fig.4 (hoat tinh clia khdng thé C2 dugc lam tuong thich véi ngudi) 1a biéu
dé thé hién hoat tinh clia cic khdng thé C2 dugc lam tuong thich v6i nguoi da

dugc tinh ché.

Fig.5 (cdc cai bién véi CDR12) la biéu d6 thé hién hoat tinh gan két cla
cdc khang thé tao ra bsi qué trinh bi€u hién tam thoi cla céc cdu tric CDR12
duoc cai bién bing C2 cuing vé6i chudi ning dang khdm C2, so vé6i khang thé
dang kham C2ChVHAF/ChVK, dugc tao ra bdi qud trinh chuyén nhiém tam thoi
va khéng thé tinh khiét.

Fig.6 (thtr nghiém gan két hod hoc m6 mién dich) 1a anh chup céc két qua
ctia thir nghiém gan két mién dich hod hoc m6 véi khang thé dang kham AF va

khang thé dugc 1am tuong thich véi ngudi H4K1.

Fig.7 (chiic ning ctia mC2 d6i véi céc soi tinh bot) 1a biéu do thé hién

chitc nang cia mC2 do1 véi cic soi tinh bot.

Fig.8 (chiic nang ctia mC2 d6i v6i cdc soi tinh bot) 12 biéu d6 thé hién 4i

Iuc gin két ctia C2 duge 1am tuong thich v6i ngudi trong ELISA.

Fig.9 (gin két dic hiéu c&u hinh clia mC2 véi céc loai protein dang tinh
bot khac nhau) 12 biéu d6 thé hién c4u hinh riéng gan két dac hiéu cia mC2 véi
cdc loai khic nhau ctia protein dang tinh bot; ché€ phdm dang vién trong ghi chd
ctia biéu d6 dé cap dén céc soi AB,4,, ché phdm dang dich ndi dé cap dén céc

don chét tinh bot.

Fig.10 1a cdc trinh tu duoc lam tuong thich véi nguoi C2 VK so véi trinh

tu chuot va c4c trinh tu thu thé ngudi DPK15 va J 1.

Fig.11 1a cdc trinh tu dugc lam tuwong thich véi nguodi C2 VH so véi trinh

tu chuot va c4c trinh tu thu thé ngudi DP54 va J,6.
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Fig.12 Ia trinh tu ADN hoan chinh va trinh tu protein ctia ving bién déi
chudi nhe cia C2 khang thé dugc 1am tuong thich v6i ngudi, C2HuVKI.

Fig.13 1a trinh tr ADN hoan chinh va trinh tu protein clia ving 6n dinh
chudi nhe (C Kappa nguoi) clia khdng thé dugc 1am tuong thich véi ngudi C2.

Fig.14 14 trinh tr ADN hoan chinh va trinh tu protein clia ving 6n dinh
chubi ning (IgG4 ser228-pro ngudi) cta khing thé dwoc lam tuong thich véi

nguoi C2.

Fig.15A-C (v& ban d6 epitop clia khang thé don dong clia mién dich AC

hC2) 14 biéu dé thé hién céc két qua cha cdc thit nghiém vé ban dé.

Fig.16 (cdc tdc dong cua hC2 khang tinh bot doi véi su két tu cua peptit
tinh bot 1-42) 14 biéu d6 thé hién két qua cla cdc thit nghiém két tu.

Fig.17 (céc tdc dong cua hC2 khéng tinh bot d6i vé6i su két tu cla peptit

tinh bot 1-42) 14 biéu d6 thé hién két qua ctia cac thir nghiém lam tan ra.

Fig.18 (bao vé thin kinh bing khang thé hC2) 1a anh chup céc két qua cha

céc thir nghiém bao vé noron bang khang thé duogc 1am tuong thich véi ngudi C2.

SEQ ID NO:1 12 trinh tu axit amin clia vang bién ddi chudi nang duoc lam

tuong thich véi nguol C2 HuVH AF 4 (CDR1).

SEQ ID NO:2 12 trinh tu axit amin clia viing bién déi chudi ning dugc 1am
tuwong thich v6i nguoi C2 HuVH AF 4 (CDR2).

SEQ ID NO:3 12 trinh tu axit amin cia viing bién déi chudi ning dugc lam
tuong thich véi nguoi C2 HuVH AF 4 (CDR3).

SEQ ID NO:4 12 trinh tu axit amin clia viing bién déi chudi nhe duoc [am
tuong thich véi ngudi C2 HuVK 1 (CDR1).
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SEQ ID NO:5 1a trinh tr axit amin clia ving bién déi chudi nhe dugc 1am
tuong thich véi ngudi C2 HuVK 1 (CDR2).

SEQ ID NO:6 12 trinh tu axit amin clia ving bién ddi chudi nhe dugc 1am
tuong thich v6i nguoi C2 HuVK 1 (CDR3).

SEQ ID NO:7 la trinh tu axit amin cla vung epitop Af 2.

SEQ ID NO:8 1a trinh tu axit amin cua vung epitop Af 1.

SEQ ID NO:9 Ia trinh tu axit amin cta ving epitop Af 2 cai bién.

SEQ ID NO:10 1a trinh tu axit amin cla viung epitop Af 1 cai bién.
SEQ ID NO:11 1a trinh tu axit amin ctia ving epitop cai bién hoan toan.

SEQ ID NO:12 14 trinh tu axit amin ctia vang bién déi chudi nhe dugc 1am
tuong thich véi nguoi C2 HuVK 1.

SEQ ID NO:13 1a trinh tu axit amin cta chudi nhe dugc 1am tuong thich

v6i nguoi C2.

SEQ ID NO:14 Ia trinh tu axit amin clia ving 6n dinh chudi nhe duogc lam

tuong thich vé1 nguoi C2.

SEQ ID NO:15 12 trinh tu axit amin clia ving bién déi chudi ning dugc
lam tuong thich v6i nguoi C2 HuVH AF 4.

SEQ ID NO:16 1a trinh tu axit amin cta chudi nang dugc lam tuong thich

véi nguoi C2.

SEQ ID NO:17 Ia trinh tu axit amin cta chudéi IG GAMMA-4 vung C cai

bién.

SEQ ID NO:18 1a trinh tu nucleotit cia CDR2 cuia vang bién doi chubi
nang dugc lam tuong thich véi nguoi C2 HuVH AF 4.

-65-



40905

SEQ ID NO:19 Ia trinh tu nucleotit cia CDR3 ctia ving bién déi chubi
nang dugc lam tuong thich véi ngudi C2 HuVH AF 4.

SEQ ID NO:20 12 trinh tu nucleotit cia CDR1 clia ving bién déi chubi
nhe duogc lam tuong thich véi nguoi C2 HuVK 1.

SEQ ID NO:21 Ia trinh tu nucleotit ctia ving bién d6i chubi nhe duogc 1am
tuong thich véi nguoi C2 HuVK 1.

SEQ ID NO:22 1a trinh tu nucleotit cia chudi nhe dugc lam tuong thich

vé6i nguoi C2.

SEQ ID NO:23 1a trinh tu nucleotit clia ving 6n dinh chudi nhe duoc 1am

tuong thich véi nguoi C2.

SEQ ID NO:24 12 trinh tu nucleotit clia ving bién d6i chudi ning duoc
lam tuong thich véi nguoi C2 HuVH AF 4.

SEQ ID NO:25 1a trinh tu nucleotit ciia chudi nang duoc lam tuong thich

v6i nguoi C2.

SEQ ID NO:26 14 trinh tu nucleotit clia viing 6n dinh dugc 1am tuong thich

v6i nguoi C2.

SEQ ID NO:27 la trinh tu axit amin cfia viing bién d6i chudi nhe chuot

C2.

SEQ ID NO:28 la trinh tu axit amin ctia ving bién d6i chudi ning chuot
C2.

SEQ ID NO:29 1a trinh tu nucleotit cia Mouse C2 Vung bién déi chubi
nhe.

SEQ ID NO:30 1a trinh tu nucleotit ctia chudi nhe chuot C2.
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SEQ ID NO:31 1a trinh tu nucleotit clia ving bién d6i chudi nang chuot
nhat C2.

SEQ ID NO:32 Ia trinh tu nucleotit ciia chudi nang chudt C2.
Mo ta chi tiét sang ché
Cac dinh nghia

Céc thuat ngit "polypeptit", "peptit", va "protein”, nhu dugc st dung & day,
c6 thé duoc sir dung thay thé cho nhau va dugc xdc dinh c¢6 nghia la phan tir sinh

hoc bao gém céc axit amin lién két bai lién két peptit.

Thuat ngit "a", "an" va "the" nhu dugc st dung & day dugc xdc dinh cé

nghia 12 "mot hodc nhiéu" va bao gébm s6 nhiéu trir khi pham vi khong thich hop.

Cum tir "céc bénh va céc r6i loan gy ra bdi hoac lién quan dén tinh bot
hoic céc protein tuong tu tinh bot" bao gdm nhung khong gidi han 6, cdc bénh
va céc 161 loan do su ¢6 mat hoac hoat tinh cua protein tuong tu tinh bot trong
trang thai don phan, sgi manh rat nhé hodc da phan, hodc t6 hop bét ky cta ba
loai d6. C4c bénh va céc réi loan d6, nhung khong gidi han &, bénh thodi hod

dang tinh bot, cdc khdi u ni tiét, va thodi hod diém vang.

Thuat nglt "bénh thodi hod dang tinh bot" dé cip dén nhém cdc bénh va
céc 16i loan lién quan dén su hinh thanh mang dang tinh bot bao gém, nhung
khong giGi han &, bénh thodi hod dang tinh bot thit phat va bénh thodi hod dang
tinh bot lién quan dén tudi nhu céc bénh bao gém, nhung khong giéi han &, cic
161 loan than kinh nhu bénh Alzheimer (AD), bao gobm cdc bénh hoac cic tinh
trang déc trung boi sy mat kha nang nhd lién quan dén nhan thiic nhu, vi du suy
giam nhan thiic nhe (MCI), sa sut trf tué thé Lewy, hoi ching Down, chiing xuat
huyét ndo di truyén véi thodi hod dang tinh bot (dang Dutch); bénh phitc hop
Guam Parkinson-Dementia; ciing nhu cdc bénh khac dua vao hoac lién quan dén

cdc protein twong tu dang tinh bot nhu liét trén nhan tién tri€n, bénh xo clng rai
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rdc; bénh Creutzfeld Jacob, bénh Parkinson, sa stt tri tué lién quan dén HIV,
ALS (xo ciing cot bén teo co), viém co thé vii (IBM), bénh tiéu dudng bat dau
tudi trudng thanh; thoai hod dang tinh bot tim 130 suy; va cdc bénh mat khéc
nhau bao gém bénh thodi ho4 diém vang, bénh than kinh thi gi4c lién quan dén

drusen, va bénh duc thuy tinh thé do su ling dong tinh bot beta gay ra.

A_ 1

C4c thuat ngit "phét hién" hoidc "duogc phat hién" nhu duge st dung & day
c6 nghia 12 stt dung céc k§ thuat da biét dé phat hién céc phan tl sinh hoc nhu
cac phuong phép mién dich hod hoc hoac moé hoc va dé cap dén viéc xac dinh s6
luong va chat lugng su ¢6 mat hoac néng do cuia phan tir sinh hoc trong qué trinh

nghién ctu.

Thuat ngit “tinh bot tan polyme" dé cap dén nhiéu chit don phan tich tu
cua cdc peptit dang tinh bot, hodc ca céc peptit tuong tu dang tinh bot, hoac cla
céc peptit dang tinh bot dugc cai bién hodc cat cut hodc cua cdc din xuét khéc
clia c4c peptit dang tinh bot tao ra cc céu trdc oligome hodc polyme c6 thé tan
ca trong co thé ngudi hodc dong vat ¢ vi dac biét hon 1a trong nio, nhung dac
biét 1a t6i nhiéu chat don phan tich tu cua cédc peptit f (Af) dang tinh bot hoac
clia c4c peptit cai bién hodc cét cut B (Af) hodc céc din xudt ciia ching, ma c6

thé tan trong co thé ngudi hodc dong vat c6 vi dac biét hon 12 trong néo.

Thuat ngit "dang tinh bot S, dang tinh bot A hodc dang tinh bot [ 1a
thuat ngit dugc cong nhan trong Iinh vuc k§ thuat va dé€ cap dén céc protein va
céc peptit dang tinh bot S, protein tién chat dang tinh bot § (APP), ciing nhu céc
cai bién, cic manh va cic thé tuong duong chitc bat ky clia ching. Dac biét,
bang dang tinh bot f nhu st dung & day c6 nghia 1a manh bat ky duoc tao ra
bang céch ph‘ﬁn giai protein APP nhung dac biét 1a cdc manh lién quan dén hoac
két hop vé6i bénh 1y tinh bot bao gom, nhung khong giéi han &, AS, 45, AL 50,
AP, 100 AL a1 AP ans VA AL s

CAu tric va cdc trinh tu ca cdc peptit dang tinh bot £ nhu dé cap & trén 1a

da biét 16 d6i véi chuyén gia trong linh vuc k§ thuat va phuong phép dé tao ra
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céc peptit nay hodc chiét xuét ching tir ndo va cdc mo6 khac dugec mo ta, vi du,
trong tai litu Glenner and Wong, Biochem Biophys Res Comm129, 885-890
(1984). Ngoai ra, cic peptit dang tinh bot § ciing san c6 trén thi truong dudi céc
dang khac nhau.

Bing cdch "tdch" c6 nghia 1a phan tr sinh hoc khong cé it nhat mot s6

thanh phan v6i ching né xudt hién tu nhién.

Cic thuat ngit "khdng thé" va "cdc khang thé" nhu dugc st dung & day 1a
mot thuat ngit duge cong nhan trong linh vuc k§ thuat va dugc hiéu 1a dé cap dén
cdc phan tir hoic cdc manh hoat tinh cla céc phan t& gan két véi cdc khang
nguyén di biét, dac biét véi cdc phan tir globulin mién dich va véi cdc phan hoat
tinh mién dich clia cdc phan ti globulin mién dich, nghia 1a cdc phan ti chia
diém gén két két hop dac hiéu véi khdng nguyén. Globulin mién dich 1a protein
bao gém mot hodc nhiéu polypeptit vé co ban dugc ma hod bdi cdc gen viing 6n
dinh globulin mién dich kappa, va lambda, alpha, gama, delta, epsilon va mu,
ciing nhu vo s6 cdc gen ving bién déi globulin mién dich. Cédc chudi nhe duoc
phan loai 1 kappa hodc lambda. Cdc chudi nang duoc phan loai la gamma, mu,
alpha, delta, hodc epsilon, 1an lugt xdc dinh cdc loai globulin mién dich, IgG,
IgM, IgA, IgD va IgE tuong tng. Ngoai ra, cdc 16p phu cua chudi nang 1a da
biét. Vi du céc chudi ning IgG & ngudi c6 thé 1a loai bat ky trong s6 16p phu
IgG1, IgG2, 1gG3 va IgG4. Globulin mién dich theo sdng ch€ c¢6 thé 1a loai bat
ky (IgG, IgM, IgD, IgE, IgA va IgY) hodc 16p phu (IgGl, IgG2, IgG3, I1gG4,
IgAl va IgA2) clia phan ta globulin mién dich.

Nhu duoc st dung & day "gan két dac hiéu" dé cap dén khdng thé c6 nghia
12 khing thé dé gin két v6i khdang nguyén dich ctia né véi 4i luc 16n hon nhiéu

khi né gin két véi (céc) khdng nguyén khédc nhau vé mat cau tric.

Pon vi ciu tric globulin mién dich thong thudng 1a di biét bao gébm mot
cau tric ti phan. Méi cdu tric td phan gébm ¢6 hai cap chudi polypeptit giong

nhau, mdi cip c6 mot chudi "nhe" (khoang 25 kD) va mot chudi "nang" (khoang
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50-70 kD). P4u tan cting N ctia mbi chudi xdc dinh ving bién déi gébm khoang
100 dén 110 hodc nhiéu hon axit amin co ban tao ra su nhin biét khang nguyén.
Thuat ngit chudi nhe bién ddi (V,) va chudi nang bién déi (Vy) dé cap dén céc

chudi ning va nhe tuong dng.

Khang thé ton tai nhu cdc khéng thé nguyén ven véi chiéu dai ddy dua hoac
nhu 12 mot s6 cidc manh duoc dic trung hod 13 dugc tao ra bang cdch phan cat
v6i cdc peptidaza hodc céc hod chat khéc nhau. Vi vay, vi du pepsin phan cat
mot khing thé dudi cic lién két disulfua & ving ban 1€ d€ tao ra F(ab'),, mot
dime cta Fab ma chinh né la chudi nhe gin két véi Vi-CH, bang lién két
disulfua. F(ab"), c6 thé dugc khir trong cdc diéu kién nhe dé phd vd lién két
disulfua & viing ban 1é nho d6 chuyén hoa dime F(ab'), thanh monome Fab'.
Monome Fab' vé co ban 12 manh Fab v6i manh cla ving ban 1€ (xem tai liéu
Fundamental Immunology, W. E. Paul, ed., Raven Press, N.Y. (1993), dé mo ta
chi tiét hon vé cdc manh khang thé khic). Trong khi cdc manh khéng thé khac
nhau dugc xdc dinh dudi dang phéan cat khdng thé nguyén ven, chuyén gia trong
linh vuc k¥ thuat hiéu r& rang manh bat ky trong s6 cdc manh khing thé khéc
nhau cé thé duoc téng hop de novo hoic theo phuong dién hod hoc hodc bang
cch st dung phuong phiap ADN tdi t6 hop. Vi vdy, thuat ngit khdng thé, nhu
duoc st dung & day con bao gém cic manh khéng thé hodc dugc tao ra bing
cdch cai bién cic khang thé hoan chinh hoic téng hop de novo hoidc céc khdng

thé va cdc manh thu duoc bang cich st dung cac phuong phdp ADN téi t6 hop.

Thuat ngit "khdng thé" s& ndm trong pham vi cia sédng ché bao gém cdc
khéng thé don dong, cic khang thé da dong, céc khéng thé dang kham, chudi
don, dac hiéu kép, dugc lam tuong thich véi khi, nguoi va duge lam tuong thich
v6i nguoi ciing nhu cdc manh hoat tinh cta ching. Céc vi du vé cdc manh hoat
tinh ctia cic phan tr gan két véi cdc khdng nguyén da biét cdc chudi nang va nhe
tach biét, cdic manh Fab, Fab/c, Fv, Fab', va F(ab'),, bao géom cdc san phidm chia
thu vién biéu hién globulin mién dich Fab va cdc manh gan két epitop ctia khang

thé bat ky trong s6 cac khdng thé va cdc manh néu trén.
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C4c manh hoat tinh c6 thé thu dugc tir khéng thé theo sdng ché€ bang mot
s6 k§ thuat. Vi du céc khang thé don dong c6 thé dugc phan cat bang mot
enzym, nhu pepsin, va chuyén t6i loc gel HPLC. Phan thich hop chtta cdc manh
Fab sau d6 c6 thé dugc thu gom va c6 bang cach loc mang va cac k¥ thuat tuong
tu. D& mo ta thém vé cdc k§ thuat chung dé phan 14p cdc manh hoat hoé cua céc
khang thé, xem vi du tai liéu Khaw, B. A. et al. J. Nucl. Med. 23:1011-1019
(1982); Rousseaux et al. Methods Enzymology, 121 :663- 69, Academic Press,
1986.

Céc khang thé duoc tao ra bing cdch tai t6 hop c6 thé 1a cdc khang thé c6
do dai ddy du thong thuong, cdc manh khdng thé hoat hod da biét tir qua trinh
phan cat phan giai protein, cdc manh khang thé hoat tinh don nhét nhu Fv hoac
Fv chudi don (scFv), cdc khang thé khuyét mién, va céc loai tuong tu. Khéng thé
Fv c6 kich ¢& khoang 50 Kd va bao gom céc ving bién d6i ctia chudi nang va
nhe. Polypeptit Fv chudi don ("scFv") la heterodime lién két cong hod tri
VH::VL duoc biéu hién tir axit nucleic bao goém céc trinh tu ma hod VH- va VL-
hoic lién két truc tiép hoac lién két boi mot lién két ma hod peptit. Xem tai Liu
Huston, et al. (1988) Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 85:5879-5883. Mot s6 cau tric
dé chuyén ho4 cic chudi polypeptit ndng va nhe tich tu tu nhién, nhung tich biét
vé phuong dién hoé hoc tir ving khang thé V vao phén ti scFv s& gdp nép vao
cdu tric ba chiéu vé co ban tuong tu véi cau tric cha diém gin két khang

nguyén. Xem, vi du cdc patent My s6 5,091,513, 5,132,405 va 4,956,778.

Piém két hop dé cap dén phan clia phan thir khing thé tham gia vao gan
két khdng nguyén. Diém gin két khdng nguyén dugc tao ra boi cdc goc axit
amin cla cdc viing bién déi dau tan cung N ("V") cta céc chudi nang ("H") va
chubi nhe ("L"). C4c ving khang thé bién ddi bao gébm ba doan rat khac nhau dé
cap dén “cdc viing siéu bién” hodc “cdc ving x4c dinh bé trg” (cic CDR) dat
gitta nhiéu doan suon bao toan dugc biét 1a “cdc viung khung” (cac FR). Trong
phan tir khdng thé, ba ving siéu bién cta chudi nhe (LCDRI1, LCDR2, va
LCDR3) va ba vung siéu bién ctia chudi nang (HCDR1, HCDR2 va HCDR3)
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duoc sép dat twong d6i v6i nhau trong khong gian ba chiéu dé€ tao ra bé mat hoac
& gén két khang nguyén. Do dé diém két hop khéng thé thé hién cic axit amin
c4u thanh cdc CDR cta khang thé va cdc goc khung bat ky cau thanh § diém gén
két.

Tinh déng nhét clia cdc goc axit amin trong khéng thé dic biét tao nén
diém keét hop c6 thé dugc x4c dinh nhd st dung cdc phuong phdp di bi€t rd trong
linh vuc k§ thuat. Vi du, cac CDR khéng thé c6 thé dugce nhan dang 1a cic ving
siéu bién duoc x4c dinh trudce tién bdi Kabat et al. (xem, "Sequences of Proteins
of Immunological Interest,” E. Kabat et al., U.S. Department of Health and
Human Services; Johnson, G and Wu, TT (2001) Kabat Database and its
applications: future directions. Nucleic Acids Research, 29: 205-206;
http://immuno.bme.nwa.edu). Cic vi tri cia cdc CDR ciing c6 thé dugc nhan
dang nhu cédc cau tric vong céu tric dugc mo ta trudc tién boi Chothia and
others, (xem tai liéu Chothia and Lesk, J. Mol. Biol. 196, 901 (1987), Chothia et
al., Nature 342, 877 (1989), va Tramontano et al., J. Mol. Biol. 215, 175 (1990)).
Cé4c phuong phdp khéc bao gébm "dinh nghia AbM" 1a sy thoa hiép gifta Kabat va
Chothia va thu dugc nhd st dung phdn mém mo hinh hod khang thé khéng thé
AbM ctia Oxford Molecular (hién nay 1a Accelrys) hoac "dinh nghia ti€p xic"
cia cdc CDR béi Macallum et al., ("Antibody-antigen interactions: contact
analysis va bindig site topography," J Mol Biol. 1996 Oct 11;262(5):732-45). So
do6 dudi déy nhan dang cdc CDR dua vao cdc dinh nghia khac nhau.

Loop Kabat AbM Chothia Contact
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L1 L24 -- L34 24 --134 L24-134 L30--L36
L2 L50 -- L56 L50--L56  L50--L56  L46--L55
L3 L89 -- L97 L89 -- L97 L89 --L97 L89--L196
H1 H31 -- H35B H26 -- H35B H26 - H32..34 H30 -- H35B
(Céch danh s6 Kabat)

H1 H31 -- H35 H26 - H35 H26 - H32  H30-H35
(Cé4ch danh s6 Chothia)

H2 H50 -- H65  HS50 -- H58 H52 - H56 H47 -- H58
H3 H95 -H102  H95--H102  H95-HI102 H93-HI101

Cic nguyén tic chung ma nhd d6 c6 thé nhan céc CDR trong khéng thé tir

trinh tu riéng 1a nhu sau:
LCDRI1:
Bit diu - khoang chiing géc 24.
Goc trude thuong 1a Cys.

Goc sau thuong 1a Trp. Thong thuong TRP di theo sau la TYR-GLN,
nhung cling c6 thé di theo sau 124 LEU-GLN, PHE-GLN, hoic TYR-LEU.

Do dai 1a 10 dén 17 goc.
LCDR2:
Bit ddu - 16 goc sau ddu tan cung L1.

Trinh tru truéc d6 thuong bat dau la ILE-TYR, nhung ciling cé thé la
VAL-TYR, ILE-LYS, hoac ILE-PHE.
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Do dai thuong 1a 7 goc.

L.CDR3: Bit d4u - thudng 1a 33 g6c sau ddu tan cing L2.
Goc truée thuong 1a Cys.

Trinh tu sau 1a PHE-GLY-X-GLY.

Do daila7 dén 11 goc.

HCDRI:

Bit dau - vao khoang goc 26 (bon goc sau CYS) [dinh nghia Chothia/
AbM] dinh nghia Kabat bit diu 5 g6c cudi.

Trinh tu truée 1a CYS-X-X-X.

Céc goc sau la TRP, thuong ti€p theo 1a VAL, nhung ciing tiép theo la
ILE, hoac ALA.

do dai la 10 dén 12 goc theo dinh nghia AbM trong khi dinh nghia

Chothia loai trir 4 g&c cudi cung.
HCDR2:

Bit dau - 15 g6c sau ddu tan ciing clia dinh nghia Kabat/AbM cta CDR-
HI.

Trinh ty truéc thuong la LEU-GLU-TRP-ILE-GLY (SEQ ID NO.1),

nhung mot s& bién déi 1a cé thé.

Trinh ty sau la LYS/ARG-LEU/ILE/VAL/PHE/THR/ALA-THR/SER/
ILE/ALA

Do dai 1a 16 dén 19 goc theo dinh nghia Kabat (theo dinh nghia AbM tan

cung 1a 7 gbc dau).
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HCDR3:

Bat ddu -33 cédc goc sau tan cing 1la CDR-H2 (hai géc sau la CYS).
Trinh tu trude 1a CYS-X-X (thuong la CYS-ALA-ARG).

Ttinh tu sau 1a TRP-GLY-X-GLY.

Do dai 1a 3 dén 25 goc.

Tinh déng nhit cha cic géc axit amin trong khang thé dic biét 1a ngoai
céc CDR, nhung dii sao ciing tao nén mot phan ctia diém két hop boi c6 chudi
beén 12 mot phan 16p ctia diém két hop (nghia 1a né 1a c6 thé sit dung dé lién két
qua diém két hop), c6 thé dugc xac dinh nhd st dung cdc phuong phép da biét 1o
trong linh vuc k§ thuat nhu moé hinh hod phan tir va tinh thé hoc tia X. Xem, vi
du tai liéu Riechmann et al., (1988) Nature, 332:;323-327.

Cic khang thé dang kham Ia c4c khéng thé trong d6 mot hodc nhiéu ving
ctia khang thé bat nguén tir mot loai dong vat va mot hoac nhiu ving cua khang
thé bit ngudn tir mot loai dong vat khdc nhau. Khéng thé dang kham dugc uu
tién 13 khang thé bao gém nhiéu ving bét ngudn tir globulin mién dich cua dong
vat linh truéng. Khang thé ngudi dang kham dé€ st dung trong y hoc cho ngudi
thuong duoc hiéu 12 c6 céc ving bién déi tir dong vat khong phéi 12 ngudi, vi du,
dong vat gam nhdm, véi céc viing 6n dinh tir ngudi. Tréi lai, khdng thé duge 1am
tuong thich v6i ngudi stt dung cdc CDR tir khang thé khong phai ctia ngudi véi
phén 16n hodc tit ca cdc ving khung bién déi tir va tat ca cdc vang 6n dinh tir
globulin mién dich ngudi. Khang thé dang kham thudng dugc hi€u 1a c¢6 cic
viing bién déi tir dong vat gam nhdm. Khang thé dang kham ngudi thong thudng
c6 cac ving 6n dinh chudi ning ngudi va céc viing 6n dinh chudi nhe ngudi véi
cdc viing bién ddi clia ca nhe va nang bat dau tir khéng thé cua dong vat gam
nhdm. Khing thé dang kham nguoi c¢é thé bao gobm mot s6 thay d6i so véi trinh
tu axit amin nguyén thé ctia cdc ving 6n dinh ngudi va trinh tu ving bién déi

chuot nguyén thé. Cac khéng thé dang kham va dugc 1am tuong thich véi nguoi
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c6 thé duoc tao ra bang cdc phuong phap da biét rd trong Iinh vuc k§ thuat bao
gém cdc phuong phdp ghép CDR (xem, vi du cic patent My s6 5,843,708;
6,180,370; 5,693,762; 5,585,089 va 5,530,101), cdc céch sap xép lai chudi (xem,
vi du patent My s6 5,565,332; Rader et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1998)
95:8910-8915), céc cach mo6 hinh hod phan ti (patent My s6 5,639,641), va céc
phuong phap tuong tu.

Thuat ngit "khdng thé dugc 1am tuong thich véi nguoi" nhu dugce sir dung
& day trong trudng hop 1a khang thé hai chudi 1a khéng thé trong dé it nhat mot
chudi dugc 1am tuong thich véi ngudi. Chudi khéng thé duge 1am tuong thich véi
ngudi c6 viing bién déi trong d6 mot hodc nhiéu ving khung 1 ngudi. Khang thé
dugc 1am tuong thich véi ngudi ma 1a chudi don 1 khéng thé trong dé chudi c6
viing bién déi ma mot hodc nhiéu ving khung 1a nguoi. Cdc phan khong phéi ctia
ngudi cha ving bién déi clia chudi khang thé dugc lam tuwong thich véi ngudi
hodc ménh clia ching thu duogc tir nguén khong phdi 1a ngudi, cu thé 1a khang
thé khong phai clia ngudi, thudng c¢6 nguén goc tir dong vat gam nham. Phan
déng gép khong phéi clia ngudi cho khdng thé duge lam tuong thich véi ngudi
thuong dugc tao ra duéi dang it nhat mot ving CDR dugc dat rai rac trong cic
ving khung thu dugc tir mot (hodc nhiéu) (cdc) globulin mién dich nguoi. Ngoai

ra, cic goc hé tro khung c6 thé duge bién déi dé bao toan 4i luc gan két.

Khéng thé duoc 1am tuong thich v6i ngudi ¢6 thé con nhiéu ving 6n dinh
(vi du it nhat mot ving 6n dinh hodc mot phin cla ching, d6i véi truong hop 1a
chudi nhe, va t6t hon 1 ba ving 6n dinh déi v6i trudng hop 1a chubi nang). Céc

ving 6n dinh ctia khéng thé dugc 1am tuong thich véi ngudi néu thuong 1a nguoi.

Céc phuong phap dé thu dugc "khéng thé dugc 1am tuong thich véi ngudi”
14 da biét 16 doi voi chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat (xem, vi du tai liéu Queen
et al., Proc. Natl Acad Sci USA, 86:10029-10032 (1989), Hodgson et al.,
Bio/Technology, 9:421 (1991)).
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"Khang thé duoc 1am tuong thich véi ngudi” cling ¢6 thé thu dugc bing
bing phuong phap k§ thuat di truyén cé thé tao ra cdc khéhg thé da dong tuong
tu ngudi trudng thanh vé 4i luc & cdc dong vat 16n, vi du nhu tho va chudt. Xem,
vi du patent My s6 6,632,976.

Thuat ngit vang 6n dinh (CR) nhu dugc st dung & day dé cap dén cdc gen
ving 6n dinh ctia globulin mién dich. C4c gen vang én dinh ma hod phan clia
phan t&r khang thé tao ra cdc chiic nang tdc dong. D6i vé6i cdc khéng thé ngudi
dang kham va cdc khang thé dugc 1am tuong thich v6i ngudi, thong thudng céc
ving 6n dinh, khong phai ngudi (vi du, chudt) dugc thay thé bing cdc vang 6n
dinh nguoi. Cdc ving dn dinh clia cdc khdng thé dang kham hodc dugc 1am
twong thich véi ngudi xem xét thudng thu duge tir cdc globulin mién dich ngudi.
Ving 6n dinh chudi ning cé thé dugc chon tir isotyp bat ky trong s6 nam isotyp:
alpha, delta, epsilon, gama hodc mu. Ngoai ra, cdc chudi nang cla cic phan 16p
(nhu céc phan 16p IgG cta céc chubi nang) tao ra cdc chic nang tic dong khic
biét va vi vay bing céch chon ving 6n dinh chudi ning mong muon, cic khing
thé véi chiic ning tic dong mong mudn cé thé dugc tao ra. C4c ving 6n dinh c¢6
thé duoc st dung trong pham vi clia sing ché nay 1a gama 1 (IgGl), cu thé la
ving Fc ctia isotyp gama 1 (IgG1), gama 3 (IgG3) va dac biét 1a gama 4 (IgG4).
Ving 6n dinh chudi nhe c6 thé 1a loai kappa hodc lambda, t6t hon la loai kappa.
Theo mét phuong 4n, ving én dinh chubi nhe 12 chudi 6n dinh kappa ngudi
(Heiter et al. (1980) Cell 22:197-207) va chudi én dinh ning 1a chudi 6n dinh
nguoi IgG4.

Thuat ngit "khang thé don dong" ciing da dugc biét 18 trong linh vuc k§
thuat va dé cap dén khang thé 12 san phdm chifa t€ bao tao khdng thé vo tinh don.
Céc khang thé don dong thudng dugc tao ra bang cich hop nhit t€ bao B tao ra
khang thé, ton tai trong mot thoi gian ngan binh thudng véi t€ bao sinh trudng
nhanh, nhu t€ bao ung thu (d6i khi dugc dé cap t6i nhu 1a t€ bao “bat ti"). T€ bao
lai thu duoc, hodc khai t€ bao lai, tang 1én nhiéu 14n nhanh chéng, tab ra dong vo

tinh c6 thé san sinh khéang thé.
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P6i v6i muc dich ctia sang ché, "khang thé don dong" ciing cin dugc hiéu
rang bao gém céc khéng thé dugc tao ra bdi dong vo tinh goc chua dat téi tinh

don dong hoan toan.

Thuat ngit "Khéng thé twong duong chic" dugc hiéu ndm trong pham vi
clia sang ché dé cap dén khadng thé vé co ban ¢ cing it nhat mot dic tinh chic
ning quan trong vé6i khdng thé néu trén va dugc mo ta & day bao gém: tinh dac
hiéu gin két v6i protein dang tinh bot S, dac biét véi protein Ap, 4,, va dac biét
hon 14 véi ving epitop 16-21 cua protein Af, 4,, tinh phan dng mién dich in
vitro, ttc ch€ su tich tu cia céc chit don phan Apf, ,, thanh cic sgi manh rit nho
polyme phan tir cao va/hoac chéng tich tu cac sgi manh rat nho polyme Ap, 4, da
hinh thanh trudc, va/ hoac dac tinh 1am gdy tdm S va lam giam bét céc tic dong
clia ching thodi hod dang tinh bot, nhém cac bénh va cic r6i loan lién quan dén
st hinh thanh méng tinh bot bao gdém thodi hod dang tinh bot thi phat va thodi
ho4 dang tinh bot lién quan dén tubi bao gédm, nhung khong gidi han &, cic r6i
loan thin kinh nhu bénh Alzheimer (AD), sa st tri tué thé Lewy, hoi ching
Down, chitng xuat huyét ndo di truyén véi thodi hod dang tinh bot (loai Dutch);
bénh phic hgp Guam Parkinson-Dementia cling nhu cdc bénh khéc dua vao hoac
lien quan dén cdc protein tuong tu dang tinh bot nhu liét trén nhan tién trién,
bénh x0 cing rai ric; bénh Creutzfeld Jacob, bénh Parkinson, sa stt tri tué lién
quan dén HIV, ALS (xo cling cot bén teo co), bénh tiéu dudng bat dau tudi
trudng thanh; thoai hod dang tinh bot tim 130 suy; cdc khoi u noéi tiét, va cic
bénh khic, ké ca bénh thoai hod di€ém vang, khi dugc st dung phdng ngira hodc
diéu tri. Cac khdng thé c6 thé 1a 16p bat ky nhu IgG, IgM, hodc IgA, v.v.. hodc
phan 16p biét ky nhu IgG1, 1gG2a, v.v.. va cdc phan 16p khdc néu trén hoac da
biét trong linh vuc k§ thuat, nhung dic biét 1a 16p IgG4. Ngoai ra, cdc khang thé
c6 thé dugc tao ra bdi phuong phép bat ky, nhu biéu thi thé thuc khuén, hoac
duoc tao ra trong sinh vat hodc dong t€ bao bat ky, ké ca vi khudn, con tring,
dong vat cé vii hodc loai khéc clia t€ bao hoac dong t& bao cé thé tao ra céc

khang thé véi cic dic tinh mong mudn, nhu cdc khéng thé dugc lam tuong thich
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v6i ngudi. Céc khang thé c6 thé ciing dugc tao ra bang cach két hop phan Fab va

vung Fc ctia loai khéc nhau.

Thuét ngit "lai" nhu dugc sit dung & day dé cap dén céc diéu kién lai thong
thuong, t6t hon la cdc di€u kién lai tai d6 dung dich 5xSSPE, 1%SDS,
1xDenhardts dugc sir dung lam dung dich va/hoac nhiét do lai ndm trong khoang
35°C va 70°C, tot hon 1a 65°C. Sau khi lai, t6t hon qud trinh rita duoc tién hanh
14n thtt nhat bang dung dich 2xSSC, 1% SDS va 16i sau dé bang 0,2xSSC & nhiét
do lai nam trong khoang 35°C va 70°C, t6t hon I1a & 65°C (lién quan dén dinh
nghia dung dich SSPE, SSC va Denhardts xem tai liéu Sambrook et al. loc. cit.).
Céc dieu kién lai nghiém ngat, vi du nhu dugc moé ta trong tai liéu Sambrook et
al, supra, dac biét dugc wu tién. Cdc diéu kién lai nghiém ngit dic biét dugc uu
tién, vi du c6 thé néu qua trinh lai va rtra xuat hién & 65°C nhu néu trén. Céc diéu
kién lai khong nghiém ngat, vi du véi qua trinh lai va rira xuat hién & 45°C hoic

thap hon duoc uu tién va & 35°C hoac tham chi thap hon.

Thuat ngit “d6 twong dong” giita hai trinh tv dugc xdc dinh bang tinh
tuong dong vé trinh tw. Néu hai trinh tu duge so sénh véi nhau khic nhau vé do
dai, thi t6t hon tinh tuong déng vé trinh tu dé cap dén ty 1é goc nucleotit cha
trinh tu ngan hon tuong déng véi cdc goc nucleotit clia trinh tu dai hon. Tinh
trong dong trinh tu c6 thé duge xdc dinh thong thudng bing cich st dung cic
chuong trinh may tinh nhu chwong trinh Bestfit (Wisconsin Sequence Analysis
Package, Version 8 for Unix, Genetics Computer Group, University Research
Park, 575 Science Drive Madison, W1 53711). Bestfit stt dung thuat todn tuong
dong cuc bo ctia Smith and Waterman, Advances in Applied Mathematics 2
(1981), 482-489, dé tim ra doan c6 tinh dong nhét trinh tu cao nhat giita hai trinh
tw. Khi st dung chuong trinh Bestfit hodc chuong trinh sip x&p trinh tu khic dé
xdc dinh c¢6 hay khong trinh tu dac biét ¢6 do tuong dong 95% chang han véi
trinh tu tham khao theo siang ché, t6t hon 1a cdc thong s6¢ duoc diéu chinh dén
muc ty 1é tuong dong dugc tinh todn nho do dai hoan toan cia trinh tu tham khao

va céc thi€u hut tuong dong 1én dén 5% t6ng s6 cac nucleotit trong trinh tu tham
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khdo duoc thira nhan. Khi st dung chuong trinh Bestfit, t6t hon cdi goi la cac
thong s6 tuy ¥ dé tai cdc gi4 tri diéu chinh trudc clia ching ("mac dinh"). C4c do
chénh xuét hién khi so sdnh gitta trinh tu da cho va cic trinh tu mo6 ta & trén theo
sang ch€ c6 thé duge tao ra bang céch bd sung, lam khuyét doan, thay thé, xen
doan hoic t4i t6 hop. T6t hon la qué trinh so sdnh trinh tu cdn c6 thé dugc tién
hanh bang chuong trinh "fasta20u66" (version 2.0u66, September 1998 by
William R. Pearson and the University of Virginia; cling xem tai liéu W. R.
Pearson (1990), Methods in Enzymology 183, 63-98, cidc vi du kem theo va
http://workbench.sdsc.edu/). D6i véi muc dich nay, cic diéu chinh thong s6

"mic dinh" c6 thé duoc sir dung.

Khiang thé theo séng ché c6 thé 1a mot globulin mién dich hodc khang thé,

duoc hiéu rang ¢6 time diém gin két trong cac diém gan két cia né giéng hét
C g g g g g giong ne

(né€u 1a chat nhiéu tdc dung) hoac, theo céch khic, ¢ thé 1a “khdng thé dic hiéu

99

kép” hoic "khang thé chic nang kép".

Thuat ngit “khang thé dic hiéu kép” hodc "khang thé chiic nang kép" la
khang thé lai nhan tao c6 hai cip chubi ning/nhe khic nhau va hai diém gin két
khic nhau. Khang thé dic hiéu kép cé thé duogc tao ra bing cdch cdc phuong
phéap khic nhau bao gom hop nhat cic t€ bao lai hoac lién két cic manh Fab’.
Xem, vi du Songsivilai & Lachmann, Clin. Exp. Immunol. 79:315-321 (1990);
Kostelny et al, J. Immunol. 148, 1547-1553 (1992).

Thuat ngit "méanh" dé cap dén phan hodc ty 1¢ ctia khéng thé hodac chubi
khang thé bao gém khong nhiéu hon mot vai géc axit amin so v6i chudi khang
thé hoic khang thé nguyén ven hoic hoan chinh. Cdc manh c6 thé thu dugc nhd
xtt 1§ hod hoc hodc enzym chudi khang thé hodc khang thé nguyén ven hodc
hoan chinh. C4c manh ciing c6 thé thu dugc bang céch tdi t6 hop. Cdc manh vi
du bao gébm c4dc manh Fab, Fab', F(ab')2, Fabc va/hoic Fv. Thuat ngit "manh gan
két khang nguyén" dé cap dén manh polypeptit cia mot globulin mién dich hoac

khang thé gan két v6i khang nguyén hodc canh tranh v6i khéng thé nguyén ven
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(tdc 12 v6i khang thé nguyén ven ma tir d6 ching thu dugc) vé gan két khang

nguyén (tic 1a gan két dac hiéu).

Cic manh gin két duoc tao ra bang cac ky thuat tdi t6 hgp ADN, hodc
bing céch phan gidi enzym hodc hoé hoc céc globulin mién dich. Cdc manh gan
két bao gém cic chudi don, Fab, Fab', F(ab')2, Fabc, Fv, va cdc khang thé chubi

don.

Thuat ngit "méanh" cling dé cap dén peptit hodc polypeptit bao gom mot
trinh tu axit amin clia it nhét 5 g6c axit amin ké nhau, it nhét 10 g6c axit amin ké
nhau, it nhét 15 g6c axit amin ké nhau, it nhat 20 g6c axit amin ké nhau, it nhat
25 g6c axit amin ké nhau, it nhat 40 géc axit amin ké nhau, it nhit 50 goc axit
amin ké nhau, it nhit 60 goc axit amin ké nhau, it nhat 70 géc axit amin ké nhau,
it nhat 80 g6c axit amin ké nhau, it nhat 90 gbc axit amin ké nhau, it nhat 100
gbc axit amin ké nhau, it nhat 125 géc axit amin ké nhau, it nhat 150 géc axit
amin ké nhau, it nhit 175 gdc axit amin ké nhau, it nhat 200 cdc goc axit amin
ké nhau, hodc it nhat 250 céc géc axit amin ké nhau cla trinh tu axit amin cta
polypeptit khc. Theo mot phuong 4n dac biét, manh cua polypeptit giit lai dugc

it nhat mot chic nang cua polypeptit.

Thuat ngit "khing nguyén" dé cap dén thuc thé hodc manh cta ching c6
thé gan két vé6i khdng thé. Thuat ngit chat sinh mién dich dé cap dén khing
nguyén cé thé tao ra ddp tng mién dich & sinh vat, dac biét la dong vat, dic biét
hon 12 & dong vat c6 vi bao gom ngudi. Thuét nglt khdng nguyeén bao gém cic
viing di biét nhu c4c yéu 6 xdc dinh khdng nguyén hodc cdc epitop dé cip dén
ty 1¢ khang nguyén tiép xtic hodc thé hién vai trd ddng ké trong viéc hd tro géc
tiép xdc & khdng nguyén tao ra tinh khdng nguyén hoac cic yéu t6 xdc dinh

khiang nguyén.

Nhu dugce st dung & day, thuat ngit "hoa tan" ¢6 nghia la hoa tan mot phan

hoac hoan toan trong dung dich nudc.

-81-



40905

Ciing nhu dugc st dung & day, thuat ngit "tao mién dich" dé cap dén cic
chét tao ra hodc ting cudng san sinh c4c khéng thé, cdc t& bao T va céc t€ bao
mién dich phan tng khéc truc ti€p chéng lai khdng nguyén cla chit sinh mién
dich.

Piép ting mién dich xuat hién khi c4 thé tao ra cdc khdng thé, cdc t€ bao T
va céc t€ bao mién dich phan tng khdc di dé chéng lai cdc ché€ phdm tao mién

dich duogc cung c4p theo sdng ché€ lam nhe hodc gidm bét r6i loan cin diéu tri.

Thuat ngit tinh sinh mién dich nhu dugce st dung & day dé cap dén tiéu
chuén dénh gi4 kha nang ctia khang nguyén dé tao ra dép tng mién dich (thé
dich hoic t& bao) khi cung cdp cho ngudi nhan. Sang ch€ lién quan dén phuong
phap dé 1am gidm tinh sinh mién cta cdc khdng thé dang kham hodc dugc 1am

tuong thich véi ngudi & nguoi.

Khang thé duoc 1am tuong thich v6i ngudi ¢6 tinh sinh mién dich giam dé
cap dén khang thé dugc 1am tuong thich véi ngudi thé hién tinh sinh mién dich

giam so véi khang thé géc, vi du khang thé chuot.

Khéng thé dugc 1am tuong thich v6i ngudi vé co ban van gilt cac dac tinh
gén két ctia khang thé g6c dé cap dén khéng thé duge 1am tuong thich véi ngudi
van gitt duoc gin két dac hiéu vé6i khang nguyén duge nhan dang boi khang thé
goc str dung dé€ tao ra khéng thé dugc 1am tuong thich véi ngudi nay. T6t hon la
khang thé dugc 1am tuong thich v6i ngudi s& ¢ 4i luc gan két khiang nguyén va
4i luc tuong tu hodc vé co ban tuong tu nhu khdng thé goc. Mot cdch 1y tudng, 4i
luc clia khang thé s& khong it hon 10% 4i luc khéng thé géc, t6t hon nita 1a
khoang 30%, va t6t nhat 14 4i luc sé& khong it hon 50% khéng thé goc. Céic
phuong phap dé thir nghiém 4i luc gan két khdng nguyén la da biét 16 trong Iinh
vuc k§ thuat va bao gom cac thi nghiém gan két ban toan dién, cdc thlt nghiém
canh tranh va phan tich Scatchard. Céc thlr nghiém gén két khang nguyén thich

hop dugc mo ta trong sang ché nay.
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Thuat ngtr "dot bién nguoc" 1a dot bién dugc dua vao trinh tu nucleotit ma
hod khang thé dugc 1am tuong thich véi ngudi, dot bién 1am cho axit amin tuong
ing vé6i axit amin & khing thé g6 (vi du khang thé cho, vi du khing thé chuot).
Mot s6 goc khung tir khdng thé géc c6 thé dugc duy ti trong qud trinh 1am tuong
thich véi ngudi cta cdc khdng thé theo sang ché dé vé co ban van gift cdc dic
tinh gan két ctia khdng thé géc, trong khi dong thoi t6i thiéu hod tinh sinh mién
dich hiéu nghiém cla khdng thé thu dugc. Theo mét phuong 4n clia sang ché,
khéng thé gdc ¢6 ngudn goc tr chudt. Cice vi du vé cdc gbe khung c6 thé dot bién
ngugc bao gom, nhung khong gidi han &, cdc géc hop v6i quy tic tiéu chudn, cic
goc bao gbi bé mit, cdc gdc goc bat thuong gan véi diém gin két, cdc gbc &
"Vernier Zone" (tao ra nén trén dé cdc CDR trd tam) (Foote & Winter, 1992, J.
Mol. Biol. 224, 487-499), va g6¢ gan véi CDR H3.

Nhu dugc st dung & day thuat ngit "thay déi bao toan" dé cap dén bién ddi
vé€ co ban cau hinh hodc tinh trung 14p khdng nguyén, tao ra céc thay déi toi
thi€u & céu tric thd ba clia cdc polypeptit dot bién, hodc tao ra cic thay déi t6i
thi€u & cdc yéu t6 xdc dinh khdng nguyén clia cdc polypeptit dot bién tuong ting,
khi so sanh véi protein nguyén thé. Khi dé cap dén cic khdng thé va cdc manh
khang thé theo sdng ché, thay ddi bdo toan c6 nghia Ia thay thé axit amin khong
lam cho khéng thé khong thé gén két vé6i thu thé doi tuong. Chuyén gia trong
linh vuc k§ thuat s& ¢6 thé du doén céc thay thé axit amin nao c6 thé dugc tao ra
trong khi duy tri dugc xdc sudt cao vé cdu hinh hodc tinh trung lap khéng
nguyén. Chi dan nay dugc dé xuét, vi du trong tai liéu Berzofsky, (1985) Science
229:932-940 va Bowie et al. (1990) Science 247:1306-1310. Cidc nhan t6 duoc
coi la tdc dong dén kha nang duy tri cau hinh hodc tinh trung 1ap khdng nguyén
bao gobm, nhung khong gidi han 6: (a) thay thé€ cdc axit amin ky nuée it c6 kha
nang tic dong dén tinh khdng nguyén do cdc gbc ky nudc cé kha nang dinh vi
nhiéu hon & bén trong ctia protein; (b) thay thé tuong tu vé sinh hod, cic axit
amin it ¢6 kha nang tic dong dén cu hinh do axit amin duoc th€ bat chudc ciu

triic clia axit amin nguyén thé; va (c) thay déi c4c trinh tu bao toan tién trién cé
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thé tic dong bat loi dén céu hinh duoc hiéu theo nghia thong thuong 12 bao toan
dé xudt rang céc trinh tu axit amin c¢é ¥ nghia quan trong vé chiic nang. Chuyén
gia trong Iinh vuc k§ thuat s& c6 thé ddnh gid cdc thay déi cdu hinh nhd st dung
c4c thir nghiém da biét 18, nhu, nhung khong gidi han &, cic phuong phéap c6
dinh vi bé tro (Wasserman et al. (1961) J. Immunol. 87:290-295; Levine et al.
(1967) Meth. Enzymol. 11:928-936) va qua céc thit nghiém gén két stt dung cic
khing thé don dong phu thudc cau hinh (Lewis et al. (1983) Biochem. 22:948-
954).

Ngoai ra, thuat ngit "lugng c6 tic dung diéu tri" dé cap dén lugng khing
thé ma cung c4p cho ngudi hodc dong vat, di dé€ tao ra hiéu qua diéu tri & ngudi
hoidc dong vat nay. Lugng hitu hiéu dé dang dugc x4c dinh bdi chuyén gia trong

linh vuc k¥ thuét theo cdc phuong phap thong thuong.

Nhu dugc sir dung & day, cdc thuat ngt "diéu tri" va "phong ngira" dé cap
dén viéc phong ngira su tai phat hodc tdn cong ctia mot hodc nhiéu triéu chiing

16i loan & d6i tugng nhd cung cap tic nhan diéu tri hoac phong ngura.
Cau tric cia ciac khang thé dugc 1am tuong thich v6i nguoi

Séng ché c6 thé duoc hiéu dé dang hon bang cach tham khao phan mo ta
chi tiét dudi day cdc phuong 4n dac biét. Mac du sang ch€ dugc mo ta cé tham
khdo t6i cdc chi tiét dac biét cia mot vai phuong 4n nhung céc chi ti€t dé sé

khong dugc coi 1a céc gidi han chong lai pham vi ciia sang ché.

Séng ché& dé xuit cdc phuong phdp va ché phdm mdi bao gébm céc khing
thé rat diac hiéu va c6 hiéu qué cao c6 kha ning nhan dang va gan két dac hiéu
véi cdc epitop dic hiéu tir gidi han cta cdc khiang nguyén tinh bot S. Theo chi
din cla cha sang ché, cic khiang thé c6 thé duoc dic biét st dung dé diéu tri
bénh thoai ho4 dang tinh bot, nhém cdc bénh va céc r6i loan lién quan dén su
hinh thanh méang dang tinh bot bao gom bénh thodi hod dang tinh bot thit phat va

chiing thodi hod dang tinh bot lién quan dén tudi bao gdm, nhung khong gidi han
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&, céc roi loan than kinh nhu bénh Alzheimer (AD), sa sit tri tué thé Lewy, hoi
chiing Down, chiing xuit huyét ndo di truyén véi thodi hod dang tinh bot (loai
Dutch); bénh phitc hgp Guam Parkinson-Dementia cling nhu cidc bénh khéc dua
vao hodc lién quan dén cdc protein twong tu dang tinh bot nhu liét trén nhan tién
trién, bénh xo cing rai rdc; bénh Creutzfeld Jacob, ching xuit huyét nio di
truyén véi thodi hod dang tinh bot loai Dutch; bénh Parkinson, sa sit tri tué lién
quan dén HIV, ALS (xo cting cot bén teo co), bénh tiéu dudng bat dau tudi
trudng thanh; thoai hod dang tinh bot tim 130 suy; cdc khoi u ndi tiét, va céc
bénh khic, ké ci bénh thodi hod diém vang, dugc goi tén chinh xdc mot vai

bénh.

Ving bién déi dugc 1am tuong thich v6i ngudi hoan toan hoac tao hinh lai
theo sang ché c6 thé dugc tao ra trong pham vi clia séng ché trudc tién bang cdch
thiét k& trinh tu axit amin viing bién déi chita cac CDR khong phai clia nguoi,
dic biét thu duge tir loai gam nham, nhung déac biét 1a cic CDR thu dugc tur
khang thé chuot ACI-01-Ab7C2 (dugc goi 1a "mC2" trong toan bo sing ché€ va
dugc luu gitt ngady 01 thing 12 nam 2005 & "Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) tai Braunschweig,
Mascheroder Weg 1 B, 38124 Branuschweig, theo cdc diéu khoan ctiia Hiép uéc
Budapest va véi s6 hiéu luu gitt DSM ACC2750) gan vao cdc trinh tu khung thu
duoc tir nguoi. Cdc CDR khong phai cua nguoi, dac biét thu dugc tir loai gam
nhdm, c6 thé thu duogc tir khdng thé theo séng ché, tao ra tinh dac hiéu mong
muén. Vi vy, cdc g6c bao gém thiét k& ving bién déi tao hinh lai vé co ban
khong thay d8i. Vi vay cic céi bién bat ky s& bi han ch& & muc t6i thiéu va cho
doi sit v6i cac thay ddi vé tinh dac hiéu va 4i luc cha khéang thé. N6i cich khdc,

cic goc khung theo 1y thuyét cé thé thu dugc tir viing bién d6i ngudi bat ky.

Pé tao ra khang thé tao hinh lai ¢6 4i luc chdp nhan dugc hoac tham chi
duoc cai thién, céc trinh tu khung ngudi s& phai dugc chon, né ciing thich hop dé

tao ra viing bién déi tao hinh lai va dé duy tri dugc 4i luc clia khdng thé.
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Pé dat duoc muc tiéu nay, phuong phép thich hop nhét dugc trién khai.
Nhu di biét ring céc trinh tu khung duoc st dung dé gitta cdc CDR theo dinh
huéng khong gian chuén cla chiing dé tuong tdc v6i khang nguyén, va tham chi
doi khi cdc goc khung con tham gia vao gan két khang nguyén. Phuong phap nay
nham t6i thiéu ho4 céc thay ddi cé thé tdic dong chong lai cau tric ba chiéu cla
khang thé bang c4ch tim thay trinh tu khung ngudi sit dung dé tao hinh lai khdng
thé tir viing bién d6i ngudi hau nhu tuong dong hodc twong tu véi ving bién déi
khong phai cia ngudi, dac biét 1a thu dugc tir loai gam nhdm. N6 ciing s€ t61 da

ho4 kha ning 12 4i luc s& dugc duy tri & khang thé tao hinh lai.

O miuc don gian nhét cia né, phuong phép “thich hgp nhét” bao gém so
sdnh viing V cua loai gam nham cho véi tat ca cac trinh tu axit amin vung V cua
ngudi di biét, va sau d6 chon loc tinh twong déng nhét dé tao ra cdc ving khung
nhan cho cic ing dung lam tuong thich v6i nguoi. Thuc t€ ¢6 mot vai nhan khac
phai dugc xem xét, va né c6 thé anh hudng dén viéc chon lua cudi cling cic ving
khung nhé4n. V& mit nay, cic du bdo m6 hinh hod phéan tir c6 thé dugc sit dung
trude khi tién hanh thtt nghiém bat ky dé thir t6i da hod 4i luc clia khang thé tao
hinh lai thu dugc. V& co ban, muc tiéu cta viéc m6 hinh hod 1a du doén céc gdc
chinh (néu c6 thé) ctia khung nguoi tuong dong nhét s& d€ lai & loai gaim nhdm

dé thu dugc 4i luc t6t nhat trong khang thé tao hinh lai.

Theo mot phuong 4n clia sang ché, cdc CDR c6 thé thu dugc t khéng thé
don dong chudt, cu thé 1a tir khang thé don dong chudt ACI-01-Ab7C2 (duge goi
Ja "mC2" trong toan bo sdng ch€) dugc mo ta trong don EP 05 02 7092.5 ndp

ngay 12.12.2005, phan mo ta ctia né duge dua vao day bang cach vién dan.

Cic t€ bao lai FP-12H3-C2, tao ra khang thé don dong chuot ACI-01-
Ab7C2 (duoc goi 1a "mC2" va hC2 cho khéng thé 1am tuong thich véi ngudi C2,
trong toan bd sdng ché) duoc luu gitt 01 thang 12 nam 2005 trong don so
EP05027092.5 tai "Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH (DSMZ) & Braunschweig, Mascheroder Weg 1 B, 38124 Braunschweig,
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theo cdc diéu khoang cua Hiép uGc Budapest Treaty va véi s6 hiéu Iuu gitt DSM
ACC2750.

Khéng thé chuot c6 thé dugc lam ting chong lai cdu tric khiang nguyén
siéu phan tir bao gébm mot peptit khdng nguyén tuong tng véi trinh tu axit amin
clia peptit tinh bot S, cu thé 1a cha peptit tinh bot f A, 15, AP 16 Va AB) 1sn14)
duoc cai bién bang gbc ky nude nhu, vi du axit palmitic hoac géc wa nuéc nhu, vi
du polyetylen glycol (PEG) hoac hén hgp ctia ca hai, trong d6 va goc va nuéc va
ky nuéc tuong tng, dugc lién két cong hod tri v6i mdi dau tan cling cua peptit
khdng nguyén bang it nhat mot, dac biét 1a mot hodc hai axit amin nhu, vi du
lysin, axit glutamic va xystein hodc axit amin thich hop bét ky khac hodc chat
tuong tu axit amin c6 thé sit dung nhu dung cu néi dé két hop géc ua nudc va ky
nudc véi manh peptit. Khi PEG duge stt dung 1am goc wa nudc, cac dau tan cling
PEG tu do duoc lién két cong hod tri v6i phosphatidyletanolamin hoédc hop chat
bat ky khéc thich hop dé c6 chitc nang nhu thanh phéan neo, vi du d€ gan vao cu

tric khdng nguyén & 16p kép cua liposom.

Pic biét, khang thé chuot cé thé dugc 1am ting chéng lai ciu tric khing
nguyén siéu phan t bao gébm mot peptit khang nguyén tuong tng vdi trinh tu
axit amin ctia peptit tinh bot B dugc cai bién bang gdc wa nudc nhu, vi du goc uva
nuée polyetylen glycol (PEG) dugc lién két cong hod tri véi méi dau tan cung
clia peptit khdng nguyén bang it nhat mot, dac biét 1a mot hoac hai axit amin
nhu, vi du lysin, axit glutamic va xystein hoac axit amin thich hop bat ky khac
hodc chit tuong tu axit amin c6 thé st dung nhu dung cu néi dé két hop goc ua
nuée va Ky nuéc v6i manh peptit. Khi PEG dugc sit dung lam goc wa nuéc, cic
ddu tan cuing PEG tu do dugc lién két cong hod tri v6i phosphatidyletanolamin
hoic hop chat bat ky khdc thich hgp dé ¢ chiic nang nhu thanh phan neo, vi du

dé gan vao cau tric khang nguyén & 16p kép clia liposom.

Theo mét phuong 4n clia sing ché, khdng thé dang kham hodc méanh cta

chiing, hoic khdng thé dugc lam tuong thich v6i nguoi hodac manh cua ching
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duoc dé xuit bao gom trong ving bién ddi it nhat mot CDR ¢6 ngudn goc khong
phai ngudi gdn vao mot hoac nhiéu viing khung thu dugc tir nguoi hoac dong vat
linh truéng vi két hop vé6i ving én dinh thu duge tr khing thé c¢6 nguén goc
ngudi hodc dong vat linh trudng, khang thé d6 dang kham hodc manh cla chiing,
hoic khing thé dugc lam tuong thich v6i ngudi hodc manh cua ching c¢6 kha

niang nhan dang va gin két dac hiéu véi peptit monome tinh bot f.

C4c CDR chtta cac gbc c6 kha nang nhat lién két véi khdng nguyén va
phai dugc duy tri & khdng thé tao hinh lai. Cdc CDR dugc xdc dinh bdi trinh tu
theo Kabat et al, Sequence of Proteins of Immunological Interest, 5% Edition,
The United States Department of Health and Human Services, The United States
Government Printing Office, 1991. Cac CDR dugc chia thanh cic loai hgp véi
quy tic tiéu chudn (Chothia er al, 1989 Nature, 342, 877-883) trong dé cic gdc
chinh x4c dinh muc do 16n ctia cau hinh céu tric cta vong CDR. Cic géc d6 hau

nhu luén duy tri dugc & khéng thé tao hinh lai.

Trong quy trinh dé tao ra khang thé dugc lam tuong thich véi ngudi theo
sang ché, c4c trinh tu axit amin ctia chudi nang C2 va cdc ving bién déi chubi
nhe (Vg va V) duoc so véi céc trinh tu khdng thé Vi, va Vi clia loai gdm nham

trong co s& dit liéu NCBI va Kabat.

Gen dong mam chudt thich hgp gin nhat v6i C2 V¢ la bbl, Locus
MMU231201, (Schable et al, 1999). So sanh phat hién rang hai axit amin khéc
nhau tir trinh tu dong mAam nay, c4 hai dugc dinh vi trong CDRLI1. C4c khang thé
chuot trudng thanh véi trinh tu tuong tu nhung khong giéng hét nhau, c6 thé
duoc thdy. Mot vai khéng thé c6 CDR12 giong hét nhau va CDR13 gidng hét
nhau, nhung CDRLI1 cua C2 duong nhu la don nhat. So sdnh véi cic trinh tu
dong mam ngudi Vi chiing to rang cdc gen tit nhém phu Vi II 1a thich hgp nhat
déi véi C2 Vi (Cox et al, 1994). Vi vay, C2 Vi c6 thé chi dinh téi trinh tu
MuVII nhém phu Kabat.
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DPK15 ciing véi ving J ngudi HuJgl c¢6 thé dugc chon loc d6i véi cdc

trinh tu khung nhén daéi véi V¢ dugce lam tuong thich véi nguoi.

Cic g6c tai bé mit gifta cdc chudi nang va nhe bién déi dugc xac dinh
(Chothia et al, 1985 J. Mol. Biol, 186, 651-663). Ching dugc thuong xuyén duy
tri & khéng thé tao hinh lai. Phe tai vi trf 87 C2 Vi chuét khic thudng & bé mat,
trong khi Tyr thong thudng hon & nhém phu VI, ching to rang géc khung nay
13 quan trong déi véi hoat tinh ctia khdng thé. Tyr 87 ¢6 mit & C2VK dong mam

ngudi va duge lam tuong thich véi nguoi.

Vi vay céc trinh tu Vi c6 thé dugc thiét k& sao cho C2HuVK1 bao gém
cdc CDR chuot C2 Vi véi cac khung tir DPK 15 va J¢1 nguoi. Theo mét phuong
4n dic biét clia sang ché, cic goc chudt cb thé duge thé & ving khung ngudi tai
cic vi trf 45, va/hoic 87. Trong ving CDR2 c6 thé thu duge tir khdng thé don
dong chuét nhit, cu thé 1a khdng thé chuot ACI-01-Ab7C2, cdc thay thé€ axit
amin c6 thé duoc tao ra tai cac vi trf Kabat 50 va/hoic 53. Goc 45 c6 thé hd trg
c&u hinh ctia cic CDR. G6c 87 duoc dinh vi tai bé mat cia cdc mién Vi va V.

Vi vay céc g6c niy c6 thé quan trong dé duy tri gén két khdng thé.

Gen dong mam chuot thich hop gan nhét véi C2 Vi AF 1a VH7183, Locus
AF 120466, (Langdon et al, 2000). So sédnh véi trinh tu dong mam ngudi Vy
chiing t6 rang cdc gen t nhém phu VIII 1a thich hgp nhat d6i véi C2 V. C2 Vy
AF c6 thé duoc chi dinh cho nhém phu Kabat MuV4IIID. Trinh tu DP54 cing
v6i ving J ngudi Hul 6 ¢6 thé dugce chon loc dé tao ra cdc trinh tu khung nhan

cho Vy dugc lam tuong thich véi nguoi.

So sanh phat hién rang ¢ chin axit amin khéc nhau giita cdc trinh tu C2
VH va trinh tu dong mam ngudi nhan DP54 va J,;6, phan 16n duge dinh vi trong
CDRH2. Cic khdng thé chuot trudng thanh véi CDRHI giong hét nhau hoac
tuong tu (mot géc khac) hoac véi CDRH2 tuong tu (mot goc khic) duoc thay,
nhung khong véi tat ca ba CDR giong hét v6i C2 Vy; AF. CDRH3 ciia khédng thé

C2 ngan bt thuong, gém c6 chi ba géc. Tuy nhién, cdc khang thé khic dugc
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thdy trong co s¢ dit lieu v6i CDRH3 c6 do dai nay. Goc 47 cta C2 Vy 1a Leu
thay vi Trp thong thuong hon, va géc 94 1a Ser thay vi Arg thong thuong, ching

t6 rang cdc g6c khung dé c6 thé quan trong d6i vé6i hoat tinh khang thé.

Cac trinh tu dugc lam tuong thich v6i ngudi khdc nhau Vi cé thé duoc
thiét k€. C2HuVHI1 bao gébm cdc CDR C2 Vi AF véi cdc khung tr DP54 va
HuJ,6. Theo mot phuong 4n dic biét clia sdng ché, cdc g6c chuot cé thé duoc
thé & ving khung nguoi tai céc vi tri 47 hoac 94 hoac ca hai. G6c 47 & khung 2
tao ra cd hai ti€p xtc véi cdc CDR va v6i mién V. Goc 94 c6 thé tao ra su hd tro
cau hinh ctia cdc CDR. Vi vay céc g6c d6 c6 thé 1a quan trong dé duy tri gan két

khang thé.

Céac vung khac nhau HCVR vi LCVR c6 thé dugc thiét k& bao gém cac
CDR khong phai ngudi c6 thé thu duge tir khéng thé cho, vi du khéng thé chuot,
gan vao cdc ving khung thu duogc tir ngudi hodc dong vat linh trudng céi bién
hodc nguyén thé. Qu4 trinh céi bién c6 thé dic biét lién quan dén su trao ddi mot
hodc nhiéu cdc géc axit amin trong vung khung bang cdc goc khong phai 1a
nguoi, dac biét 1a ciac géc chudt, thong thuong hon duoc thiy & vi tri nay trong
cdc nhém phu tuong tng bang céc gbc ¢6 cac dic tinh tuong tu véi céc goc

thuong thay & vi trf nay clia cdc nhém phu tuong tng.

Quad trinh cdi bién vang khung thi cdc trinh tu khung dugc stt dung dé gii
cdc CDR theo dinh huéng khong gian chuén cta ching dé tuong tdc v6i khang
nguyén, va géc khung nay tham chi doi khi c6 thé tham gia vao gin két khang
nguyén. Theo mot phuong 4n cta sdng ché, cdc bién phép dugc tién hanh dé 1am
tuong thich hon cdc trinh tu khung ngudi chon loc dé 1am cho ching hau nhu
tuong tu vdi cdc trinh tu cha cdc khung clia loai gdim nhdm dé t6i da hod kha

nang rang 4i luc s& duoc giit lai & khdng thé tao hinh lai.

Vi vay, cdc goc chuot & ving khung ngudi c¢6 thé dugc thay thé. Dic biét,
cdc g6c chuot c6 thé dugc thay thé & ving khung ngudi clia viing bién déi chudi

nang (HCVR) tai cdc vi tri 47 hoac 94 hoac ca hai va & vung khung nguoi cta

-90-



40905

viing bién déi chudi nhe (LCVR) tai cdc vi tri 45 va/hoic 87. Trong ving CDR2
c6 thé thu dugc tir khang thé don dong chudt nhét, cu thé 1a khang thé chuot
ACI-01-Ab7C2, c4c thay th€ axit amin c6 thé dugc tao ra tai cdc vi tri Kab 50
va/hoac 53.

Céc goc dugc thay & cdc vi trf biéu thi & trén & ving khung ngudi cé thé
duoc trao d6i bing céc goc chuodt thudng dugc thay nhiéu hon & vi trf ndy trong
cdc nhém phu tuong tng. Pac biét, Trp & vi tri Kabat 47 trong ving khung thu
duoc tir ngudi hodc dong vat linh trudng ctia ving bién d6i chudi ning nhu thé
hién trong SEQ ID NO:15 c6 thé dugc thay thé bang Leu hodc bing goc axit
amin c6 cdc dic tinh tuong tu va thay thé dé din dén céc bién déi 1a trung tinh
vé co ban cdu hinh hoic khdng nguyén, tao ra cic thay déi t6i thiéu & cdu tric
tht ba clia c4dc polypeptit dot bién, hodc tao ra céc thay déi t6i thiéu & céc chat
xdc dinh khiang nguyén. Dac biét, Trp & vi tri Kabat 47 trong ving khung thu
duoc tir ngudi hodc dong vat linh trudng clia ving bién déi chudi ning nhu thé
hién trong SEQ ID NO:15 ¢6 thé con dugc thay thé bang axit amin dugc chon tir
nhém gom c¢6 norleuxin, Ile, Val, Met, Ala, va Phe, cu thé bing Ile. Céc thay thé
bao toan khéc cé thé du tinh 12 trung tinh vé c&u hinh hoic khdng nguyén.

Arg & vi tri Kabat 94 trong vung khung thu dugc tir ngudi hoac dong vat
linh trudng ctia viing bién déi chudi ning nhu thé hién trong SEQ ID NO:15 cé
thé duoc thay thé bang Ser hodc bing gdc axit amin c6 cdc dic tinh tuong tu va
thay thé d6 din dén cdc bién déi 1a trung tinh vé€ co ban cau hinh hodc khing
nguyén, tao ra cdc thay déi t6i thi€u & céu tric thi ba cia céc polypeptit dot
bién, hoic tao ra cdc thay déi t6i thi€u & céc chét x4c dinh khdng nguyén. Dic
biét, Arg & vi tri Kabat 94 trong vung khung thu dugc tir nguoi hoac dong vat
linh truéng ctia viing bién déi chudi niang nhu thé hién trong SEQ ID NO:15 ¢6
thé con dugc thay thé bang Thr.

Theo mot phuong 4n khac ctia sdng ché, ca hai géc ¢6 thé dugc thay the &

khang thé dugc 1am tuong thich v6i nguoi.
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GIn 6 vi tri Kabat 45 trong vung khung thu dugc tir nguol hoac dong vat
linh trudng cta ving bién déi chudi nhe nhu thé hién trong SEQ ID NO:12 c6
thé duogc thay thé€ bang Lys hodc bang goc axit amin c6 cdc dac tinh tuong tu va
thay thé d6 din dén cdc bién déi 1a trung tinh vé€ co ban ciu hinh hoac khing
nguyén, tao ra céc thay déi t6i thi€u & cau trdc thit ba cua céc polypeptit dot
bién, hodc tao ra cic thay déi t6i thi€u & cdc chat xdc dinh khang nguyén. Dac
biét, Gln & vi tri Kabat 45 trong vung khung thu dugc tir nguoi hoac dong vat
linh trudéng cta ving bién déi chudi nhe nhu thé hién trong SEQ ID NO:12 c6
thé duogc thay thé bing axit amin dugc chon tir nhém gém cé Arg, Gln, va Asn,

cu thé 1a bing Arg.

Leu & vi tri Kabat 50 trong vung khung thu dugc tir nguoi hodc dong vat
linh trudng cta ving bién déi chudi nhe nhu thé hién trong SEQ ID NO:12 c6
thé dugc thay thé€ biang Lys hodc bing géc axit amin c6 thé dugc thay thé bang
Lys hodc bang gdc axit amin ¢6 cdc dac tinh twong tu va thay thé d6 dan dén cac
bién déi 1a trung tinh vé co ban c4u hinh hoic khdng nguyén, tao ra céc thay ddi
t6i thiéu & cau triic thit ba clia c4c polypeptit dot bién, hodc tao ra cdc thay déi
t61 thiu & cdc chat x4c dinh khdng nguyén. Dac biét, Leu & vi tri Kabat 50 trong
viing khung thu dugc tir ngudi hodc dong vat linh trudng cta viing bién déi chubi
nhe nhu thé hién trong SEQ ID NO:12 c¢6 thé dugc thay thé bang axit amin dugc
chon tir nhém gém cé Arg, Gln, va Asn, cu thé 1a biang Arg.

Asn & vi tri Kabat 53 trong vung khung thu dugc tir nguot hoac dong vat
linh truéng ctia ving bién déi chudi nhe nhu thé hién trong SEQ ID NO:12 ¢6
thé dugc thay thé€ bang His va Gln hodc bang gdc axit amin c6 cdc dac tinh tuong
tu va thay thé dé din dén cdc bién déi la trung tinh vé€ co ban céu hinh hoic
khang nguyén, tao ra cdc thay déi t6i thi€u & cu tric thi ba cta céc polypeptit
dot bién, hodc tao ra cic thay ddi t6i thiéu & cdc chat xac dinh khang nguyén.
Dac biét, Asn & vi tri Kabat 53 trong ving khung thu dugc tr nguot hoac dong

vat linh trudng ctia ving bién déi chudi nhe nhu thé hién trong SEQ ID NO:12
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c6 thé duoc thay thé bang axit amin dugc chon tit nhém gém c6 Gln, His, Lys va
Arg.

Thr & vi tri Kabat 87 trong vung khung thu dugc tir nguoi hoac dong vat
linh trudng chia viing bién déi chubi nhe nhu thé hién trong SEQ ID NO:12 c6
thé dugc thay th€ bang Phe hoic bang gdc axit amin c6 cic dic tinh tuong tu va
thay thé d6 din dén cdc bién ddi 1a trung tinh vé co ban ciu hinh hodc khéng
nguyén, tao ra cic thay déi t6i thiéu & cdu trdc thi ba clia céc polypeptit dot
bién, hoic tao ra céc thay déi t6i thiéu & céc chat x4c dinh khdng nguyén. Dic
biét, Tyr & vi tri Kabat 87 trong ving khung thu dugc tir nguoi hodc dong vat
linh trudng clia viing bién déi chubi nhe nhu thé hién trong SEQ ID NO:12 c6
thé duoc thay thé bing axit amin dugc chon tir nhém gém ¢ Leu, Val, Ile, va

Ala, cu thé bang Leu.

Ving bién déi thu duoc nhu vay bao gém it nhat mot CDR ¢6 ngudn g6c
khong phédi ngudi gan vao trong mot hodc nhiu ving khung thu dugc tir ngudi
hodc dong vat linh trudng sau d6 cé thé dugc két hgp vé6i viing 6n dinh thu dugc
tir khang thé c6 nguén goéc ngudi hodc dong vat linh trudng, cu thé 1a véi cac
viing 6n dinh ngudi IgG4 hodc K tuong tng. Vung 6n dinh IgG4 c6 thé duoc cai
bién bang, vi du thay déi Serin tai vi tri 228 & ving ban 1€ cho Prolin (HulgG4
Ser-Pro). Dot bién nay lam 6n dinh lién két trong disulfua va ngan chan su hinh
thanh clia moét nlta cdc phan tif c6 thé xuét hién trong cdc ch€ phdm ngudi
nguyén thé IgG4. Ving 6n dinh IgG4 c6 thé con dugc cai bién bang cdch 1am
khuyét doan Lys tan cling & vi tri 439 nhu thé hién trong SEQ ID NO:16.

Cac ving bién déi cai bién c6 thé duoc cau tric bang phuong phép da biét
trong Iinh vuc k§ thuat, nhu, vi du tdi t6 hop chéng 1én nhau PCR. Cic catxet
biéu hién doéi véi khang thé dang kham, C2 ChV,; AF va C2 ChVy, c¢6 thé dugc
stt dung 1am cdc mau dé phdt sinh dot bién clia cic ving khung cho céc trinh tu
can thiét. C4c bo clia cdc cap doan mdi dot bién duge téng hop bao gébm cdc

viing duoc bién déi. Cac catxet bi€u hién Vy; va Vi duoc 1am tuong thich véi
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nguoi ¢ thé dugc tdch dong vao céc vat truyén tdch dong thich hop da biét trong
[inh vire k§ thuat nhu, vi du pUC19. Sau d6 trinh tw ADN hoan chinh dugc khang
dinh 12 chudn d6i véi mbi Vi va Vi, céc gen ving V chudi nang va nhe céi bién
c6 thé dugc cit bd khoi vat truyén tdch dong thanh céc catxet biéu hién. Sau d6
chiing c6 thé dugc chuyén t6i céc vat truyén biéu hién thich hop nhu pSVgpt va
pSVhyg dé bao gdm céc ving 6n dinh ngudi IgG4 Ser-Pro hodc K tuong dng.

CAC VAT TRUYEN BIEU HIEN

Vat truyén biéu hién pSVgpt goc pSV,gpt (Mulligan and Berg, 1980) va
bao gém gen khang ampixilin dé chon loc cdc t€ bao vi khuén, gen gpr dé chon
loc cdc t€ bao dong vat ¢6 vi, ving tang cudng globulin mién dich chudi nang,
trinh tuw hé gen ma hod gen ving 6n dinh va c4c trinh tu SV40 poly A. Ving bién

-déi chudi nang dé biéu hién dugc xen manh 1a HindlIl v6i manh BamHI.

Vat truyén biéu hién pSVhyg bao gém gen khang ampixilin dé chon loc
céc t&€ bao vi khuan, gen hyg dé chon loc céc t€ bao dong vat cé vi, ving ting
cudng globulin mién dich chubi ning, trinh tu hé gen ma hod gen viing 6n dinh
kappa va bao gbm gen tang cudng kappa va céc trinh tu SV40 poly A. Vung bién

déi chudi nhe dé biéu hién dugc xen manh 12 HindIII v6i manh BamHI.

Trinh tu ADN sau dé duogc khang dinh 13 chuin d6i véi Vi va Vi duoc

lam tuong thich vé6i ngudi trong c4c vat truyén biéu hién.

D¢ tao ra khang thé, c4c vat truyén bi€u hién chudi nhe va nang dugc 1am
tuwong thich vé6i ngudi cé thé duge dua vao cdc dong t€ bao san sinh thich hop da
biét trong linh vuc k§ thuat nhu, vi du cdc t€ bao NSO. Viéc dua cdc vat truyén
biéu hién c6 thé dugc thuc hién bing céch déng chuyén nhiém bing dién xung
hoic k¥ thuét bién d6i thich hop bat ky khéc trong linh vuc k§ thuat. Cac dong t&
bio san sinh khang thé sau dé c6 thé duoc chon loc va md rong va céc khing thé
duoc lam tuwong thich véi ngudi duge tinh ché. Sau d6 cdc khing thé duoc tinh
ché ¢6 thé duoc phan tich bang cac k§ thuat chuidn nhu SDS-PAGE.
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KHANG THE VGI AI LUC, TINH PAC HIEU VA TINH ON PINH CAI
THIEN

Trinh tv CDRL2 ("KVSNRFS") ctia khang thé chudt C2 cé thé duge cai
bién nhe ma khong cé tic dong bat loi dén hoat tinh khang thé. C4c thay thé bao
toan c6 thé duoc tao ra nho trao déi R cho K tai vi trf 50 va S cho N tai vi trf 53.
Vi vay, hai trinh tu¢ khac CDRL2 la "RVSNRFS" va "KVSSRFS" tuong tng.
Chiing duoc dua vao trinh tu chudt Vi khong c6 cic thay déi khac, nhu C2 VK-
R va C2 VK-S, tuong tng.

Al luc, tinh dic hiéu va tinh 8n dinh ctia khang thé theo sang ché nhu duoc
mo ta trén day hoidc manh clia ching cé thé duge cai bién bang céch thay déi

profil hodc miu glycosyl ho4 dan dén céi thién céc gid tri di€u tri.

Pé dat dugc thay ddi nay trong mau glycosyl hod, cic t€ bao chu c6 thé
duoc x1 1y k§ thuat sao cho ching c6 thé bi€u hién gidi han thich hop cta hoat
tinh glycosyl transferaza dugc cdi bién bang glycoprotein lam tang cdc
oligosacarit lién két N mang GIcNAc cat kép. Ngoai ra, cdc glycoform cai bién
clia c4c glycoprotein c6 thé thu duoc, vi du khéng thé, bao gém toan bo cdc phan
ttt khang thé, cic manh khéng thé, hodc céc protein dung hgp bao gém ving
tuong duong véi ving Fe ctia globulin mién dich, ¢6 tinh doc t€ bao do Fc tao ra

tang cuong.

Cic phuong phdp dé thu dugc céc khang thé véi cdc méu glycosyl hod ci
bién la da biét doi véi chuyén gia trong linh vye k§ thuat va duge mo ta, vi du
trong EP1071700, US2005272128, Ferrara et al (2006) J Biol Chem 281(8),
5032-5036); Ferrara et al (2006) Biotechnology and BioenGlneering 93(5), 851-
861.

DUGC PHAM VA CACH SUDUNG
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Cic khang thé theo sang ché, nhung dic biét 1a khang thé don dong theo
sang ché, c6 thé dugc diéu ché dusi dang ch€ phidm c6 thé chdp nhan dugc vé
mit sinh 1§ va c¢6 thé bao gébm chat mang dugc dung, chat pha lodng va/hoac ta
dugc nho st dung céc k§ thuat da biét. Vi du, khdng thé theo sang ch€ va nhu
dugc mo ta trén day bao gém khdng thé tuong duong chitc bat ky hodc cdc phan
chic ctia ching, dac biét, khang thé don dong bao gom khang thé tuong duong
chic bat ky hodc cdc phan chic cia ching dugc két hop véi chit mang duogc
dung, chét pha loing va/hoic td dugc dé bao ché dugc phdm. Céc chat mang
duoc thich hop, cdc chit pha lodng va/hodc céc td duge 1a da biét 16 trong linh
vuc k§ thuat va bao gébm, vi du cdc dung dich mudi dém phosphat, nudc, nhi
twong nhu nhii tuong diu/nuée, céc loai khiac nhau cua cic chat lam uét, cic

dung dich tiét trung, v.v..

Quy trinh bao ché dugc pham theo sdng ché& c6 thé dugc thuc hién theo

phuong phap chuén da biét d6i v6i chuyén gia trong Iinh vuc k¥ thuat.

Cic ché phiam theo sang ché c6 thé dugc cung cdp cho doi tuong dudi
dang ran, 16ng hodc sol khi véi liéu thich hop, cé tic dung vé mat duogc. Cac vi
du vé& cic ché pham rin bao gdm cic vién tron, kem va céc don vi liéu ¢6 thé cdy
ghép. Céc vién tron c6 thé duge st dung qua dudng miéng. Kem diéu tri c6 thé
duoc stt dung cuc bo. Cac don vi liéu c6 thé cdy ghép c6 thé duge st dung khu
trd, vi du tai diém u, hodc c6 thé dugc cay ghép dé giai phéng c6 hé thong ché
phdm diéu tri, vi du st dung duéi da. C4c vi du vé cdc ché phdm long bao gom
cdc ché pham thich tng d€ tiém trong co, dudi da, trong tinh mach, trong dong
mach, va céc ché phdm dé st dung cuc bo va trong mét. Céc vi du vé cdc ché

phdm sol khi bao gém cdc ché phdm x6ng dé st dung cho phoi.

Céc ché phdm c6 thé dugc cung cap bing cdc cdch sit dung chudn. N6i
chung, ché€ pham cé thé dugc cung cép bang céch st dung khu trd, qua dudng
miéng, qua truc trang, mili, trong da, trong mang bung, hodc ngoai duong tiéu

ho4 (vi du trong tinh mach, duéi da, hoic trong co). Ngoai ra, ch€ phdm c6 thé
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duoc két hop véi céc chdt nén giai phéng lién tuc nhu cic polyme cé kha niang
tho4i bién sinh hoc, cdc polyme duoc ciy ghép trong vung 1an cin ctia noi mong
mudn phan phéi, vi du tai diém cta khéi u. Phuong phdp bao gém cung cap liéu
don, cung cap céc liéu nhac lai tai cdc khoang thoi gian dinh truée, va st dung

lién tuc trong khoang thoi gian dinh trude.

Chat nén giai phéng lién tuc, nhu duge st dung & déy; 12 chit nén dugc tao
ra tir cac chét, thudng 1 c4c polyme c6 thé thodi bién bang cdch thuy phan bang
men hoic axit/bazo hoic bing cich hoa tan. Khi xen doan vao co thé, chit nén
hoat dong theo bang cic enzym va c4c dich co thé. Chat nén giai phéng lién tuc
mong mudén duoc lua chon bang céc chat tuong thich sinh hoc nhu cic liposom,
céc polylactit (axit polylactit), polyglycolit (polyme cta axit glycolic), polylactit
co-glycolit (copolyme cua axit lactic va axit glycolic), cdc polyanhydrit,
poly(ortho)este, cac polypeptit, axit hyaluronic, colagen, chondroitin sulfat, cac
axit carboxylic, cdc axit béo, cac phospholipit, cdc polysacarit, cdc axit nucleic,
cdc axit polyamin, cdc axit amin nhu phenylalanin, tyrosin, isoleuxin, céc
polynucleotit, polyvinyl propylen, polyvinylpyrolidon va silicon. Chat nén c6 thé
thodi bién sinh hoc dugc wu tién 1a chit nén cua mot trong s6 hoac polylactit,
polyglycolit, hodc polylactit co-glycolit (co-polyme cla axit lactic va axit

glycolic).

D3 biét 16 déi véi chuyén gia trong linh vuc k§ thuat thich hop rang liéu
ché phdm s€& tuy thudc vao nhiéu nhan t6 khic nhau nhu, vi du tinh trang can
diéu tri, ch€ phdm cu thé st dung, va céc nhan t6 1am sang khéc nhu trong lugng,
s6 do, gi6i tinh va tinh trang stc khoé chung ctia bénh nhan, dién tich bé mat co
thé, hop chat hoic ché phdm cu thé dugc cung cép, céc duge chat khdc dugc st

dung dong thoi va cich st dung.

Ché phim c6 thé dugc cung cip két hogp véi cdc ché pham khédc bao gdm
chat hodc hop chit c¢6 hoat tinh sinh hoc, cu thé 1a it nhit mot hop chat dugce

chon tit nhém bao gém céc hop chat chéng lai su mat can bang oxy hod, cac hop
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chat chong gay chét t€ bao, cdc chat chelat kim loai, cdc chit tc ch€ sta chita
ADN nhu pirenzepin va céc chat chuyén hod, axit 3-amino-1- propanesulfonic (3
APS), 1,3-propandisulfonat (1,3PDS), cdc chit hoat héa a-secretaza, cdc chat tc
ch& B va y-secretaza, céc tau protein, cdc chat dan truyén than kinh, cdc chat lam
gdy tdm f, cdc chét din du d6i véi cdc thanh phéan t&€ bao 1am sach/lam réng tinh
bot beta, cdc chat tc ché tinh bot beta 1am cun dau tan cting N bao gém tinh bot
beta pyroglutamat hod 3-42, cdc phan ti chéng viém, "chong loan than kinh
khong dién hinh" nhu, vi du clozapin, ziprasidon, risperidon, aripiprazol hodc
olanzapin hoac cdc chit tc ché€ cholinesteraza (cdc ChEI) nhu tacrin, rivastigmin,
donepezil, va/hoac galantamin, cdc chit chu van M1 va cdc dugc chét khic bao
g6m dugc chdt bat ky cai bién tinh bot hodc tau va cdc chat bé sung dinh dudng
nhu, vi du vitamin B12, xystein, tién chét ctia axetylcholin, lexithin, cholin,
Ginkgo biloba, axyetyl-L-carnitin, idebenon, propentofyllin, hodac din xuat
xanthin, cling v6i khing thé theo séng ché€ va, tuy ¥, chat mang duoc dung
va/hoic chat pha lodng va/hodc t4 dugc va phuong phdp dé diéu tri bénh cdc
bénh.

Chat protein c6 hoat tinh duoc c6 thé ¢6 mat vé6i lugng trong khoang 1ng
va 10mg trén mot liéu. Thong thuong, ch€ do st dung s€ nam trong khoang
0,1pg va 10mg khang thé theo sdng ché, cu thé 1a ndm trong khoang 1,0ug dén
1,0mg, va dac biét hon 1a nam trong khoang 1,0ug va 100ug, v6i 6 luong liéu
cu thé ndm trong pham vi d6 ciing 12 phén cta sang ché. Néu viéc st dung xuét
hién nho truyén lién tuc liéu thich hop hon ¢6é thé nim trong gii han khodng
0,01ug va 10mg don vi trén kilogam trong lugng co thé trong mot gid véi tat cd

s6 Iuong liéu cu thé nim trong pham vi d6 cling 14 phin cla sing ché.

Cich st dung thong thuong s€ 1a st dung ngoai duong tiéu hod, vi du
trong tinh mach. Céc ché& phdm dé st dung ngoai dudng tiéu hod bao gém cic
dung dich nuéc hoac khong chida nudc tiét trung, huyén pht va nhit tuong. Cic

dung moi khong chia nudc bao gom khong giéi han & nd, propylen glycol,

-08-



40905

polyetylen glycol, dau thuc vat nhu dau oliu, va cdc este hitu co c6 thé diung dé
tiém nhu etyl oleat. Cdc dung moi chita nuée c6 thé duoc chon tir nhém gém c6
nuGe, cdc dung dich rugu/nuée, nhii twong hoac huyén phit bao gébm dung dich
mudi va moi trudng dém. Cdc chat dan st dung ngoai dudng tiéu hod bao gém
dung dich natri clorua, Ringer's dextroza, dextroza va natri clorua, Ringer's lactat
hod, hodc cidc dau khong bay hoi. Céc chat dan trong tinh mach bao gém dich va
cdc chdt don dinh dudng, cdc chit don dién phan (nhu céc loai gbc Ringer's
dextroza) va cac loai khéc. C4c chét bdo quén cling c6 thé ¢6 mit nhu, vi du céc
chét khdng vi khuén, cdc chat chéng oxy hod, cdc chét chelat ho4, cdc khi tro,

V.V..

Cac ch€ pham dugc c6 thé con chiia cidc chat mang protein nhu, vi du
albumin huyét thanh hodc globulin mién dich, dac biét 1a c¢é nguén géc ngudi.
Cé4c chét c6 hoat tinh sinh hoc khdc c6é thé c6 mit trong duoc phdm theo sing

ché& tuy thudc vao muc dich st dung cta nd.

Khi dich gén két duge dinh vi trong ndo, mot vai phuong 4n theo sang ché
dé xuat khidng thé hodc manh hoat tinh ctia chiing dé vuot qua hang rao m4u ndo.
Mot s6 bénh thodi hod than kinh ¢6 lién quan dén su gia tang tinh tham dugc cua
hang rao m4u nfo, sao cho khdng thé hodc manh hoat tinh cta ching c6 thé dé
dang duoc dua vao ndo. Néu hang rao médu nio van con nguyén ven, thi mot vai
“phuong phép da biét trong linh vuc k§ thuét ton tai dé chuyén cdc phan tir qua
nd, bao g6in, nhung khong giéi han &, cdc phuong phap vat ly, cac phuong phap

dua vao lipit va céc phuong phdp dua vao kénh va thu thé.

C4c phuong phép vat Iy van chuyén khdng thé hoic méanh hoat tinh clia
ching qua hang rao méu nio bao gébm, nhung khong gidi han &, phd v3 hoan
toan hang rdo mdu ndo, hodc bang cédch tao cdc 16 md & hang rao mau ndo. Cic
phuong phdp phd v3 bao gém, nhung khong gidi han &, truyén truc ti€p vao ndo
(xem, vi du tai liéu Papanastassiou et al., Gene Therapy 9: 398-406 (2002)) va
cdy ghép thiét bi phan phdi trong ndo (xem, vi du Gill et al., Nature Med. 9: 589-
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595 (2003); va Gliadel Wafers™, Guildford Pharmaceutical). Cic phuong phéap
dé tao c4c 16 m& & hang rao bao gébm, nhung khong giéi han 6, siéu am (xem, vi
du cong b patent M§ No. 2002/0038086), 4p suét thdm th&u (vi du bang cdch
cung cap manitol uu truong (Neuwelt, E. A., Implication of the Blood-Brain
Barrier and its Manipulation, Vols 1 & 2, Plenum Press, N. Y. (1989))), tao thdm
thau bang bradykinin hoic thiét bi tao thdm thdu A-7 (xem, vi du cédc patent My
s6 5,112,596, 5,268,164, 5,506,206, va 5,686,416), va chuyén nhiém cic t€ bao
than kinh diéng trén hang rao méu ndo véi cdc vat truyén chia cdc gen ma hod
khang thé hoic manh gin két khdng nguyén (xem, vi du Pon yéu ciu cip bing

patent My s6 2003/0083299).

Céc phuong phdp dua vao lipit dé van chuyén khang thé hodc manh hoat
tinh ctia chiing vuot qua hang r2o miu ndo bao gébm, nhung khong gi6i han &,
bao vi nang khéng thé hodc manh hoat tinh ctia ching trong cdc liposom c6 thé
két hop v6i cdc manh gén két khang thé ma c6 thé gén két véi cdc thu thé trén
mang trong mach clia hang rdo mdu ndo (xem, vi du Pon yéu cdu cap bang
patent My s6 20020025313), va bao khdng thé hoac manh hoat tinh cla ching
trong c4c hat lipoprotein ty trong thdp (xem, vi du Pon yéu cdu cip bang patent
M5 s6 20040204354) hodc apolipoprotein E (xem, vi du Pon yéu ciu cdp bang
patent My s6 20040131692).

Céc phuong phdp dua vio kénh va thu thé dé van chuyén khang thé hoic
ménh cta chiing qua hang rao mdu ndo bao gom, nhung khong gidi han 6, st
dung céc chat phong bé& glucocorticoit dé 1am tang tinh thdm thdu ciia hang rao
mdu nfo (xem, vi du cdc Pon yéu cdu cép bang patent My s6 2002/0065259,
2003/0162695 va 2005/0124533); hoat hoa cac kénh kali (xem, vi du Pon yéu
ciu cp bang patent My s6 2005/0089473), tc ché céc gen van chuyén dugc chét
ABC (xem, vi du Pon yéu ciu cip bang patent My s6 2003/0073713); bao khang
thé bang transferin va diéu chinh hoat tinh clia mot hodc nhiéu thu thé transferin
(xem, vi du Pon yéu cau cép bang patent My s6 2003/0129186), va cation hod
khang thé (xem, vi du patent My s6 5,004,697).
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PHAT HIEN/CHAN POAN

Theo mot phuong 4n khéc, sang ché dé xudt cac phuong phap va cdc kit dé
phat hién va chdn dodn c4c bénh hoac cdc tinh trang lién quan dén tinh bot. Céc
phuong phip dé bao gém céc phuong phap mién dich da phét thudng st dung dé
phat hién hodc xdc dinh s§ lugng cic chét trong cdc mau sinh hoc hodc trong

tinh trang tai chd (in situ).

Viéc chidn dodn bénh hodc tinh trang lién quan dén tinh bot & bénh nhan
c6 thé dat dugc nhd phat hién gin két dac hiéu mién dich cua khing thé don
dong hoidc méanh hoat tinh cta ching véi epitop clia protein dang tinh bot trong
mAu hoic hoic tai ché, phuong phdp chdn doén d6 bao gom dua mau hodc phan
co thé dac biét hodc viing co thé nghi ngd chita protein dang tinh bot vao ti€p xtic
v6i khang thé gin két véi epitop cua protein dang tinh bot, cho phép khang thé
gin két véi protein dang tinh bot tao phitc hé mién dich, phat hién sy hinh thanh
clia phtic hé mién dich va tao tuong quan su c6 mit hoac vang mat clia phic hé
mién dich vé6i su c6 mat hodc vang mat ca protein dang tinh bot trong mau hodc

phén hoidc ving co thé dac biét.

C4c méu sinh hoc c6 thé dugc st dung dé chin dodn bénh hodac tinh trang
lién quan dén tinh bot 13, vi du céc chat 16ng huyét thanh, huyét tuong, nude bot,
cdc chat tiét xudt tir da day, nuéc nhdy, dich ndo tuy séng, dich bach huyét va
céc dich tuong tu hoic cdc miu mé hodc t€ bao thu dugc tit co thé nhuw mo thin
kinh, ndo, tim hoic mach. Dé x4c dinh sy c6 mat hodc vang mat clia protein
dang tinh bot trong méu, thit nghiém mién dich bat ky da bi€t doi v6i chuyén gia
trong linh vuc k¥ thuét (xem tai liéu Harlow and Lane, Antibodies: A Laboratory
Manual Cold Spring Harbor Laboratory, New York 1988 555-612) c6 thé dugc
st dung nhu, vi du cdc tht nghiém st dung cic phuong phép phat hién khong
truc tiép nho st dung céc chat phan tng phu trg dé do, ELISA va cic thir nghiém
mién dich két tha va dinh két. Viéc mo ta chi tiét ctia cdc thir nghiém dé 1a, vi du

dugc néu trong Cong b6 don yéu ciu cdp bang doc quyén sdng ché so6
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W096/13590 cia Maertens and Stuyver, Zrein et al. (1998) va Cong b6 don yéu
céu c4p bang doc quyén sdng ch& s6 W096/29605.

Pé chin dodn tai chd, khang thé hoidc phan hoat tinh hodc chic clia chiing
c6 thé duoc cung cap cho co thé can chin dodn bing cdc phuong phdp da biét
trong Iinh vuc k¥ thuét nhu, vi du tiém truyén trong tinh mach, trong mii, trong
mang bung, trong ndo, trong dong mach sao cho géan két dic hiéu gitta khdng thé
theo siang ché& véi viing eptitop trén protein dang tinh bot c6 thé xuét hién. Phic
hé khang thé/kh4ang nguyén c6 thé duoc phit hién nhd chat dong vi ddnh ddu gin

v6i khang thé hodc manh chiic ctia ching.

Cic thir nghiém mién dich st dung trong cdc tng dung chin doan thudng
dua vao cic khdng nguyén, khang thé, hoic c4c chat phan tng phu tro dugc d4nh
d4u dé phat hién. Cic protein hodc céc chat phan tng c6 thé dugc ddnh d&u bang
cidc hop chat thuong da biét rd doi v6i chuyén gia trong linh vuc k§ thuat bao
gbm cdc enzym, cdc dong vi phéng xa, va cdc chit huynh quang, phat quang va
sinh mau bao gébm céc hat mau, nhu cac hat vang keo va latec. Trong do, viéc
ddnh d4u phéng xa c6 thé dugc sit dung cho hiu nhu tit ca céc loai thir nghiém
va v6i hau hét cai bién déi. C4c chat déng vi ddnh dau lién két enzym dic biét
dugc st dung khi tinh phéng xa phai dugc tranh hoac khi cic két qua nhanh 1a
cin thiét. C4c chat gay huynh quang, mic du can dén thiét bi dét tién dé st dung
chiing, tao ra phuong phép rit nhay dé phat hién. Khéng thé st dung trong céc
tht nghiém bao gém céc khang thé don dong, céc khing thé da dong, va cdc
khdng thé da dong tinh khiét 4i luc.

Theo cich khac, khdng thé c6 thé dugc ddnh d&u bang cach phén tng véi
céc chat danh dau cé 4i luc doi véi globulin mién dich, nhu protein A hoac G
hoidc c4c khang thé thi cap. Khang thé c¢6 thé dugc két hop vé6i chat bac hai va
dd bang chét ddnh dau thi ba c6 4i luc d6i véi chat bac hai két hop véi khing
thé. Vi du, khing thé c6 thé duoc két hop véi biotin va thé ti€p hop khang thé-

biotin dugc phét hién nh¢ st dung avidin hoac streptavidin danh d4u. Tuong tu,
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khing thé c6 thé dugc két hop véi hapten va thé tiép hgp khéng thé-hapten duoc
phét hién nho st dung khéng thé khéng hapten ddnh dau.

Céc chuyeén gia trong Iinh vuc k¥ thuat s& biét cdc chdt dong vi ddnh ddu
dé va khac c6 thé duoc st dung theo sdng ché. Viéc gin két cua céc chét déng vi
ddnh ddu dé véi cdc khang thé hoic cdc manh cha ching cé thé duge thuc hién
nho str dung c4c ky thuat chuin thudng da biét d6i véi chuyén gia trong linh vuc
ky thuat. Cic ky thuat thong thudng dugc mo ta boi Kennedy, J. H., et al.,1976
(Clin. Chim. Acta 70:1-31), and Schurs, A. H. W. M., et al. 1977 (Clin. Chim
Acta 81:1-40). Cic k¥ thuit két hgp duoc néu sau cung la phuong phédp
glutaraldehyt, phuong phdp periodat, phuong phdp dimaleimit va ciac phuong

phap khic, tit ca duoc dua vao day bang cdch vién dan.

Céc thir nghiém mién dich hién tai sit dung phuong phép khdng thé kép dé
phét hién su c6 mat clia chat phan tich trong d6. Khing thé dugc dénh dau gidn
ti€p bang kha niang phan tng vé6i khang thé thit hai duge ddnh dau bang chat
déng vi danh diu c6 thé phat hién duoc. Tot hon néu khang thé thit hai 1 khéng
thé gan ket v6i khang thé ctia dong vat ma tir d6 cc khéng thé don dong dugc
tao ra. N6i cach khdc, néu khang thé don dong 1a khang thé chudt, thi khdng thé
thtt hai, duoc ddnh dau 1a khing thé khang chuét. P6i véi khang thé don dong st
dung trong thir nghiém dugc mo ta dudi day, t6t hon 1a chat dong vi dénh dau 1a
hat bao khang thé, cu thé 1a hat tir tinh. D6i vé6i khdng thé da dong duge st dung
trong thir nghiém mién dich dugc mo ta 6 day, t6t hon la chat dong vi ddnh dau
12 phan tr c¢6 thé phédt hién duoc nhu chat phéng xa, huynh quang hodc phat

quang dién hoa.

Hé khang thé kép khéc thuong dé cap dén nhu cdc hé format nhanh vi
chiing thich tng vé6i cdc xdc dinh nhanh su c¢6 mit ctia chit phan tich, c¢6 thé
~ 9 . 7 Ve ~ A N A A 7 *~,
cling dugc su dung trong pham vi cua siang ché. Hé nay cin dén 41 luc cao gilta
khang thé va chit phan tich. Theo moét phuong 4n ctia sdng ché, su c6 mit cua

protein dang tinh bot duoc x4c dinh nho st dung cap cdc khang thé, médi cap dic
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hiéu véi protein dang tinh bot. Mot trong cdc cip nay cla cdc khang thé duoc dé
cap t6i & day 1a "khéang thé do" va cap khéc nay clia khang thé duoc dé cap t6i &
day 1a "khadng thé giit". Khang thé don dong cta sdng ché€ cé thé dugc st dung
hodc 1am khang thé gift hodc lam khéng thé do. Khang thé don dong theo sing
ché& con ¢6 thé duge st dung nhu hai khéng thé do va giit, cling nhau trong mot
thir nghiém. Vi vay, mot phuong an cua sang ché stt dung phuong phap nhiéu 16p
khing thé kép dé phdt hién protein dang tinh bot trong miu chita dich sinh hoc.
Theo phuong phép nay, chat phan tich (protein dang tinh bot) dugc tao nhiéu 16p
gitta khéng thé do va khang thé giit, khang thé giit duoc c6 dinh khong thé dao
nguoc dugc vao chit nén ran. Khang thé do s& chia chat déng vi danh dau c6 thé
phét hién dugc, d€ nhan biét su c¢6 mit ctia nhiéu 16p khing thé- chat phan tich

va theo d6 su ¢6 mat cta chat phan tich.

Céc chéat pha ran vi du bao gém, nhung khong gi6i han &, cic dia vi chuin
do, cac 6ng thir nghiém chtta polystyren, nam cham, céc hat chat déo hoac thuy
tinh va cdc 14t cat da biét 16 trong linh vuc thit nghiém chét mién dich phéng xa
va thit nghiém mién dich enzym. C4c phuong phép dé két hop khang thé véi cic
pha ran ciing da biét rd d6i véi chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat. Méi day, mot
s6 chat x6p nhu nylon, nitroxenluloza, xenluloza axetat, cdc soi thuy tinh va cic

polyme x6p khic duoc st dung nhu céc 16p nén ran.

Séng ché cling dé xuat kit chan doén dé phét hién protein dang tinh bot
trong mau sinh hoc bao gébm ch& phdm nhu xé4c dinh & trén. Ngoai ra, sdng ché
cling dé xudt kit ch4an doan méi day nhat, ngoai ra t6i ché phdm nhu duoc x4c
dinh & trén, con bao gébm chat phat hién nhu dugc xdc dinh & trén. Thuat ngir "kit
chdn dodn" néi chung dé cap dén kit chdn doén bat ky da biét trong linh vuc k§
thuat. Dac biét hon, thuat ngit sau cung dé cap dén kit chan doan nhu dugc mo ta

trong tai liéu Zrein et al. (1998).

Muc dich khic cua sdng ché€ la dé xuét cdc mau lai thit mién dich va céc

kit thir nghiém dé phét hién va chén dodn c4c bénh va tinh trang lién quan dén
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tinh bot bao gém khang thé theo séng ché. Ddi v6i cdc miu lai thir mién dich,
khang thé dugc gén két truc ti€p hodc gidn tiép véi phan tit bdo cdo thich hop, vi
du enzym hodc chat dong vi phéng xa. Kit thit nghiém bao gom mot thung chida
mot hodc nhiéu khing thé theo sdng ché€ va cdc tai liéu huéng din dé€ str dung
khéng thé nhim muc dich gén két vé6i protein dang tinh bot tao phic hé mién
dich va phéat hién su hinh thanh ctia phitc hé mién dich sao cho su c6 mat hoac
ving mit clia phitc hé mién dich tuong quan véi su ¢6 mat hodc vang mit cla

protein dang tinh bot.
Vi du thuc hién sang ché
Nguyén liéu

Viéc phit trién va diéu ché€ cdc khang thé don dong chudt ACI-01-Ab7C2
(goi 1a "mC2" va hC2 doéi véi khing thé duoc lam tuong thich véi nguoi C2,
trong toan bo sdng ché) dugc mo ta trong Pon yéu cdu cip patent chau Au s6 05
02 7092.5 nop ngay 12/12/2005, phan mo6 ta cua ching duge dua vao day bang

cach vién dan.

Céc t€ bao lai FP-12H3-C2, tao ra cic khang thé don dong ACI-01-Ab7C2
(goi 1a "mC2" va hC2 déi vé6i khang thé duoc lam tuong thich véi ngudi C2,
‘trong toan bod sang ché) dugc luu gitt 01 thiang 12 nam 2005 trong Pon yéu cau
cdp patent chau Au s6 05027092.5 tai "Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) & Braunschweig,
Mascheroder Weg 1 B, 38124 Braunschweig, theo céc diéu khoan ctua Hiép ude
Budapest Treaty va véi s6 hiéu luu gitt DSM ACC2750.

Cac t€ bao duoc nuoi cay trong moi truong Dulbecco's modified Eagle
Medium (DMEM) ¢6 b6 sung 10% huyét thanh thai bd va cdc chét khdng sinh
(Penixillin/Streptomyxin). Isotyp ctia khéng thé tao ra dugc kiém tra va phat

hién 1a IgG2b/kappa chuot, nhu mong doi.

Thit nghiém
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ELISA déi vé6i gan két v6i Amyloid Beta cung cédp mot s6 do ddng tinh
cay vé kha nang clia céc khdng thé C2. Khing thé déi ching duong tinh, khdng
thé chuot FP-12H3-C2 (Genovac Lot No: AK379/01), va khdng thé Chemicon
chuin 1560 (Lot no: 0508008791).

Lua chon cdc viing 6n dinh nguoi

Nhu 14 su b6 sung hé mién dich khong mong muén ddi vé6i tng ctt khang
thé 1am sang, ving 8n dinh ngudi chon loc d6i véi chudi nang la IgG4 ngudi,
duoc cai bién dé thay déi Serin tai vi tri 228 & ving ban 1€ thanh Prolin (HulgG4
Ser-Pro). Dot bién nay 1am 6n dinh lién két trong chudi disulfua va ngin ngira su
hinh thanh ctia mét nilta cic phan tlr ¢6 thé xuét hién trong cac ch€ phdm ngudi
nguyén thé IgG4. Khang thé biéu hién tur céc dong t€ bao san sinh cling s& ¢
lysin tan cling dugc loai bd. Cac trinh tu clia cdc vang 6n dinh ngudi HulgG4
Ser-Pro va Kappa nguoi duge dinh 1o trong SEQ ID NO:17 va SEQ ID NO:14

tuong Ung.
Vi du 1: Tach dong va lap trinh tu cAc ving bién déi khang thé

ARN téng duoc diéu ché tir 3 x 10° t€ bao lai (mot binh thir nghiém thét
c6 T175) nho st dung kit mini Qiagen RNeasy (Cat No: 74104). ARN dugc rlra
gidi trong 50uL nudc va kiém tra bang 1,2% gel agaroza. Moi truong diéu kién
tlr c4c t€ bao duogc giit lai va miu st dung dé thir nghiém trong thir nghiém hoat

tinh clia khéng thé.

Cic ADN b6 trg Vy va Vi dugc diéu ché nhd st dung transcriptaza ngugc
véi cdc doan mdi viing 6n dinh chudt IgG va k. Cdc ADN b6 trg soi don thit nhat
dugc khuéch dai bang PCR nho st dung bo 16n ctia cdc doan moi trinh tu tin
hiéu. C4c ADN b6 trg khuéch dai dugc tinh ché bang gel va tich dong vao vat
truyén pGem® T Easy (Promega). Cac dong vo tinh Vy; va Vi thu dugce nay dugc
sang loc vé cdc xen doan c6 kich ¢ mong d¢i bang PCR va trinh tu ADN ctia

cac dong vo tinh chon loc dugc xac dinh bang céch 1ap trinh tu ADN tu dong.
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Céc vi trf ctia cdc viing xdc dinh b6 trg (cdc CDR) trong céc trinh tu dugc x4c
dinh ¢6 lién quan dén cdc trinh tu khéng thé khac (Kabat EA et al., 1991). Cich
danh s6 thong thudng ctia Kabat d6i v6i cdc ving bién déi khdng thé dugc si
dung trong toin bo sdng ché nay; do d6 céc s6 goc c6 thé khéc nhau tir s6 tuyén

tinh tuyét doi.

Trinh tu ADN va trinh fir axit amin suy ra déi véi mC2 Vi dugc thé hién
trong céc trinh tu SEQ ID NO:29 va SEQ ID NO:27 tuong ting. Bon dong vo tinh
tao ra trinh tu san sinh giéng hét nay. Trinh tu khong san sinh khic thudng Vi
xudt hién tir thanh nhiém sic dung hop t€ bao lai ciing dugc thdy 6 mot s6 dong
vo tinh.

Poi v6i mC2 Vi, hai trinh tu san sinh khdc nhau dugc phan lap. Trinh tu
mC2 Vy AF (xem SEQ ID NO:30) dugc thdy & tong s6 29 dong vo tinh, véi 14
thay déi cap bazo don & céc dong vo tinh riéng biét. Trinh tu mC2 Vi B dugc
thdy & téng s6 8 dong vo tinh. Nam trong s6 d6 thé hién trinh tu chl chét, véi 3
dong vo tinh khéc 14 céc bién ddi trén d6. C6 thé 1a céc trinh tu Vy; B tuong tu
xudt hién nhu 14 chit gia clia qué trinh khuéch dai PCR. V; khong san sinh khéic

thuong ciing thu dugc tir t&€ bao lai C2 va dugc cho 1a do lién két thiéu sét V-D-J.

Pé x4c dinh né ¢6 12 mC2 Vy c6 hoat tinh chuén, hai khing thé dang
kham duoc tao ra véi hai trinh tu khdc nhau Vi, AF va B, dugc két hop véi mC2
Vy, dé thir nghiém hoat tinh khang thé chudn.

Vi du 2: C4u tric ciia cac gen khang thé dang kham

Khing thé dang kham ngudi dudi dang thong thuong nhéit bao gom céc
viing 8n dinh nguoi lién két véi céc ving bién d6i chuot (hodc khong phai la
ngudi khic). Khéng thé dang kham tao ra cong cu rit hitu ich, truéc tién dé
khing dinh ring céc ving bién ddi chudn dugc nhan dang, thi hai dé st dung
lam khang thé d6i ching trong cdc thir nghiém gan két khang nguyén véi cic

chitc ning tdc dong tuong tu va st dung cdc chat phan tng phdt hién thi cap

-107-



40905

tuong tv nhu khang thé dugc 1am tuong thich v6i ngudi hoac xir Iy k§ thuat, va
con duoc stt dung dé nghién citu céc dic tinh duge dong hoc va cdc dac tinh khdc

clia cdc ving 6n dinh ngudi c6 lién quan dén dich dic biét cia khdng thé.

Hai vat truyén biéu hién chudi ning dang kham dugc cu tric bao goém
cdc ving bién ddi mC2 Vy AF hoic mC2 V,; B lién két v6i vang 6n dinh
HulgG4 (Ser-Pro) trong vat truyén biéu hién pSVgpt. Diu nay dua vao pSV,gpt
(Mulligan and Berg, 1980) va bao gém gen khdng ampixilin dé chon loc trong
céc t&€ bao vi khudn, gen gpt dé chon loc trong céc t€ bao dong vat c6 vd, ving
tang cuong globulin mién dich chudi niang chudt, trinh tw hé gen ma hod gen
ving 6n dinh va c4c trinh tu SV40 poly A. Ving bién doi chudi nang dé bicu

hién dugc xen manh nhu HindIll vao manh BamHI.

Vat truyén chudi nhe dang kham dugc cau tric bao gébm C2 VK lién két
v6i viing 6n dinh nguoi C Kappa trong vat truyén biéu hién pSVhyg. (Hieter PA
et al, 1980) pSVhyg bao gom gen khang ampixilin dé chon loc trong cdc t€ bao
vi khudn, gen hyg dé chon loc trong céc t&€ bao dong vat ¢ v, ving tang cudng
globulin mién dich chudi nang chudt, trinh tu hé¢ gen ma hod gen ving 6n dinh
kappa va cdc trinh tu SV40 poly A. Viung bién ddi chudi nhe dé biéu hién dugc
xen manh nhu HindIIl vao manh BamHI.

Cédc catxet biéu hién cho céc trinh tu chuot C2 VH va VK dugc cdu tric
bing cdch bé sung trinh tu suon 5' bao gém peptit tin hiéu din dau, intron din
diu va gen khéi dau globulin mién dich chudt, va trinh tu suon 3' bao gom trinh
tu intron va diém tich intron, nhd st dung céc vat truyén VH-PCRI va VK-PCRI
]am méu (Riechmann et al., 1988). Trinh tw ADN duoc khang dinh 1a chuén doi
v6i VH va VK trong céc vat truyén biéu hién. Céc trinh tu ADN va axit amin ctia
cdc gen VH va VK trong céc catxet biéu hién dugc thé hién trong cdc hinh Fig.1

va Fig.2.

Vi du 3: Biéu hién khang thé dang kham
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3.1 Biéu hién & cdc dong té bao on dinh

Dong t€ bao chli dé biéu hién khang thé 12 NSO, u tuy chudt tao globulin
khong mién dich, thu dugc tir European Collection of Animal Cell Cultures,
Porton UK (ECACC No 85110503). C4c vat truyén biéu hién chubi nang va nhe
duoc déng chuyén nhiém vio cic t€ bao NSO bing dién xung. Cdc khuén lac
biéu hién gen gpt duoc chon loc trong moéi truong Dulbecco's Modified Eagle
(DMEM) c6 b6 sung 10% huyét thanh thai bd (FBS), 0,8ug/ml axit
mycophenolic va 250pg/ml xanthin. Cdc dong t€ bao vo tinh chuyén nhiém dugc
sang loc dé tao ra khang thé ngudi bang ELISA cho IgG nguoi. Cic dong t&€ bao
tiét xuat khang thé duoc md rong va cdc sinh vat tu san xuét cao nhat duoc chon
loc va 1am lanh xuéng bing nito 16ng. Cdc dong t€ bao san sinh t6t nhat cho méi
khing thé duoc md rong trong mdi trudng nhu néu trén nhung chi véi 5% FBS.
Cac khang thé dang kham dugc tinh ché& nhd st dung Prosep®-A (Bioprocessing
Ltd). Néng d6 dugc xdc dinh bang ELISA cho khang thé ngudi IgGg. Céc khang
thé ciing duoc phan tich bing SDS-PAGE.

3.2 Biéu hién tam thoi ciia khdang thé dang khdm

Pé tién hanh thér nghiém cdc khing thé dang kham, biéu hién tam thoi
duoc st dung dé tao ra rit nhanh céc lugng nhé dich néi t€ bao chia khdng thé
t4i t6 hop dé thir nghiém. Cdc catxet biéu hién mC2 Vy; va Vi duge chuyén vao
céc vat truyén dua vao pcDNA3.1 (Invitrogen) d€ bi€u hién tam thoi. Vat truyén
chubi nang bao gém ving én dinh ngudi IgG. Vat truyén chudi nhe viing 6n dinh
ngudi kapp. Ca hai mC2 Vy; AF va mC2 V; B duge chuyén nhiém véi mC2 Vi
vao céc t€ bao phoi than nguoi (HEK 298) véi chat phan tng Lipofectamine
2000 (Invitrogen Cat No: 11668) theo phuong phép dugc cung cdp boi nha san
xuat. Moi trudng diéu kién duoc thu gom tir cdc t&€ bao sau 3 ngay chuyén nhiém.
Luong khang thé tao ra dugc xéc dinh bing ELISA d6i v6i khéng thé ngudi
[gGyg.

-109-



40905

Vi du 4: Hoat tinh ciia cac khang thé dang kham C2

4.1 Hoat tinh ciia cdc khdng thé dang khdm duoc tao ra bang cdch chuyén

nhiém tam thoi

Cic miu clia moi truong diéu kién tir qua trinh chuyén nhiém tam thoi déi
v6i hai khéng thé dang kham kh4c nhau duoc thit nghiém trong ELISA vé su gin
két véi tinh bot beta. Cac két qua biéu thi 13 rang ring C2 VH AF 1a trinh tu
chudn. Khing thé dang kham C2 V,; AF/C2 V gin két t6t trong thir nghiém,
nhung C2 V, B/C2 V khong thé hién gén két bat ky & tit ca. Khang thé doi
chiing chudt chemicon 1560 thé hién su gin két t6t, nhung gén két do khéng thé
chuot tinh khiét C2 tao ra 12 kém. Can luu ¥ ring khdng thé tht cap khic nhau
duoc st dung cho cic khing thé chuot véi cdc ving 6n dinh chudt so véi cdc
khang thé dang kham véi cic ving én dinh ngudi, do dé cdc két qua khong thé
so sanh truc ti€p. Moi trudng diéu kién tr t€ bao lai C2 cham dugc thay tao ra két

qua tot trong thir hghiém.
4.2 Hoat tinh ctia khdng thé dang kham tinh khiét C2

Hai khéng thé dang kham khdc nhau C2 dugc tinh ché€ tir cdc dong t€ bao
6n dinh NSO nhu dugec mo6 ta va thir nghiém nhd stt dung ELISA tinh bot beta.
Céc két qua thu dugc phli hop véi cdc két qua thu duge véi khdng thé bi€u hién
tam thoi. Khdng thé C2 ChVH AF/ChVK gin két t6t trong ELISA va khang thé
C2 ChVH B/ChVK khong thé hién gin két & tét ca.

Vi du 5: Thiét ké cac gen khang thé duoc 1am tuong thich véi nguoi C2

Céc trinh tu axit amin mC2 V; va Vi duoc so sdnh v6i cac trinh tu khang

thé loai gdm nham Vy, va Vi trong cdc co s& dit liéu NCBI va Kabat.
5.1 Ving bién doi chudi nhe

Gen dong mam chudt thich hop gan nhat véi C2 V¢ la bbl, Locus
MMU?231201, (Schable et al, 1999). Chi hai axit amin khac nhau tur trinh tu dong
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mam nly, ca hai dugc dinh vi trong CDRL1. Céc khang thé chuét trudng thanh
v6i trinh tu tuong tu nhung khong giéng hét nhau, c6 thé dugc thay. Mot vai
khang thé c6 CDRL2 gi6ng hét nhau va CDRL3 giéng hét nhau, nhung CDRL1
clia C2 dudng nhur 1a don nhdt. mC2 Vi ¢6 thé duge chi dinh 1a nhém phu Kabat
MuV,Il. Céc vi tri 87 cia mC2 Vi 1a F thay vi Y la thong thuong hon trong
nhém phu, ching to ring géc khung nay c6 thé quan trong d6i véi hoat tinh ctia
khang thé. So sdnh véi c4c trinh ty ddng mam ngudi Vi chiing t6 rang cdc gen tir
nhém phu VII 1a thich hop nhat déi v6i mC2 Vi (Cox et al, 1994). Trinh tu
DPK 15 ciing véi viing ngudi J HuJ1 dugc chon lua d€ tao ra cic trinh tu khung

nhan ctia V¢ duoc lam tuong thich véi nguoi.

B6n trinh tu duoc lam tuong thich véi ngudi Vi dugce thiét k€. C2HuVK1
gém c6 cdc CDR mC2 Vi véi cdc khung tir DPK 15 va J¢1 nguoi. Trong céc
version 2, 3 va 4 cac goc chudt duoc thay thé & khung tai cic vi tri 45 hoac 87
hodc ¢4 hai. Géc 45 c6 thé tao ra su hd trg cho cdu hinh cia cic CDR. Géc 87
duoc dinh vi & bé mit clia cdc mién Vy va V. Vi vay, cdc goc d6 la quan trong
dé duy tri gin két ctia khang thé. C4c vi trf va thay doi dugc tao ra & cic viing
khung chudi nhe dugc thé hién trong Bang 6. So sinh céc trinh ty dugc lam

tuwong thich v6i ngudi véi trinh tu mC2 Vy, va véi DPK15 va Ji1 nguoi.
5.2 Ving bién doi chuéi ning

Gen dong mam chuot thich hop gin nhat véi mC2 Vy AF la VH7183,
Locus AF120466, (Langdon et al., 2000). Su so sanh dugc thé hién trong Fig.3.
Chin axit amin khac nhau tir trinh tw dong mam nay, hau hét duoc dinh vi trong
CDR2. Cic khing thé chuot trudng thanh véi CDR1 tuong tu (mot goc khdc
nhau) hoic giong hét nhau hodc véi CDR2 tuong tu (mét goc khdc nhau) dugc
thiy, nhung khong véi tat ca ba CDR giong hét v6i mC2 Vy AF. CDR3 cua
khang thé mC2 cuc ky ngin, bao gém chi ba géc. Tuy nhién, khéng thé khac
duoc thdy trong co s& dit liéu v6i CDR3 ¢6 do dai nay. mC2 Vi AF c6 thé dugc
chi dinh cho nhém phu Kabat MuV4IIID. Goc 47 cia mC2 Vy la L thay vi
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thudng xuyén hon 12 W, va gbc 94 12 S thay vi thuong 1a R, chiing t6 rang cdc
g6c khung d6 c6 thé quan trong déi véi hoat tinh cha khang thé. Viéc so sdnh véi
c4c trinh tu dong mam ngudi Vy chiing td cic gen tt nhém phu VIII 1a thich
hop d6i v6i mC2 V. Trinh tu DP54 cling véi vang J HuJ;6 dugc chon lua d€ tao

ra c4c trinh tu khung nhan cho V4 dugc lam tuwong thich véi nguoi.

B6n trinh tu duoc 1am tuong thich véi nguoi Vi duogce thiét k€. C2HuVHI
bao gébm cdc CDR mC2 Vi AF véi cic khung tir DP54 va HuJu6. Trong cic
version 2, 3 va 4 céc goc chuot duge thay th€ & khung tai cdc vi tri 47 hoac 94
hodc ca hai. Géc 47 & khung 2 tao ra ca hai lién két v6i cdc CDR va v6i mién V.
G6c 94 c6 thé tao ra su hd trg cho ciu hinh cta cdc CDR. Vi vay cidc goc dé ¢

thé 12 quan trong dé duy tri gin két khang thé.

Céc vi tri va thay d6i duoc tao ra & cic ving khung chudi ning dugc thé

hién trong bang 7.
Vi du 6: C4u triic ciia cac gen khang thé dugc lam tuong thich v6i nguoi

Céc viing bién d6i cii bién duge cdu tric bing phuong phép tdi t6 hop
chong lop PCR. Céc catxet biéu hién déi vé6i khang thé dang kham, C2 ChVy AF
va C2 ChVy, duoc sit dung 1am cdc méu dé tao phat sinh dot bién cla ving
khung t6i cdc trinh tu cin thiét. C4c bo cap doan méi dot bién duge tdng hop bao
g6m céc viing dugc bién déi. C4c catxet biéu hién Vy va Vi dugc lam tuong tich
v6i ngudi tao ra duge tach dong vao pUC19 va trinh tw ADN hoan thién dugc
khang dinh 14 chuédn d6i v6i mdi Vy; va V. Cic gen viing V chubi nang va nhe
cai bién duoc cit bd khoi pUCI9 nhu cic catxet biéu hién HindIIl dén BamHI.
Chiing dugc chuyén dén céc vat truyén biéu hién pSVgpt va pSVhyg ma bao gébm
cdc ving 6n dinh ngudi 1gG4 Ser-pro hodc K tuong tng, nhu d6i véi cac vat
truyén khang thé dang kham. Trinh tu ADN dugc khéng dinh la chuén d6i véi

Vy va Vy duge 1am tuong thich véi ngudi trong céc vat truyén biéu hién.

Vi du 7: Biéu hién ctia cac khang thé dugc 1am tuong thich v6i nguoi
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7.1 Biéu hién trong dong té bao on dinh

Cic vat truyén biéu hién chudi nang va chudi nhe dugc lam tuong thich
v6i ngudi dugc déng chuyén nhiém trong céc t€ bao NSO bang xung dién, nhu dé
biéu hién cic khang thé dang kham. C4c dong t€ bao tao ra khang thé dugc chon
loc va m& rong va cdc khdng thé duge 1am tuong thich véi ngudi dugc tinh ché,
chinh x4c nhu d&i vé6i cdc khang thé dang kham. C4c khang thé tinh khiét duoc
phan tich bang SDS-PAGE.

7.2 Biéu hién tam thoi ctia khdng thé duoc lam tuwong thich vdi nguoi

Pé tién hanh thir nghiém cdc cu tric dugc 1am tuong thich v6i ngudi khac
nhau Vy va Vi, céc catxet biéu hién Vi va V¢ duogc 1am tuong thich véi ngudi
C2 ciing dugc chuyén téi cdc vat truyén dé€ biéu hién tam thoi duge mo ta trong
phén 7.2. B6n céu tridc duge 1am tuong thich véi ngudi C2 Vy duge déng chuyén
nhiém Vv6i cdu tric dang kham C2 Vy trong céc t€ bao HEK293. Tuong tu, bon
cdu tric duoc 1am twong thich véi ngudi C2 V; duge déng chuyén nhiém vdéi cau
tric dang kham C2 V trong cdc t& bao HEK293. Moi truong dicu kién dugc thu
gom tir cdc t&€ bao ba ngay sau khi chuyén nhiém. Lugng khéng thé tao ra dugc

x4c dinh bang ELISA d6i véi khang thé ngudi IgG K.
Vi du 8: Hoat tinh ctia khang thé duoc lam tuong thich véi ngudi C2.

8.1 Hoat tinh ctia khdng thé duoc lam tuong thich véi nguoi C2 tao ra bdang

chuyén nhiém tam thoi

Cic miu clia méi trudng diéu kién tit qud trinh chuyén nhiém tam thoi
dugc thit nghiém trong ELISA tinh bot beta. Céc két qua thu dugc biéu thi 13
rang rang cdc ciu tric VH duoc lam tuong thich véi nguoi C2 HuVH AF céc
version 2 va 4 c6 chic ning khi két hop véi chudi dang kham C2 kappa, va cé
thé so sanh duoc véi khdng thé dang kham C2 trong thit nghiém. Nguogc lai,
khang thé chita C2 HuVH AF céc version 1 va 3 két hop véi chudi dang kham

C2 kappa thé hién khong c6 gan két & tat ca cdc thu nghiém. Diéu nay ching to
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rang su thay thé gbc chudt tai vi tri 94 1a cin thi€t d6i véi hoat tinh cua khang
thé. Khang thé chita chudi ning dang kham C2 két hop vdi tat ca bon chubdi dugc
lam tuong thich vé6i ngudi C2 kappa thé hién gén két t6t, c6 thé so sdnh véi
khing thé dang kham, trong ELISA.

8.2 Hoat tinh ctia khdng thé duoc lam twong thich vdi nguoi tinh khiét C2

T4m khéng thé duoc 1am tuong thich v6i ngudi khic nhau C2 bao gém tét
cd c4c t6 hop clia hai chudi nang dugc lam tuong thich véi ngudi va bén chubi
nhe dugce 1am tuong thich véi nguodi dugc tinh ché tir cdc dong t€ bao NSO nhu

duoc mo ta va tht nghiém nho stt dung ELISA tinh bot beta (Fig.4).

Cic két qua thu duoc biéu thi 18 rang ring cdc khdng thé C2 HuVH4 hoat
dong t6t hon trong thir nghiém so véi khdng thé C2 HuVH2. Cac két qud cua
khang thé C2 HuVH2 va C2 HuVH2/HuVK3 thé hién hoat tinh t6t nhat, nhung
gidm khoang 2 lan so v6i khéng thé d6i chiing dang kham C2 ChVHAF/ChVK.
Hoat tinh ctia C2 HuVH2/HuVK?2 gidm tir 4 dén 5 lan so véi d6i ching. Cic
hoat tinh ctia khdng thé bao gobm C2HuVH4 vé6i bén chudi nhe duge 1lam tuong
thich v6i nguoi khdc nhau 1a tuong tu. Hoat tinh cao nhat dugc thdy doi véi
C2HuVH4/HuVK1 va tat cd bon khang thé 1a gan véi khéng thé doi ching dang

kham trong thit nghiém.
Vi du 9: Cac cai bién véi CDR12
9.1 Thiét ké chuoi nhe vdéi CDR 2 cdi bién

Nhu d3 néu trén, nhiéu khiang thé cé chung trinh tu CDRL2 tuong tu
("KVSNRFS") nhu khing thé C2. Di quyét dinh thit nghiém xem liéu CDRL2 ¢6
thé dugc cai bién nhe ma khong tdc dong bat loi dén hoat tinh cla khang thé
khong. Hai thay thé bao toan dugce chon: R cho K tai vi tri 50 va S cho N tai vi tri
53. Vi vay, hai trinh tu CDRL2 khac la "RVSNRFS" va "KVSSRFS". Chung
duoc dua vao trinh tu chudt Vi, ma khong c6 thay ddi nao khic, nhu mC2 VK-R
va mC2 VK-S tuong tng.
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9.2 Biéu hién tam thoi ciia khdng thé CDRL2 cdi bién

Hai c4u tric chudi nhe C2 v6i CDRL2 cai bién mo ta & phan 11.2.1 duogc
tdch dong vao vat truyén chudi nhe dé biéu hién tam thoi. Mdi cdu tric dugc
déng chuyén nhiém véi vat truyén dang kham C2 Vy; trong cdc t€ bao HEK293.
MBoi truong diéu kién duoc thu gom tir c4c t€ bao ba ngly sau khi chuyén nhiém.

Luong khéng thé tao ra dugc xé4c dinh bing ELISA cho khang thé IgG K ngudi.
9.3 Hoat tinh ctia khéing thé C2 véi CDRL2 cdi bién

Cic miu chia moéi trudong diéu kién tir qué trinh chuyén nhiém tam thoi
mC2 Vs v6i CDRL?2 cai bién dugce két hop véi mC2 Vy; duge thu nghiém trong
ELISA tinh bot beta (Fig.5). Ca hai khiang thé VK-R va VK-S c6 thé so sdnh
duoc véi khang thé dang kham C2, ching to rang cdc cai bién riéng ré véi
CDRL2 chon loc khong tdc dong rd rét dén hoat tinh ctia khang thé trong thir

nghiém.
Vi du 10: Xac dinh ai luc

Pé danh gi4 tinh dic hiéu va 4i luc gin két cia khdng thé dugc 1am tuong
thich vé6i nguoi (H4K1; H4K4) va dang kham (AF) (ACI-01-Ab-7-C2), phan tich
BIACORE. RTM. dugc tién hanh nhd str dung cdc monome va céc soi beta 1-42
lam khang nguyén bat dong trén chip CM5. Ky thuat BIACORE.RTM. st dung
céc thay ddi trong danh muc c6 tinh khidc xa & 16p bé mat khi gin két cia khing
thé véi khdng nguyén bat dong trén 16p. Gan két dugc phat hién bang su cong
hudng plasmon bé mit (SPR) cta tinh khic xa dnh sdng laza tir bé mat. Phan tich
dong luc hoc tin hiéu doi véi t6c do va toc do dumg cho phép phan biét giita
twong tic dic hiéu va khong dic hiéu. Nong do cta khéng thé dugc st dung

trong gidi han 0,05uM dén 1,0pM.

Bang 1: Ai luc v tinh dic hiéu gin két clia c4c khang thé dugc 1am tuong thich
voi nguoi (H4K1; H4K4) va dang kham (AF) chudt (ACI-01-Ab-7-C2) d6i véi

cac monome va cac soi beta 1-42
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Céac monome Cac soi

k,(1/Ms)| K (1/s) |IKD (M) |k,(1/Ms)|K,(1/s) KD (M)
ACI-01-Ab-7-C2 chuot | 1,8E+04 | 2,7E-03 | 1,5E-07 | 2,4E+04 |9,9E-04| 4,1E-08
AF dangkham 4 7E+04 | 9,5E-04 | 2E-08 | 5,1E+04 |3,3E-04| 6,5E-09
H4K1 duoc lam twong | 5,0E+04 | 9,5E-04 | 1,9E-08 | 4,9E+04 |2,3E-04| 4,7E-09
thich v61 nguoi
H4K4 dugc lam tuwong 2,5E+04 | 4,4E-04 | 1,8E-08 | 1,3E+05 |3,0E-04| 2,3E-09
thich v61 nguoi

Vi du 11 Thir nghiém gin két hoa hoc moé mién dich
11.1 Cdc lat cdt ndo nguoi

Nio ctia cdc bénh nhan AD va tién AD khong bi sa stt tri tué¢ va khoé
manh duoc 14y tir Universitatsklinik & Bonn sau khi dugc chip thuan theo ding
nguyén tic. Nao duogc ¢d dinh trong formaldehyt va viing hai mi dugc loai nudc,
gin vao parafin va cdc phdn 5pum dugc cat bang thiét bi vi phau. Cic phan
parafin dugc gitt & nhiét do trong phong cho téi khi stt dung. D6i véi nguyén liéu
méi, cdc 14t cit & nhiét do thap Sum duge cit bing mdy diéu lanh va cdc 14t cat

duoc giit & -80°C cho téi khi st dung.
11.2 Ho4 hoc mo6 mién dich

Céc phan parafin dugc tdch parafin va hydrat hod lai bang céch rira céc 14t
cit trong xylen tiép theo la etanol 100%, etanol 90% va etanol 70%. Nén duoc
bing cdch a 30 phit trong H,0,10%, metanol 10% trong nuéc. Viéc thu hoi
khing nguyén dat duoc bing céch 0 cdc 14t cat trong axit formic 100% trong 3
phit. Sau 3 lan rtra trong dung dich muo6i dém Tris (TBS, do pH la 7,5), viéc
d4nh d4u khong dac hiéu duoc phong bé bang cdch U trong 2 gid c4c 14t cat trong
10% BSA, 0,25% Triton X-100 trong TBS. Sau khi rtta (3 lan rtra trong TBS),
viéc phong bé khang thé noi sinh dugc tién hanh bang cdch b6 sung IgG khang

ngudi khong danh ddu (Biomeda) va 4 cdc 14t cit trong cdc ngan 4m qua dém &
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nhiét d6 trong phong. Sau 3 14n rira khéc, khéng thé khéng tinh bot ngudi so c4p
duoc thém vao céc 14t cat va G thém 24 gid & nhiét do trong phong. Sau khi rira,
IgG khéng ngudi thi cap danh d&u bang phosphataza kiém (Sigma) dugc thém
vio céac 14t cat va i trong 2 gid & nhiét do trong phong. Sau khi rira, cdc 14t cat
dugc phét trién vé6i Liquid permanent Red (Dakocytomation) rira bang nudc va
Jam kho bing khong khf trude khi ¢4y vio moi trudng véi moi trudng cdy vinh

ctru (corbitbalsam).

Viéc cét lanh dugc ¢d dinh trong metanol trong 30 phit & -80°C va nén
duoc giam bang cdch b6 sung H,0O, vao metanol lanh dén néng do cudi cung la
10% va u trong 30 phiit & nhiét do trong phong. Sau 3 1an rra trong dung dich
mudi dém Tris (TBS, do pH 1a 7,5), viéc danh diu khong dac hiéu duge phong bé
bang céch 1 trong 2 gid cdc 14t cat trong 10% BSA, 0,25% Triton X-100 trong

TBS nhu néu trén va quy trinh nhuém tuong tu nhu néu trén dugce tién hanh.

Cic 14t cat dugc kiém tra bang kinh hién vi Leica DMLB va chup anh nho
stt dung mdy anh Leica DC500 va phan mém Leica FireCaml.2.0.

C4 hai mang danh d4u khang thé ngudi A va C cia ndo cta cdc bénh nhan
AD (Fig.6). Ca hai mang khuéch tidn va nhan dugc danh dau. Ngoai ra, cic mang
khuéch tdn & cdc bénh nhan tién AD khong bi sa sit tri tué ciing c6 thé dugc
phat hién bdi cdc khéng thé A va C. Tinh bot & bénh mach méu tinh bot ndo
(CAA) dugc ddnh d&u bang ca hai khéng thé va mot s6 t€ bao than kinh nhudém
mau cé thé tuong ting véi tinh bot ndi bao ciing duge phat hién. Khong cé su
d4anh ddu duoc thdy trén nio ddi ching ctia bénh nhan khoé. Cdc mang c6 thé
duoc phat hién trén cdc phéan parafin dugc xt 1y trude bang axit formic nhung
khong ¢6 cdc mang dugc danh ddu trén cdc phan parafin ma khong xu 1y trude
bing axit formic va trén cdc phan cét lanh ¢ dinh trong metanol. Khang thé
ngudi B khong phat hién cdc mang trén céc 14t cét parafin va khéng thé chuot

khong nhuoém parafin hoac céc 14t cat ndo lanh.

Cac chit viét tat:
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A = khang thé dang kham gén két AF (IgG4) (mC2ChVHAF)
B = khang thé dang kham khong gan két B (IgG4) (mC2VHB)

C = khéng thé dugc 1am tuong thich v6i ngudi gan két H4K1 (IgG4)
(HuVH4/HuVK1)

Chuot = khang thé chudt ACI-01-Ab-C2 (IgG2b)
- Vi du 12: Chiic nang cia mC2 déi vdi cic soi tinh bot

12.1. Qud trinh cdi bién cdu hinh cita cdc sgi AB,_, va qud trinh bat ddu lam tan

rd sau khi gdn két khang thé mC2.

Pé d4nh gid co ché nho dé khang thé c6 thé 1am tan 13 cdc soi tinh bot
da tao ra trudc d6 (AP, ), so sanh dau do6i dau cua thir nghiém huynh quang
Thioflavin-T (Th-T) duoc ti€n hanh xdc dinh muc tan 13 va cong hudng tu hat
nhan trang thdi ran (NMR) cta c4u hinh thi cdp phén tich peptit A, ,, ddnh dau
bang U-"C Tyrosinl0 va Valin12 (Fig.7A). Khidng thé mC2 lam tan 35,4% cic
soi AB, 4, tao ra truée dé va dong thoi kich thich su thay déi cau hinh thi cap
tdm S thanh cudn ngiu nhién. Viéc lam giam ching loai ctia cfu hinh tdm S vé
cuon ngiu nhién t6i 35% va vi vy gan véi ciu hinh duge xdc dinh nho st dung
thit nghiém phdt huynh quang Th-T (Fig.7B). Thong s6 ndy chdng td rang viéc
gin két clia khdng thé mC2 khéi diu su dong hodn cta cau tric thd cdp ma c6
khé ning tao ra su mat 6n dinh cia viéc sip x€p gifta cdc phén i tuong duong

clia cdc tdm f dan dén lam gy cdc soi kéo dai thanh cdc manh nho hon.
12.2 Ai luc gdn két phu thudc cdu hinh ciia khang thé mC2

Do da biét 15 trong tai liéu khoa hoc chuyén nganh rang phan ning luong
gin két khiang thé-khdng nguyén cé thé dugc st dung dé tao ra cai bién phu
thuoc nang luong cdu hinh cta khang nguyén (Blond and Goldberg, 1987), thu

nghiém so sdnh 4i luc gén két ctia khdng thé C2 véi toan bo protein A, ,, va véi
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axit amin thd chin, nho hon, kéo dai, peptit bao gém epitop ctia khing thé duoc
tién hanh (Fig.8). D61 véi so sénh nay, cdc 4i luc ctia khéng thé dugc 1am tuong
thich véi ngudi C2 duge phan tich bang ELISA nho st dung céc peptit biotinyl
ho4 bao trum trinh tu axit amin ctia epitop cua C2 (dugc tao ra b&i Mimotopes va
dugc mua cia ANAWA Trading SA) va peptit biotinyl hod hoan toan Af,_,,
(Bachem). Phan tich dugc thuc hién theo cdc chi din ctia nha san xuit
(Mimotopes). Nhu thé hién trong Fig.8 va bang 2, khdng thé gin két véi peptit
bao gdm epitop dac hiéu cia né (cdc axit amin 13-21 cua trinh tu AB, ,,) ¢6 4i
luc cao hon 36,0% so véi toan bo protein AB,,. Vi vay ¢6 goi ¥ rang su khdc
biét vé nang luong 4i luc gin két duge stt dung cho su déng hodn nang lugng-sir
dung ctia c&u hinh thit cap cla protein dang tinh bot thé hién khéng nguyén & vi
tri thich hop hon déi véi tuong tdc khing thé. Diéu nay giai thich tai sao 4i luc
cuia khang thé d6i véi loai tu nhién (toan bo protein dang tinh bot) thap hon déi

v6i cdu tric siéu phén tu phan lap.

Bang 2

0.D

Tinh bdt beta 13-21 Tinh bot beta 1-42

hC2 1,225 0,9005

boi ching IgG 0,171 0,196

Vi du 13: Cac tac dong cua hC2 khang tinh bot doi véi su két tu cna peptit
tinh bot 1-42

Dé d4nh gi4 khd nang ctia khang thé don dong tinh bot beta khéang nguyén
duoc 1am tuong thich véi ngudi hC2 dé 1am trung hoa cic tdc dung 1Am tan rd va
lam tan 13 d6i véi tinh bot beta (Af), thit nghiém phd huynh quang thioflavin T

duoc thuc hién.

13.1 Thu nghiém tc ché két tu
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Bot dong kho Ap, ,, dugc hoan nguyén trong hexafloisopropanol (HFIP)
t6i 1mM. Dung dich peptit dugc siéu am trong 15 phit & nhiét do trong phong,
khudy qua dém, va cdc phan tao thanh dugc cho vao cic ong khong thdm silic
siéu ly tam. Sau dé HFIP duoc lam bay hoi duéi dong khi argon. Mang peptit
dugc lam kho trong chan khong trong 10 phit va gitt & -80°C cho t6i khi st

dung.

Pé thir nghiém vé su tic ché két tu AB, ,, nhd khéng thé, khéng thé hC2
dugc pha loang truGe trong PBS va dung dich thir nghiém chia céc thanh phan
dué6i day duoc tao ra trong 6ng nghiém u khong tham silic 3,3 hoac 0,33uM
khang thé pha loang truéc, 10uM thioflavin T, 33uM Af, 4,, va 8,2% DMSO. Vi
vay, ty s6 mol cu6i cling cla khang thé véi AB, 4, 12 1:10 va 1:100. Céc dung
dich déi chitng thich hop cling dugc tao ra. Cic dung dich sau dé duoc u trong
24 gio & 37°C, va pho huynh quang (céc don vi huynh quang lién quan; RFU)
doc & sdu ban sao trong cic dia 384 giéng den (Perkin-Elmer) bing phé huynh
quang ké Perkin-Elmer FluoroCount. Sau d6 phd huynh quang dugc xdc dinh va

% lam tan ra dugc tinh todn nhu mo ta dudi day.
13.2 Tht nghiém lam tan rad

D€ thtt nghiém vé su lam tan ra Af,_,, tich tu tru6c d6 nhd khang thé, AB;.
4, phan ti lugng thép, duoc dicu ché nhu dugc mo ta & trén, dugc tao thanh
110uM dung dich trong 27% DMSO va 1x PBS. Sau dé dung dich nay duoc két
tu & 37°C trong 24 gio, sau d6 thanh phan sau dugc thém vao 3,3 hodc 0,33uM
khéng thé pha lodng trudc, va 10puM thioflavin T. N6 tao ra ty s6 mol khang thé
voi A4, 12 1:10 va 1:100. Sau d6 dung dich nay duoc u thém 24 gio & 37°C.
Sau d6 ph6 huynh quang dugc xéc dinh va % lam tan rd dugc tinh todn nhu mo

ta dusi day.

13.3 Tinh toan
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Mtic do tic ché két tu hodc 1am tan 1d dugc bi€u hién 12 % dc ché hodc 1am
tan 13 trung binh tuong tng, sai s6 chuén =+ cla s¢ trung binh (SEM) theo phuong
trinh duéi day:

(RFU ctia d6i chiing am-RFU clia d6i chiing duong)-(RFU ctia méu c6 Af; 4,- RFU

clia mAu khong c6 Af; 4,) x 100%
%otic ch€ =

(RFU ctia d6i ching am tinh-RFU cua d6i chiing duong tinh)

13.4 Két qua

13.4.1 Mitc do vic ché su két tu A,

Muc do tc ché su két tu AB,_,, nhd sit dung khéng thé hC2 dugc thé hién
trong bang 3 va Fig.11. Véi ty s6 mol khing thé véi Af, 4, 1a 1:100 midc tGc ché
trung binh 12 30% (2 thtt nghiém doc 1ap), trong khi véi ty s6 mol 1:10 thi mic
ttc ché& 14 80% (2 thu nghiém doc 1ap; xem bang 3).

Bang 3. Miic tic ché két tu Af,_,, nhd hC2 véi cdc ty s6 mol clia khdng thé véi
AB, 4,12 1:100 va 1:10

Ty s6 mol (khdng thé véi A, )
Khéng thé
1:100 1:10
hC2 30,0 +4,1% 80,4+ 6,9%

13.4.2 Miic lam tan rd Af, 4, két tu trudc do

Mtc 1am tan rd AB,_,, két tu truéc dé nhd st dung khang thé hC2 dugc thé
hién trong bang 4 va Fig.12. Véi ty s6 mol khdng thé véi AB, 4, 1a 1:100 mic
lam tan 13 trung binh 1a 24%, trong khi véi ty s6 mol 1:10 mic lam tan ra 1a 32%

(3 thir nghiém doc 14p; xem bang 4).

Bang 4. Miic lam tan 13 AB, 4, két tu truc d6 nho hC2 véi céc ty s6 mol khing

thé véi AB,, 1a 1:100 va 1:10
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Khéng thé Ty s6 mol (khéng thé v6i AB, 4,)
1:100 1:10
hC2 239 +4,4% 31,9+ 3,5%

Nho st dung thir nghiém thioflavin T, cdc dac tinh chic nang kép cua
khéng thé khang 8 duoc 1am tuong thich véi ngudi hC2 c6 thé duge ching minh,
dé 1a e ché su két tu ctia A, trong c4u hinh tién fibrin gay bénh va ngoai ra
dé 1am tan 13 céc tién fibrin Af,_, hinh thanh truée d6. hC2 tc ché su két tu Ap,.
4 161 80% véi ty s6 mol khang thé v6i AB, 4, 12 1:10. Kha nang clia hC2 dé lam
tan 13 c4c tién fibrin hinh thanh truéc d6 Ap,_, véi ty s6 mol 1:10 duge thé hién

1232%.

Vi du 14: Gin két dac hiéu cau hinh cia mC2 véi cac loai protein dang tinh

bot khac nhau.

Pé d4nh gi4 tinh dic hiéu cia mC2 tdi cdc tang khic nhau cta protein
dang tinh bot polyme ho4, tinh bot don phan va polyme tan, va tinh bot sgi manh
riat nho, ELISA duoc bao bang cdc tdng khdc nhau clia dang tinh bot polyme S
duoc tién hanh (Fig.9). C4c chdt don phan dugc diéu ch€ theo phuong phdp cai
bién dugc cong bo boi (Klein, 2002), tinh bot polyme tan beta theo (Barghomn et
al, 2005, trong khi cdc s¢i dugc ti€n hanh bang cdch u tinh bot (Bachem,
Switzerland) v6i néng do cudi cung 1a 1pg/ul trong Tris/HCI, do pH 1a 7,4, ¢
37°C trong 5 ngay ti€p theo la budc lam ly tam (10.000 vong phut trong 5 phut).
Sau dé polyme tinh bot duge phu 1én cdc dia ELISA véi nong do cu6i cung la
55pg/ml va 4i luc gin két ELISA nho st dung khdng thé don dong IgG khdng
chuot (Jackson) danh d4u bang phosphat kiém dugc tién hanh. Nhu thé hién
trong bang 5, khdng thé mC2 gan két v6i tinh bot polyme tan beta véi 4i luc cao
hon véi cdc soi va thdp nhét véi cdc chit don phan. Thong s6 d6 ching té rang
gan két clia khéng thé bi tdc dong bdi epitop tinh bot va bdi cdu hinh cta cic

chat két tu dang tinh bot khdc nhau.
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Béang 5. Gan két dic hiéu cau hinh cia mC2 véi cdc monome, oligome va céc soi

tinh bot
mC2 0.D
Noéng do Ab . .
(ug/ml) Oligome Céc soi1 Monome
0,625 2,806 1,620 1,155
0,312 1,724 0,989 0,649
0,156 1,036 0,631 0,397
0,078 0,652 0,499 0,333

Vi du 15: V& ban dé epitop ctia khéng thé don dong ctia mién dich AC hC2

Viéc v& ban dé epitop cua khing thé don dong dugc 1am tuong thich véi
ngudi hC2 dugce tién hanh bang ELISA nhd st dung ba thu vién peptit khdc nhau.
Mot thu vién bao gom tét ca 33 peptit biotinyl hod che phti ca trinh tu axit amin
hoan chinh (aa) cua Af, 4, (duoc tao ra bdi Mimotopes va mua cia ANAWA
Trading SA), thu vién thit hai cé cic peptit biotinyl hod nho st dung peptit 12
(aal2-20 cua Ap) tur thu vién peptit thit nhét va thay th€ aa trong trinh tu bang
alanin (xem bang 8 duéi day), va thu vién thit ba c6 cdc peptit biotinyl hod 13,
14, hoac 15 (aa 13-21 , 14-22 hoac 15-23 cua Af) va thay th€ trong mdi trudng
hgp céc axit amin cu6i cting dén alanin hoac dén glyxin bing aa 21 da 12 alanin
(xem bang 9 dudi day). Peptit hoan chinh biotinyl hod Af, ,, dugc st dung lam
déi ching duong tinh (Bachem). V& ban do6 epitop dugc tién hanh theo céc chi
dan clia nha san xuit (Mimotopes). Mot céch van tit, cdc dia phu streptavidin
(NUNC) dugc phong b& bang 0,1% BSA trong PBS qua dém & 4°C. Sau khi ria
bang PBS-0,05% Tween 20, céc dia dugc phtl trong 1 gidr & nhiét do trong phong
bang cdc peptit khdc nhau tir thu vién, pha lodng trong 0,1% BSA, 0,1% natri azit
trong PBS t6i nong do cubi ciing 1a 10puM. Sau khi rtia, cdc dia duoc u trong 1

gio ¢ nhiét d6 trong phong bang khing thé hC2 hodc khang thé 1gG4 dang kham
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khong gan két A duoc pha loang 200ng/ml trong 2% BSA, 0,1% natri azit trong
PBS. Céc dia dugc rira lai va G bang IgG dé khdng nguoi két hop véi phosphataza
kiém trong 1 gid & nhiét do trong phong. Sau lan rira cudi cung, cac dia duogc
v6i chat nén phosphataza (pNPP) va doc & 405nm nho st dung dau doc dia
ELISA.

Piéu dé ching to6 ring khing thé don dong dugc lam tuong thich véi
ngudi hC2 gén két dac hiéu véi cic peptit 12, 13, 14, 15 va 16 cla thu vién peptit
thit nhat. Céc peptit d6 bao gom aa 12- 20, 13-21, 14-22, 15-23 va 16-24 tuong
ting ctia Af,_,,, g0i ¥ rang epitop nam trong vung 12-24 cia AS. Thu vién tht hai
v6i céc thay thé alanin dugc st dung dé xéc dinh aa giéi han d6i v6i gan két véi
ApB,,, (VHHQKLVFF). Gin két cta khing thé hC2 mat hoan toan khi cdc axit
amin 16, 17, 19 hoic 20 dugc thay thé bing alanin, chiing té rang aa 1 giéi han
tuyét d6i cho gin két ctia khang thé véi AB. Gén két clia khdng thé hC2 mat mot
phén khi aa 15 va 18 dugc thay thé.

Gan két hdu nhu mat hoan toan khi aa 14 dugc thay thé bang alanin,

chitng t6 ring aa 14 ciing rat quan trong d6i véi gan két.

Cudi cling, thu vién thit ba duogc sit dung dé xac dinh c6 hay khong aa 21,
22 hodc 23 14 gi6i han d6i véi gan két vé6i epitop. Gin két clia khdng thé véi aa
15-23 duogc gidm khi aa 23 duoc thay thé bang alanin, chiing to rang aa 23 ciing
quan trong d6i v6i gin két. Gén két mat mot phén khi aa 21 dugce thay thé bang

glyxin va mit mot chit khi aa 22 dugc thay th€ bang alanin.

Vi du 16: Bao vé than kinh bang khang thé hC2

Kha nang ctia khdng thé hC2 dé bao vé céc noron khoi su thodi bién do
oligome Abeta gay ra dugc ddnh gid trong thr nghiém in vitro. Cac noron vo ndo
chuot phoi ngay 16.5-17.5 duoc phan lap, tich ra, va nuoi cdy in vitro trong moi

truong N3-F12. Céc t€ bao dugc sinh trudng trong toan bo chin ngay, va duoc
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cung cdp vao ngay 3 va ngay ma oligome Abeta, hodc oligome Abeta cung véi
khang thé khang Abeta hC2 dugc thém vao. Vao ngay thit nam ("4 ngay Abeta")
hoac ngay sau ("3 ngay Abeta"), mot vai giéng chita cic t€ bao dugc xtr 1y hoac
chi bing 2uM oligome Abeta, hoic hén hop cua 2uM oligome Abeta va
50pg/mL khang thé khiang Abeta hC2.

Oligome Abeta dugc diéu ché bang cdch hoa tan Abeta 1-42 (rPeptit)
trong HFIP, tir d6 cdc peptit Abeta dugc chia thanh cdc phan 10pl v6i 1mg/ml va
sau d6 lam bay hoi trong chup khéi trong 30 phit va cdc mang peptit dugc gitt &
-80°C cho t6i khi str dung. Khi st dung, mang peptit dugc hoa tan trong 10pul
DMSO, sau dé 1a 78,6ul HAMS F12, va dung dich peptit Abeta dugc G & 4°C
trong 24-48 gio (25uM nong do Abeta cudi cung).

Ddi v6i cic t& bao doi ching, rieng DMSO-F12 dugc thém vao véi thé tich
tuong tu nhu Abeta-DMSO vao ngay 5, va cic t€ bao dugc nuoi cdy thém 4 ngay
nita ma khong can x{r Iy b6 sung bét ky. Vao ngay 9, cdc noron tit tt ca cic diéu
kién nuoi cdy dugc ¢ dinh va nhuom bang Tujl (khéng thé khdng beta-tubulin),
tiép theo 13 nhudém véi cic khang thé thd phat dugc ddnh dau béng FITC dé hinh
dung céc vi tiéu quan, va vi vay cdc quy trinh t€ bao than kinh 1a chung. Cic két

qué duoc thé hién trong Fig.13.

Céc t&€ bao than kinh vo nio phoi chuét chua xir Iy thé hién hinh théi hoc
binh thudng sau chin ngay nuoi cdy (Fig.13, cot cuc ta). Xt 1y cédc t€ bao bang
oligome Abeta trong ba ngay kich thich su thodi bién s¢i truc va lam gidm s6
luong soi truc téng (Fig.13, cot gifta thap), va tdc dong nay tham chi con thdy 15
rét vao bon ngay xu 1y (Fig.13, cot gitta cao hon). Nguoc lai, cac t€ bao duge xur
1y bing hdén hop clia oligome Abeta va khéng thé khang Abeta hC2 c6 vé tuong
tu véi cdc t€ bao doi ching (Fig.13, cdc cot bén phai cao hon va thip hon). Cic
két qua nay biéu thi ring khang thé khang Abeta hC2 c6 thé bao vé céc t& bao

than kinh v6 ndo phoi chuot khoi su thodi hod do oligome Abeta gay ra.
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Bang 6: C4c vi trf va thay d6i duoc tao & céc ving khung chudi nhe dugc 1am

tuong thich vé6i nguoi C2

Vi tri chudi nhe 45 87 50 53
C2 Vg chuot K F K N
C2HuVg1 dugc lam tuong thich véi nguoi Q Y K N
C2HuVg2 duge 1am tuong thich véi nguot Q F K N
C2HuV3 duge 1am tuong thich véi ngusi K Y K N
C2HuV4 duge lam tuong thich véi nguoi K F K N
dpk15 dong mam nguoi Q Y L N

C2V-R chuot R
C2V-S chuot S

Béang 7: C4c vi tri va thay ddi dugc tao & cdc ving khung chudi nang dugc 1am

tuong thich véi nguoi C2

Vi tri chudi nang 47 94

C2VHAF chuot L S

C2HuVHAF1 dugc lam tuong thich v6i nguoi W R
C2HuVHAF2 dugc lam tuong thich véi nguoi W S
C2HuVHAF3 dugc lam tuong thich v6i nguoi L R
C2HuVHAF4 dugc lam tuong thich véi nguoi L S
DP-54 dong mam ngudi W R

Téng s6 8 khang thé kha nhau dugc céu tric vé6i cac chudi nhe C2HuV 1,
C2HuV.2, C2HuV,3, C2HuV 4 va cdc chudi nang C2HuVHAF4 va
C2HuVHAF2

Bang 8. Tém tat vé céc peptit st dung trong thu vién thd hai
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aa |4 quan trong doi véi gan két duge ddnh dau bang céc chit in nghiéng va
dudng gach duéi va aa tuyét d6i quan trong d6i véi gan két duge danh dau bing

cac chit in nghiéng va dam.
pl220 V H H
Al2 A H H

Al13 'V A H

o000
~
C
<
gs!
o

Al4 V H A

Al5 V H H

>
~
-
<
ey
ey

Al6 V H H

Al7 V H H

Al8 V H H

oo 00

Al9 V H H K L V AF
A200 V H H O KL V FA

aano. 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Bang 9. Tém tat vé cdc peptit st dung trong thu vién thit ba

aa 12 quan trong déi véi gén két duge dédnh ddu bang cac chit in nghiéng va
dudng gach dudi v aa tuyét doi quan trong d6i voi gén két duge ddnh déu bang

céc chit in nghiéng va dam.

pl13-21 H HQ KL V FFA
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pl3-21 G21 HHQKU LV FFG

pl4-22 H Q KL V FF A E
pl4-22 A22 H Q KL V FFAA
pl15-23 Q K L V FFAED
pl5-23 A23 Q K L VFFAEA
aa no. 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
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YEU CAU BAO HQ
1. Khang thé c6 kha ning gan két dic hiu véi peptit dang tinh bot B, trong d6
khéng thé ndy bao gdm céc ving khung thu dugc tir ngudi hodc dong vit linh
trudng, khang thé nay con bao gbm ving bién d6i chudi ning (HCVR) CDRI ¢6
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1, HCVR CDR2 ¢6 trinh ty axit amin

néu trong SEQ ID NO: 2, va HCVR CDR3 c¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ
ID NO: 3.

2. Khang thé c6 kha ning gén két dic hidu véi peptit dang tinh bot B, trong dé
khéng thé nay bao gdm cac ving khung thu dugc tir nguoi hodc dong vat linh
truong, khang thé nay con bao gbm ving bién ddi chubi nhe (LCVR) CDRI1 c6
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 4, LCVR CDR2 c6 trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 5 hodc trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 5 v6i
mdt su thay thé axit amin, va LCVR CDR3 ¢ trinh ti axit amin néu trong SEQ
ID NO: 6.

3. Khang thé c6 kha ning gén két ddc hidu véi peptit dang tinh bot B, trong d6
khang thé nay bao gdm cac ving khung thu duge tir nguoi hodc dong vat linh
trudng, khang thé nay con bao gbm ving bién dbi chudi ning (HCVR) CDR1 ¢6
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1, HCVR CDR2 ¢6 trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 2, HCVR CDR3 c¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 3, ving bién dbi chudi nhe (LCVR) CDRI1 ¢ trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 4, LCVR CDR2 c¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 5
hodc trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 5 v6i mot sy thay thé axit amin,

va LCVR CDR3 ¢4 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 6.

4. Khang thé theo diém 2 hodc 3 trong d6 LCVR ¢0 trinh ty axit amin dong nhét
it nhat 13 90% v&i trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO: 12.
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5. Khang thé theo diém 2 hozc 3 bao gdém chudi nhe dugc lam twong thich véi

nguoi néu trong SEQ ID NO: 13.

6. Khang thé theo diém 1 hoic 3 trong d6 HCVR c6 trinh ty axit amin d6ng nhat
it nhat 14 90% véi trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO: 15.

7. Khang thé theo diém 1 hodc 3 bao gdém chudi ning dugc lam tuong thich véi

nguoi néu trong SEQ ID NO: 16.

8. Khang thé theo diém 7, trong d6 Lys diu C cta ving 6n dinh chudi ning

duoc loai bo.

9. Khang thé theo diém bét ky trong s§ cac diém 1, 2, va 3, trong d6 khang thé
nay la isotyp IgG 4.

10. Khéng thé theo diém 3 trong d6 ving bién dbi chudi nang (HCVR) c6 trinh
tu axit amin dong nhét it nhat 1a 90% véi trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 15 va trong d6 viing bién ddi chudi nhe (LCVR) c6 trinh ty axit amin dong
nhét it nhit 1a 90% véi trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 12.

11. Khéng thé theo diém 2 hodc 3, trong d6 céc trinh tu khung 1a céc trinh tu Vg

‘dong mam nguoi ctia nhém phu Kabat VKII.

12. Khang thé theo diém 1 hodc 3, trong d6 céc trinh tu khung 1a cac trinh tu Vg
dong mam ngudi cia nhém phy VHIIL.

13. Khang thé theo diém 1 hoic 3, trong d6 ving bién d6i chudi ning (HCVR)
¢6 trinh tu axit amin dong nhét it nhét 1a 98% véi trinh tu axit amin néu trong

SEQ ID NO: 15.

14. Khang thé theo diém 1 hoic 3, trong d6 ving bién d6i chudi ning (HCVR)
c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 15.
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15. Khéng thé theo diém 2 hoic 3, trong d6 ving bién do6i chudi nhe (LCVR) c6
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 12.

16. Khang thé theo diém 1 hodc 3, trong d6 Leu & vi tri 47 (vi tri Kabat 47)
trong ving khung thu dugc tir nguoi hodc dong vét linh truéng cua ving bién
d6i chudi nang nhu dugc néu trong SEQ ID NO: 15 duge thay thé bing axit
amin dugc chon tir nhom bao gém norleuxin, Ile, Val, Met, Ala, va Phe; hoic
Ser & vi tri 98 (vi tri Kabat 94) trong vung khung thu dugc tir nguoi hodc dong
vét linh truéng cua ving bién ddi chudi ning nhu dugc néu trong SEQ ID NO:

15 duoc thay thé béi Thr.

17. Khéng thé theo diém 2 hodc 3, trong d6 Tyr & vi tri 92 (vi tri Kabat 87) trong
vung khung thu dugc tir nguoi hodc dong vat linh trudng cua vung bién doi
chudi nhe nhu duge néu trong SEQ ID NO: 12 duogc thay thé boi axit amin duoc

chon tir nhém bao gém Phe, Leu, Val, Ile, va Ala.

18. Khang thé theo diém 2 hoic 3, trong d6 CDR2 ctia LCVR ¢6 trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 40, hodc SEQ ID NO: 41.

19. Khang thé theo diém 2 hoic 3, trong d6 CDR2 cia LCVR c6 trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 5.

20. Khang thé theo diém 2 hoic 3, trong d6 su thay thé axit amin 1a sy thay thé

axit amin bao toan.

21. Khang thé theo diém 1, 2, hodc 3, bao gém chudi nhe duge 1am tuong thich
véi nguoi néu trong SEQ ID NO: 13 va bao gdm chudi ning duoc lam tuong

thich véi nguoi néu trong SEQ ID NO: 16.

22. Ché pham duogc bao gdm khang thé theo diém bét ky trong sb céc diém 1, 2,
va 3 véi luong hitu hi¢u dé diéu tri mot hodc nhiéu triéu ching cua bénh thoai

hoa dang tinh bot.
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23. Ché phém duoc theo diém 22, trong d6 bénh thodi héa dang tinh bt 12 bénh

Alzheimer.

24. Kit thir nghiém dé phat hién va chin doan céc bénh va tinh trang lién quan
dén tinh bdt bao gdm khang thé theo diém bét ky trong sb cac diém 1, 2, va 3.

25. Khang thé c6 kha ning gén két ddc hiéu véi peptit dang tinh bot B, trong dé
ving bién dbi chudi nhe (LCVR) c6 trinh ty axit amin dong nhét it nhat 1a 98%
véi trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 12 va trong d6 vung bién d6i chudi
ning (HCVR) ¢6 trinh tu axit amin dong nhat it nhat 1a 98% véi trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 15.

26. Khéng thé c6 kha niang gan két dac hiéu vai peptit dang tinh bot B, khang thé
nay bao gdbm cac ving khung thu dugc tr ngudi hodc dong vat linh trudng,

khang thé nay con bao gom:
a) (i) LCVR bao gbm trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO: 12 va

(ii) HCVR bao gbm HCVR CDRI bao gbm trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 1, HCVR CDR2 bao gbm trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 2, HCVR CDR3 bao g6m trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 3, axit amin Ser ¢ vi tri Kabat 94 cua vung
khung HCVR, va axit amin Leu ¢ vi tri Kabat 47 cua vung khung
HCVR; hoac

b) (i) HCVR bao gbm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 15 va

(ii) LCVR bao gébm LCVR CDR1 bao gdm trinh tu axit amin néu
tfong SEQ ID NO: 4; LCVR CDR2 bao g?)m trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 5 hogc trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:
5 v6éi mot su thay thé axit amin; va LCVR CDR3 bao gbm trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 6.
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27. Khéng thé theo diém bt ky trong sd cac diém 1-3 va 26, trong d6 khang thé

nay bao gbm:
(i) LCVR bao gdm axit amin Lys hoic Gln & vi tri Kabat 45; hodc
(i) LCVR bao gdm axit amin Phe hodc Tyr & vi tri Kabat 87; hodc
(iii) LCVR bao gom axit amin Lys hoic Arg & vi trf Kabat 50; hodc
(iv) LCVR bao gdm axit amin Asn hosc Ser & vi tri Kabat 53.

28. Khéng thé theo diém 26, trong d6 LCVR CDR2 bao gbm trinh tu axit amin
RVSNRFS hodc trinh tu axit amin KVSSRFS.

29. Khéng thé theo diém 28, trong d6 LCVR CDR2 bao gbm trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 5.

30. Phan tir axit nucleic bao gdm trinh tu nucleotit ma hoa khang thé theo diém
bat ky trong sb céc diém 1-21, va 25-29, hoic LCVR hoic HCVR cua khéng
thé, hoac LCVR va HCVR cuia khang thé.

31. Phan tir axit nucleic theo diém 30, trong d6 phan tir ndy bao gdm trinh tu
nucleotit néu trong SEQ ID NO: 22 hodc trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID
NO: 21.

32. Phan tir axit nucleic theo diém 30, trong d6 phan t& nay bao gbm trinh tu
nucleotit néu trong SEQ ID NO: 25 hoéc trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID
NO: 24.

33. Vecto biéu hién bao gdm phén tir axit nucleic theo diém bét ky trong sb céc

diém 30-32.

34. Té bao bao gdm phén tir axit nucleic theo diém bét ky trong s6 cac diém 30-

32 hoic vecto biéu hién theo diém 33.
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35. Hdn hop bao gém luong didu tri hitu hiéu ctia khang thé theo diém bt ky
trong sé cac diém 1-21, va 25-29 va con tly y bao gém mot hosc nhiéu thanh
phﬁn sau: chét co hoat tinh sinh hoc, chét mang dugc dung, chét pha lodng, hoac

ta duogc.

36. Hon hop theo diém 35, trong d6 chit c6 hoat tinh sinh hoc 13 hop chét dugc
str dung trong diéu tri bénh thoai hoa dang tinh bot.

37. Hon hop theo diém 35, trong d6 hdn hop nay bao gdm it nhat mét trong sb
cac hop chit sau: hop chét chéng sy mét can bang oxy héa; hop chét chdng gy
chét t& bao; cac chét chelat kim loai, cac chit Gc ché stra chita ADN nhu
pirenzepin va céc chat chuyén hoa, axit 3-amino-1-propansulfonic (3 APS), 1,3-
propandisulfonat (1,3PDS), cac chit hoat héa a-secretaza, chit e ché Ap-
secretaza; va chat (e ché y-secretaza, cac protein tau, cac chét dan truyén than
kinh, c4c chit 1am giy tAm f-, cac chét dan du dbi véi cac thanh phan té bao lam
sach/lam can tinh bot §; cac chat tc ché tinh bot 4 cét cut ddu N, nhu bao gom
tinh bot 8 pyroglutamat héa 3-42, cac phan tir khang viém, hodc cac chat Grc ché
cholinesteraza (ChEI) nhu tacrin, rivastigmin, donepezil, va/hodc galantamin,
céc chét chii van M1 hodc duge chit khac nhu dugc chét cai bién tinh bot hodc

tau hodic cac chat bd sung dinh dudng.

38. Phuong phép phat hién protein dang tinh bot trong mau to mot bénh nhan

bao gom:

1) cho mAu tiép xuc véi khang thé theo diém bét ky trong sd cac diém
tir 1-21, va 25-29 trong cac diéu kién cho phép khang thé gén két

véi protein dang tinh bot; va

ii)  phat hién khang thé da gin két véi protein dang tinh bot;
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sao cho su ¢c6 mat hodac khéng c6 mat cia khang thé da gén két véi protein
dang tinh bot biéu thi su c6 mit hodc khong cd mit tuong ting clia protein

dang tinh bot trong mau.

39. Phuong phap x4c dinh pham vi clia luong méang tinh bot tich tu trong mau

mo hodc mau dich thé bao gom:

i) thir nghiém moét mau md hodc mau dich thé vé& su c6 mit cua
protein dang tinh bot véi khang thé theo diém bt ky trong s cac
diém 1-21, va 25-29;

ii)  xéc dinh luong khang thé di gan két véi protein; va
iii)  tinh luong mang tich tu trong mau md hodc mau dich thé.

40. Khang thé theo diém bat ky trong s6 cac diém 1-21, va 25-29, trong 6 manh
khang thé 13 ving bién ddi chudi nhe (LCVR) bao gdm trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 12.

41. Khéang thé theo diém bat ky trong sb cac diém 1-21, va 25-29, trong d6 manh
khang thé 1a ving bién ddi chudi nang (HCVR) bao gdm trinh ty axit amin néu

trong SEQ ID NO: 15.

42. Khéng thé theo diém bét ky trong sb cac diém 1-21, va 25-29, trong d6
khang thé nay vé co ban gin két cac chit don phan dang tinh bot f nhung khong
thé hién dang ké kha ning phan tmg chéo véi protein tién chat tinh bot (APP).

43. Khéng thé theo diém bat ky trong sb cac diém 1-21, va 25-29, trong d6
khéng thé nay v& co ban gin két soi dang tinh bot B, cac soi hodc cac sgi manh
rAt nhoé nhung khong thé hién déng ké kha ning phan tng chéo véi protein tién
chét tinh bot (APP).
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44, Khéng thé theo diém bt ky trong s6 cac diém 1-21, va 25-29, trong d6
khang thé nay vé& co ban gén két tinh bot B da phan hoa tan nhung khong thé
hién dang ké kha ning phan ting chéo véi protein tién chat tinh bot (APP).

45. Khang thé theo didm bt ky trong sé cac diém 48-51, trong d6 khang thé nay
¢6 kha ning kich thich sy chuyén tiép ctia c4u hinh tim p huéng vé phia cu
hinh xoén ngiu nhién hodc xoin a, nhu cAu hinh xoan ngiu nhién trong moi
truong chira Tyr 10 va Val 12 ctia protein dang tinh bot B, dan dén 1am ting ciu
hinh xofn ngdu nhién do t6n that cAu hinh tdm P va su hoa tan cta céc sgi manh

rat nho hodc céac soi to cao phan tur di tao ra trudc do duogc cai thién.

46. Khéang thé theo diém bt ky trong s6 cac diém 42-44, trong d6 khang thé nay
vé co ban gan két véi cac loai protein tan duge it tich tu va da phan dang tinh
bét B ké ca cac dang don phan, nho d6 cai bién qué trinh thanh loc va di héa
ngoai vi cta cac loai protein dang tinh bt B va lam giam tdc dong gdy doc cua

chung.

47. Khang thé theo diém bét ky trong sd cac diém 1-21, va 25-29, trong dé
khang thé 13 khang thé duogc lam tuong thich véi ngudi, trong d6 khang thé nay
¢6 4i luc ddi véi khang nguyén dang tinh bot B ctia ngudi cao hon it nhat 1a 5
1an, it nhét 8 lan, it nhét 10 1an, hodc it nhat 15 12n so véi 4 lue cua khang thé

ctia chudt dbi véi khéang nguyén dang tinh bot p.

48. Khang thé theo diém bat ky trong sd cac diém 1-21, va 25-29, trong d6
khang thé nay c6 kha ning lam tan rd cc soi thanh céc dang don phan va da

phan hoa tan.

49. Phuong phap lam tan ra cac s¢i dang tinh bt B duoc tao ra trude do, trong
d6 phuong phép nay bao gdm cho khang thé theo diém bat ky trong s6 cac diém

1-21, va 25-29 tiép xuc voi céc sgi dang tinh bot B dugce tao ra trude do.
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50. Khang thé theo diém bit ky trong s6 cac diém 1-21, va 25-29, trong do
khang thé nay bao vé cac té bao than kinh khéi su thoai bién do dang tinh bot p
gay ra.

51. Khéng thé theo diém bit ky trong sb cac diém 1-21, va 25-29, trong d6

khang thé con biéu thi do nhay vé hinh dang cao.

52. Phuong phép san xuat khang thé theo diém bét ky trong sé cac diém 1-21, va
25-29, trong d6 phuong phap niy bao gdm budc nudi té bao theo diém 34.

53. Phuong phép san xuat khang thé theo diém bét ky trong s6 cac diém 1-21, va
25-29, trong d6 phuong phap nay bao gém budc biéu hién phan tir axit nucleic
theo diém bat ky trong sé cac diém 30-32 hodc vecto biéu hién theo diém 33

trong té bao.

54. Phuong phép theo diém 52 hodc 53, trong d6 phuong phap nay con bao gém

budc tinh sach khang thé hodc manh ctia né do té bio tao ra.

55. Khang thé theo diém 1, 2, 3, 25, hoac 26, trong dé khang thé nay la manh
khang thé gan két epitop.
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A)

_— Phd duoc do
J— Tong cac dot
~—! Dot cua Cp-dang tAm

Dot ciia Cp-ngiu nhién

A
mlj\ -;~—~—

Phd duoc do

Téng cac dot

Dot cua CB-dang tdm
Dot cia CB-ngau nhién

I

o w S S S
13C Su thay déi hoa hoc (ppm) B¢ Sy thay d6i hoa hoc (ppm)

B)
Cong huong PBS. C2 chudt

5 ISO |[FWHH| % cudong do| 8 ISO [FWHH| % cuong do

(ppm) | (Hz) | tich phan (ppm) | (Hz) | tich phan
Val CB —dang tim | 32,60 | 479 81,7 33,09 | 366 53,5
Val C-nglu nhién | 30,27 | 200 18,3 30,27 | 340 46,5

A) Su so sanh cua quang phd BC CPMAS va cac dot ddi voi cac soi B1-42 dang tinh
bot duge gan nhin U-"*C Tyr10 va Val12 dugc u v6oi PBS (trdi; dong vai tro nhu dbi
chung) hoac ACI-7-C2 (phai) trong 24 gid va sau d6 duoc lam dong kho. Céc dot cho
hai thé cu hinh cta Vall2 CB dugc thé hién theo mau xanh la xay (tdm) va xanh
(xodn ngiu nhién). Pinh & ¢33 ppm twong tng véi thé cAu hinh tim P cla cic soi
trong khi ¢ 30 ppm la két qua cua thé cAu hinh xodn ngau nhién.

B): Su so sanh cua cac thong s6 thich hop déi VOl hai thé c4u hinh ctia Val 12 CB. Céc
su thay ddi hoa hoc thich hop ddi voi hai thé cau hinh 1a kha g10ng nhau nhung cac
cucng do tich phan la rat khac nhau, phan anh sy suy giam vé thé cAu hinh tdm B gbc
bang x4p xi 35% (1-(53,5/81,7)). Diéu nay rét twong hop & mirc do cao véi gia tri da
thu duoc tir do dac huynh quang.

FIG 7
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GGATCCTGGCAGAGT CICACAGA‘!‘G CT!'(.TG AGACRAC&TTIGCI‘ WC&MTGAACCACACACATCWAMGBW CACTTH CC CAWCA’?

CCIAGGACCGTCTCAS}\G TGTCTACGMGRCTCI‘G’ITGTAAACG&MGT?TT T‘I‘AC“ITGG‘I‘GYG’EGTRGGATTTCT AGAG TG GTGAAGGGT ACAMG‘I‘R

TTTATGTTACAGCARACATCACARCARTCATTCCTACAGATCACCACTGCATGTGATCARTARARTAGTTTTTGCAACARTGG TACTTATGATAATCATC
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GCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGARTAACTTCTATCCCAGAGAGGE CCAARG TACAG TGGRAGG TGGATAACGCCCTCCAATCGGGTARCTCCCAGGAGAG TG
3 i M $ 3 4 ‘ " + +

CGGAGACAACACACGGACGACT TAT TGAAGATAGGE TCTCTCCEG TTTCATG TCACCTTCCACCTATTGOGGGAGSTTAGCE CATTGAGGGTCCTCTCAL

A S VVCLLHNDNTPFTYTPREATEKTYOGEGHREKTYDHNALTS GESGNTESGQES
HuCK

TCACAGAGCAGGACAGCEAGGACAGCACCI’ ACAGCCT: CJ\SCABCACC CTGRCGC‘GAGC‘_AMGCA\;AC" ACGAC)MCACMAGTCT ACGCL'I’G@MGT

ABTGTCT mmcmmﬁcmccmuammsmrmmcmmc&mmm ’CTGATGCT CTTT G“‘G"‘T TCAG. )\TGCGf‘AC“&CrT CA

¥ 7T E Q2 8§ KD ST Y¥YsSs LS §TLTULS X ADYEUZEKHZKXVYACEV

HuCK
(Sacl

CACCCHTCAGGGCGW@CYCGC CCG’!'CkCAAAGAGCT’? CARCAGGGGAGAGWAGAGGGAG&AGTGCCC CC)\CC‘}.‘GC'I C‘C‘I‘CAGTTCCA”CCTGACC

GIGGGTAGT CCCGGRCT CGRBCGGGCAGI‘GTTTC‘I’CGA}\GTI’GTCCC CPC{‘CACMTCT CCCT mCACGGuGGTGG ACGAGGRGTCRAGGT CGGACICG

T H 0 G L § 8 P V T K S8 F N RGEUZC
HuCK !

FIG 13-2
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CCCTH CCCATCCT’I"{‘GG CCTH C'I‘GACCCFT'!TI‘CG\CAGGGG&CW ACCCCT J\'I‘TGCGGTCCT CCAGCT CAT CFT"CACCTCACCC CCCTC(.’FCCTKZCI'TGG

GGGAGGG‘I‘AGGAA}\C CGGAGACTGGGAMMGG’K‘GTCC C Cl' GGATGGGGA‘I‘MCG CC)\GGAGGT CGI\G‘TAGAAAG‘I‘GGAGTGGGGGGAGG)\GGAGGMCC

CTﬂMﬂAmCTMTGﬂGGAGGAGMTGMTAAATAMGTGMTm CACCTG xw TTTCTCTCT L TCCT LATT‘I’MTM‘ITM‘X’ATCTG‘ITGTTT

GﬁMTTMTACGA'{TACMCCT CCT CTT%mkmkmmmmmﬂcmAGRGRAAGGRGTWTFRTTMTMTAGACMCAAA

TACTAALT. ACT CM‘!‘T‘I‘CT CTT ATMGGGACFMAT&TG TAGTCA‘I'CCT N\GGC‘G ATMCCATTU«TMAMTCATCCTTCAT'DCTAYWTACCCT BTC

RT'GGTTGATGRG TTAAAGAGMTATTCCCTG ATTT ATACATC}\GT AGGATTCCGCGTRT’ICGT AMTATT’I’!TRG’TKGGAAE TMC.A‘!‘AMATGGGATAG

{dca!

ATCCT! CTGC‘MGACAGTCCTCCCTCMACCCF\WGC CiTCTGT CCT CACA(: T {.(.K,L n;&.ml.m TGGT A.TGAGAGACTIGCTP CC'F!GTTTTCCCCTCCT

TAGGAG}\CGTTCTGT CMBGGGAGMTTCGGMGACAGGAGTG*CKGGG‘;ACC C\:G"PACCA"'C CTCTCT‘GMCGMGGMC}\AAAGGGGAGGK

&GMCCCTCATAGTCCTTTTT MGGGTGJ\(‘J\GG“I‘ C’ITACAGTCA’!ATATCC‘IT"GA’I"C_&Jx TCCC !‘CAGMTCMCCAAAGCAMW

GTCGTTCGGGAGTATCAGGMAARTTCCCACTGT CCAGMTG’I’CRGTATATAGGAAACTMGTMACT crrmn‘c&mccmmmc

ARGARACCTGCTATAAAGAGAATCATTCATIGCAACATCATATAAAA TAACAACACAATAAAAGCAR TTARATARACAAACAATAGGGAAATG T T TARGT

TICTTIGGACGATATTTCTC T TAGTAAG TAACG TTGTACTATAT T TTAT IO TIG TG TTATTTTCG TTAATTTAT T TG TTTGTTATCCCTTTACARATICA

TCATCATGG’IACTT AGA(.'T? AA’PGGAATG’ICA‘IGC ’TTATTT}\CATTFTTAAACAGGTAC!‘GAGGGACT CC‘IGTC'"GCCAAGGGCCGI‘AT?GAGTACT!’I‘

AGTAG?ACCAT‘BMTC‘?GMTTAC"T‘IACAGTRCGGAATMAIC*WMTTI‘GTCCATCAGCCCTGAGGACM}ACGGTTCCCGGC&TMCTCRTGARA

CCACAACCT MmM‘PCCAC’J\CTATACT G’R‘s?«uﬂ AWAC&'ITCA’ITAAMTGTTGOMGGTICF ATRMGCI‘G&GAGA@MTATA’!TCPATMC

%mﬂmﬁmm&TANA@ﬂﬂmmMﬁ MT‘I’;‘I‘A&ACGTTTC WGAT ATTTCGACT! crcmma-rmmmmm

f(bal

TUAG{"JU\?CCCACTT CT) AGATGACI‘ G-\GTGTCCCCACCCACMACTATGC:&QMTGTTCAMGCAW AWAWCWMW

AGT: CGTT‘AGGGTGMGATC?ACTGACT CAU&GGGTGGGTGG?TTI"‘I‘GATACG'{TCT‘TACMG‘I‘TTCGT CGAAATAAATG‘IT’ITCGGWI\ACC?}?

TAGCCCGAT TG TCCAACRATAGARTGAGTTATTARACTG TGGTATGTT TATACATTAGAATACCCAA TGAGGAGARTTAACARGCTACAACTATACCTAC
M + 5 N P : N N N 3 1

ATCGGGCTAACAGGTTCTTATCTYACT QAYAAWCACCATACAMTAT‘GTMTCPTATGG{:}TACT CCTCTTARTTGTTCGATGTTGATATGGATG

TQGQGAMT@&TMMTMWACATMG MCT CARTG CMGATA’I’G TTCTG TJ\""G TT'FI‘CATCCATATAAAGT‘!‘ CMAACCAGGT

Amfmsrcmm aGAGTA'Z’!'I’ITA’!TACAXPG TATTCT crmam A CG’X“!“!"I‘C!‘ PsTAC ARGACA TACMMGTBGGT ATATTT! CAkGTTT'!GGTCC‘J\

MAM“AMGTT&GWTFI‘GGATGGMATI‘RCY CTT, &GCI'GGGGG"‘GGGCGRG I'I'AGTGC C"GGCAGMGACAAG&AGGGGCTTCTGGGGTC'{TGG{M

T'!TTI‘AT'{TCAATC'T‘I‘T MACC TACCI‘TTM’I‘GAGM‘YO}ACCCC CACC CGC‘E‘CnA T&CIZ—GACCCT C'E'i‘ C‘TG‘I‘I'C!TCCCG?MGACCCCAGMC@TT

[

TGTTCTGTTCCTCETETEGEGT TG TGCAG T TATGA T CIG IGCACTG TTC TG TATACACATT ATG CTTCARAA T AACTTCACATARAGARCATCT TATACT

ACAAGACAAGGAGCACACCCCRACACCTCAATACTAGACACGTGACAAGACATATG TG TAATACGAAGTTTTATTGAAGTGTATTT CTTGTAGAATATGE

rvuii

CAGTYMTAGATAGMGRGGAATMGTMTAGGTQAGACCRMCTGGTMGTGGGGGGGCC'PGGwRTC&AATAGCIACCT‘GCC?MTCCTGCCCFC

GTCAA‘T"YATCT ATC'!'T C?CE,‘X'I‘ATT CATTATCCAG??CTGGTAQG‘CGACCATE‘CACCCCCCCGGAC CC!‘F\G’ETY A’I’CGA‘I\‘.‘«-GRCGGA’I‘FAGGAG}GGRS

FIG 13-3
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TTGAGCCC*GMTGAGTC?GCCTTCCAGGGCTCWGTGCF CAACMRAWCAGGCCIGCTAMCCTGGCATCTGTGCCC?GTITGGCI AGCT AGG-R

MC?CGGGRMACTCMACGGMGGTCCCGAGTTCCACG&G’H’G" TTTG'I‘!‘GTCCGGACGATAAAAGGACCGTAGAC&CGGGAW&CCGATCGATCCT

GCACACATRCATAGAAATTARATGARACAGACCT TCAGCRAGGGGACAGAGGACAGAAT TARCCT TGCCCAGACACTGGARACCCATGTATGAACACTCA
. 3 e i + i 'S —t- i & i 3 e 3 i

CETGTGTATGTATCTTTAAT T TACT T TG T CTGCRAAG TOG T TCCCCTOTCTCC TG T CT TAR T TGGAACGGG TC TG TEACCT T TCEGTACATACT TG TGAGT

CATGTTTCGCAAGGGGGAAGGCCACA TG TARATGAGGACTCTTCCTCATTCTATGGEGCACTCTGGCCCTGCCCCTCTCAGCTACTCATCCATCCAARCAC

+ 3 + + Aann e + + + + ¥ +
GTACAAACCCTTCCCCCTTCCOCTCTACATT TACTCCTGAGARGGAG TAAGATAL CCCGTGAGACCGGGALGEGEAGAG TCCATGAGTAGCTAGETTGTG

((mn}

ACCTTTCTAAGTACCTCTCTCTGCCTACACTCTGARGGGC T TCAGGAGTARCT AR CACAGLATCCCTTCCCTCARATGACTSACCATCCCTTTGTCCTGC

TGCAAACAT TCATGCAGAGAGACGGATG TRAGACTTCLCCAAGTCCTCATTEAT TG TG TCG TAGGSAAGGSAGT TTACTGACTGETAGEGAAACASEACG

TTTGTTTTTCTTTCCACTCAGTACTG&'}MAGTGGGGMGGACAGTCRTGGA}\MACTAC&TAAG&\AGCACCTTGCCCTTCTGCCT CTTGAGRATCTTG

$ + ¥ +
ARACAAAARGARAGGTCAGTCATGACCC I TTCACCCCT TCC TG T CAG TACCI T TTTEATG TATTCCT TCGTGGAACGGGRAGACGGAGAACTCTTACAAC

ATGRGTRTCAM’I‘CT‘X’T‘CAAAC{TTGGAGGWGAGTAGGGG TGAGACT CAGTMTGTCCWCCM‘!‘GAO\TGAACTTGCTCACT CA‘I‘CCC’IC?" G ""CC

TACTCATAGTTTAGWTGAMCCTCCAAACTC&TCC&.&CTCT GRGTCATI‘:\CAGGGMGGTTACTGT RCTTGMCGAGTGAGTAGG}ACCCCCGG

Fcz)Rl

RAATTGMCAATCAAAGGCAGGCJ\T;\ATCCAG’I’T :RTGAA’ITCAMCCTI‘ CTT CI‘CAGRAG}\ TAACRCTCICAWMCCCACCCRTAAC CT. F\AGC)\AG

—

i
T

mmm‘e'r'r AGTTT C‘G}TCC’GTA’I“{AGGT CMTAC{TMWI‘TGGMGM GTC‘TYC‘I AT"“G’X‘GAGACTT CCCT 'I‘TGGG‘IGGGTATTGCA"’I’CGT‘X‘C

rsﬂ

'I'GMGACJ\GGTGCTGCAGGI‘ GGAATTGT G'l‘ CCI'TCAMMQGTATGC{ CAACT CCTT GCT CTTGGTACTCA'AAA"‘GGGTCACATWTGTGAC[’TT A’i'r

ACI'TCTGTCCACGACGTCCACCTT MCACRGG}AWCCATACGAG’S‘TGAGGMCGAGMCCATGAGT ATTT ACCC%G'YGI AmACACl'GWTRA

TGGAAATAGGGTCT TTGCAGAGG TARTCARG T CRRAA T TAGG TCATACTGAAR TG TT TG TGAGGATGUGG TOAAAATGEATCATTCATATATTGCTGSTG

ACCTTTATCCCAGAAACGTCTCCATTAGTTCAGT TTTAATCCAGTATGACTT TACARACACTCCTACGCCACT TTTACCTAGTAAGTATATAACGACCAC

; %
GGMTATMMGGGT&TRGCT ACTICT RGMAAT A{S‘I‘I‘G“‘ CAGTTT CITGAAAAACT&MC&AAAGACRCC{ RCCATATGACCCAGGMT’IG’I’ACI’CCI‘IC

+

CCTT. ATATWTCCCATATCGRTGAGA*CTTT TAT CAAC.AG"‘ CF.MGRRCT’I‘I’T"GA'IT’IGT”‘I’I‘CTGT GGA”GGTA TRC'I‘GGGT CCTT RACI-.TGAGGAAC

e

GGMWACCCCCAGGMATAMAACWATG'rCC.ACAC&GMCCCRT“CA'I‘GAmnm&scamamcmr.mcwscrAch}&m‘ccu

CC'STAM’I‘GGGGGTCWTTATTTTTGMTACAGGTGT"TC?T GGGT, A'I‘GT&CI’AACAAGTGTCB’" QA.AMTWCMCRTOGGI“TTCGATCTTI‘C’ CG"’T

RCCCATCCCTCAAT AGGCB\ACI‘RGCC"‘MCAAATTGTMTATATCCATG”CJ\TRGARTGCIATGASGU\ATAMMGGMCGMGTGT“G}\TACAGAGM

TGGGTAGGGAGTT ATC (RB‘I‘PGATCGGA’I‘ TGT‘I’T MC&?TATA?AGGTRCGGTAT CTTA &ATACTCCG‘!TA‘I‘PTTTCCT’I‘GC’I‘T CACAACI‘A’I‘G’I’CTC’IT

C?GGAG’!‘GKTPC’Z‘GMGGACT’"’T CT. )\CJ‘GAG’I‘GKMAAAGCCAATCI‘GMAGGGTCAU&T& CCJ\T‘STGATTCCTT‘TXTGTMCAT!‘GTTGMQTGACAA

GACCTCACT AAGACTTCCTGAAAGATGACTCAC‘T mcscrracacrmccmmmcc‘r ACRCPMGGAAAATACA’!TGIMCAACTT CACIGTI‘

FIG 13-4

-155-

408¢

43¢

32¢

43¢

486¢

47¢

43¢

50C

s1¢

$2¢



40905

rmn! iBgikl

MTTATAGSGKTAG&GMC}\GATPC TGGTTG CCAG&:GT‘TAGGGTGC?{‘GGAGMW ;‘-&GGCGMA CT&TWGATC‘{TI‘GTGATCATGGGA 53¢

‘ETM'B\TCCCK’ ATCTC'!'!‘G’!’CIMGACCMCGGTCCCCAA?CCCRCCACCT CI‘TTCTTC'!‘CATCCGCTKTGKK‘A‘I’!’!‘CCCJ‘CI AGAAACACT AGTACCC?

l 3
TARAATCTSTATCTTGATTGCAGTCC TAGTTGCAGS CATCTAGACATCTGATARAATGACATACAACTGTACACACT TATTTTATCARATC TCARATTCTTC sS4t

ATTTAGACATAGAACTAACGTCACCATCARCG TCCGTAGATC TG TACACTATTTTACTG TATCT TGACATG TG TGAATAARATAGTTACAGTTTARGAAC

P

G‘I‘l“!‘l’M’rk‘fCGTACTG’!’MT!‘ACGTAAGAAGTMCCAACK;GG&GAMCTGGGTGCAGGACAC&TCAGACCTCT"'PGCTTTATATCCTGTCTTTGCTACT ss¢

CAAAATTAT}\GCATGACATTMTGCA’!TCPTCATTGGTX’GTCCTC'I"ITGACCQACGTCCTGNTAGTCNGAG&CACGMATATAGGACAGWCGANA

TICICTGAATCTATAATTAT I TCCAAATAATTTTITITAAACTTTTITTTTTATGCTIGGATCG 5561
Ve + 'S P 4 4 3 31 s

AAGACACT TAGATATTAATARAGGT I TATTAAARARATTTCAARAAARAIATACGACCTAGE

FIG 13-5
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711 |

GGAT ccrcr AGATI‘GAGCPTI‘CTGGCSC&GSCO\GSC T GACCTTGBCIGCEOS@GG?AGGGG@M@ G&G’.;CAGGICGCGCCMZ CO\G}'I’GC&CA

mmw&mnm&mmmmmmmmm&mmmm&mmwmawmac OGQIZTC@CX.‘R{STGT

—

[}

CCQAAATG OCO\TG&GZCC‘AG&CACTCSACCCPGCAIGGR CQTCGGSG&?AGMMGN\C&AGGGGCCTCIGCGCCCIGKECCCAG C""C!‘GT‘CCCAC}\C

EGI’TACGGGI’ACI‘ CISGFCIGTGJ\QC‘IGG:A&TACCT G‘.:'I' AG CGCC.'!‘A”‘CTC'Z’PCTI‘ GGCTCOC‘C&WGSG}:GRCCCGGGPCGRGMJ&G’JT GI'G

J—_r 1

CGCEGPCACATUGCNJCMCTCWCAGCT’I‘CCi‘xCCa\mCCCC&TCCSTC!"I’CCCCCICGCGCCCIGCTG::‘«GATCG&CCI'CCGA;ASL.ACAG\,CSC

+ + o~ e o 5

ccccmcmncmmmsmmmmmmmcrmmwmc&mmmcmmmc&o:mmmmmmmmccc
lASTKGPSVPPLE&“'PCSRSTSESTAA

4

cc‘rceac:mccrcsmmmcnmccccsmmmmmm&wmmmmmmmmcscc;macmm meGX‘CC‘I‘A

GSRCCCGACGSACCFSPTCCPGATGMGGGSC'&TG‘}.@C’GCCRG\G».ACCTTGAG"CCGC@EGACTGGTCGC@CAC@‘GTEC‘x"uqu;GCCGAQGGAT
LGCLVKDYFPEPVTVSC&NSGALTSGVHTF?J&VL

——bstEll

CrST CCTGCS\CI cmcr QCC‘I‘CASCAGCI-'T GGMCCGICCCCTCC&GU%GCH‘GGGO\CWCCRCRCCI‘GMTAGI\TCRWG:CCRG’:A

% 4 i 3

GTO\G;AG‘I‘CCTGAG\TGAES&GTG}TCGCACCACP@ O\CGGGAGGTCUICBAACCC(?IGCITCYGGAI‘G'XGG&C@“JCATCI‘AGI'G'[TCSG-TCET
QSSGLYSLSSVVTVPSCSHSLGTKTYTCNVDHKPS

mmmocmmmmmmmmmmmmmmoxm@mmamccms C'!*:A.JMT‘:C'TGCCMACG@QCG}:GCT‘

TGCIGGTT mmmmmmmmmmmmmmmmﬂm CCI'TCGG’K‘C’CGAGTC@ nGGAC(%ACC’I‘GC’STCGGG\.Q?A
R T K VCHK‘J K R v,

Sphi

GTGCASCOCCACCC CRAG GG CAG CAAGG CATCC CCCAT €T GTC TCCTCACCOGGAGGC CT CTGAC CACCC CAC TCATG CT CAG GG AGAGRGTC TTOIGGRAT
$ 4 4 - i i s i V) 1 % i

Y % + + + + e + ¢ + +
CACSTOGGGGTCRGGTC CCSTOGT TOCGTACG GG CTAGA CAGAGGAS TCOGC LT COGGAGAC TCGTGGE GTG AG TACGAGTC CCTCT CCCAG AAGRCCTA

‘I’!"I“CO\CCAGGCI’M&CRC ctmocmmmcoccmccmmccc‘moscmnmmcscmc-ccramcrcmmmccmtwmrm

AAMGGTGG‘ICCGA@CCCGTCMWCCG&C WACSGG&T@@CCGSGMG@TAWTCCC@TC&C&Qx&m&cmmﬁthA

—Clal

CCWG&GGAG:‘CTCC(IC!‘G&CCI‘ANGCCQCCCCAAASGCCAA&CTCTG:ACX‘CGZ‘I‘CAGCTCAG%QCCTTCTCX'C(T"'C"CAGATDSA‘“C'K;&GI‘AAC

N 4 +

occmcratxmcmczc GA‘ITC&;GIﬁ(XBGﬂ‘X‘C GI;TTMG:«{X?T GAGEAGTGBKS'I‘CFGT mmxmm‘crmc*m“cmn’c

L

[+ N

TCCCMTCEWTCTCTG@G&GTCCN\ATATGGTCG:CCGICTCCCC CATGCCCAGGTAAGCG\ACCG\@CCICSCCCTCCAGCTCM(I}C@G’\C&GG

I\GG’STTAGRAGAGRG&C‘GI'CPC mmmcmm &CMC@WW@TCCATTCEGFI‘OCGT{X‘SGAG&OGAGGTCGAGTT CG-?CCC'IG‘I‘CC

iSSKYGPPCPPCP)
HINGE

FIG 14-1
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TGECCX’ AGRGMWCTGQTCCAGGGA@@C CCC&G CC(ISG’I‘GCIGACGCRTCGCCX’ CCRTC‘I‘CTTCCICAGCACCI‘ G&GTTCC!‘Q}GI}GA@TCA

AC(BG:‘«TCE’CRI cssaccrmc:'rcccrcrcc;Gt;crcscoccacmcmmmmmwmmwmmmmuwmmcmmm
(A P E F L G G P 8
CH2

GICfm'IG’N‘CCCCCCMMCCCMG GRO\CW’PGA’“C’I‘C(IJSGACCC CI’GA..:GE‘CACCH‘GCI}‘ICGIGGI’ GGAG}‘KEGCCM}GAAG& CCC’&AGG

CAG&A{‘{;ACMGGSGGG?I‘TI‘G MTI‘CCTGTGM}AGTJRCTAGAG@CCPGGGGACI‘CCAGIGG&Q}CAC C«CC’AOCI‘GC&\CX‘CGGPCCT‘I\"TCSCXX:’TCC
_VPLFPPKPKDTLMISR&I’KZPEVTCVVVDVSQEDPE

WCEG!TCBRCTGSTACGI‘G’SAN GOS'IGGAGGY GCA"'AA‘SGO’_‘MGACMAG. CGCGSGAUGI\GG‘GT ’PCAACA& ACG'!'F% CCGTGTS GPCK:&TCY T

4 ¢ + +
RGGTMGF’}'GACCA’I‘SQOCTACCGCACGTCCRWTK}TACG 'I'PCTGT!'TC!IGOGO:CTCCTOGTCRAGTTGTO:TCG\T@CACRCC)GNGC%GGA
¥V ¢ P N W Y VD GV EVYV H N A K T X PREEBAQF PN S T Y RV VS V L

o0
7

"’i'C"‘CmCAAAG&Cf «.'.‘CCI‘CC‘I‘C‘Z:‘:.T;&MM CO\TCI‘CCWGCC

2

@LCG!‘CCK‘GCS\CC‘AGGRCTOG CTGAA (BGCA%@ GI\GT*\O“-.R GC" bde

-+ G

mmmmmmmmm&m&cmmmmma«mmmmmmmmm cccmmom&..c*crmcrmmmccs
TVLHODWLNG)\EYKCK&Y‘SNKGL?SSIEKTISKA

wcmcsxccmmcmmcmanccmmucmmmhccmmcouoccrcmccmocwrmca:crcm“cmcrmrcccrm:&

" " " ¢ + 4 " H

TTICCAL CCT(}S c'rcccccmc: cT CCYGGTGT AC C'IG'IY.“"QCA..- TOGAG"GSCX}'RI: GAG“&CG’S \.-ACCCTO\ CI‘GSCJCRCGST’I’GG«GRC AGGGATCT

~<:uJ
esscmcccwcmccacmmTmncccrccr‘cccmccme&mmmxmmcmwccns:‘tmccrmccrcccrmwm crmacc

C‘CWTOSGGGCI'CTKSTGTCCAC Ammmmmmmmmmmmnmmmmm&mmmncn.srr’rcc@xm’cc
EGQE‘RE?QVY‘I’LPPSCIECEM'R‘KNC)‘JSZ..TCI..VE((.;E’Y

CC#GGZACRTCG CC'GIGGAG‘IG GGAGAG;MT@GCAGCCG;M}MCMC?AO\AGACCA@ CCTCCCG'YZCTC\:AT"CG&P&CEGC!‘CC‘I’!‘C’ITCCT C"‘A

camccrcrmccsmcmmcccmcx:“rz\cccc'rcscccm"rcmcr'trc"mccsmwmmmmccmmmmahm?
PSD1AVEHESHGQPSNNSF:IXTTP‘FVLDSDGSPPLY

[ =4

CAGCAGSCT AR OB TOGACAAG RG CAG GTGECAG GAGGGGRA TG TCT TCTCA TG CTCCG TGA T CRTCAGGC TCTGCACRACCACTACA CRCAG ARG AGT
4 1 3 4 3 4 ' + N . 5 + i

i i &

—— ¥ ¥ + Y eEae ; + + ¥ + t 4 t
CEOGTCCGATIGCCACT TS MICTC CIC CACCE TCCIC CCCTTACAGA AG RET ACSAGGC ACT ACCTA CT CCG AG ACG TG TISCT GAT ST GTS TCTTC TCG
SRDTV!}KSRWQEGNVFC%CSVHHEALi(NHYTQK5

CFCFCCC‘ICTUCF@TAMTCAGI‘G cr:m:'-cccmmc:mcrcocmmwosmccsmmcnscm&mm CCCG?'I‘CT

&mmcacmcacoc&maUcacmmcsscccrmmasccaa:scccccmmccm;cnasbrccrkc:;mcmmcnrwscc”mm'r
L § L S L G K
CHS i

TACTTCC CACX;CACCCAGC)\TGCJ\ MTMRGCAC CO\CCACI‘GC CCT cm;cc CC’ZCTGR(RC’I‘G'I’GA’I’GGTTCI‘T’ICCAGSGGT GGGC Gi‘\G'I‘C'I’G ASG

& 4 + %
e

RTGAA&GTCB’J'Z‘SGGI’ OGTRCC[‘ whrrmmmcsmcse&wccmcmmcrcmmmm NMWGCCCRGNG?GC’QG&CTCC

CCTGAGTGA CATGAGGGAGGCAGATCC
" 4 4 3 2027

3

* t3 v
GGACTCACTGTACTCOCTCOGT CTAGG

==

FIG 14-2
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Anh xa epitop hC2_NC_20060505

Khang thé
8i chirng
hC2

i N
Ve o W

.0,
- N W &6 Wwn

1 2 3 &5 6 7 & 91011 1213141516 17 18162021 22 23 24 252627 2620 30 31 32 33 & ¢-
42 42

a SO peptit

FIG 1. hC2 gin két véi cac peptit 12, 13, 14, 15 va 16 ciia thu vién peptit AB 1-42

Su gén két ctia hC2 véi cac peptit chong lap cia AP 1-42 dwgc phan tich bang ELISA. Su gin két véi
AP 1-42 hoan toan va gan két ctia khang thé dang kham khéng gin két (khang thé dbi chimg) dwoc sir
dung nhwr cac dbi chimg 4m va duong tuong tmg. S6 peptit twong tmg vdi axit amin trong trinh tu Ap
1-42 trén d6 peptit bat dau. Cac két qua duoc thé hién nhu OD.

Anh xa epitop hC2_NC 20060519

0.D.

p12-20 A2 Al Al4 AtS A8 AY7 A18 A3 A0 pi42
Peptit

FIG 2. hC2 gén Kkét voi AP 12-20 phu thudc hoan toan vao aa 16, 17, 19 va 20 va phu thuéc mot phén
vao aa 14, 15 va 18.

Su gén két ctia hC2 v6i AP 12-20 va alanin dugc thé AP 12-20 dugc phén tich bing ELISA. Su gén
két v6i AP 1-42 hoan toan dugc sir dung nhu dbi ching duong. S6 tuong tmg véi aa ma dugc thé bang
alanin. Céc két qua duogc thé hién nhu OD.

Anh xa epitop hC2_NC_20060925-26

0.D.

p1321  pI3ZIG2I  pl422  plEZ2A22  PIS-2Y pIS2IAZI 142
S peptit

FIG 3. hC2 gin két v&i AP 15-23 phu thudc vio aa 23 va phu thudc mot phan vao aa 21 va phu thude
mot it vao aa 22. '

Su ga‘m két ciia hC2 véi AP 13-21, 14-22 hodc 15-23 va v6i 13-21G21, 14-22A22 hoac 15-23A23
duoc phan tich bang ELISA.

Su gén két v6i AP 1-42 hoan toan dugc st dung nhu déi chimg dwong. Cac két qua dugc thé hién nhu
OD.

FIG 15
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Khéng thé: MABT5102
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FIG 16
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Khang thé: MABT5102
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% tan ra

Ty s6 mol (khéng thé: AB1-42)

FIG 17
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2uM Abeta + 50ug/ml khang-Abeta

2uM Abeta “cac Oligome”

D6i ching (DMSO/F12)

40905
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Danh muc trinh tw

<110> AC Immune S.A.
<110> Genentech, Inc.

<120> Khang thé d& diéu tri bénh thoai héa dang tinh bét, dwoc phédm va kit 3 phat hign va chan doan bénh thoai
héa dang tinh bot bao gom khang thé nay
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<170> Patent phién ban 3.3

<210> 1

<211>10

<212> PRT

<213> Chu6t nhat nha

<220>
<223> Viing bién dbi chudi ndng dwec lam trong thich véi ngwdi C2 HuVH AF 4 (CDR1)

<400> 1

Gly pPhe Thr phe Ser Ser Tyr Gly Met Ser
1 5 10

<210>2

<211>17

<212> PRT

<213> Chuét nhat nha

<220>
<223> Viung bién ddi chudi nang dwec lam twong thich véi ngwoi C2 HuVH AF 4 (CDR2)

<400> 2

ser Ile Asn Ser Asn Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser val Lys
1 5 10 15

_Gly

<210>3

<211>3

<212> PRT

<213> Chuét nhat nha

<220>
<223> Vling bién dbi chudi ndng dwoc lam twong thich véi ngwoi C2 HuVH AF 4 (CDR3)

<400> 3

Gly Asp Tyr
1

<210> 4

<211> 16

<212> PRT

<213> Chu6t nhat nha

<220>
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<223> Viing bién dbi chudi nhe duwoc lam twong thich véi nguwdi C2 HUVK 1 (CDR1)

<400> 4

Arg Ser Ser Gln Ser Leu val Tyr Ser Asn Gly Asp Thr Tyr Leu His
1 5 10 15

<210>5

<211>7

<212> PRT

<213> Chudt nhat nha

<220>
<223> Vung bién ddi chudi nhe dwoc 1am twong thich véi ngudi C2 HUVK 1 (CDR2)

<400> 5

iys val ser Asn Arg Phe Ser
- 5

<210>6

<211>9

<212> PRT

<213> Chudt nhat nha

<220>
<223> Viing bién ddi chudi nhe dwec lam twong thich véi ngwoi C2 HuVK 1 (CDR3)

<400> 6

ier Gin ser Thr His val Pro Trp Thr
5

<210>7

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> \ung epitop A-beta 2

<400>7

val phe Phe Ala Giu Asp
1 5

<210> 8

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Vlng epitop A-beta 1

<400> 8

His GIn Lys Leu val
1 5

<210>9
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<211>6
<212>PRT
<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222>(1)..(1)

<223> Xaa c6 thé 1a Ala, Val, Leu, norleucine, Met, Phe, hoic lle

<220>

<221> misc_feature

<222> (4)..(4)

<223> Xaa c6 thé 1a Ala, Val, Leu, Ser hoic lle

<220>

<221> misc_feature

<222> (5)..(5)

<223> xaa c6 thé 1a Glu hosc Asp

<220>

<221> misc_feature

<222> (B)..(6)

<223> Xaa c6 thé la Glu hoic Asp

<400> 9

)}(_aa rhe Phe Xaa Xaa Xaa
5

<210> 10

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> Xaa c6 thé Ia His, Asn, Gln Lys, hoZc Arg

<220>
<221> misc_feature
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<222>(2)..2)
<223> Xaa co thé la Asn hodc GIn

<220>

<221> misc_feature

<222> (5)..(5)

<223> Xaa c6 thé 1a Ala, Val, Leu, norleucine, Met, Phe, hosc lle

<400> 10
Xaa Xaa Lys Leu Xaa
1 5
<210> 11
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> Xaa c6 thé la His, Asn, GIn Lys, hodc Arg

<220>

<221> misc_feature

<222> (2)..(2)

<223> Xaa c6 thé 1a Asn hoadc GIn

<220>

<221> misc_feature

<222> (5)..(5)

<223> Xaa c6 thé 13 Ala, Val, Leu, norleucine, Met, Phe, hoac lle

<220>

<221> misc_feature

<222> (8)..(8)

<223> Xaa c6 thé la Ala, Val, Leu, Ser hosc lle

<220>
<221> misc_feature

<222> (9)..(9)

<223> Xaa c6 thé 1a Glu hodc Asp

<220>

<221> misc_feature

<222> (10)..(10)

<223> Xaa c6 thé 1a Glu hoac Asp

<400> 11
Xaa Xaa Lys Ley Xaa Phe Phe Xaa Xaa Xaa
1 i0

<210> 12

<211> 112

<212> PRT

<213> Trinh tw nhan tao

<220>
<223> Chudi nhe bién d6i C2 HuVK 1 dwoc lam twong thich v&i ngudi nhan tao
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<400> 12

Asp ITe val Met Thr
: 5
Glu Pro Ala Ser Ile

AsTE Gly §§a Thr Tyr

pro 6ln Lew Leu Ile
50

Asp Arg Phe Ser Gly
65

5er Arg val Glu Ala

85
Thr His val Pro Trp
ito
<210> 13
<211> 219
<212> PRT

<213> trinh ty nhan tao

<220>

&ln

Ser

Ley

thr

40905

Ser Pro Leu
Cys Arg Ser
25

His Trp Tyr
40

- LyS val ser

55

Gly ser Ggly

Asp val Gly

ghe Gly GIn
105

<223> Chudi nhe C2 dwoc lam twong thich v&i ngwdi nhan tao

<400> 13
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ser
10

ser

Leu

Asn
Thr
val
80

Gly

Ley Pro
Gin ser

GIn Lys

Arg Phe
60

Asp Phe

75

Tyr Tyr‘

Thr Lys

val Thr Pro
15

Ley val Tyr
30

pro Gly Glin
45

Ser Gly val

Thr teu Lys

Cys Ser Gin
95

val ¢iu Ile
110

Gly

Ser

ser

Pro
Ile
20

Ser

Lys



Asp

Glu

AsH

Pro

ASp

b5

Saer

Thr

Arg

Thr

Lys F

Pro

1te

Pro

Gly

Gln

50

Arg

ATg

'Thr

7 LeL

130

Fro

Gly

Tyr

val
210

<210> 14

<211> 107
<212> PRT
<213> trinh tw nhan tao

<220>

val
ala
Asp
35

Leu
Phe
val
yval
val
115
Lys
Arg

Asn

ser

Lys

Thr

Met

Ser
20

The

Leu

ser

Glu

Pro

100

ala

sSer

Glu

ser

Leu
180

val

Lys

Tﬁr
1le
Tyr
Ile
Gly
ala
BS

Trp
ala
Gly

Ala

Gin
185

ser
Tyr

ser

GlIn

ser

Leu

Tyr

ser

70

Gilu

Thr

Pro

Thr

Lys

150

Glu

ser

aAla

Fhe

sSer
cys
His
Lys
55

Gly
ASD
phe
saer
sla
135

val

ser

Tht

Cys

Asn
215

40905

PFrG
Arg
Trp
40

vatl
Ser
val
Gly
val
120
ser

Glin

val

Leu

Glu
200

Arg

Leu

ser

25

Tyr

SBer

Giy

Gly

Gin

145

Phe

val

Trp

Thr

Thr

185

val

Gly

ser
10

Ser

Leu

Asnh

Thr

val

90

Gly

Ile

val

Lys

Giu

170

Leu

The

Glu

ey

Glin

Glin

Arg

Asp

75

Fyr

Thr

Phe

Cys

val

155

Gln

Ser

Hi%

Cys

Pro

ser

Lys

Phe

6o

phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

140

Asp

ASp

Lys

Gln G

<223> Viing n dinh chudi nhe C2 duoc lam twong thich véi ngwoi nhéan tao

<400> 14
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val

Leu

Pro

43

ser

Thr

Cy¥s

val

Pro

125

Ley

Asn

ser

Ala

Thr

val

30

Gly

Gly

Leu

ser

Glu

110

Ser

AST

Ala

Lys

ASp
180

- Ley

E{a
Tyr
Glin
val
Lys
Gin
95

Ile
ASD
Asn

.LQU,

Asp

175

Tyr G

ser

Gly

Ser

ser

Pro

Ile

EQ

Ser

Lys

Glu

Fhe

Gin

160

ser

Ler



Arg

Gin

Tyr

ser

Thr

65

Lys

Fro

Thr
Leu
Pro

Tyr

Hi5 |

val

<210> 15

<211> 112
<212> PRT
<213> trinh tw nhan tao

<220>

val

Lys

Arg

35

AST

ser

Ala

Ler

20

Glu

ser

Leu

val

Lys
100

Gly

aAla

Gin

Ser

Tyr

85

Ser

. PFG

Thr

Lys

Glu

ser T

70

Ala

Phe

ser

ala

val

5er

33

Cys

Asn
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val phe

ser val
25

Gln Trp
40

val thr

- Ley Thr

Glu val

Arg Gly

ile

10

val

Lys

&lu

Lel

Thr

90

Glu

Phe

Cys

val

Gin

His

Cys

Fro

Leu
ASp
ASp
G0

Lys

Gln

Pro

Leu

Asn

45

ser

Ata

Gly

<223> Chudi nang bién déi C2 HuVH AF 4 dugc lam twong thich véi ngudi nhan tao

<400> 15

Glu
1

ser

Gly
ala
Lys
65

iey

Ala

val

teuy

Met
Ser
50

Gly

Gln

Gin

ATG

ser
35

Ile

Arg

Met

Gly

Leu

Leu

20

Trp

ASTY

Phe

val

ser

val

ser

= 5&["

g5

3 Tyr

Glu

Cys

Arg

Asn

Trp

ser

Ala

Gin

Gly
55

> Saer

Arg

Gly

Gly Gly

ala ser
25

Ala pPro

40

Gly ser

Arg Asp

ala clu

Gin Gly
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Gly
10

Gly

Gly

Thr

A5

ASD
a0

Leuy

Phe

Lys
Ty
Ala
75

Thr

Thr

val Gln

Thr phe

Gly

Leu
45

Tyr Pro

&0

LYS AsN

Ala val

val Thr

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Pro

Ser

30

Glu

Asp

ser

Tyr

val
110

ASp

is

ASn

Leu

ASD

Tyr

ser
a5

Glu

phe

Glin

ser

Glu

80

Ser

Gly Gly
15

ser Tyr

Lous

ser

vatl

Wl

Lelu Tyr

8o

Tyr Cys
95

5er ser



<210> 16
<211> 439
<212> PRT

<213> trinh ty nhan tao

<220>
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<223> Chudi néng C2 dwoc lam tuong thich v&i ngwdi nhan tao

<400> 16
Glu val
1 )
Ser Leuy
Gly Met
Ala ser

50
Lys Gly

- 65
teu G1n
Ala ser

Ala ser

ser Thr
130

Gin

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Gly

Thr

115

ser

Leu val glu
5

Letl
20

Trp

Asn

Phe

ASN

Asp

100

Lys

Glu

Ser

val

Ser

Thr 3

5er

85

Tyvr

Gly

ser

Cys

Arg

Asn

Trp

Pro

Thr

ser

Ala

Gln

Gly
55

: Ser

Arg

Gly

ser

Ala

Gly

ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gin

val

120

Ala

Gly

Ser

25

Pro

Ser

ASD

Glu

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

. 90

Ley
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Thr

Pro

Gly

Leu

FPhe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Thr

Ley

Cys

val

Thr

Gly

Lys

ata

val

Ala

Leu
140

Gin

Phe

Leu
45

* PFD

ASD

val

Thr

Pro

125

val

Pro
Ser
30

Glu
Asp
ser
TYF
val
110

Cys

Lys

Gly

15

5er

Leu

5er

Ley

Tyr

Ser

Sar

ASD

Gly

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys

Ser

AFg

Tyr



Phea

14

Gly

Lsy

Tyr

Arg

Glu

225

Asp

Asp

Gly

Ash

FPro

val

ser

Thr

val

210

Phe

Thr

val

val

sSer

- 280

Trp
305

Pro

Asn

Ile

Thr

385

Arg

Leu

ger

Pro

&in

ala

370

Thr

Leu

Glu

His

Ser

Leu

Ser
Glu
275
Thr
ASH
Ser
cin
val
355

val

Pro

Pro
Thr

val
180

. ASN

ser

Gly

et

val

Phe

165

val

val

Lys

Gly

Gin Gl

260

val

Tyr

Gly

Ile

val

340

Ser

Glu

Pro

wval

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

irp

val

Asp
405

Thr

150

gro

Thr

AsSp

Tyr

Pro
230

2 5er

Asp

Asn

val

Glu

310

Lys

Thr

Glu

Leu

350

Lys
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val ser
Ala val
val Fro

His Lys

ser val
Arg Thr
Pro Glu
Ala Lys
val ser
295
Tyr LysS
Thr Ile
Ley Pro
C¥s Leu
© 360

Ser Asn
375

Asp Ser

s5er Arg

Jrp

Leu

ser

185

Pro

Pro

Fhe

Pro

val

265

Thr

val

cys

Ser

Pro

345

val

Gly

ASp

Trp
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ASn
Gln
170
ser
ser
Cys
Leu
Glu
Glin
Lys
Leu
Lys
330
Ser
Lys
Gin

Gly

ain
410

ser

155

Ser

ser

Asn

Pro

Fhe

235

val

Phe

Pro

Thr

val

315

Ala

Glin

Gly

Pro

ser

395

Glu

Gly

5er

Ley ¢

Thr

Pro

220

Fro

Thr

Asn

Arg

val

300

Ser

Lys

Glu

Bhe

Gy

380

Phe

Gly

ala

Gly

Pro

Cys

Trp

&lu

285

Ley

AsN

Gly

phe

ASTE

teu

Leu

Thr
1490

. val

Pro

L¥S

yval

Tyr

270

His

Lys

Gln

I Met

350

Fro

AsSn

Ley

va1

Thr
175
Lys
Asp
Ala
Pro
val
255
val
Gln
Gin
Gly
Pro
335
Ser
Tyr
Tyr

fhe

415

Ser

160

Ser

Thr

Lys

Pra

Lys

240

val

AsSp

AsSp

Ley

320

ATy

Lys

Asp

Lys

ser

400

ser



40905

Cys Ser val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr G6in Lys Ser
430

420

Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys

<210> 17

<211> 326
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

435

<223> Chubi IG GAMMA-4 viing C - cai bién

<400> 17

Ala
1
Ser

Phe

Leu
65

Tyr

Arg

Gy

ASp

Asn

Trp

ser

Thr

Fro

Ser

Thr

val

Phe

Thr
130

val

; val

ser

Leu

Thr

ser

Glu

35

His

ser

Cys

Giu

Leu

115

Lew

ser

Gy

Thr

ASH

Lys

Gily

20

Pro

Thr

val

ASN

Sar

100

Gly

Mat

Gin

val

TYr

180

Gy

Gly

c

ser

val

phe

val

val

85

Lys

Gly

Ile

Glu

His A

165

ATG

Lys

Pro

Thr

Thr

Fro

Thr

70

AsSp

Tyr

pro

Ser

val

Glu

ser

ala

wva

Ala

55

val

His

Gly

ser

ATY
135

3 PEO

Ala

wval

Tyr

val

ala

ser

40

val

Fro

Lys

Pro

vai

120

Thr

Glu

Lys

s5er

Lys €

425

Phe

Pro
10

Leu Gly

25

Trp Asn

Lteu GIn

Ser ser
.75

Frog Ser

a0

Fro Cys

165

Phe Leu

pro Glu

val Gln

Thr

Lys
170

val Leu

185
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: Lys

Leu

Cys

ser

ser

Ser

Asn

Pro

Phe

vai

rPhe

155

Pro

Thr

val

ala

Leu

Gly

Ser

60

Leuy

Thr

Pro

Pra

Thr

140

Asn

Arg

Val

ser

Bro

val

Ala

45

Gly

Gly

LYE

Cy¥s

Pro

125

Cys

Trp

Gluy

Leu

ASnh

Cys
Lys
30

Leu
Leu
Thr
val
Pro
110
Lys
val

Tyr

Glu

Lys

Ser
15

ASD
Thr
Tyr
LYS
ASD
g5

Ala

Pro

val

val

Gln
175

s GIn

Gly

ATg

TYr

ser

Thre

80

Lys

Pro

Lys

Asp

Leu



Pro

Glu

225

AsT

1le

Thr

Arg

Cys

305

Leu

Ser

210

Pro

Glin

ata

thr

Ley

250

ser

s5er

<210> 18
<211> 51

<212> ADN
<213> Chudt nhét nha

<220>

195

ser

Gln

val

val

P

275

Thr

val

Leu

Iie

val

ser

Glu

260

Pro

val

Met

ser

Glu

Tyr

Leu

245

Trp

val

AsSp

His

Leu
325

Lys
Thr
230
Thr
Glu
ey
Lyvs
Glu
310

Gly

The
215
Leu
Cys
Ser
Asp
ser
295

ala
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200

Ile

Pro

Leu

ASn

ser

280

Ara

Leu

ger

Pro

val

Gly

AsSp

Trp

Lys Ala

ser Gln
235

Lys Gly

¢ln Pro

Gly Ser

cln Glu

; Asn His

315

LYS

220

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

300

Tyr

205
Gly
Glu
Tyr
Ash
Phe
28BS

ASht

Thir

GIn

Met

Pre

ASM

270

Leuy

val

Gin

<223> Viing bién ddi chudi ndng dwoc lam twong thich véi ngudi C2 HuVH AF 4 (CDR2)

<400> 18
agcatcaata gtaatggtgg tagcacctat tatccagaca gtgtgaaggg ¢ 51

<210> 19
<211>9
<212> ADN
<213> Chubt nhét nha

<220>

<223> Viing bién di chudi nang dwec lam twong thich véi ngudi C2 HuVH AF 4 (CDR3)

<400> 19

ggtgactac 9

<210> 20
<211> 49

<212> ADN
<213> Chudt nhéat nha

<220>

<223> Viing bién ddi chudi nhe dwoc 1am twong thich véi ngudi C2 HuVK 1 (CDR1)
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Pro

Thr

ser

235

Tyr

Tyr

Phe

Lys

ATQ

Lys

240

ASp

L¥3

ser

Ser

sar
320



<400> 20
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agatctagtc agagccttgt atatagtaat ggagacacct atttacatt 49

<210> 21

<211> 336
<212> ADN

<213> trinh ty nhan tao

<220>

<223> Chudi nhe bién ddi C2 Hu VK 1 dwgc lam twong thich véi ngudi nhan tao

<400> 21

gatatigtga
arcrottgea
tacctgcaga
Totagggree
agcagagtgy
tggacgtieg

<210> 22
<211> 657
<212> ADN

tgacccaatic Toractcie

gatctagtca gagectigta

agecaggoea grotocacag
cagacaggtt caqiggeagt
aguttgagge totgggantt
gecaaggcac caaggtggas

<213> trinh tw nhan tao

<220>

crgeotgrea cteotggtga goorgoctoc

tatagtaatg gagacaccia trtacattgg

ctcorgatet acaaagtire caaccgatty

ggatcagpga cagatticac actcaagato

tattactget Cctcaaagtac acatgricct

atcaaa

<223> Chudi nhe C2 dwoc lam twong thich v&i ngwdi nhan tao

<400> 22
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&0
120
180
240
300
336



gatartgtga
atctottgea
tacctocaga
tctggggicc
agcagagigg
tggacgrteyg
trcatgtrcc
crgaataact
tcgggtaact
agcagcaccc

gtcacccatce

<210> 23
<211> 321
<212> ADN

tgacccaatc
gatctagtea
agccaggeea
cdagacaggtt
aggctgagga
gccaaggeac
cgocdrctga
tcrareoceag
ctﬁaggagag
tgacgcrgag
agggcctgay

<213> Homo sapiens

<220>

40905

fccactetee
gagceettgta
gtctecacag
cagtggcagt
tgtgggagtt
caaggtggaa
tgagecagttg
agaggccaas
tgtcacagayg
caaaqcagac

ctegeecgte

ctgectgtca
tatagtaatyg
ctoctgatet
ggatcaggoa
tattactger
atcaaaagga
azatctggaa
gtacagtgya
caggatagea
tacgagazac

acaaagaget

ctcctggtga
gagacaccta
acaaagrric
cagétttcac
<tcaaagrac
ctgtggetge
crgocetctat
aggtggataa
aggacagcac
aczaagtcra

tcaacagogg

<223>Vung én dinh chudi nhe C2 dwoc lam twong thich véi ngwoi nhan tao

<400> 23

aggactgtgy ctgcaccatc tgtcttcatc tteccgecat ctgatgagca gtrgaaatcet
ggaactgeot ctgttgtgty cctgergaat
tggaaggtgy ataacgccct ccaatogggt
agtaaggaca geacctacag cotcageage

343aCacaaag tCtacgecty <gaagreace

agcrrcaaca gqugagagtg t

<210> 24
<211> 336
<212> ADN

<213> trinh tw nhan tao

<220>

aacttciate ccagagagge caaagtacag
aactcccagg agagtgtcac agagcaggac
accetgacge tgagcaaage agactacgag

Catcaggyee tgagetegee cgtcacaaag

<223> Chuéi ndng bién @i C2 HuVH AF dwoc lam twong thich véi ngudi nhan tao

<400> 24

-175-

gocigectee
tttacatigyg
caaccgatte
acrcaagatc
acargtrect
accatctgtc
tgtgtgocty
cgeactecas

ctacagecte

cgoctgogas:

agagtgt

60
120
18G
240
360
321

60
120
180
240
300
380
420
480
540
600
657



gaggrgeage
tcoctgtgcag
ccaggcaagg
ceiagacagtg
Lrgcaaatyga
tactggggcc
<210> 25

<211> 1317
<212> ADN

tggtegagtc
crrotggatt
gtctegaatt
tgaagggeey
acagtctgag

aaggcacoac

<213> trinh ty nhan tao

<220>

40905

tgggggaggc
cacrtrcagt
gatcgcaage
arttratLatc
aqctgaggac

tgtcacagte

ttagtgcago
agctatggea
atcaatagta
tecagagaca
accgeegrgt

tegtea

<223> Chubi ndng C2 dugc lam twong thich véi ngwdi nhan tao

<400> 25

gaggrgcage
tectatgeag
ccagygoaagy
ccagacagtg
ctgoaaatga
tactgggace
ttccceetgy
gtcaaggact
ggrgtgeaca
grgaccgge
cccageaaca
tgrecagcac
gacactcrca
gaagacccoy
acaaagoege
ctgcaccagg
cegtoctoca
tacacccige
grcaaagget
dacaactaca
aggcraaccey

catgaggetc

<210> 26

tggtcgagtc
cerotgygatt
gtctcgaatt
1gaaggoccg
acagtcrgag
dzfgraccac
cgeoctgoto
acttcceoga
cottooogge
cctocageag
ccaaggtgga
crgagrrect
tgatetoocyg

aggrocagtt

afgaccdgce
tggacaagag

tgoacadoca

t4ggggaggc
facrrIcagt
ggtcgcaage
attcaccatc
agctgaggac
tgtcacagtc
cagatcgace
accggtgacy
rgrcctacag
cttgggeacy
C3aagagagit
ogggggacaa

gaccecctgag

caggtggeag

Ctacacacag

ttagtgcage

atcaatagtra
tecagagaca
accgeegtot
tcctcagett
TCCgagagea
gtgtcgtgga
tocteagygac
aagaccraca
gagrccazatr
teagtottoo
gteacgigeg

gtggatggcg

gatrtccgacy
gaggggaatg

aagageotot

-176-

ctggagggte

cCtygagactc

tgrettgggt togocagget

atggtggtag

caccrattat

atgccaagaz ctccctgtac

attactgtge sagtgatgac

£tggaggglc
rgtetigggt
atggiggtag
atgccaagaa
arractgrgce
€Caccaaggg
cageogeeet
dActcaggegc
tCtactecet
cctgcaacgt
atgateooec

tgtteecoce

ccrgagactc
tegooagget
cacctattat
creoctgtac
aagtggtgac
coccatcogic
gguctgectg
cctyaccage
cagcagoyty
dAgateacaayg
grtgtccoeca

azaacccaan

tggTggtoga

Tctrcrcaty

coctgtetet

cgtoagecag
faatgocaag

CE

1™
ha}
]

cegt

1CCTE

IR

dadd

[

L]
[T

5

grecacaggry

§

T ogacctgllty

gcagooggag
cetctacagc
ctoogrgatg

gggtaaa

™

60
120
180
240
300
336

&0
188

300
360
420
480

- 540



<211> 981
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

40905

<223> Vling 4n dinh chudi ndng c2 dwoc lam twong thich v&i nguwdi nhan tao

<400> 26

gettoceacea agyggocoate ggrottcoce

ageacageoog
tggaactCcag
gaactotact
tacacctgea
aaatatgglc
tTCCtgtice

tgcgtygtog

ggcgtggagg ¢
cgrgtggrea «

tgcaaggter

gggcagcecc ¢

aaccaggrca
tggoagagea
gacggctcct
aatgtcttct
ctectecetgt

<210> 27

<211> 112
<212> PRT

ccctgggetg
gegeectygac
ceetcageag
acgragatca
ccoogrgtec
ccocaaaace

togacgtoag

a1gggeagcc

tettocteta

catgctecgt

ctotggotaa

<213> Chubt nhét nha

<400> 27

ccrggtcaag
cagcggegg
cgtyggtgace
caageocage
ccecatgececa
caaggacact
cCaguaagac
Caagacaaag

CQLCce

]

cac

i
™
£
[Ja]

LTCLOgLCC

L

wyrgoa

cctggecaaa

atC

Wy
]
l

ggagascaac
cageaggeta
gatgcargag

&

ctggogeoct
gactacttcc
o=Tar-Uad el & A o
gtgecctcca
zacaccaagg
gracctgagt
ctcatgatet
cecgaggrec
€Cgegggagg
Caggactggo
Teeategaga
ctgcoeccat
ggcttorace
tacaagacca
accgtggaca

gctctgeaca

-177-

gcrecagate
crgaaccggt
cggotgtect
gcagertggg
tggacaagag
TCCtgegggg
CCCgyatcee
agrtcaactg
agcagticaz
tgaacggcaa
aaaccatcic
cccaggagga
cragcgacat
cocoteccot
agagcaggtyg
accactacac

gacctecgag
gacggrgtcg
acagtcctca
Cacgaagace
agttgagtcc
accatcagre
tgaggtcacg
gtacgtggat

ggagtacaag
caaagecaaa
gatgaccaag
cgecgtogag
coregatce
9caggagggyg
acagaagage

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500

860

981



asp val val
1

Asp Gln Ala

Asn Gly As

35

Pro Lys iLeu

50

Asp Arg Phe

65

ser Arg val

Thr His val

<210> 28
<211> 112
<212> PRT

Met

Ser

20

Thr

Ley

Ser

Glu

Pro
1060

<213> Chudt nhat nha

<400> 28
Glu val Gln
i
ser

Leu Lys

Met Ser
35

Gly

ser Ile
50

Ala

Lys
85

Gly Arg

Leg GIn Met

Ala Ser Gly

<210> 29
<211> 336
<212> ADN

Leu

Leu

20

Trp

ASD

Phe

Asp
100

<213> Chuét nh&t nha

The

Iie

Tye

Ils

Gly

Ala

Trp

val

ser

vai

Ser

Thr

Ser

85

Tyr

Gin

ser

Ley

Tyr

Ser

70

Glu

The

Glu

Cys

Arg

Asn
Ile
70

Leu

Trp

Thr

Cys

His

ASp

the

Ser

&la

Gln

Gly

55

Ser

Lys

Gy

40905

Pro Leu Ser

10

Ser ser

Arg
25

Trp Tyr Lau

40

val Ser Asn

ser Gly Thr

val

Gly V@
a0

Leu

Gly Gly Gly

Gly Gly Gly

10

ala ser

25

Gly

Thr
40

Pro Asp

Gly Ser Thr

aArg 43N

ser Asp

30

Gln y ser

-178-

Ley

gin

Gin

Arg

»QS-D

75

Tyr

Lay

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Pro val

Ser Leuy

Lys Pro
45

Phe Ser

60

phe Thr

phe Cys

Lys Leu

val Ggln
Thr Phe
Arg Leu

45

Tyr Pro
60
Lys Asn

Ala Mot

Leu Thr

Ser

val

30

Gly

Gly

Ley

ser

Glu
110

Pro

SEr

30

Gy

ASD

Thr

Tyr

val
131¢

Leu
15

Ty
GIn
val
Lys
Gin
g5

Ile

Gly
15

Ser
Leu

ser

Ley

Gly
ser
ser
Pro
1

ser

Lys

Gly
Tyr
val
val
Tyr
80

Cys

ser



<400> 29

gatgttogtga
atcrcttgea
tacctgcaga
ctggoygtcc
agcagagtgg
Tggacgttog
<210> 30

<211> 417
<212> ADN

tgacccaaac
gatctagtca
agccaggeea
cagacagqtt
aggctgagga

gtggaggcac

<213> Chudt nhat nha

<400> 30

atgaagttgc
gtigtgatga
tcttgcagat
ctgeagaagc
ggggtcecag
agagtagagg
acgtrcagtg
<210> 31

<211> 336
<212> ADN

crattagget
cccaaactec
ctagtcagag
caggccagtc
acaggttcag
ctgaggatct

gaggcaccaa

<213> Chudt nhat nha

<400> 31

gaggtgcagc
toccrgtgoan
ccagacaaga
ccagacagrg
ctgcaaatga
tactggggec
<210> 32

<211> 408
<212> ADN

tggtggaglc
ccretggate
ggctggaatt
tgaagggeceg
geagrotgaa

aaggetreoeac

<213> Chu6t nhét nha

<400> 32

40905

tecactciet
gagecttgta
gtctccaaag
cagrggcagt
TCrgggagtt

caagctagaa

gttggtgerg
actorccetg
ccttgtatat
TCCaaagete
tggragtgga
gggagtttat

getagazatce

tgggggagge
cacttteagt
ggtcgcaage
attcaccate
gtctgaggac

tctcacagic

ctgccigtca
tatagtaatg
croectgarcy
ggatcaggga
rarrictget

atcaaa

atgttctgga
corgreagte
agtaatggag
ctgatctaca
tcagggacag
TTCTQCICLC

aaacqggcty

ttagigcagc
agctatggea
atcaatagta
tecagagaca
acagecdtgt

g o of -

-179-

gtcttggaga
gagacaccta
acazagritc
cagatticac

Ctraaagrac

tTCcCrgolte
ttggagatea
acacctatte
aagtrtccaa
atttLacace
aaagtacaca

atgoigeaco

Ctggagggrc
tgretigage
atggtggrag
atgecaagaa

attactgigge

tcaagcctec
tttacattgg
caaccgattt
actcaagatc

acargricet

cagcagtgat
agecteeate
acattggrac
ccgattitet
caagatcage
rgttcottgg

aactgta

ccrgaaacte
tcgocLagact
cacctatiat
cacccrgrac

aagtggtgac

&0
120
180
240
300
336

60
120
180
240
300
360
417



atgrasttsg

grgtagotgy
tagtgrageer
gacaagagge
‘gacagtgtga
caaatygagea

tggggccaag

ggytcagmrt

tggagtctgy
ctggattcac
tggaattggt
agygcrgatt
gtetgaagte

Oetcractot

40905

gritticert

gggaggotta
trtcagtage
cgcaagcate
caccatcuee
tgaggacaca

cacagtotec

greotiatet

gtgcagecty
tatggratgt
aatagtaaty
agagacaatg
gccatgtatt

TCagccaaaa

-180-

taaaaggrygt

gagggrocct
cttggatteg
gtggtagcac
ccaagaacac
actgtgcaag

cddCacce

ccaatgtgag

gagacteice
cragactoca
crattatcca
coctgtaccty

tggtgactac

60

120
180
240

300

360
408





