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Linh vee k¥ thuat dwgc dé cap

Sang ché d& cap dén khang thé khang tau lién két dic hiéu véi protein tau va mo

ta cach st dung khang thé nay.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Bénh Alzheimer, chiém khodng 50% céc dang sa st tri tué khéi phat, 12 mot
bénh thodi hoa dy than kinh so véi ty 16 khoi phat gia tang ké tir tudi 65 va n6 dang gia
ting nhanh chong trén toan thé gi6i khi dan sd gia di.

Nguoi ta tin rang nguyén nhan khéi phéat bénh Alzheimer chu yéu 1a do tich
tu dang tinh bot B, ting phosphoryl hoa protein tau, hodc téang san xuét dang tinh bot B
do presenilin 1. Trong sb nay, doc tinh t& bao than kinh gy ra do tich tu dang tinh bot
B duoc cho 1a nguyén nhan chinh gdy ra bénh sa st tri tué Alzheimer (Hardy AJ et
al., Science, 256, 184-185, 1992). Tuy nhién, khi thir nghiém giai doan III ddi voi
solanezumab, mo{t ng ci vién thudc méi cua Eli Lilly and Company cho bénh
Alzheimer d3 that bai, ngudi ta nhan thay rang doc tinh t& bao than kinh do tich tu dang
tinh bot B 1a khong dang ké. Do d6, su tap trung dugc dat vao y tudng rang su ting
phosphoryl héa bét thudng cua protein tau dong vai trd 1a nguyén nhan chinh gay ra

bénh Alzheimer.

Protein tau Ia protein lam 4n dinh vi 6ng ma 1a protein van chuyén vat chét té
bao. Protein tau ton tai v6i sdu dong dang trong co thé con ngudi va co nhiéu trong cac
té bao than kinh cua hé than kinh trung wong. Ngoai ra, trong truong hop dot bién xay
ra trong protein tau, dugc biét 14 protein tau bi phosphoryl héa qué mtre, cho pheép cac
dam rdi soi than kinh (NFT) bi tich tu bt thuong trong céc té bao than kinh, do d6 gay
ra bénh thodi hoa than kinh nhu sa sut tri tué va bénh Parkinson (Dong Hee Choi et

al., Brain & NeuroRehabilitation, 4, 21-29, 2011).

Tuy nhién, protein tau ciia nguoi gbdm 441 axit amin c6 rt nhiéu vi tri & d6 ¢6
thé xay ra bién ddi sau dich ma, diéu nay gay kho khin cho viéc tim thy, trong protein
tau, phan dich c6 tac dung ngan ngilra hogc diéu tri ching sa sut tri tué. Do nhiing thay

ddi khac nhau nhu vy, cling c6 nhitng kho khan trong viée phat trién chét tri lidu.
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Ban chét ky thuit ciia sing ché
Vén dé k¥ thuat

Theo d6, cic tac gia sang ché da nghién ciru dé phat trién chat tri liéu hiéu qua
cho bénh thoai hoa than kinh. Két qua 13, cac tAc gid sang ché da phat hién ra rang khang
thé ma lién két dic hidu v6i manh cia protein tau, trong d6 lysin thir 280 bi axetyl hoéa,
lam giam sy két tu cta protein tau. Ngoai ra, cac tac gia sang ché da phat hién ra rang
trong cac thir nghiém st dung m6 hinh dong vat duogc gy ra chimg sa sut tri tu€¢, mo
hinh dong vat ma khang thé duoc st dung thé hién chtrc ndng van dong va chie nang

nhan thirc dugc ci thién.
Giai phap cho vén dé

Dé giai quyét cac vAn dé trén, theo mot khia canh ciia sang ché, dugc d& xuét 1a
khang thé khéang tau hodc manh lién két khang nguyén cia nd, bao gbm (i) vung bién
dbi chudi ning (VH) bao gém CDR1 chudi ning c6 trinh ty axit amin dugc biéu thi béi
SEQ ID NO: 1, CDR2 chudi ning c6 trinh ty axit amin dugc biéu thi bai SEQ ID NO:
2 va CDR3 chudi ning c6 trinh ty axit amin dugc biéu thi béi SEQ ID NO: 3 va (ii)
vung bién ddi chudi nhe (VL) bao gdm CDR1 chudi nhe c6 trinh ty axit amin dugc biéu
thi bdi SEQ ID NO: 4, CDR2 chudi nhe c¢6 trinh ty axit amin duoc biéu thi bai SEQ ID
NO: 5 va CDR3 chudi nhe c6 trinh ty axit amin dugc biéu thi bdi SEQ ID NO: 6.

Theo mot khia canh khac cua sang ché, duge d& xuét 1a polynucleotit ma hoa
khéng thé khang tau hogc manh lién ket khang nguyén ctia n6, hodc vung bién ddi chudi
ning va/hodc vung bién doi chudi nhe cua khang thé khang tau.

Theo mdt khia canh khac cua sang ché, duoc dé xuét 1a vecto bi€u hién chua
polynucleotit n€u trén.

Theo mdt khia canh khac cia sang che, duge dé xuat 12 té bao cht ma vecto biéu
hién dugc dua vao do.

Vin theo mot khia canh khéc ctia sang ché, duge dé xuat 1a phuong phéap san
xuit khang thé khéng tau hodc manh lién két khang nguyén cta nd, phuwong phap nay
bao gdm budc nudi cdy té€ bao chu néu trén.

VAn theo mot khia canh khac cta sang ché, dugc dé xuat 1a thé lai c6 sO ndp luu

KCTC 14155BP.
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Van theo mot khia canh khéc clia sang ché, duoc phérn dé ngén ngura hodc diéu
tri bénh thodi héa thin kinh dwoc d& xuét, duge phim nay chira khang thé khéng tau

hoic méanh lién két khang nguyén cia n6 1am thanh phén hoat tinh.

Van theo mdt khia canh khac cla sang ché, ché pham dé chan doan bénh thoai
hoa thin kinh duoc dé xudt, ché phdm nay chira khang thé khang tau hodc manh lién két

khang nguyén cua no.

Van theo mot khia canh khac cla sang ché, kit dé phong ngira, didu tri hodc chan
doén bénh thoai hoa than kinh dugce d& xuét, kit ndy bao gdm khang thé hodc manh lién

két khang nguyén cua no, polynucleotit, vecto bicu hién, hodc té bao chu néu trén.
Hiéu qua c6 lgi cua sang ché

Khang thé khang tau theo sdng ché ¢6 thé lién két dic hiéu voi protein tau, trong
d6 lysin th 280 dugc axetyl hoa, va uc ché su két tu cta protein tau bét thuong. Ngoai
ra, trong trrong hop khéng thé khang tau theo sang ché duoc str dung cho md hinh dong
vat mic chiing sa sut tri tué, thi khang thé khang tau co thé cai thién chtrc nang van dong
va chirc nang nhan thirc ctia md hinh dong vat. Do do, khang thé khang tau theo sdng
ché ¢6 thé dugc stt dung mot cach thuan 1¢i dé phong ngira hodc diéu tri bénh thoai hoa
than kinh.

MG ta viin tit cac hinh vé

Fig. 1 minh hoa bing so d6 méanh protein tau K280-ac dugc didu ché theo mot
phuong an cua sang ché.

Fig. 2 la so dd ctia vecto biéu hién pET-21b-Tau (K18) dugc st dung theo mot
phuong 4n cua sang ché.

Fig. 3 minh hoa két qua ciia phan tich thdm tach Western duoc thyc hién dé xéc
dinh lién két gitta khang thé va manh protein K280-ac dé chon khang thé don dong lién
két dic hiéu véi manh protein K280-ac.

Fig. 4 minh hoa két qua cta thtr nghiém ELISA dugc thuc hién dé xac dinh lién
két gitta khéng thé va manh protein K280-ac dé chon khang thé don dong lién két dac
hiéu v4i manh protein K280-ac.

Fig. 5 minh hoa két qua cta tht nghiém dugc thyc hién dé x4c dinh xem liéu

khang thé da chon ADEL-YO01 c6 lién két v6i protein tau kiéu dai dugc axetyl hoa (Tau)
3
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va protein tau (Tau K280A) c6 axit amin thi 280 lysin dugc thay thé bang alanin hay
khong.

Fig. 6 minh hoa két qua ctia thtt nghiém dugc thuc hién dé xac dinh liéu protein
kiéu dai dugc axetyl hoa va protein tau kiéu dai khong dugc axetyl hoa c6 lién két dac

hidu v6i khang thé ADEL-Y01h_v01 hay khong.

Fig. 7 minh hoa céc gia tri hing s6 phan ly (Kd) dwoc do bang céch st dung hé
théng Octet® K2 dé x4c dinh 4i luc gitta khang thé ADEL-Y01m va manh protein K280-

ac.

Fig. 8 minh hoa két qua cita thit nghiém ELISA duoc thyc hién dé xac dinh lién
két gitta c4c khang thé ADEL-YO01h (v01 dén v12) va manh protein K280-ac.

Fig. 9 minh hoa cdc mirc biéu hién va céc kiéu mau cta protein tau (Tau5) va
protein tau dugc axetyl hoa (Tau-acK208) trong cac md nao ctia chudt binh thuong (kiéu

dai) va chudt sa sut tri tu¢ (Tau P301L) 4 thang tudi hodc 12 thang tudi.

Fig. 10 minh hoa phéc dd thtr nghiém dé xéc dinh tic dung cai thi¢n hanh vi dat
duogc khi str dung khang thé ADEL-YO01lm trong ndo that bang cach st dung md hinh

chudt bi gdy sa sut trf tué.

Fig. 11 minh hoa két qua cla thir nghiém x4y td (*** p <0,001), trong d6 khang
thd ADEL-Y01m dugc dua vio mo hinh chudt bi gay sa stt tri tu¢ qua duong trong nao
thét.

Fig. 12 minh hoa két qua ctia tht nghiém mé cung cht Y (* p <0,05) trong do
khang thé ADEL-Y01m dugc dua vao mo hinh chudt bi gly sa sut tri tué qua duong
trong ndo thit.

Fig. 13 minh hoa két qua cua thr nghiém mé cung nude trong do khang thé
ADEL-Y01m dugc dua vao mé hinh chudt bi gdy sa sut tri tu¢ qua duong trong nao that.

Fig. 14 minh hoa thoi gian ti€u tdn & trong mdi khu vuc trong thir nghiém mé
cung nude (** p <0,01), trong d6 khang thé ADEL-Y01m duoc dua vao mo hinh chudt
bi gy sa st tri tué qua dudng trong nao tht.

Fig. 15 minh hoa két qua cuia thir nghiém do bén kep (* p <0,05, ** p <0,01),
trong d6 khang thé ADEL-Y01m duoc dua vao md hinh chudt bi gay sa sut tri tu¢ qua

duong trong néo tht.
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Fig. 16 minh hoa phac db thir nghiém dé xé4c dinh tac dung cai thi¢n hanh vi dat
duoc khi st dung khing thé ADEL-Y01m trong mang bung bang cach sit dung md hinh

chudt bi gay sa sut tri tué.

Fig. 17 minh hoa két qua ctia thir nghiém x4y to (* p <0,05, ** p <0,01), trong
d6 khang thé ADEL-Y01m duoc st dung trong mang bung vao mo hinh chudt bi giy sa

sut tri tug.

Fig. 18 minh hoa két qua ctia thir nghiém mé cung cht Y (* p <0,05), trong do
khang thé ADEL-Y01m dugc st dung trong mang bung vao md hinh chudt bi gy sa

sut tri tug.

Fig. 19 minh hoa két qua cua thtt nghiém mé cung nudc, trong d6 khang thé

ADEL-Y01m dugc st dung trong mang bung vao md hinh chuot bi gay sa sut tri tu€.

Fig. 20 minh hoa thoi gian tiéu tdn & trong mdi khu vuc trong thr nghi€ém mé
cung nuéce (* p <0,05), trong d6 khang thd ADEL-Y01m dugc sit dung trong mang bung

va0 mo hinh chudt bi gdy sa sut tri tué trude khi thue hién tht nghiém mé cung nudc.

Fig. 21 minh hoa két qua cua céc thir nghiém két tia mién dich va tham tach
Western duoc thuc hién dé xac dinh lién két gitta khang thé ADEL-Y01m va protein tau
duogc axetyl hoa (Tau-acK280) biéu hién trong vo ndo va mo hoi hai ma cua chudt binh

thuong (kiéu dai) hogc mo hinh chudt bi gy sa sut tri tué (Tau P301L).

Fig. 22 minh hoa céc hinh anh dugc chup sau khi md nfo ctia ngudi gia binh
thudong va mo ndo cia bénh nhan mac bénh Alzheimer dugc nhuém héa md mién dich

bang cach st dung khang thé ADEL-Y01m.

Fig. 23A minh hoa két qua cta thir nghiém dugc thuc hién 8 x4c dinh muc biéu
hién ctia toan b protein tau (Tau5), protein tau duoc axetyl hoa (Tau-acK280), va dang
tinh bot B trong md ndo clia ngudi gia binh thuong hodc md ndo cua benh nhan mic

bénh Alzheimer.

Fig. 23B minh hoa két qua cua thir nghiém dugc thyc hién dé xac dinh lién két
gitta khang thé ADEL-Y01m va protein tau dugc axetyl hoa biéu hién trong md néo cua
ngudi gia binh thuong hodc mo néo cua bénh nhéan méc bénh Alzheimer (* p <0,05).

Fig. 24 minh hoa két qué cua thir nghiém dugc thuc hién 8 xac dinh muc biéu

hién cta toan b protein tau (Tau5), protein tau duogc axetyl hoa (Tau-acK280) va protein

5
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tau duge phosphoryl héa (pSer396) trong cdc md néo ciia chudt binh thuong, mo hinh
chudt bi gdy sa sut tri tué gy ra va md hinh chudt bi gy sa sat tri tué ma khang thé

ADEL-Y01m dugc dua vao chudt qua duong trong nao tht.

Fig. 25 minh hoa cic mirc biéu hién cta toan bd protein tau (Tau5) trong mo6 nao
ctia chu6t binh thuong, mo hinh chudt bi gy sa sit tri tué va mo hinh chudt bi gay sa
sut tri tué ma khéang thé ADEL-Y01m dugc dua vao chudt qua dudng trong nao that (*
p <0,05, *** p <0,001).

Fig. 26 minh hoa cdc mirc biéu hién cua protein tau dugc phosphoryl hoa
(pSer396) trong cac md ndo ciia chudt binh thuong, md hinh chudt bi gay sa sut tri tué
va mo hinh chudt bi gy sa sat tri tué¢ ma khang thé ADEL-Y01m duoc dua vao chudt
qua dudng trong ndo that (** p <0,01).

Fig. 27 minh hoa cac murc biéu hién cta protein tau dugc axetyl hoa (Tau-
acK280) trong md ndo cla chudt binh thudng, md hinh chudt bi gy sa sut tri tué¢ va mo
hinh chudt bi gay sa st tri tu¢ ma khang thé ADEL-Y01m dugc dua vao chudt qua

duong trong ndo tht.

Fig. 28 minh hoa céc hinh dnh cho thay cac mod ndo dugc nhudm mién dich voi
protein tau phosphoryl hoa (AT8, pT23 1), trong d6 cac mo ndo dugc 14y tir chudt binh
thuong, mo hinh chudt bi gdy sa sut tri tué va mo hinh chudt bi gay sa sut tri tué (Tau-
P301L-ADEL-Y01m) ma khang thé ADEL-Y01m duoc dua vao chudt qua dudong trong

nio that.

Fig. 29 minh hoa mirc biéu hién cua AT8 va protein tau dugc phosphoryl héa
(pT231) trong cac mo6 ndo clia chudt binh thudng, md hinh chudt bi gay sa sut tri tu¢ va
md hinh chudt bi gy sa sat tri tug (Tau-P301L-ADEL-Y01m) ma khang thé ADEL-

Y01m dugc dua vao chut qua dudng trong nao that (* p <0,05).

Fig. 30 minh hoa cdc muc biéu hién cua toan b protein tau (Taud), protein tau
duoc axetyl hoa (Tau-acK280), va protein tau dugc phosphoryl hoa (pT231) trong cac
mé nio ctia chudt binh thudng, md hinh chudt bi gdy sa sut tri tu¢ va mo hinh chudt bi
gy sa sut tri tué (Tau-P301L-ADEL-Y01m) ma khéng thé ADEL-Y01m dugc dua vao

chudt qua dudng trong mang bung.

Fig. 31 minh hoa murc biéu hién cua toan bd protein tau (Tau5) trong cadc md ndo

6
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ctia chudt binh thuong, moé hinh chudt bi gdy sa sut tri tué va md hinh chudt bi gy sa
sut tri tué ma khéang thé ADEL-Y01m dugc dua vao chudt qua duong trong mang bung
(* p<0,05).

Fig. 32 minh hoa cdc muc biéu hién cta protein tau dugc axetyl hoa (Tau-
acK280) trong cac md nio cua chudt binh thudng, mo hinh chudt bi gy sa sut tri tué va
md hinh chudt bi gy sa sut tri tué¢ ma khang thé ADEL-Y01m duoc dua vao chudt qua
duodng trong mang bung (* p <0,05).

Fig. 33 minh hoa c4c muc biéu hién cta protein tau dugc phosphoryl hoa (pT231)
trong cidc mod ndo cta chudt binh thuong, mo hinh chudt bi gdy sa sat tri tué¢ va md hinh
chudt bi giy sa sut tri tué ma khang th8 ADEL-Y01m dugc dua vao chudt qua duong
trong mang bung (* p <0,05).

Fig. 34 minh hoa murc biéu hién cta cac protein lién quan dén synap (PSD95 va
synapsin-1) trong cdc mo6 néo cia chu6t binh thuong, mé hinh chudt bi géy sa sut tri tué
va mo hinh chudt bi giy sa sit tri tu¢ ma khang thé ADEL-Y01m dugc dua vao chudt

qua duong trong ndo tht.

Fig. 35 minh hoa muc biéu hién ctia PSD95 trong cac md ndo cua chudt binh
thudng, mo hinh chudt bi gy sa sut tri tu¢, mo hinh chuot bi giy sa sut tri tué¢ ma khang

thd ADEL-Y01m duogc dua vao chudt qua duong trong nao thét (* p <0,05).

Fig. 36 minh hoa mirc bidu hién cua synapsin-1 trong cac md ndo cia chudt binh
thudong, mo hinh chudt bi gy sa sut tri tu¢, mo hinh chudt bi gay sa sut tri tu¢ ma khang

thé ADEL-Y01m dugc dua vao chudt qua dudong trong nao that (* p <0,05).

Fig. 37 minh hoa mirc biéu hién cia cac protein lién quan dén synap (PSD95 va
synapsin-1) trong cic md ndo ctia chudt binh thudng, mo hinh chudt bi gy sa sut tri tue
va md hinh chudt bi gly sa sut tri tué ma khang thé ADEL-Y01m dugc dua vao chudt
qua dudng trong mang bung.

Fig. 38 minh hoa mic bidu hién ctia PSD95 trong md ndo ctia chudt binh thuong,
mo hinh chudt bi gy sa sut trf tué¢ va mo hinh chudt bi gy sa sut tri tué ma khang thé
ADEL-Y01m dugc dua vao chudt qua duong trong mang bung (* p <0,05).

Fig. 39 minh hoa mac biéu hién cua synapsin-1 trong cdc md néo cua chudt binh
thuong, mo hinh chudt bi gy sa sut tri tué va md hinh chudt bi gy sa sit tri tué ma

7
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khang thé ADEL-Y01m dugc dua vao chuft qua dudng trong mang bung (* p <0,05).

Fig. 40 minh hoa két qué cua thir nghiém duoc thuc hién dé x4c dinh xem liéu
khang thé ADEL-Y01m c6 tham nhap vao cac md néo cia chudt binh thudng, mo hinh
chu6t bi gdy sa sut tri tué va md hinh chudt bi gdy sa sit tri tué ma khang thé ADEL-
Y01m dugc dua vao chudt qua dudng trong mang bung hay khong, va liéu khang thé c6

lién két véi protein tau hay khong.

Fig. 41 minh hoa phéc d thir nghiém dé xéc dinh tac dung cai thién hanh vi dat
dugc khi st dung khang thé ADEL-Y01m trong mang bung bang cach st dung mo hinh

chudt bi giy ra chiing sa sut tri tu¢ tudi gia.

Fig. 42 minh hoa két qua cua thir nghiém xay t0 (* p <0,05), trong d6 khang thé
ADEL-Y01m duoc st dung trong mang bung cho m6 hinh chudt bi gay ra chiing sa sut
tri tué tudi gia.

Fig. 43 minh hoa két qua cuia thir nghiém mé cung chit Y (* p <0,05) trong do
khang thé ADEL-Y01m dugc st dung trong mang bung cho md hinh chudt bi gay ra

chuing sa st tri tué tudi gia.

Fig. 44 minh hoa thoi gian tiéu tdn & trong mdi khu vyc trong thir nghiém mé
cung nude (* p <0,05) trong d6 khang thé ADEL-Y01m duoc st dung trong mang bung

cho md hinh chudt bi gy ra chimg sa sut tri tué tudi gia.

Fig. 45 minh hoa mirc biéu hién cta toan b protein tau (Taus), protein tau dugc
axetyl hoa (Tau-acK280), va protein tau dugc phosphoryl hoa (pT231) trong cac m6 ndo
ctia chudt binh thudng, md hinh chudt bi gy ra ching sa sut tri tu¢ tudi gia va mo hinh
chudt bi gy ra ching sa sut tri tué tudi gia trong d6 khang thé ADEL-Y01m dugc dua

vao qua dudng trong mang bung.

Fig. 46 minh hoa mirc biéu hién ctia toan bd protein tau (Tau5) trong cac mo6 nao
ctia chudt binh thuong, mo hinh chudt bi gy ra ching sa sut tri tué tudi gia va md hinh
chuot bi giy ra ching sa st tri tug tudi gia trong d6 khang thé ADEL-Y01m dugc dua
vao qua duong trong mang bung (* p <0,05, ** p <0,01).

Fig. 47 minh hoa mirc biéu hién cua protein tau dugc axetyl hoa (Tau-acK280)

trong cac md ndo cua chuot binh thuong, mo6 hinh chudt bi gay ra chimg sa sut tri tué

tudi gia va md hinh chudt bi gy ra ching sa sut tri tué tudi gia ma khang thé ADEL-

8
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Y01m duoc dua vao qua dudng trong mang bung (** p <0,01).

Fig. 48 minh hoa muc bidu hién cua toan bd protein tau duge phosphoryl hoa
(pT231) trong cac md ndo cua chudt binh thuong, mé hinh chudt bi gy ra ching sa sit
tri tué tudi gia va md hinh chudt bi gy ra ching sa sat tri tué tudi gia trong d6 khang

thd ADEL-Y01m dugc dua vao qua dudng trong mang bung (* p <0,05).

Fig. 49 minh hoa két qua cta thir nghiém duoc thuc hién d& xac dinh, d6i véi
mdi phén, cac két tu tau khong tan trong vo ndo ciia chudt binh thuong, md hinh chudt
bi gy ra chiing sa sut tri tué tudi gia va md hinh chudt bi gay ra chiung sa stt tri tué tudi

gia trong d6 khang thé ADEL-Y01m duoc dua vao qua dudng trong mang bung.

Fig. 50 minh hoa cac muc bidu hién cua hemagglutinin (HA), toan bd protein tau
(Tau5) va protein tau dugc axetyl hoa (Tau-acK280) ma dugc xac dinh bang thir nghiém
thAm tach Western dugc thuc hién sau khi dua cac té bao cho da dugc xt ly bang protein

tau axetyl hda qua budc phan giai.

Fig. 51 minh hoa muc biéu hién ctia hemagglutinin (HA), toan bo protein tau
(Tau5) va protein tau dugc axetyl hoa (Tau-acK280) ma dugc xéac dinh bang thir nghiém
thdm tach Western dugc thuc hién sau khi thu dugc moi truong té bao cho dugc xu 1y

bang protein tau dugc axetyl hoa.

Fig. 52 minh hoa cac Kkét tu protein tau ndi bao dugc xac dinh béng thtr nghiém
thdm tach Western duoc thuc hién sau khi st dung gidng chy té bao cho dugc xir ly bang
protein tau da axetyl hoa cho cac t& bao than kinh va dua céc té bao than kinh nay qua
budc phan giai sau 1 gio hodc 20 gio.

Fig. 53 minh hoa cac két tu protein tau ndi bao duoc xac dinh béng cac thu
nghiém tham tach Western va két tia mién dich sau khi st dung gidng céy té bao cho
dwoc xtt 1y bang protein tau da duge axetyl hoa cho cac t& bao than kinh va dua céac té

bao than kinh nay qua budc phan giai sau 1 gio hoac 20 gio.

Fig. 54 minh hoa tic dung rc ché tao hat protein tau (** p <0,01, #xk 1 <0,001)
dugc xac dinh béi FRET thuc hién sau Kkhi dua céc té bao cam bién sinh hoc Tau-RD-
P301S FRET qua budc xtt ly bang manh protein K280-ac hodc két tu cia n6 va khang
thé ADEL-Y01h01 vOl.

Fig. 55 minh hoa tdc dung Grc ché tao hat protein tau (** p <0,01) dugc xéac dinh
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bang su truyén nang luong cong huéng huynh quang (FRET) dugc thuc hién sau khi
dua céc té bao cam bién sinh hoc Tau-RD-P301S FRET qua budce xtt ly bang phan khong
tan Sarkosyl tir bénh nhén méc bénh Alzheimer va bang khéang thé ADEL-Y01h01 vO01.

Fig. 56 minh hoa cac hinh anh cho thiy cac mo ndo duge nhudm mién dich bang
khang thé khang ATS, trong d6 cic md néo dwoc tach chiét sau khi phan khong tan
Sarkosyl tir bénh nhén méc bénh Alzheimer dugc dua vao 16p CA1 & hoi hai ma bén

trai ctia chudt sa sut tri tué Tau-P301L (Ipsi: mot bén co thé, Contra: d6i bén).

Fig. 57 minh hoa céc hinh anh cho théy cac md ndo dugc nhudm mién dich béng
khang thé khang ATS, trong d6 cic md nio duoc tach chiét sau khi phan khong tan
Sarkosyl tir bénh nhéan méic bénh Alzheimer dugc dua vao 16p CAL & hdi hai ma bén

trai ctia chudt sa sut tri tué Tau-P301L (DG: hdi rang, EC: v ndo noi khiru).

Fig. 58 va 59 la biéu d6 cho théy mtc d6 cdc md ndo dugc nhudm mién dich
bang khang thé khang AT, trong d6 cac mo6 néo duoc tach chiét sau khi phan khong
tan Sarkosyl tir bénh nhén méc bénh Alzheimer dugc dua vao 16p CAl ¢ vung hai ma

bén trai ctia chudt sa sut tri tu¢ Tau-P301L (* p <0,05, ** p <0,01).

Fig. 60 minh hoa két qua cta thir nghiém Thioflavin-T dugc thyc hién dé xac
dinh céc thay dbi vé su két tu cia cac protein tau dugc axetyl hoa sau khi xtr ly protein

tau duogc axetyl hoa v6i khang thé IgG hodc ADEL-Y01m.

Fig. 61 minh hoa két qué cua thtr nghiém dugc thuc hién dé x4c dinh cac thay
dbi vé luong protein tau dugc axetyl hoa két tu (Tau-acK280) sau khi x{r ly protein tau
(K18), protein tau dugc axetyl hoa (K18 + P300), va protein tau dugc axetyl hoa két tu
(K18 + P300 + heparin) vi khang thé¢ ADEL-YO01m.

Fig. 62 1a bidu dd thé hién hoat dong cua lactat dehydrogenaza (LDH) c¢6 trong
chit ndi bé mit thu dugc sau khi cac t& bao thin kinh ¢6 ngudn gbe tlr chudt duoge xir ly
v6i khang thé IgG hodc ADEL-Y01m duge xu Iy bang céc két tu protein tau duoc axetyl
hoa (*** p <0,001).

Fig. 63 1a biéu dd thé hién kha nang sdng sot cua cac té bao than kinh thu duoc
sau khi c4c té bao than kinh ¢6 ngudn gdc tlr chudt duge xir Iy bang khang thé IgG hodc
ADEL-Y01m duoc xir Iy bang cac két tu protein tau dugc axetyl hoa (* p <0,05, *** p
<0,001).
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Fig. 64 1a bidu dd thé hién sy phéat huynh quang ctia HiLyte™ Fluor 488 cua tiéu
than kinh dém thu dugc sau khi tidu than kinh dém c6 nguén géc tr chudt duoc xtr ly
v6i khang thé IgG hogc ADEL-Y01m dugce xir Iy bang cac két tu protein tau dugc axetyl
hoa duge danh ddu HiLyte™ Fluor 488.

M3 ta chi tiét sang ché
Sau ddy, sang ché s& duoc mo ta chi tiét.

Theo mét khia canh, sang ché @& xuht khang thé khang tau hodc manh lién két
khang nguyén cua nd, chira vung bién dbi chudi ning (VH) bao gébm CDR1 chudi ning
c6 trinh ty axit amin dugc biéu thi boi SEQ ID NO: 1, CDR2 chudi ning c6 trinh ty axit
amin dugc biéu thi béi SEQ ID NO: 2 va CDR3 chudi ning c6 trinh ty axit amin dugc
bidu thi boi SEQ ID NO: 3 va viing bién d6i chudi nhe (VL) bao gdm CDR1 chudi nhe
¢6 trinh tu axit amin dugc biéu thi bdi SEQ ID NO: 4, CDR2 chudi nhe c6 trinh ty axit
amin dugc biéu thi bai SEQ ID NO: 5 va CDR3 chudi nhe ¢6 trinh ty axit amin dugc
biéu thi bai SEQ ID NO: 6.

Thuét ngit "khang thé" nhu duoc st dung & diy c6 nghia la protein mién dich ¢6
thé lién két véi khang nguyén, do do can thiép vao hoat dong cta khang nguyén hodc
loai bo khang nguyén. C6 nam kidu khang thé: IgM, IgD, IgG, IgA va IgE, va cac khang
thé nay chia céc chudi ning dugc tao ra boi cac gen vung khong dbi chudi nang, lan
lwot 14 p, 8, v, a va & Trong cac k¥ thuat sur dung khéang thé, IgG dugc su dung chu
yéu. IgG ¢6 bbn isotyp: IgG1, IgG2, IgG3 va 1gG4, va cac dic diém cAu tric va chirc

ning cta ching c6 thé khac nhau.

IgG tao thanh chu trac 6n dinh hinh chit Y (trong lugng phén tir: khoang 150
kDa) dugc tao thanh tlr hai protein chudi nang (khoang 50 kDa) va hai protein chudi nhe
(khoang 25 kDa). Trong khang thé, chudi nhe va chudi ning gbdm ving bién dbi ma trinh
tu axit amin ctia n6 khac nhau gitta khang thé nay voi khang thé khac va vung khong
ddi ma trinh tu axit amin cda no6 gidng nhau giita cac khang thé. C6 cac mién CH1, H
(ban 1&), CH2, va CH3 trong vung khong d6i ctia chudi ning. Mdi trong sd cac mién nay
bao gdm hai tAm P va cac mién duge ndi véi nhau théng qua lién két disulfua ndi phan
tir. Hai vung bién ddi cua chudi ning va chudi nhe dugc két hop dé tao thanh vi tri lién
két khang nguyén. Vitrilién két khang nguyén tdn tai trén mdi nhanh trong s6 hai nhanh
hinh chit Y. Phan c¢6 kha nang lién két v6i khang nguyén dugc goi la Fab (manh lién két
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cta khang thé), va phén khong lién két voi khang nguyén duoc goi la Fe (manh ¢ thé

két tinh). Fab va Fc dugc ndi v6i nhau thong qua vung ban 1 linh hoat.

Thuat ngit "CDR" nhu dugc st dung & ddy c6 nghia la vung siéu bién d6i, 1a vi
tri nAm trong ving bién dbi chudi nang va chudi nhe cia khang thé va c6 trinh tu axit
amin khac nhau gitta khang thé nay véi khéng thé khac, trong do vi tri nay lién két voi
khang nguyén. Trong cAu trac ba chidu ctia khang thé, CDR dugc hinh thanh ¢ dang
vong trén bé mit ctia khéng thé va dudi vong nay, viung khung (FR) tdn tai dé hd tro
CDR vé mit céu tric. C6 ba chu tric vong trong chudi ning, ba cAu tric vong trong
chudi nhe, va sdu céu tric vong cta ving nay dugc két hop vé6i nhau dé tiép xuc truc
tiép v6i khang nguyén.

Ving bién dbi chudi ning c6 thé bao gdm mdt trinh tu axit amin bét ky duogc
chon tir nhém gdm céc SEQ ID NO: 7 dén 11 va ving bién ddi chudi nhe co6 thé bao
¢dm mdt trinh tur axit amin bat ky dugc chon tir nhém ¢dm cac SEQ ID NO: 12 dén 15.

Ngoai ra, khang thé khéng tau hodc manh lién két khang nguyén ciia n6 co thé

12 bat ky loai nao dugc chon tir nhom sau:

khéng thé khing tau hodc manh lién két khang nguyén ctia nd chira vung bién dbi
chudi niing c6 trinh ty axit amin dugc biéu thi boi SEQ ID NO: 7 va vung bién d6i chudi

nhe ¢6 trinh ty axit amin dugc biéu thi bsi SEQ ID NO: 12;

khéng thé khang tau hodc manh lién két khang nguyén ctia nd chira vung bién dbi
chudi ning c6 trinh ty axit amin duoc biéu thi bdi SEQ ID NO: 8 va vung bién ddi chudi

nhe ¢6 trinh ty axit amin duge biéu thi boi SEQ ID NO: 13;

khéng thé khang tau hoac manh lién két khang nguyén cua né chira vung bién dbi
chudi ning c6 trinh ty axit amin dugc biéu thi bdi SEQ ID NO: 8 va vung bién ddi chudi
nhe ¢6 trinh ty axit amin dugc biéu thi bsi SEQ ID NO: 14;

khang thé khang tau hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 chtra vung bién ddi
chudi ning c6 trinh ty axit amin dugc biéu thi boi SEQ ID NO: 8 va ving bién ddi chudi
nhe ¢6 trinh ty axit amin duge biéu thi bsi SEQ ID NO: 15;

khang thé khang tau hodc manh lién két khang nguyén cua nd chira vung bién dbi
chudi ning c6 trinh ty axit amin dugc bicu thi boi SEQ ID NO: 9 va ving bién d6i chudi
nhe c6 trinh ty axit amin dugc biéu thi bai SEQ ID NO: 13;
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khang thé khang tau hodc manh lién két khang nguyén clia n6 chira vung bién do6i
chudi ning c6 trinh ty axit amin dugc biéu thi bdi SEQ ID NO: 9 va vung bién ddi chudi

nhe c6 trinh ty axit amin dugc biéu thi boi SEQ ID NO: 14;

khang thé khang tau hodc manh lién két khang nguyén ctia né chira ving bién do6i
chuBi ning c6 trinh tyr axit amin dugc biéu thi bsi SEQ ID NO: 9 va ving bién d6i chudi

nhe ¢6 trinh tu axit amin dugc biéu thi boi SEQ ID NO: 15;

khéng thé khéng tau hodc méanh lién két khang nguyén ctia n6 chira vung bién ddi
chudi ning c6 trinh ty axit amin dugc biu thi boi SEQ ID NO: 10 va ving bién ddi

chudi nhe c6 trinh ty axit amin dugc biéu thi bai SEQ ID NO: 13;

khang thé khang tau hoac manh lién két khang nguyén ctia n6 chira ving bién doi
chudi ning c6 trinh ty axit amin dugc biu thi boi SEQ ID NO: 10 va vung bién dbi

chudi nhe c6 trinh ty axit amin dugc biéu thi bai SEQ ID NO: 14;

khang thé khang tau hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 chira ving bién ddi
chudi ning c6 trinh ty axit amin dugc biéu thi béi SEQ ID NO: 10 va ving bién d6i

chudi nhe c6 trinh ty axit amin dugc biéu thi boi SEQ ID NO: 15;

khang thé khang tau hodc manh lién két khang nguyén clia n6 chira ving bién dbi
chudi ning c6 trinh ty axit amin dugc biéu thi bai SEQ ID NO: 11 va vung bién d6i

chudi nhe c6 trinh ty axit amin dugc biéu thi bai SEQ ID NO: 13;

khang thé khang tau hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 chira ving bién ddi
chudi ning c6 trinh ty axit amin dugc biéu thi boi SEQ ID NO: 11 va ving bién dbi

chudi nhe c6 trinh ty axit amin dugc biéu thi boi SEQ ID NO: 14; va

khang thé khang tau hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 chira ving bién ddi
chudi ning c6 trinh ty axit amin duoc biéu thi boi SEQ ID NO: 11 va vung bién ddi

chudi nhe c6 trinh tu axit amin duoc biéu thi boi SEQ ID NO: 15.

Trong trudng hop CDRI1, CDR2, va CDR3 cua vung bién d6i chudi nhe hoac
ving bién dbi chudi ning 12 gidng nhau, c6 thé bién ddi phan khung cta chung. Cu thé,
trinh tu axit amin ctia mot phan cta phan khung co thé dugc bién ddi dé tao ra khang
thé duoc 1am twong thich véi ngudi.

Trinh ty axit amin va cac SEQ ID NO. cua khang thé khang tau theo céc vi du

ctia sang ché duoc tdng két trong bang 1 va 2 dudi day.
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Bang 1
Tén ADEL TH-COR1 SEQIDNO | Vi-CDR2 | SEQIDNO VH-CORZ | SEQIDNO |
YO1mO 1
YOIhO1v01
YOThO1v02
YOThO1v03
YOIROTv04
VOIROIVOS | GDSITSGY 1 [RYSGRT 2 ASVYFTY 3
YO 1hO1v0G
YOO 10T
YOThU w08
YOThDv09
YO TR v 10
Y0 IhOIv1l
YOIhOv12 , ,
Tén ADEL VL-COR1 | SEQIDNO | ViL-CDR2 | SEQIDNO | VL-CDR3 | SEQIDNO
Y0 1mO1 '
YOThDIvO1
YOIhO1v02
YOThO1v03
 YOThOTvOA
YOThOTVOS | QSLLDSDGKTY 4 LVS 5 WOGSHEPYT | §
YOThO w06 :
YOThO1¥07
YO 1h1v08
YO 1RO 1v08
YO1h01v10
YOIh(v11
YOThOiv12 7” L
Béang 2
Tén ADEL |Trinh tw axit amin VH SEQ ID |Trinh ty axit amin VL SEQ ID
NO NO
Y01mO1 EVQLEESGPSLVKPSQTLSLT CSV 7 DVLMTQTPLTLSVTIGQPASI 12
TGDSITSGYWNWIRKFPGNKLEY SCKSSQSLLDSDGKTYLNW
MGYIRYSGRTYYNPSLKSRISITR LLQRPGQSPKRLISLVSKLDS
DTSKNQFYLQLISVTT EDTATYY GVPDRFTGSGSGTDFTLKIS
CASVYFTYWGQGTLVTVSS RVEAEDLGVYYCWQGSHFP
YTFGGGTKLEIK
Y01h01v01 |EVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCT 8 DVVMTQSPLSLPVTLGQPAS 13
VSGDSITSGYWNWIRQPPGKGLE ISCKSSQSLLDSDGKTYLNW
YIGYIRY SGRTYYNPSLKSRVTIS FQQRPGQSPKRLISLVSKLDS
RDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVY GVPDRFSGSGSGTDFTLKIS
YCASVYFTYWGQGTLVTVSS RVEAEDVGVYYCWQGSHFP
YTFGQGTKLEIK
Y01h01v02 EVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCT 8 DVVMTQSPDSLAVSLGERAT 14
VSGDSITSGY WNWIRQPPGKGLE INCKSSQSLLDSDGKTYLNW
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YIGYIRYSGRTY YNPSLKSRVTIS YQQKPGQSPKRLISLVSKLD
RDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVY SGVPDRFSGSGSGTDFTLTIS
YCASVYFTYWGQGTLVTVSS SLQAEDVAVYYCWQGSHFP

YTFGQGTKLEIK

Y01h01v03 |EVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCT §  |EVVLTQSPGTLSLSPGERATL| 15
VSGDSITSGY WNWIRQPPGKGLE SCKSSQSLLDSDGKTYLNW
YIGYIRYSGRTYYNPSLKSRVTIS YQQKPGQSPKRLISLVSKLD
RDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVY SGIPDRFSGSGSGTDFTLTIS
YCASVYFTYWGQGTLVTVSS RLEPEDFAVYYCWQGSHFP

YTFGQGTKLEIK

Y01h01v04 |EVQLQQSGPGLVKPSQTLSLTCA 9 |DVVMTQSPLSLPVTLGQPAS| 13
VSGDSITSGY WNWIRQSPSRGLE ISCKSSQSLLDSDGKTYLNW
WLGYIRYSGRTYYNPSLKSRITIN FQQRPGQSPKRLISLVSKLDS
RDTSKNQFSLQLNSVTPEDTAVY GVPDRFSGSGSGTDFTLKIS
YCASVYFTYWGQGTLVTVSS RVEAEDVGVYYCWQGSHFP

YTFGQGTKLEIK

Y01h01v05 |EVQLQQSGPGLVKPSQTLSLTCA 9 |DVVMTQSPDSLAVSLGERAT| 14
VSGDSITSGY WNWIRQSPSRGLE INCKSSQSLLDSDGKTYLNW
WLGYIRYSGRTY YNPSLKSRITIN YQQKPGQSPKRLISLVSKLD
RDTSKNQFSLQLNSVTPEDTAVY SGVPDRFSGSGSGTDFTLTIS
YCASVYFTYWGQGTLVTVSS SLQAEDVAVYYCWQGSHFP

YTFGQGTKLEIK

Y01n01v06 |EVQLQQSGPGLVKPSQTLSLTCA 9 |EVVLIQSPGTLSLSPGERATL| 15
VSGDSITSGY WNWIRQSPSRGLE SCKSSQSLLDSDGKTYLNW
WLGYIRYSGRTYYNPSLKSRITIN YQQKPGQSPKRLISLVSKLD
RDTSKNQFSLQLNSVTPEDTAVY SGIPDRFSGSGSGTDFTLTIS
YCASVYFTYWGQGTLVTVSS RLEPEDFAVYYCWQGSHFP

YTFGQGTKLEIK

Y0Th01v07 |EVILKESGPTLVKPTQTLTLICTV | 10 |DVVMTQSPLSLPVTLGQPAS| 13
SGDSITSGY WNWIRQPPGKALEY ISCKSSQSLLDSDGKTYLNW
LAYIRYSGRTYYNPSLKSRLTITR FQQRPGQSPKRLISLVSKLDS
DTSKNQVVLTMTNMDPVDTATY GVPDRFSGSGSGTDFTLKIS
YCASVYFTYWGQGTLVTVSS RVEAEDVGVYYCWQGSHFP

YTFGQGTKLEIK

Y0Ih01v08 |EVILKESGPTLVKPTQTLILICTV | 10 [DVVMTQSPDSLAVSLGERAT| 14
SGDSITSGY WNWIRQPPGKALEY INCKSSQSLLDSDGKTYLNW
LAYIRYSGRTYYNPSLKSRLTITR YQQKPGQSPKRLISLVSKLD
DTSKNQVVLTMTNMDPVDTATY SGVPDRFSGSGSGTDFTLTIS
YCASVYFTYWGQGTLVTVSS SLQAEDVAVYYCWQGSHFP

YTFGQGTKLEIK

Y0Ih01v09 |EVILKESGPTLVKPTQILILICTV | 10 |EVVLTQSPGTLSLSPGERATL| 13
SGDSITSGY WNWIRQPPGKALEY SCKSSQSLLDSDGKTYLNW
LAYIRYSGRTYYNPSLKSRLTITR YQQKPGQSPKRLISLVSKLD
DTSKNQVVLTMTNMDPVDTATY SGIPDRFSGSGSGTDFTLTIS
YCASVYFTYWGQGTLVTVSS RLEPEDFAVYYCWQGSHFP

YTFGQGTKLEIK

V0100190 |EVOLVESGGGLVQPGRSLRLSCT | 11 [DVVMTQSPLSLPVILGQPAS| 13
VSGDSITSGY WNWFRQAPGKGL ISCKSSQSLLDSDGKTYLNW
EYVGYIRYSGRTYYNPSLKSRFTI FQQRPGQSPKRLISLVSKLDS
SRDTSKNIAYLQMNSLKTEDTAV GVPDRFSGSGSGTDFTLKIS
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YYCASVYFTYWGQGTLVTVSS RVEAEDVGVYYCWQGSHFP
YTFGQGTKLEIK
Y01h01vil |EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCT | 11 |DVVMTQSPDSLAVSLGERAT| 14
‘ VSGDSITSGY WNWFRQAPGKGL INCKSSQSLLDSDGKTYLNW
EYVGYIRYSGRTYYNPSLKSRFTI YQQKPGQSPKRLISLVSKLD
SRDTSKNIAYLQMNSLKTEDTAV SGVPDRFSGSGSGTDFTLTIS
YYCASVYFTYWGQGTLVTVSS SLQAEDVAVYYCWQGSHFP
YTFGQGTKLEIK
Y0Ih01vi2 |EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCT | 11 [EVVLTQSPGTLSLSPGERATL| 15
VSGDSITSGY WNWFRQAPGKGL SCKSSQSLLDSDGKTYLNW
EYVGYIRYSGRTYYNPSLKSRFTI YQQKPGQSPKRLISLVSKLD
SRDTSKNIAYLQMNSLKTEDTAV SGIPDRFSGSGSGTDFTLTIS
YYCASVYFTYWGQGTLVTVSS RLEPEDFAVYYCWQGSHFP
YTFGQGTKLEIK

Cac trinh tu nucleotit cua khang thé khang tau theo cac vi du ctia sang ché duoc

tdng két trong bang 3 dudi day.

Béang 3
Tén ADEL Trinh ty nucleotit VH | Trinh ty nucleotit VL (SEQ ID
(SEQ ID NO) NO)
Y01mO1 16 X
Y01h01vO1 17 )
Y01h01v02 17 3
Y01h01v03 17 o
YO01h01v04 18 23
Y01h01v05 18 3
Y01h01v06 18 2
Y01h01v07 19 >
Y01h01v08 19 3
Y01h01v09 19 >4
Y01h01v10 20 7
Y01h0lv1l 20 3
Y01hOlvl2 20 24

Thuat ngit "ADEL-Y01m" dugc sur dung trong tai lidu nay dé cap dén khang thé

ctia chudt lién két ddc hiéu véi manh protein ma c6, trong trinh ty axit amin cta protein

tau duoc biéu thi bai SEQ ID NO: 25, phan trinh tur axit amin thir 275 dén 286, v6i axit
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amin thix 280 dugc axetyl hoa. Ngoai ra, thuat ngtt "ADEL-YO01h" nhu duoc st dung &
day ding dé chi khang thé thu dugc béng cach lam cho khang thé ADEL-Y01m twong
thich v&i nguoi.

Manh lién két khang nguyén cua khéng thé c6 thé 1a manh bét ky dugc chon tir
nhém gém Fab, scFv, F(ab')2 va Fv. Manh dé cap dén mién lién két khang nguyén ngoai
trir vung co thé két tinh (ving Fc¢) ma c6 chirc ndng (chirc nang thuc hién) dé truyén kich
thich do lién két v6i khang nguyén gay ra dén té bao, bd thé hodc twong tu va manh nay
¢6 thé bao gdm manh thé hé thit 3 ching han nhu khang thé mién don va khang thé nho.

Manh nay c6 uu diém 13 n6 c6 kha nang tham nhép tdt vao hang rao mau ndo vi
kich thuéc ctia manh nhé hon kich thude cua IgG cua cAu trac hoan chinh va né c6 chi
phi san xuét thip vi né co thé dugc tao ra & vi khuén. Ngoai ra, vi manh khéng thé thiéu
Fc, nén manh khang thé dugc st dung trong truong hop khong mong mubn chirc ning
truyén kich thich do lién két v6i khang nguyén dén té bao, bd thé hodc tuong tu. Manh
nay thich hop dé chin doén trong co thé song do thoi gian ban hiy trong co thé nguoi
ngén. Tuy nhién, trong trudng hop trong sé cac axit amin cu thanh khang thé, mot sd
axit amin bazo, axit hodc trung tinh dugc thay thé cho nhau, thi diém déng dién (pI) noi
tai ciia chinh khang thé c6 thé thay doi. Su thay dbi diém dang dién cta khang thé nhu
vay cO thé dan dén nhitng théy i nhu giam tac dung phu doc hai in vivo cua khang thé
hodc ting kha ning hoa tan trong nude. Do d6, trong truong hop khang thé diéu tri, khi

xem x¢ét 4i luc hodc dang cau tric ciia nd, ¢o thé st dung IgG ctia cau tric hoan chinh.

Ving bién dbi chudi ning cua khang thé khang tau hoic manh lién két khang
nguyén cta ching co thé ¢ trinh ty vung bién dbi chudi nang chira trinh ty axit amin
bit ky duge chon tir cac SEQ ID NO: 7 dén 11, hodc nd ¢6 thé c6 do twong dong 95%,
97%, 98% hodc 99% Vi trinh ty ving bién dbi chudi ning.

Vang bién dbi chudi nhe cua khang thé khang tau hodc manh lién két khang
nguyén cta no co thé ¢c6 trinh tu ving bién ddi chudi nhe chra mot trinh tu axit amin
bit ky dugc chon tir cac SEQ ID NO: 12 dén 15, holic n6 thé ¢6 do tuong ddng it nhét
95%, 97%, 98% hodc 99% vdi trinh ty ving bién dbi ciia chudi nhe.

Khang thé khang tau hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 ¢d thé c6 do tuong
dong it nhét 95%, 97%, 98% hodc 99% véi trinh tu vung bién ddi chudi ning chra mot
trinh ty axit amin bét ky dugc chon tir cdc SEQ ID NO: 7 dén 11 va v6i trinh ty vung
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bién ddi ctia chudi nhe chira mot trinh ty axit amin bét ky dugc chon tir cac SEQ ID NO:
12 dén 15.

C6 thé d& dang tao ra khang thé khang tau bang k¥ thuét diéu ché khang thé don
dong da biét. Khang thé don dong ¢ thé duoc tao ra bang cach thu thé lai str dung té
bao lympho B tir dong vat da duge gay mién dich hodc bing céch st dung k¥ thuét biéu
16 thé thuc khudn. Tuy nhién, phwong phép tao khang thé don dong khong bi gidi han &
do.

Theo mdt phuong &n cua sang ché, khang thé don dong clia khang thé khang tau
¢6 thé d& dang duoc tao ra bang cach chuan bi, duéi dang dong té bao lai, té bao lympho
B thu duogc bz"mg cach tiém, vao chudt, manh protein (K2 80-ac) ma co phﬁn trinh tu axit
amin th 275 dén 286 trong trinh ty axit amin cta protein tau kiéu dai c6 SEQ ID NO:

25, trong d6 axit amin thir 280 dugc axetyl hoa.

Theo mot khia canh khac cua sang ché, duoc dé xudt 1a polynucleotit ma hoa
khang thé khang tau hodc manh lién két khang nguyén cua no. Theo mot khia canh khac
clia sang ché, duoc dé xuét 1a polynucleotit ma hoa chudi ning hodc chudi nhe cua khang
thé bao gdm ving bién d6i chudi ning va ving bién d6i chudi nhe ctia khang thé khang
tau hodc manh lién két khang nguyén ctia n6. Cu thé, polynucleotit c6 thé bao gdm mot
trinh tu nucleotit bét ky dugc chon tir nhom gé)m SEQ ID NO: 16 dén 20 va/hodc mot
trinh tu nucleotit bat ky dugc chon tir nhém gom SEQ ID NO: 21 dén 24.

Polynucleotit c6 thé 12 loai bat ky duge chon tlir nhom sau:

polynucleotit bao gbm trinh ty nucleotit dugc biéu thi béi SEQ ID NO: 16
va/hodic trinh tu nucleotit duge biéu thi boi SEQ ID NO: 21

polynucleotit bao gbm trinh ty nucleotit dugc biéu thi bai SEQ ID NO: 17
va/hodc trinh tu nucleotit dugc biéu thi béi SEQ ID NO: 22;

polynucleotit bao gdm trinh tu nucleotit dugc biéu thi béi SEQ ID NO: 17
va/hodc trinh tu nucleotit dugc biéu thi bdi SEQ ID NO: 23;

polynucleotit bao gdm trinh ty nucleotit dugc biéu thi bang SEQ ID NO: 17
va/hodc trinh ty nucleotit dugc biéu thi bang SEQ ID NO: 24;

polynucleotit bao gdm trinh tw nucleotit duge biéu thi bdi SEQ ID NO: 18
va/hodc trinh tu nucleotit dugc biéu thi béi SEQ ID NO: 22;
18
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polynucleotit bao gdm trinh ty nucleotit dugc biéu thi béi SEQ ID NO: 18
va/hodc trinh tu nucleotit dugc biéu thi béng SEQ ID NO: 23;

polynucleotit bao gdm trinh tu nucleotit dugc biéu thi béi SEQ ID NO: 18
va/hodc trinh tw nucleotit duge biéu thi boi SEQ ID NO: 24;

polynucleotit bao gdm trinh tu nucleotit dugc biéu thi bdi SEQ ID NO: 19
va/hodc trinh tu nucleotit dugc biéu thi béng SEQ ID NO: 22;

polynucleotit bao gbm trinh ty nucleotit dugc biéu thi bdi SEQ ID NO: 19
va/hoic trinh tu nucleotit duge biéu thi boi SEQ ID NO: 23;

polynucleotit bao gdm trinh ty nucleotit dugc biéu thi bdi SEQ ID NO: 19
va/hoic trinh tu nucleotit dugc biéu thi bdi SEQ ID NO: 24;

polynucleotit bao gém trinh tu nucleotit dugc biéu thi bdi SEQ ID NO: 20
va/hoic trinh tu nucleotit dugc biéu thi bai SEQ ID NO: 22;

polynucleotit bao gé)m trinh tu nucleotit dugc biéu thi béng SEQ ID NO: 20
va/hoic trinh ty nucleotit dugc biéu thi bang SEQ ID NO: 23; va

polynucleotit bao gém trinh tu nucleotit dugc biéu thi béi SEQ ID NO: 20
va/hoic trinh tu nucleotit duge biéu thi boi SEQ ID NO: 24.

Polynucleotit ¢6 thé dugc bién doi bang cach thay thé, x6a hodc chén vao it nhét
mot bazo, hodc két hop ctia ching. Trong trudong hop trinh tu nucleotit duoc didu ché
bang phuong phap tdng hop hoa hoc, ¢6 thé st dung cac phuwong phap tbng hop da biét
trong linh vuc nay, chéng han nhu cac phwong phap dugc md ta trong Engels and
Uhlmann, Angew Chem IntEd Engl., 37: 73-127, 1988. Cac phuong phéap nhu vay c¢6
thé bao gdm cac phuong phép trieste, phosphit, phosphoramidit va H-phosphat, PCR va
cac phuong phéap mdi tur dong khac, tdng hop oligonucleotit trén gid do rdn, va cac

phuong phép tuong tu.

Van theo mot khia canh khac cta sang ché, dugc d2 xuét 13 vecto biéu hién bao
gdm polynucleotit. Vecto bidu hién c6 thé 1a ADN plasmit, ADN thé thuc khuin hogc
tuong ty va no cling co thé bao gém céc plasmit dugc phat trién thuong mai (pUCI18,
pBAD, pIDTSAMRT-AMP, va tuong tu), plasmit cd ngudn gbc tr E. coli
(pYG601BR322, pBR325, pUC118, pUC119, va tuong tw), plasmit c6 ngudn gbe tir
Bacillus subtilis (pUB110, pTP5, va tuong tu), plasmit ¢c6 ngudn gbe tur ndm men
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(YEpl3, YEp24, YCp50, va twong ty), ADN cua thé thuc khuén (Charon4A,
Charon21A, EMBL3, EMBL4 , Agt10, Agtl1, AZAP, va tuong tu), vecto virut dong vat
(retrovirut, adenovirut, virat vicxin, va tuong tu), vecto virat con trung (baculovirut),
va twong tu. Trong vecto biéu hién, mirc biéu hién, sy bién ddi, va tuong tu cta protein
thay dbi tuy thudc vao t& bao chu, do d6, ngudi ta uu tién chon va st dung té bao chu

phu hop nhét cho muc dich.

Van theo mot khia cvanh khéc cia sang ché, dugc d& xut 12 té bao chu chira vecto
biéu hién. Té bao chii cho té bao dugc bién nap c6 thé bao gdbm, nhung khong gic’yi. han
&, t& bao co nguén géc tir dong vat c6 vu, thuc vat, con trang, ndm hodc vi khuén. C6
thé st dung té bao clia dong vat co Vi, té bao CHO, € bao F2N, té bao CSO, té bao
BHK. té bao u melanin Bowes, té bao HeLa, té bao 911, té bao AT1080, t& bao A549,
6 bao HEK 293, té bao HEK293T ho#ic tuong tu; tuy nhién, céc t€ bao cia dong vat ¢6
vii khong bi gi6i han & d6. Bat ky t€ bao nao ma nhitng nguoi ¢6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc nay da biét va c6 thé duoc st dung 1am té bao vat chi cua dong vat c6 vi

déu c6 thé duoc st dung.

Ngoai ra, trong truong hop vecto biéu hién dugce dua vao té bao chu, co6 thé st
dung cac phuong phap sau: két tia CaCly, phuwong phap Hanahan, trong do chét khtr goi
a dimetyl sulfoxit (DMSO) dugc sir dung két hop véi két tiia CaCl, dé ting hidu sudt,
xung dién, két tia canxi phosphat, dung hop thé nguyén sinh, khudy tron bang céach su
dung s¢i silic cacbua, bién nap qua trung gian Agrobacterium, bién nap qua trung gian

PEG, dextran sulfat, lipofectamin, bién nap qua trung gian hut Am/Gc ché, va tuong tu.

Van theo mot khia canh khac cta sang ché, duoc d& xuét 1a phuong phap tao ra
khang thé hoic manh lién két khang nguyén cua nd, phwong phap nay bao gdm bude
nuoi cdy té bao chu. Cu thé, phuwong phép san xuét c6 thé bao gdm cic bude i) nudi chy
6 bao chi dé thu duge dich nudi cdy va ii) thu gom khang thé hogc manh lién két khang
nguyén clia né tr mdi trudong nudi céy.

Budc nudi cly té bao chii c6 thé duge thye hién bang cac phuong phap da biét
trong linh vuc nay. Cu thé, viéc nudi cly ¢o thé duge thuc hién trong quy trinh theo mé
hodc duoc thyc hién lién tuc trong quy trinh mé cép hoac mé cép lap lai.

Budc thu gom khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 tir moi truong
nudi cdy co thé duogc thuc hién bang cach st dung cac phuong phap da biét trong linh
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vuc nay. Cu thé, viéc thu gom c6 thé duoc thuc hién voi cac phuong phéap bao gbm ly
tam, loc, chiét, phun, siy kho, bay hoi, két tia, két tinh, dién di, hoa tan phan doan (vi
du, két tha amoni sulfat), sic ky (vi dy, trao ddi ion, ai luc, ky nudc, hodc sic ky loai trur

kich thuégc), va cac loai tuong tu.

Van theo mdt khia canh khac cua sang ché, duoc d8 xudt 1a thé lai c6 s6 ndp luu
KCTC14155BP. Thé lai c6 s6 ndp lvu KCTC14155BP c6 thé tao ra ADEL-YOIm. Péi
v6i ADEL-YO1m, tham chiéu dén phin mo ta & trén vé khang thé khang tau hodc manh
lién két khang nguyén cia no. VAn theo mot khia canh khac cua sang ché, dugc pham
duoc dé xuét dé ngan nglra hodc diéu tri bénh thoai hoa than kinh, dugc phém nay chua,
Jam thanh phan hoat tinh, khang thé khang tau hodc manh li€n két khang nguyén cta
no.

Banh thodi hoa than kinh c6 thé 1a bénh vé than kinh duoc didu tiét boi protein
tau. Cu thé, bénh vé thin kinh dugc didu tiét bdi protein tau c6 thé 1a bénh 1y tau, bénh
ly tau nguyén phat do tudi gia, bénh ndo do chin thuong man tinh, bénh liét siéu nhan
tién trién, thoai hoa v6 ndo hach day, sa sut trf tué tran-thai duong, bénh Lytico-Bodig,
bénh Parkinson, viém mang ndo xo cing ban cép, bénh nio do chi, bénh xo cling cu, u
hach, u bach ciu, u mang ndo, viém ndo xo cing ban cép, bénh Hallervorden-Spatz,

hoic bénh ly tich tu lipofuscin.

Ngodi ra, bénh 1y tau c6 thé 1a bénh Alzheimer (AD), bénh bai liét tién trién
(PSP), thoai hoa v6 ndo hach day (CBD), bénh Pick (PiD), nhom cac roi loan lién quan
duoc goi chung 1a sa sat tri‘tué tran-thai duong vé6i bénh Parkinson lién quan dén nhiém
séc thé 17 (FTDP- 17), bénh x0 cling teo co mot bén (ALS), bénh Creutzfeld-Jakob
(CJD), bénh sa sut tri tu¢ chan thuong ndo (DP), bénh Gerstmann-Straussler-Scheinker

(GSSD), bénh thé Lewy, bénh ndo ch4n thuong mén tinh (CTE) hodc bénh Huntington.

Dugc phém ¢6 thé con chira mot hodc nhidu chat duoc chon tir nhém bao gém
chit mang, chét pha lodng va chit bd trg duge dung. Cac chit mang thich hgp cho dugc
phim 1a da biét v6i nhitng ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay va c6 thé
bao gdm, nhung khong gidi han &, protein, dudng, va cac chét twong tu. Chét mang c6
thé 1a dung dich nu6c hodc khong chira nudc, hon dich va nhii twong. Vi du v& chét
mang 14 dung dich khong chira nuée ¢6 thé bao gdm propylen glycol, polyetylen glycol,

diu an nhu dau 6 liu va este hitu co tiém dugc nhu etyl oleat.
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Vi du v& chit mang 1a dung dich nuéc co thé bao gdm nuéc, dung dich con/nuée,
nhil trong hoic hdn dich bao gdm dung dich nudce mudi va mdi truong dém. Vi du vé
chét mang dé ding ngoai duong tiéu hoa co thé bao gdm dung dich natri clorua, dextroza
Ringer, dextroza va natri clorua, Ringer lactat hoa hodc dau ¢b dinh. Vidu vé chit mang
@& tiém tinh mach c6 thé bao gdm chét bd sung dién giai nhu chét bd sung dua trén
dextroza Ringer, chét 16ng va chit bd sung dinh dudng. Ngoai ra, cac chét bao quan va
céc chit phu gia khac nhu chit khang khuén, chét chéng oxy hoa, chét tao chelat va khi
tro cling co thé c¢6 mit. Cac chit bao quan dugc wu tién co thé bao gém formalin,

thimerosal, neomyxin, polymyxin B va amphoterixin B.

Dugc phém c6 thé con chira chét bd tro (chét didu hoa mién dich hodc chat dinh
vi mién dich). Chét bd tro dung dé chi hop chit hodic hdn hop gitip ting cudng dap ing
mién dich va/hodc ting tdc do hap thu sau khi tiém, va né c6 thé bao gom chét ting toc
hép thu bt ky. Céc chit bd trg dwoc chdp nhén co thé bao gdm, nhung khong gi6i han
&, t4 duge hoan chinh cua Freund, ta duoc khéng hoan chinh ctia Freund, saponin, gel
khoang nhu nhom hydroxit, chét hoat dong bé mat nhu lysolexithin, polyol pluronic,
polyanion, peptit, diu hoidc nhii twong hydrocacbon, hemocyanin cua keyhole limpet

(KLH), dinitrophenol, va tuong tu.

Duoc phdm c6 thé duoc st dung thong qua duong dung bt ky duoc lya chon tir
nhém bao gém trong ndo, ndo thét, trong mang bung, qua da, trong co, frong mang cung,
trong tinh mach, du6i da va dudng miii, va tdt hon 1a dung qua duong trong ndo, trong

nio that, trong mang ctng, hodc trong mang bung.

Cu thé, viéc dung trong ndo, trong néo that, hodc trong mang ctng ¢ thé hiru
ich vi khong can quan tAm dén van dé tham nhép hang rdo mau nio (BBB). Ngoai ra,
viéc dung trong ndo co thé duoc str dung trong truong hop mudn biét tic dung cua thude
trén mot vung nhit dinh trong ndo bang céach dua truc tiép mot lugng nhod thude vao
vung d6. Dung trong ndo thét 1a phuong phap dua thudc vao ndo thét, va no ¢ thé dugce
st dung trong truong hop mudn biét tic dung cta thudc trén toan bd ving ndo. Ngoai
ra, dung trong mang ctmg la phuong phap tiém thudc vao éng tiy sdng bang céch dua
kim vao khoang tréng xung quanh tiy sbng gifta hai d6t séng & phén dudi cua cot sdng,

va n6 ¢6 thé duge st dung trong truong hop thudc 13 can thiét dé cung cép tac dong
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nhanh chéng hoic cuc bd 1én ndo, tiy song hodc cac 16p mo (mang nio) bao phu nio

hodc tiy song.

Theo mot phuong 4n cia sang ché, khang the theo sang ché c¢6 chirc nang nhan
thitc, chirc nang van dong dugc cai thién hi¢u qua & mo hinh dong vat bi sa sut tri tué

thong qua st dung trong mang bung cling nhu str dung trong néo tht.

Dugc phém duoc st dung véi lugng c6 dugce hicu. Thuat ngit "luong c6 dugc
hiéu" nhu duge sir dung & ddy c6 ngha 1a lugng du dé duoc phédm thé hién téc dung
didu tri ma khong gay ra tac dung phu hodc cac dap ing mién dich nghiém trong hodc
qua mirc. Mac do cia lugng hiéu qua co thé khac nhau tuy thudc vao cac yéu té khac
nhau bao gém rbi loan can dugc diéu tri, mirc do nghiém trong cua roi loan, hoat tinh
ctua hop chét cu thé, duong dung, tdc d6 loai bé protein, thoi gian diéu tri, thube duogc
stt dung két hop hodc dbng thoi voi protein, do tudi, can ning, gidi tinh, thoi quen an

udng, tinh trang strc khée chung cta ca thé va cac yéu t§ da biét trong linh vuc y té.

Liéu cta duogc phém duogc xac dinh mot cach mong mudn dua trén do tudi, gidi
tinh, tinh trang ctia bénh nhéan, muc d hép thu thanh phén hoat tinh trong co thé, tdc do
bat hoat va céc thudc dugc st dung két hop. Dugc phém c6 thé dugc str dung vdi lugng
tr 0,0001 mg/kg (trong luong co thé) dén 300 mg/kg (trong luong co thé) dya trén khang

thé hozc manh lién két khang nguyén cua no.

Theo mot khia canh khéc cta sang ché, con duge dé xuét 12 phuong phéap ngan
ngura hodc diéu tri bénh thoai hoa than kinh, phuong phap nay bao gdm budc st dung
khang thé khang tau hodc méanh lién két khang nguyén ctia né cho ca thé du kién s& phat

trién bénh thodi héa than kinh hodc da phat trién bénh thodi hoa thén kinh.

Khang thé khang tau hodc manh lién két khang nguyén cua no 12 nhu duge mod
ta o trén.

Lidu cua khang thé khang tau hoic manh lién két khang nguyén cia no thay do6i
trong pham vi tuy thudc v2o can nang, o tudi, gioi tinh, tinh trang stc khde cta bénh
nhén, ché do an udng, thoi gian ding thudc, phuong phap ding thubc, toc do bai tiét va
mirc d6 nghiém trong cua bénh. C6 thé dung mot lidu duy nhat véi lugng khoang tir
0,001 mg/kg dén 300 mg/kg hang ngay hodc hang tudn. Lugng hiéu qua cé thé duoc
quyét dinh theo quyét dinh cta bac si diéu tri cho bénh nhén.
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Lugng hiéu qua cua khang thé khéang tau hodc manh lién két khang nguyén cua
n6 c6 thé thay doi tiy thudc vao cac yéu t6 khac nhau nhu tudi tac, cAn ning, ddc diém
va murc d6 triéu chimg ctia bénh nhan, céc loai phuong phap didu tri hién thoi, s6 lugng
diéu tri, dang liéu va duong dung, va co thé d& dang dugc xac dinh bdi nguoi co hiéu

biét trung binh trong linh vuc lién quan.

Khang thé khang tau hodc manh lién két khang nguyén cua né co thé duoc st
dung cung véi hodc tudn tu v6i thanh phan dugc Iy hogc sinh 1y dugce dé cap & trén, va
né cling c¢6 thé duoc st dung két hop véi chét tri liéu thong thuong bd sung, trong do
khang thé khang tau hogc manh lién két khang nguyén cta né cé thé duoc st dung tuan
tir hodic ddng thoi v6i cht tri liéu thong thuong. Vige st dung nhu vay 6 thé 12 stir dung
don 1é hoac st dung nhidu 13n. Can nhéc tit ca cac yéu t§ trén, diéu quan trong la sur
dung mot luong ma la lugng ti thiéu va cho phép dat duogc higu qua tdi da ma khong
¢6 tac dung phy, va lugng nay co thé duoc xé4c dinh dé dang bdi ngudi c6 hiéu biét trung

binh trong linh vuc nay.

Van theo mot khia canh khac cua sang ché, ché phém dugc dé xuét dé chén doan
bénh thoai héa than kinh, ché phdm nay chtra khéng thé khang tau hogic manh lién két
khang nguyén ctia n6. Khang thé khang tau ¢ thé 1a khang thé lién két v6i protein tau

da duge bién ddi. Cac khang thé duge mo ta & trén.

Cu thé, da xac dinh dugc rang viéc axetyl hoa axit amin thu 280 trong trinh tu
axit amin cua protein tau gay ra sy két tu tau va bénh v& than kinh duoc diéu tiét boi
protein tau. Khang thé khang tau hodc manh lién két khang nguyén ctia no lién két voi
epitop chira axit amin thir 278 dén 284, voi axit amin thir 280 dugc axetyl hoa, trong
trinh ty axit amin cua protein tau duoc biéu thi bai SEQ ID NO: 25, va do do, khang thé
khang tau hodc manh lién két khang nguyén co thé duge str dung dé chan doan bénh

than kinh duoc diéu tiét béi protein tau higu qua hon.

Trong trudng hop sir dung khang thé, cac thir nghiém dé xac dinh lugng protein
tau da bién ddi lién két v6i nod bao gom, nhung khong gi6i han 0, phuong phap thAm
tach Western, thit nghiém hép thy mién dich lién két véi enzym (ELISA), thir nghiém
phong xa (RIA), khuéch tan phong xa, khuéch tan mién dich Ouchterlony, dién di mién
dich nhanh, nhu¢m mo mién dich, thtr nghiém két tha mién dich, thir nghiém ¢b dinh bd
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thé, dung cu phan loai té bao hoat hoa huynh quang (FACS), phuong phap chip protein,

va tuong tu.

Van theo mdt khia canh khac cia sang ché, duoc dé xuét 12 kit dé ngan ngira,
didu tri hodc chin doan bénh thodi hoa than kinh, kit nay bao gdm khéng thé khéng tau
hodc manh lién két khang nguyén cta no, polynucleotit, vecto biéu hién, hodc té bao

chd.

Van theo mot khia canh khac cua sang ché, kit chin doan cho bénh thoai hoa than
kinh duoc dé xuét, kit nay bao gdm khang thé khang tau hodc manh lién két khang

nguyén cua no.

Kit nay co thé duogc st dung dé do mirc biéu hién cua protein tau da dugc bién
i tir mAu ciia mot ¢ thé, dé chén doén bénh thodi héa than kinh. Ngoai ra, khang thé
cling nhu ché phém, dung dich hoac thiét bi bao gém mot hoac nhiéu thanh ph?m khac
va phi hop v6i phuong phap thir nghiém c6 thé duoc dua vao do dé do muc biéu hién

cta protein tau déd bien doi.

Mau c6 thé dugc phan 14p tir mot ca thé bing cach st dung quy trinh da
biét. Thuat ngt "mAu" nhu dugc sir dung & ddy bao gdm, nhung khong giéi han ¢, mau
chéng han nhu mo, té bao, mau va huyét tuong, mdi mau c6 mot mirc biéu hién khac

nhau cua protein tau da dugc bién dbi va twong tu.

Ngoai ra, budc do protein co thé duoc thuc hién bang phuong phap tham tach
western, ELISA, thir nghiém mién dich phong xa, khuéch tan mién dich phong xa,
khuéch tan mién dich Ouchterlony, dién di mién dich nhanh, nhu¢m moé mién dich, thir
nghiém két tia mién dich, thir nghiém c¢b dinh bd thé, FACS hodc phuwong phép chip
protein. Tuy nhién, sang ché khong bi gidi han & do.

Théng qua cac phuong phap thir nghiém trén, c6 thé so sanh lugng phtrc hop
khang nguyén-khang thé dugc hinh thanh trong d6i chimg binh thuong véi lugng phire
hop khang nguyén-khang thé dugc hinh thanh trong ca thé va dé xac dinh bénh vé than

kinh duoc didu tiét boi protein tau.

Thuét ngit "phttc hop khang nguyén-khang thé" nhu dugc st dung 6 day c6 nghia
12 su két hop cta protein tau dugce bién ddi véi khang thé d3c hiéu ctia n6 va luong phirc

hop khang nguyén-khang thé duoc tao thanh co6 thé dugc do dinh lugng thong qua kich
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thuéc tin hiéu ctia nhan phat hién. Nhan phat hién nhu vay co thé duoc chon tir nhém
gdm céc enzym, chit huynh quang, phéi ti, chét phét quang, vi hat, phan tir oxy hoa
khtt va ddng vi phong xa, nhung khong nhAt thiét phai gi6i han ¢ d6. Trong trudng hop
st dung enzym lam nhan phét hién, cac enzym ¢6 sin bao gom B-glucuronidaza, B-D-
glucosidaza, p-D-galactosidaza, ureaza, peroxidaza, kiém phosphataza, va cac loai
“twong ty. Cac phéi tr bao gém, nhung khong gidi han ¢, cac dAn xuit biotin, va céc chét

tuong tur.

Vin theo mot khia canh khéc cta sang ché, dugc dé xuat 1a viéc st dung khang
thé khang tau hodc manh lién két khang nguyén ctia né dé ngan ngura hodc diéu tri bénh

thoai héa than kinh.

VAn theo mdt khia canh khac cta sang ché, duogc dé xuét 13 viéc st dung khang
thé khang tau hodc manh lién két khang nguyén cia no6 d8 diéu ché thudc phong ngira

hoic didu tri bénh thoai héa than kinh.

Sau day, sang ché s& dugc mo ta chi tiét bang céc vi du. Tuy nhién, cac vi du sau

day chi nham minh hoa cho sang ché va sang ché khong bi gidi han ¢ do.
Vi du thye hién sang ché

I. Chuan bj céc manh protein tau da bién ddi va cac khéng thé dua vao d6
Vi du diéu ché 1. Chuén bi cadc manh protein tau bién d6i

Pé chuén bi cac méanh protein tau bién dbi, trong trinh tu axit amin cta protein
tau (2N4R) gbm 441 axit amin, cidc manh protein tau, ma hoat dong trong co ché sinh
bénh ctia bénh Alzheimer va cho théy tac dung cai thién chirc nang nhan thire khi gay
mién dich cha dong cho mo6 hinh chudt bién dbi gen tau, dugc chon. Nhu dugc minh
hoa trén Fig. 1, trong trinh ty axit amin cta cac manh protein tau nam trong mién lién

két vi 6ng, mot phan gdm 12 axit amin dugc chi dinh.

Cu thé, manh protein ma c6, trong trinh tu axit amin protein tau kiéu dai cta
SEQ ID NO: 25, phan trinh ty axit amin thir 275 dén 286, v6i axit amin thur 280 duoc
axetyl hoa, dugc chi dinh 1a K280-ac. Manh protein K280-ac dugc tao ra béng cach yéu

cAu Peptron Inc. tao ra cic manh protein nay.

Ngoai ra, manh protein K280-ac v6i hemoxyanin cua keyhole limpet (KLH) lién

két & dAu cudi N dugc tao ra bang cach yéu ciu ANYGEN Inc. (Nam-myeon, Han Quée)
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tao ra cdc manh protein nay. Méanh protein K280-ac 6 KLH lién két & du cudi N dugc
tinh ché bing cach st dung hé thng Shimadzu HPLC 10AVP (dd tinh khiét 91,8%)

trong diéu kién gradien ndng do véi 5% dén 65% axetonitril trong TFA 0,05%.

Ngoai ra, manh protein clia cAc mién lip (RD) 1, 2,3 va 4, ma chra, trong trinh
tu axit amin protein tau kiéu dai cia SEQ ID NO: 25, axit amin thir 244 dén 372 (SEQ
ID NO: 26) dugc chi dinh 1a K18. Vecto chira gen ma hoa manh protein K18 da duoc

chuyén nap vao t6 bao E. coli dé tao ra méanh protein K18.

Cu thé, manh protein K18 dugc tao ra nhu sau. Vecto biéu hién pET-21b-Tau
(K18) (Fig. 2) trudc tién dugc chuyén nap vao E. coli BL21 (DE3), va dugc nudi ciy &
nhiét 46 37°C trong mdi truong LB chira ampixilin ¢ ndng dd 50 pg/ml cho dén khi mat
dd quang (OD) & budc song 600 nm dat dén 0.6 dén 0,8. Sau do6, viéc xir ly bang IPTG
& ndng d 0,5 mM dugce thue hién va san phém thu dugc dugc nuoi chy & nhiét 4o 37°C
trong 3 gid va nudi ciy & nhiét do 18°C trong 18 gio.

Sau 18 gio, khuan lac don da hinh thanh dugc nudi cAy v6i moi trudng nudi chy
khoi dong trong 5 ml mdi trudng LB chira ampixilin & ndng do 50 pg/ml trong diéu kién
& nhiét dd 37°C va 220 vong/phut trong khoang 16 gi. Mdi truong nudi ciy khoi dong
duogc cdy, theo ty 1& 1:500, vao binh Erlenmeyer, trong d6 5 L moi truong LB chta
ampixilin ¢ ndng d6 50 pg/ml dugc dit vao va sau d6 duoc nudi cdy & nhiét do 37°C
trong 4 gio. Sau do, dich chy dugc ly tdm & tdc do 3500 vong/phit trong 30 phut. Sau
do, phé”m ndi bé mit duoc loai bo, va vién con lai dugc cép dong & nhiét do -20°C.

Vién doéng lanh duoc tao huyén phu lai trong dung dich dém phan giai (20 mM
Tris-HC1, 1 mM phenylmetylsulfonyl florua, pH=8,0) voi ty 1€ 25 ml/g. Té bao duoc
phan giai trong 30 phit & dicu kign 1500 W bing céch sit dung thiét bi ddng nhat siéu
am JY99-IIDN. Sau d6, san phim thu dugc dugc ly tdm trong didu kién & nhiét o 4°C
va 15.000 vong/phut trong 20 phut, va phan ndi bé mit dugce loc bang bo loc 0,45 pm.

Dich loc duge loc qua cot His-Trap SP 5 mL dugc can bang véi dém A (20 mM
Tris-HCI, pH=8,0). D& loai bo lién két khong dic hiéu, thuc hién rua v6i 5 thé tich cot
(CV) ciia dém A, va sau d6 thuc hién rtra giai voi gradien ndng do tir 0 dén 1 M NaCl

béng cach st dung 10 CV dém B (20 mM Tris-HCI, pH=8,0, 300 mM NaCl).
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Cac phén chira méanh protein K18 dugc thu thap, va sau d6 cac phan nay dugc
loc qua cot Hi-Trap SP 5 mL duogc can béng voi dém C (20 mM Tris-HCI, pH=38.0, 300
mM NaCl, 50 mM imidazol). Dé loai bo lién két khong dic hiéu, thuc hién rira véi 10
CV dém C. Sau d6, thuc hién rira giai v6i 20 CV dém D (20 mM Tris-HCL, pH=8,0, 300
mM NaCl, 100 mM imidazol). Dich rra giai chira manh protein K18 tinh khiét duoc co
dac bang cach st dung bd loc ly tdm trong lugng phén tir 10 kDa.

Manh protein K18 dugc axetyl hoa (acK18) dugc didu ché bang cach cho dung
dich dém axetyl hoa cla axit (2-hydfoxyetyl)-l-piperazin etan sulfonic (HEPES, 10
mM, pH=7,4), 50 mM NaCl, 1,5 mM MgCl, 0.5 mM dithiothreitol (DTT), 2,5 mM
EGTA, 0,1 mM EDTA, phan g v6i manh protein K18 & ndng dd 8 pM, axetyl CoA &
ndng d6 125 uM va 0,5 pg enzym P300 ma 1a axetyltransferaza, ¢ nhi¢t do 30°C trong
3 gio.

Két tu cua cac manh protein K18 duoc chun bi béng cach hoa tan cac manh
protein K18 & ndng d6 25 uM trong dung dich DTT 25 mM trong 1 gi¢r & nhiét do 24°C
va thuc hién khudy trong dung dich axit (2-hydroxyetyl)-1-piperazin etan sulfonic
(HEPES, 10 mM, pH=7,4), NaCl (100 mM), heparin (25 mM) st dung bd tron nhiét
Eppendorf Thermomixer C trong didu kién & nhiét do 37°C va 700 vong/phut.

Vi du didu ché 2. Chuén bi khang thé lién két v6i manh protein tau bién dbi

Khang thé lien két dic hiéu véi manh protein K280-ac dugc chuén bi trong Vi
du didu ché 1 dugc tao ra bang cach yéu ciu AbFrontier, mot cong ty phat trién khang
thé don dong chudt cia Han Quéc, tao ra khang thé nay. Té bao lympho B thu dugc
bang cach tiém manh protein K280-ac lam khéang nguyén vao chudt dugc tao ra dudi
dang té bao lai. Sau do, dong té bao tao ra khang thé lién két dic hiéu véi manh protein
K280-ac dugc sang loc thong qua ELISA. Ngoai ra, viéc sang loc thu vién biéu 10 thé
thuc khuin dugc thyc hién bdi cac nha nghién ctru phat trién khang thé tai cc truong
dai hoc & Han Qudc, dé phat trién cac khang thé lién két dac hiéu v6i manh protein

K280-ac.

Két qua 13, mdt dong té bao lai ctia chudt (dong té bao lai cia chudt) cudi cung
d4 duge chon va céc Gmg vién dugc chon thong qua sang loc thu vién bidu 16 thé thuc

khuén bi loai trr vi chung tao ra khang thé c6 4i luc thap hon so v6i dong té bao lai cua
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chudt. Khang thé duoc tao ra tir dong té bao lai ciia chudt dugc kiém tra in vitro, thong

qua phuong phap thAm tach western va ELISA, dé lién két v6i manh protein K280-ac.

Két qua 13, xac dinh dugc r?mg khang thé duoc tao ra tir dong té bao lai #15E5
(dong #1) 1a khang thé lién két dic hiéu voi manh protein K280-ac (Fig. 3 va 4). Khéang
thé dugc tao ra tir dong té bao lai #15E5 cudi cing duge chon loc va chi dinh 1a ADEL-
YO0Im.

Bit dAu tir khang thé chuot nay, cac khang thé duoc lam twong thich véi nguoi
duoc tao ra bang cach sur dung céac k¥ thuat da biét thong thuong bao gdm phan tich
ving bién ddi khang thé, nghién cttu CDR, 13p m6 hinh phan t&r, phén tich khang thé
dong mam ctia ngudi, ghép CDR va giai trinh tu gen, va cac khang thé duoc lam tuong

thich v6i ngudi nay duge ky hiéu la ADEL-Y0 1h (vO1 dén v10).

Mait khac, dong t& bao lai #15E5 da duge ndp luu tai Korean Collection for Type
Cultures (KCTC) cua Han Quédc vao ngay 18/3/2020, va né dugc gan 6 ndp luu vi sinh
vat1a KCTC14155BP.

Vi du thir nghiém 1. Xac dinh lién két dic hiéu khang nguyén

Dé xéc dinh lién két dic hiéu cta khang thé ADEL-Y01m dugc didu ché trong
Vidu diéu ché 2 véi protein tau dugc axetyl hoa, protein tau kiéu dai va protein tau (Tau
K280A) trong d6 axit amin thir 280 lysin duoc thay thé bang alanin duoc axetyl hoa in
vitro. Tai day, viéc axetyl hoa protein Tau kiéu dai va protein Tau K280A dugc thuc
hién theo cach twong tw nhu trong phuong phap chudn bi manh protein K18 duoc axetyl
hoa trong Vi du didu ché 1. Sau d6, phan tng lién két dic hiéu khang nguyén-khang thé
ctia khang thé ADEL-YO01m - dugc kiém tra thong qua phuong phap thdm tach Western.

Dau tién, néng do cua protein Tau kiéu dai va protein Tau K280A dugc do thong
qua thtr nghi€ém Bradford. Mdi trong s6 cac protein dugc tron voi 4X dém mau (60 mM
Tris-HCI [pH=6,8], SDS 2% trong luong/thé tich, glyxerol 25% thé tich/thé tich, B-
mercaptoetanol 14,4 mM thé tich/thé tich va xanh bromophenol). Sau do, mdi protein
duoc dién di trén gel SDS-PAGE. Sau do, gel dién di dugc tich ra va chuyén 1én mang
PVDF (BioRad, California, Hoa Ky). Viée xir Iy bang dém chin (Tween-20 0,1% thé
tich/thé tich [PBST], BSA 3% trong lugng/thé tich, hodc sira tach béo 5% thé tich/thé
tich trong dém PBS) dugc thyuc hién va phan tng dugc phép tién hanh trong 1 git. Sau

d6, thuc hién xt Iy v6i khang thé khang axetyl-lysin (khang axetyl-lysin, Cell Signaling,
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9441) hodc khang thé ADEL-Y01m lam khang thé chinh va phan Gng dugc phép tién
hanh & 4°C qua dém. Ngay tiép theo, mang PVDF dugc rira ba 1an bang dém rta
(Tween-20 0,1% thé tich/thé tich [PBST] trong dém PBS), va sau d6 duge xtt 1y bang
khang thé khang IgG ciia chudt duoc danh dau HRP (Bioxcell, BE0083). Mang PVDF
duogc xtr 1y bang thubc thir phat quang hoa hoc (Thermo Fisher Scientific). Sau do6, phép
do va phan tich duogc thuc hién bing cach st dung phim x-quang va phan mém Image)

(NIH, Bethesda, MD).

Két qua 13, xac dinh dugc rang khing thé ADEL-Y0Im khong lién két voi
protein Tau K280A va v6i protein Tau K280A dugc axetyl hoa (Fig. 5). T cac két qua
ndy, di x4c dinh dugc ring khang thé ADEL-Y01m la khang thé chi lién két ddc hiéu

v6i protein tau trong d6 axit amin thir 280 lysin dugc axetyl hoa.

Ngoai ra, d& xé4c dinh lién két ddc hi¢u v6i khang thé ADEL-Y01h01 vO1 duoc
chuén bi trong Vi du didu ché 2, phuong phap thAm tach western dugc thue hién theo
cach twong tu nhu trén bang cach st dung manh protein K280-ac va manh protein
K18. O day, khang thé ADEL-Y01h01_v01 va khang thé khang IgG nguoi dugce déanh
déu HRP (Bioxcell, BE0297) dugc st dung.

Két qua 13, xac dinh dugc rang khang thé ADEL-Y01h01 v01 thé hién 4i luc
khéng thé cao v6i manh protein K280-ac (Fig. 6).

Vi du thir nghiém 2. Xac dinh 4i lyc khang nguyén-khang thé

Ai lyc gitta manh protein K280-ac dugc chuén bi trong Vi du didu ché 1 va
khang thé ADEL-Y01m dugc chuén bi trong Vi du didu ché 2 dugc do thong qua HE
théng Octet® K2 (Fortebio).

Khéng thé ADEL-Y01m dugc cb dinh trén cam bién sinh hoc AR2G theo hudng
din cta nha san xut. Bé mit ciia cam bién sinh hoc duoc hydrat hoa trong 10 phut, sau
do dugc kich hoat bang cach st dung hdn hop gobm 20 mM l-etyl-3- [3-
dimetylaminopropyl] carbodiimit  hydroclorua (EDC)  va 10 mM N-
hydroxysulfosuxinimit (s-NHS). Khéng thé ADEL-Y01m duoc cd dinh trén cam bién
sinh hoc da hoat hoa bang cach st dung dém natri axetat 10 mM (pH=5,0) va dugc déap
t4t bang 1M etanol amin (pH=8,0) trong 5 phut. Cam bién sinh hoc ma trén d6 khang
thé ADEL-Y01m duoc cb dinh dugc ngam trong 1X dém PBS (pH=7.4) trong 60 gidy,

dé thiét 14p duong co sé. Sau do, bd cam bién sinh hoc dugce nhung trong 60 gidy trong
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cac giéng chura cac ndng d6 khac nhau cia ménh protein K280-ac (khang nguyén) hoac
peptit lién két BSA. Sau d6, bd cam bién sinh hoc lai dugc nhung vao 1X dém PBS
(pH=7,4) trong 10 phut dé su phan ly xay ra. Dit liéu thu nghiém dugc danh gia bang
phin mém Phén tich dit liéu Octet Data Analysis (ban SW: 9.0.0. 10). |

Két qué 13, d6i véi 4 luc gitta khang thé ADEL-YO01m va manh protein K280-
ac, gi4 tri hing s6 phan ly khang nguyén (Kd) dwgc do 1a 2,57 x 10-1°M (Fig. 7).

Ngoai ra, lién két cia manh protein K280-ac dugc chuén bi trong Vi du didu ché
1 v6i khang thé ADEL-Y01h (vO1 dén v12) duoc chun bi trong Vi du didu ché 2 dugc
do bang ELISA.

DAu tién, cac dia duge xu ly véi manh protein K280-ac ¢ 250 ng/ giéng va phan
g dugc phép tién hanh & 4°C qua dém. Ngay tiép theo, thuc hién rua bang dém rira
ba 14n, va sau d6 thuc hién xt ly bang khang thé so cip v6i 8 ndng do (2 pg, 1 pg, 0,5
ug, 0,25 pg, 0,12 pg, 0,06 pg, 0,03 pg, 0,01 pg). Lam khang thé thtr cAp, khang thé
khéang IgG ngudi duoc danh ddu HRP duogc st dung.

Két qua 13, xac dinh dugc rang cac khéng thé ADEL-Y01h (v01 dén v10) thé
hién ai luc khang thé cao v6i manh protein K280-ac (Fig. 8).

II. X4c dinh tac dung tri liéu do khang thé ADEL-Y01m gay ra st dung md hinh dong

A

vat
Vidu didu ché 3. Chuén bi md hinh chudt méc ching sa stt tri tué
Chudt JNPL3 biéu hién gen dot bién Tau-P301L dugc mua t Taconic, va lai
ngugc voi chudt C57BL/6 trong 5 thé hé trong phong dong vat thi nghiém cua Vién
Khoa hoc Boi séng Asan (Asan Institute for Life Sciences), Han Quéc. Sau do, nhitng
con chudt dugc nudi trong diéu kién khong co6 mam bénh (SPE) cu thé.
Vi du thir nghiém 3. Xac dinh cac dic diém ctia md hinh chudt mac chung sa sut tri tué
Mb hinh chudt sa sut tri tué Tau-P301L dugc st dung trong céc thu nghiém cho
théy su khac biét vé su tich tu protein tau trong md nio theo su gia hoa, so voi nhiing
con chudt binh thuong. Thim tach mién dich st dung khang thé ADEL-Y0lm duoc

chuén bi trong Vi du didu ché 2 dugc tién hanh.
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Nzo duge tach tir chudt binh thuong va chudt sa sut tri tué Tau-P301L, sau do
cac protein hoa tan va khong hoa tan dugc tach ra thong qua cac phan doan Sarkosyl tir
cac md ndo. Cac mau nio dugc déng nhat véi RABuffer B (100 mM MES, 0,75 M NaCl,
1 mM EGTA, 0,5 mM MgSOs, 2 mM DTT, pH=68 + chdt wc ché
proteaza/phosphataza). Cac mAau duogc U trén da trong 20 phut va ly tam & tbe dd 9000
vong/phut trong 20 phut & 4°C. Sau khi ly tam, phan ndi bé mit dugc thu gom (cac
protein hoa tan). Vién dugc dong nhét voi dém chiét (1% Sarkosyl, 10 mM Tris, 10%
sucroza, 0,85 M NaCl, 1 mM EGTA, pH=7,4). Cac mau duoc U trong 1 gi¢ ¢ nhigt do
phong va ly tdm & tbc @ 13.000 vong/phut trong 20 phut ¢ 4°C. Sau khi ly tdm, phan
ndi bé mit duoc thu gom (két tu tau). Céc protein sau khi tach ra duogc tién hanh thim
tach western theo cach twong tu nhu trong Vi du thir nghiém 1.

Két qua 1, md hinh chudt 12 thang tudi bi sa st tri tué thé hién sy ting sb luong
protein tau dugc axetyl hoa trong cac mo ndo. Cu thé, da xac dinh dugc rang md hinh
chuot sa st tri tu¢ 4 thang tudi c6 mirc biéu hién protein tau twong tu nhu & chudt binh
thudng, trong khi mo hinh chudt sa sut tri tué 12 thang tudi thé hién céc triéu chung sa
sut tri tué nghiém trong c6 muc biéu hién cta protein tau gép khoang 2 14n so v6i chudt
binh thuong (Fig. 9).

Vi du thr nghiém 4. Xac dinh tac dung cai thién hanh vi do khang thé ADEL-Y01m gay
ra: St dung trong nao that

Dé xéac dinh tac dung diéu tri do khang thé ADEL-YO1lm giy ra, khang thé
ADEL-Y01m dugc st dung cho nédo thit bén cia chudt sa sut tri tué Tau-P301L duoc
chuén bi trong Vi du didu ché 3 bang cach sit dung bom thAm théu theo phéc dd thir
nghiém dugce minh hoa trén Fig. 10.

Vi dy thir nghiém 4.1. Xac dinh tic dung cai thién hanh vi thong qua thit nghiém
x4y t0

Thir nghiém xay t& ma c6 thé xac dinh chirc ning ndo da phuong thirc cua chuot
dugc thyc hién.

Cu thé, 2/3 laa dé trong 16ng noi chudt duge nudi dugc 14y ra va 4 16p bong vo
tring (5 cm x 5 cm) duge dét vao 16ng. Mt con chudt duge phép vao mot 16ng. Sang

hom sau, mac dd hoan thién cua to duoc phan tich.
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Piém sb theo sy hoan thién cia td duoc tinh bang cach chia n6 thanh 1 dén 5
diém. D6i véi trudng hop bong vo tring da cung clp duoc duy tri & mic 90% hodc cao
hon hodc hiu nhu khong bi cham vao, trudng hop do duoc tinh 1a 1 didm; va d6i véi
truong hop bong vo trung duge duy tri & muc khoang 50% dén 90% va bi rach mot
phéan, trudng hop d6 duge tinh 1a 2 diém. Péi voi truong hop bong vo trung bi rach 50%
hodc cao hon va rai rac xung quanh chudng, truong hop do dugc tinh 1a 3 diém; va ddi
véi trudmg hop bong vo trung bi rach 90% hodc cao hon va tap trung ¢ phia bén cta
16ng, trudng hgp do dugc tinh 1a 4 didm. Péi voi trudong hop bdng vo trung bi rach hoan
toan va hinh dang to hoan chinh dugc hinh thanh & phia bén cua 16ng, trudng hop do

dwoc tinh 12 5 diém.

Két qua 13, dugc xac dinh rang chudt sa sit tri tu¢ Tau-P301L biéu hién giam
diém s6 xay t6 khoang 60% so v6i chudt binh thudng va chudt sa sit tri tu¢ (Tau-P301L-
ADEL-Y01m) dugc sit dung khang thé ADEL-Y01m cho thay diém s xay to twong t
nhu chudt binh thuong (Fig. 11).

Vi du thtr nghiém 4.2. Xéc dinh tic dung cai thién hanh vi thong qua thir nghiém

mé cung chit Y

Thir nghiém mé cung chit Y dugc thuc hién dé xac dinh su phuc hoi cua chirc
ning nhan thirc. Thir nghiém mé cung chit Y 1a thir nghiém dé xac dinh kha nang ghi
nhé ngén han. Cu thé, cac ving A, B va C dugc dat trong mdt hop hinh chit Y, va cac
con chudt dugce phép tur do di chuyén trong 5 phut ¢ trang thai ving B bi chian. Mot gio
sau, trang thai & d6 vung B bi chan dugc loai bo va su di chuyén cua cac con chudt duge

quan sat trong 5 phut ¢ trang thai trong do tht ca cac ving déu md.

Két qua 13, trong trudong hop cua chuot Tau-P301L, thdi gian & lai trong vang A
hodc C 1a 100 gidy hodc ngén hon, giam khoang 50% so v6i chudt binh thuong. Mat
khac, trong trudng hgp chudt sa sat tri tué Tau-P301L-ADEL-Y01m dugc cho st dung
khang thé ADEL-Y01m, thoi gian 6 lai trong ving A hodc C 1a khoang 150 gidy, tuong
tu nhu binh thudng chudt. Tt nhitng két qua nay, xac dinh rang kha nang ghi nh¢ ngin
han cta chudt sa sat tri tug Tau-P301L-ADEL-Y01m dugc phuc hoi (Fig. 12).

Vi du thtr nghiém 4.3. Xéc dinh tac dung cai thién hanh vi thong qua thit nghiém

mé cung nuGc
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Thir nghiém mé cung dudi nuéce dugc thuc hién dé danh gia kha nang hoc va ghi
nhé ciia cac con chudt. Dbi vé6i thiét bi va chuong trinh dugc st dung cho thir nghiém
mé cung dudi nudec, thiét bi hanh vi dugc s& hitu boi phong dong vat thi nghiém cua
Vién Khoa hoc D1 séng Asan d3 duogc stt dung. Cu thé, thtr nghiém mé cung dudi nudc
mat tdng cong 5 ngdy. Cac con chudt dugce dao tao trong 4 ngay & trang thai trong d6 bé

va tin hiéu truc quan cho vi tri ctia bé dugc dat.

Nghién ctru dugce tién hanh bang cach do nuée (29 + 0,5°C) vao mot bé boi
(dudng kinh 1,4 m, séu 45 cm) c6 bé dén do sau khoang 26,5 cm, sau d6 thém 1,5L stra
bot nguyén chit dé lam vén duc nude dé chudt c6 thé nhé b chi bang tin hi¢u. Sau do,
cac con chudt duge thich nghi véi viée boi tu do trong 60 gidy va dugc phép nghi ngoi
trén bé trong 1 phat. Thir nghiém duoc thuc hién tong cong 12 14n v6i 4 luot & ba vi tri
bt dAu khac nhau. Vao cudi mdi thir nghiém, c6 30 gidy giai lao. Vao cudi mot luot, co

30 dén 45 phut giai lao.

Sau 4 ngay hoc, thtt nghiém duge thye hién vao ngay tht 5. Trong thir nghi€ém
dé danh gia, bé khong dugc dat va sb lugng ¢ lai khu vye ddt b¢ duge do dé xac dinh
xem liéu c4c con chudt c6 ghé ding vi tri bé chi bang cach st dung tin hig¢u hay
khong. Ngoai ra, cac con chudt duge phép dén vi tri da dat bé trong vong mot phut. Néu
cac con chudt khong dén duge vi tri bé trong vong mot phut, cac con chudt nay s€ dugc

dua ra khoi bé boi.

Dau tién, thoi gian dé cac con chudt tim thdy bé trong 4 ngay hoc dugc do. Két
qua 13, trong trudng hop chudt Tau-P301L, thoi gian can thiét dé tim thay bé 1a 20 gidy
hoic lau hon trong 4 ngay. Mit khac, trong truong hop chuot binh thuong va chudt sa
sat trf tué Tau-P301L-ADEL-Y01m dugc s dung khang thé ADEL-YO01m, thoi gian
cAn thiét dé tim ra bé da giam xudng con 20 gidy hodc ngén hon bat dau tir ngay tht 2
(Fig. 13).

Ngoai ra, vao ngay thr 5, danh gia duge thuc hién vé thoi gian & lai ving NW
noi bé da dugc dat. Két qua 13, xac dinh duoc rang chudt Tau-P301L ¢ lai trong vung
NW trong 10 gidy hodc ngin hon, trong khi chudt binh thuong va chudt sa sut tri tué
Tau-P301L-ADEL-Y01m dugc su dung khang thé ADEL-Y0lm ¢& lai trong ving NW
trong 20 gidy hodc ngén hon (Fig. 14).
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Vi du thit nghiém 4.4. Xéc dinh tac dyung cai thién hanh vi thong qua thir nghiém
d6 bén bam

Thir nghiém do bén bam da dugc thuc hién dé x4c dinh sttc manh co bép cua cac
con chudt. DPéi voi mot bo sat duoc str dung trong céac thu nghiém, thiét bi hanh vi cua
Vién Khoa hoc Doi séng Asan dugc st dung. O day, b6 sit niing 40 g dugc sir dung. Céc
con chudt duoc chuén bi trong Vi du didu ché 3 duoc gift béng dudi, va chan trudce cua
chudt duoc dit trén bo it 40 g dé chudt co6 thé nim léy b6 sat. Sau do, cac con chudt
duoc nang 1én do cao khoang 30 cm trong tinh trang dudi ctia ching dugc gilt chat. Thoi
gian cho dén khi cac con chudt tudt khoi bd sat duoc do va so sanh véi cac con chudt

tuong Ung.

Két qua 13, cac con chudt binh thudng cho théy thoi gian do dugc dbi vai do bén
bam 1a 20 gidy hodc ngin hon, va chudt sa sut tri tué Tau-P301L cho thay thoi gian do
dugc cho dd bén bam 13 5 gidy hodc ngin hon. Nguoc lai, trong truong hop chudt sa sut
tri tué Tau-P301L-ADEL-Y0lm dugc s dung khang thé ADEL-YO01m, thoi gian do
dugc cho do bén bam 12 20 gidy hodc 1au hon ma 1a lau hon so véi thoi gian & chudt
binh thuong (Fig. 15). T nhiing két qua nay, da xac dinh dugc rang kha nang vén dong
cta chudt sa sut tri tué Tau-P301L-ADEL-Y01m ma dugc st dung khang thé ADEL-
Y01m dugc phuc hoi.

Vi dy thir nghiém 5. Xac dinh tac dung cai thién hanh vi cua khang thé ADEL-YOlm:
Dung trong mang bung

Pé xéc dinh hiéu qua didu trj cla khang thé ADEL-Y01m, khang thé ADEL-
Y01m duge st dung trong mang bung cho chudt sa sut trf tué Tau-P301L dugc chuén
bi trong Vi du didu ché 3 trong 3 thang theo phac dd thir nghiém dugc minh hoa trén
Fig. 16.

Vi duy thir nghiém 5.1. Xdac dinh tac dung cai thién hanh vi thong qua thir nghiém
xay to

Thtr nghiém xay 8 ¢ thé xac dinh chirc nang ndo da phuong thire cua chudt
duoc thyc hién theo cach tuong tu nhu Vi du thr nghiém 4.1.

Két qua 13, dd x4c dinh dugc ring chudt sa sat tri tué Tau-P301L thé hién su

giam khoang 60% diém sb x4y to so v6i chudt binh thuong, va chudt sa sut tri tué Tau-
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P301L-ADEL-Y01m dugc sit dung khang thé ADEL-Y01m thé hién diém sb xay t6
tuong ty nhu cac con chudt binh thuong (Fig. 17).

Vi du thir nghiém 5.2. X4c dinh tic dung cai thién hanh vi thong qua thtr nghiém

mé cung chit Y

Thir nghiém mé cung chit Y dugce thuc hién theo cach twong tu nhu trong Vi du
Thir nghiém 4.2 dé xéac dinh sy phuc hdi chirc niang nhén thic. Két qua 13, trong trudng
hop chudt Tau-P301L, thoi gian ¢ lai trong ving A hogc C 1a khoang 80 gidy, giam
khoang 50% so v&i chudt binh thuong. Mit khac, trong trudng hop chudt sa sut tri tué
Tau-P301L-ADEL-Y01m dugc st dung khang thé ADEL-Y01m, thoi gian ¢ lai trong
ving A hogc C 1a khoang 110 gidy, tuong tu nhu binh thuong chugt. T cac két qua
ndy, xac dinh dugc r?mg kha ning ghi nhé ngén han cta chudt sa sut tri tu¢ Tau-P301L-

ADEL-Y01m duoc phuc hoi (Fig. 18).

Vi du thtr nghiém 5.3. Xdac dinh tac dung cai thién hanh vi théng qua thir nghiém

mé cung nudc

Thi nghiém mé cung dudi nude dugce thuc hién theo cach tuong ty nhu trong
Thir nghiém 4.3. Thoi gian @& cac con chudt tim thiy bé trong 4 ngay hoc dugc do. Két
qua 13, trong trudng hop chudt Tau-P301L, thoi gian cAn thiét dé tim thay bé 1a 20 gidy
hodc ngin hon trong 4 ngay. Mét khac, trong truomg hop chudt binh thuong va chudt sa
sat tri tué Tau-P301L-ADEL-Y01m duge st dung khang thé ADEL-Y01m, thoi gian
can thiét dé tim bé giam xubng con 15 gidy hodc ngin hon bat dau tir ngay thir 3 (Fig.
19).

Ngoai ra, vao ngdy thir 5, danh gia dugc thuc hién vé thoi gian ¢ lai vang NW
noi bé da dugc dit. Két qua 1a, xac dinh duge rang chuot Tau-P301L ¢ lai trong vung
NW trong 20 gidy hoac ngén hon, trong khi chudt binh thudng va chudt sa sat tri tué
Tau-P301L-ADEL-Y01m dugc sir dung khang thé ADEL-YOlm & lai trong ving NW
trong khoang 25 gidy (Fig. 20).

Vi du thtr nghiém 6. Xéc dinh I vé lién két dic hiéu gifta khang thé ADEL-Y01m va

protein tau bién doi dugc biéu hién & md chudt
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V6 ndo va md hdi hai ma cua chudt binh thuong va chudt sa sut tri tué Tau-
P301L duoc chuin bi trong Vi du diéu ché 3 duge dua qua budce két tha mién dich (IP)
va thim tach western bang cach st dung IgG va khang thé ADEL-Y01m.

Dau tién, dém miu dugc chudn bi bing céch thém 1% Tx-100, 100 mM NaCl
va 50 mM HEPES vao nudc cAt, va didu chinh pH dén pH=7,4. Sau d6, dém mau duge
stt dung dé tai tao huyén pht cho v ndo va md hoi hai mi cia chudt binh thuéng va
chudt sa st tri tu¢ Tau-P301L, dé thu dugc cac mau duge tao huyén phu lai. Mbi mau
thu duge duge xir Iy bang khang thé IgG hodc ADEL-Y01m, va phan ung duoc phép
tién hanh trong 24 gio. Sau do, mau duge xu ly véi 100 pl hat protein G-agaroza (GE
Healthcare Life Sciences), va phan tmg dugc phép tién hanh & 4°C qua dém. Ngay hom
sau, thuc hién ly tam & tdc d6 6000 vong/phut trong 1 phut & 4°C, dé thu thap mau, va
thuc hién rira ba 1an v6i PBS chira 0,1% Triton X-100. Mau duoc xur ly b@“mg 1X dém
mau, va dugc tham tach western. O day, thAm tach western dugc thuc hién theo cach
twong ty nhu trong Vi du thir nghiém 1 va IgG, khang thé ADEL-Y01m va khang thé
khang IgG chudt duge danh d4du HRP duoc st dung.

Két qua 13, xéc dinh duge ring c6 phan tng lién két dac hiéu gifra khang thé
ADEL-Y01m va protein tau (Tau-acK280), trong d6 axit amin thar 280 lysin dugc axetyl
héa, trong vo ndo va md hdi hai ma caa chuot sa sut tri tué Tau -P301L. Ngoai ra, tlr cac
két qua nay, da xac dinh dugc rang khang th& ADEL-YO01m lién két tt véi protein tau

duoc bién ddi duge bidu hién trong md ndo in vivo (Fig. 21).

Vi du thir nghiém 7. Xéc dinh 1T v lién két gitra khang thé ADEL-Y01m va protein tau

bién ddi dugc bicu hién trong mo6 nguoi

Pé x4c dinh lién két ddc hiéu gitta khang thé ADEL-YO01m va protein tau bién
d6i dugc biéu hién trong mo6 ndo ngudi, vo nao thai duong trong md ndo clia nguoi gia
binh thudng va bénh nhan méc bénh Alzheimer dugc nhuom hoa mo mién dich bang

cach st dung khang thé ADEL-Y01Im.

Dau tién, mdi v6 nio thai duong trong md nao clia nguoi gia binh thudng va
bénh nhan méc bénh Alzheimer dugc c4t ra va gin vao phién kinh. Cac m6 néo dugc
cung cap bdi Ngan hang Nao Ha Lan (Netherlands Brain Bank). Phéan nay dugc rira
bang 1X PBS, va qua trinh thiu qua duge thuc hién v6i 1X PBS chtra 0,1% Triton X-
100 & nhiét d6 phong trong 10 phut. Sau do, phan nay dugc rira va chan bang PBS chura
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30 BSA & nhiét d6 phong trong 1 gid. Phin nay duge rira bang 1X PBS va cho phan
ung voi khang thé ADEL-Y01m & 4°C qua dém.

Ngay hom sau, d6i v6i phuong phap nhudm diaminobenzidin (DAB), phan thu
dugc bang cach cho phan tng véi khang thé so cdp qua dém dugc rua bang 1X
PBS. Phin nay dugc cho phan tmg voi khang thé khang IgG chudt duoc biotin hoa
(Vector Laboratories, California, Hoa K¥) lam khang thé thi cAp & nhiét do phong trong
1 gio. Phin nay duge rira bang 1X PBS, duogc xi ly bing phirc hop avidin-biotin-
peroxidaza (Vector Laboratories, California, Hoa K¥), va cho phan ung. Phan md nio
dwoc d& phan tng trong 10 phit trong dung dich DAB, va sau d6 dugc ria bang IX
PBS. Phin nay dugc gén 1én banzan Canada (Sigma-Aldrich). Phén nay dugc chup bang
kinh hién vi Zeiss (Carl Zeiss, Oberkochen, Prtrc) va hinh anh dugc xir ly bang Hé théng

chup anh AxioVision.

Két qua 13, mau nhudm véi khang thé ADEL-Y01m khong dugc quan sat thay
trén vo ndo thai duong cia ngudi gia binh thuong, trong khi mAu nhudm voi khang thé
ADEL-Y01m dugc quan sat thdy trén vé ndo thai duong cta bénh nhan méc bénh
Alzheimer. Ngoai ra, tr cac két qua nay, da xac dinh dugc rang khang thé ADEL-Y01m

lién két tét véi protein tau dugc bién dbi bidu hién trong md ndo in vivo (Fig. 22).

Ngoai ra, cac mod ndo cua nguoi gia binh thuong va bénh nhan mic bénh
Alzheimer da dugc phan tich thong qua phuong phap thdm tach western. O day, thAm
tach western dugc thuc hién theo cach tuong tu nhu trong Vi du thir nghiém 1, va khang
thé khang Tau5 (Invitrogen, AHB0042), khang thé khang axetyl-K280 (Anaspec, AS-
56077), khang thé khang dang tinh bot f (Covance, S1G-39300), khang thé khang
GAPDH (Millipore, MAB374) va khang thé khang IgG nguoi duge danh diu HRP dugc

st dung.

Két qua 1, mirc biéu hién ting cla toan bd protein tau, protein tau dugc axetyl
hoa, va dang tinh bdt f dwgc quan sat thdy trong mo ndo ctia bénh nhan mic bénh
Alzheimer so v6i md ndo cia ngudi gia binh thuong (Fig.23A). Cu thé, protein tau dugc
axetyl hoa (Tau-acK280) da dugc quan st thay nhiéu hon khoang 3 1an trong cac md
ndo cua bénh nhan miac bénh Alzheimer (Fig. 23B).

Vi du tht nghiém 8. Xac dinh tdc dung lam nhe bénh ly tau sau khi str dung khang thé

ADEL-Y01m trong nédo thét
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Pé xac dinh tac dung 1am nhe bénh ly tau sau khi st dung khéang thé ADEL-
Y01m, cac mo ndo cta chudt sa sit tri tué Tau-P301L ma IgG hodc khang thé ADEL-
Y01m dugc dua vao qua dudng trong nao that va chudt binh thudong duge tach, va muc
biéu hién cia toan bd protein tau (Tau5), protein tau dugc axetyl hoa (Tau-acK280) va
tau (Ser396) thu duoc bang cach phosphoryl hoa serin, axit amin th(r 396, trong trinh ti
axit amin cua protein tau da dugc kiém tra thong qua phuong phap thim tach western. O
day, tham tach western duoc thuc hién theo cach tuong tu nhu trong Vi du thir nghiém
1 va khéang thé khang Tau5 (Invitrogen, AHB0042), khang thé khang pSer396 (Thermo,
44-752G), khang thé khang axetyl-K280 (Anaspec, AS-56077), va khang thé khang IgG
chudt dugc danh dAu HRP (Bioxcell, BE0083) duoc sur dung.

Két qua 1a, da xac dinh dugc ring toan bd protein tau, protein tau dugc axetyl
héa va protein tau dugc phosphoryl hoa co mat vé6i s6 lugng cao hon trong cac md ndo
ctia chudt sa sut tri tué Tau-P301L, trong d6 IgG da dugc dua vao qua duong trong nao
thét, so véi trong md ndo cla chudt binh thuong. Mat khéc, toan bd protein tau, protein
tau duoc axetyl hoa va protein tau dugc phosphoryl hoa c6 mét voi s6 luong thap hon
trong cac md ndo cua chudt sa sut trf tué Tau-P301L, trong do khang thé ADEL-Y01m
da dugc dua vao qua duong trong nao that, so v6i trong cac md ndo clia chudt sa sut tri
tué Tau-P301L, trong d6 IgG da dugc dua vao qua duong trong néo thét (Fig. 24 dén
27).

Ngoai ra, viéc nhuom hoa md mién dich dugc thuc hién dé xac dinh murc biéu
hién cua protein tau (pSer202/pThr205), thu dwoc bing cach phosphoryl hoa axit
amin th 202 serin va axit amin th 205 threonin trong trinh tu axit amin cta protein tau,
va tau dugc phosphoryl hoa (pT231) trong md ndo cta chuodt. O diy, phuong phép
nhudm hdéa mo mién dich duoc thyc hién theo cach tuong tu nhu trong Vi du thir nghiém
7 va khang thé khang AT8 (Thermo, MN1020) va khang thé khang pT231 (Thermo,
MN1040) duge st dung lam khéng thé so cép.

Két qua 1a, muc biéu hién ting cta protein tau dugc phosphoryl héa dugc quan
sat thdy trong cic mo ndo clia chudt sa st tri tué Tau-P301L, trong d6 IgG da dugc dua
vao qua duong trong ndo that, so v6i cac md ndo cua chudt binh thuong. Mat khac, mac
biéu hién giam cta protein tau dugc phosphoryl hoa di dugc quan sat thdy trong cac md

ndo cua chudt sa sut tri tu¢ Tau-P301L, trong dé khang thé ADEL-Y01m da duogc dua
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vao qua dudng trong ndo that, so v&i cac md ndo cia chudt sa sut tri tué¢ Tau-P301L.

chudt, trong d6 IgG da dugc dua vao qua dudng trong nao that (Fig. 28 va 29).

Vi du thir nghiém 9. Xéc dinh tic dung l]am nhe bénh ly tau sau khi dung khang thé
ADEL-Y01m qua dudong trong mang bung

Pé xac dinh tac dung 1am nhe bénh ly tau sau khi st dung khéang thé ADEL-
Y01m, cac md ndo cua chuét sa sut tri tué Tau-P301L-ADEL-Y01m, trong d6 IgG hoac
khang thé ADEL-Y01m duoc dua vio trong mang bung v&i lugng 50 mg/kg, va chudt
binh thuong dugce tach ra, va muc biéu hién cia toan bd protein tau (Tau5), tau duoc
axetyl héa va tau dugc phosphoryl héa (pT231) dugc kiém tra thong qua phuong phap
thAm tach western ban bién tinh. O day, thAm tach western ban bién tinh dugc thuc hién
theo cach twong tu nhu thdm tach western trong Vi du thir nghiém 1, ngoai trir md ndo
chudt duoce tron véi 2X dém mau laemmli khong c6 B-mercaptoetanol. Ngoai ra, khang
thé khang Tau5 (Invitrogen, AHB0042), khang thé khang pT231 (Thermo, MN1040),
khang thé khang axetyl-K280 (Anaspec, AS-56077) va khang thé khang I1gG chudt duoc
danh diu HRP (Bioxcell, BE0083) dugc st dung.

Két qua 1a, da xac dinh dugc rang dang oligome cta toan bd protein tau, protein
tau dugc phosphoryl hoa va protein tau dugc axetyl héa c6 mat voi lugng cao hon trong
cdc md ndo cta chudt sa sut tri tué¢ Tau-P301L, trong d6 IgG da dugc dua vao trong
mang bung, so véi trong cac md nio cua chudt binh thudong. Mit khac, toan bd protein
tau, protein tau dugc phosphoryl héa va protein tau dugc axetyl hoa c6 mat voi luong
thap hon déng ké trong cac md ndo clia chudt sa sut tri tué Tau-P301L-ADEL-Y01m
trong d6 khang th&d ADEL-Y01m dugc dua vao trong mang bung, so véi trong cdc mo
ndo ctia chudt sa sut tri tué¢ Tau-P301L duogc st dung IgG trong mang bung (Fig. 30 dén
33).

Vi du thir nghiém 10. Xéc dinh tac dung cai thién synap do khang thé ADEL-Y01m gay

ra: St dung trong néo ndo that

DPé xac dinh tac dyng cai thién synap sau khi st dung khéang thé ADEL-Y01lm,
cic md ndo cta chudt sa sut tri tué Tau-P301L, trong d6 IgG hoac khang thé ADEL-
Y01m dugc st dua vao tro,ng ndo that v6i lugng 50 mg/kg, va chudt binh thuong dugc
tach ra, va thyc hién thdm tach western trén cac protein lién quan dén synap. O day,
tham tach western duoc thuc hién theo cach twong tu nhu trong Vi du thir nghiém 1 va
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khang thé khang PSD95 (Abcam, ab2723), khang thé khang synapsin-1 (Chemicon,
MAB355), khang thé khang B-actin (Sigma, A5441), va khang thé khang IgG chudt
duge danh ddu HRP (Bioxcell, BE0083) dugc st dung.

Két qua 13, muc bidu hién tang ctia PSD59 va synapsin-1 dugc quan sat thay
trong cac md ndo cua chudt sa sut tri tug Tau-P301L dugc st dung IgG trong nédo that,
s0 v6i cac mo ndo ctia chudt binh thudng. Mit khac, muc biéu hién giam ctia PSD59 va
synapsin-1 dugc quan sat thiy trong cdc md ndo cua chudt sa sat trf tué Tau-P301L dugce
str dung khang thé ADEL-Y01m trong no thit, so véi cac md ndo cua chudt sa sut tri

tué Tau-P301L dugc su duﬁg IgG trong mach ndo (Fig. 34 dén 36).

Vi du thir nghiém 11. Xéc dinh tac dung cai thién synap do khang thé ADEL-Y01m gay

ra: Dung trong mang bung

Dé x4c dinh tac dung cai thién synap sau khi su dung khang thé ADEL-YO01m,
cdc md nio cua chudt sa sut tri tué Tau-P301L dugc str dung IgG hodc khéng thé ADEL-
Y01m trong mang bung véi lugng 50 mg/kg, va chudt binh thuong dugc tach ra, va
tham tach western duoc thuc hién trén cac protein lién quan dén synap. O day, tham tach

western dugc thuc hién theo cach tuong tu nhu trong Vi du thir nghiém 10.

Két qua 13, muc biéu hién ting ctia PSD59 va synapsin-1 duoc quan sat thay
trong mo ndo ctia chudt sa sut tri tué Tau-P301L dugc st dun IgG trong mang bung, so
véi mo ndo cua chudt binh thuong. Mit khac, muc biéu hién giam ctia PSD39 va
synapsin-1 dugc quan sat thiy trong cdc md ndo cta chudt sa sat tri tué Tau-P301L duogc
st dung khang thd ADEL-Y01m trong mang bung, so véi cac mo6 nao cta chudt sa st

tri tué Tau-P301L dugc st dung 1gG trong mang bung (Fig. 37 dén 39).

Vi du thir nghiém 12. Xdc dinh su xam nhép cua khang thé ADEL-Y01m vao md ndo
va lién két ctia né véi khang nguyén sau khi sir dung khang thé ADEL-Y01m trong

mang bung

DPé xac dinh sy phan b6 khang thé trong md ndo sau khi st dung khang thé
ADEL-Y01m trong mang bung, chudt sa sut tri tué Tau-P301L duoc sit dung khang thé
ADEL-Y01m trong mang bung véi lugng 50 mg/kg, va chudt binh thudng duge truyén
dich tim bang nudc mudi sinh ly. Sau d6, cic md ndo dugc tach ra tir d6 va dua qua
budc két tia mién dich voi protein-G sepharoza (PGS). Sau d6, thuc hién tham tach

western bang cach stt dung khang thé khang IgG chudt. O day, thidm tach western dugc
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thuc hién theo cach twong tw nhu trong Vi dy thit nghiém 1 va khang thé khéng Tau5
(Invitrogen, AHB0042), khang thé khang axetyl-K280 (Anaspec, AS-56077) va khang
thé khang IgG chudt dugce danh ddu HRP (Bioxcell, BE0083) duoc su dung.

Két qua 13, khong c6 khang thé nao dugc phat hién trong md ndo cta chudt sa
sat tri tué Tau-P301L st dung IgG trong mang bung. Mat khac, x4c dinh dugc ring
khang thé c6 trong cac md ndo cua chudt sa sut tri tué Tau-P301L duoc st dung khang

thé ADEL-Y01m trong mang bung (Fig. 40).

Vi du thtr nghiém 13. Xac dinh tic dung cai thién hanh vi do khang thé ADEL-Y0Im

gy ra & mo hinh chudt sa sut tri tué tudi gia: Dung trong mang bung

Dé x4c dinh hiéu qué diéu tri ctia khang thé ADEL-Y01m, mo hinh chudt sa sut
tri tué tudi gia di dugc tao ra béng cach st dung chudt 14 thang tudi theo cach tuong tu
nhu trong Vi du didu ché 3. St dung md hinh chudt sa sut tri tué tudi gia, khang thé
ADEL-Y01m duoc chudn bi trong Vi du didu ché 2 dugc thuc hién theo phac d6 thu

nghiém dugc minh hoa trén Fig. 41.

Vi du thtr nghiém 13.1. Xéc dinh tdc dung cai thién hanh vi thong qua thtr nghiém

xay to

Thir nghiém x4y t4 ma co6 thé xac dinh chirc ning ndo da phuong thirc cua chudt

duge thue hién theo cach twong tw nhu Vi du thir nghiém 4.1.

Két qua la, xac dinh dugc rang chudt sa sut tri tu¢ Tau-P301L c6 diém xay td
giam khoang 60% so v6i chudt binh thuong, va chu6t sa sut tri tué Tau-P301L-ADEL-
Y01m dugce st dung khang thd ADEL-Y01m thé hién diém xay td twong tu nhu chudt
binh thuong (Fig. 42).

Vi du thtr nghiém 13.2. Xac dinh tac dung cai thién hanh vi thong qua thir nghiém

mé cung chit Y

Thir nghiém mé cung chit Y dugc thue hién, theo cach tuong tu nhu trong Vi du

Thir nghiém 4.2, dé xac dinh sy phuc hdi chitc ning nhén thuc.

Két qua 13, trong truong hop cua chudt Tau-P301L, thoi gian ¢ trong vung A
hodc C 1a khoang 80 gidy, giam khoang 25% so voi chudt binh thuong. Mat khac, trong
trudng hop chudt sa sut tri tué Tau-P301L-ADEL-Y01m dugc sut dung khang thé
ADEL-Y01m, thoi gian & trong ving A hodc C la khoang 120 gidy, tuwong tu nhu chudt
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binh thuong. T cac két qua nay, xac dinh duoc rang kha ning ghi nhé ngin han cla

chuot sa st tri tué Tau-P301L-ADEL-Y01lm dugc phuc hdi (Fig. 43).

Vi du thir nghiém 13.3. Xéc dinh tac dung cai thién hanh vi thong qua thu nghiém

mé cung nudc

Th nghiém mé cung dudi nude duge thuc hién theo céach twong tu nhu trong

Thir nghiém 4.3.

Két qua 13, vao ngdy thu 5, danh gia dugc thuc hién vé thoi gian ¢ lai ving NW
noi bé dugc dit. Két qua 13, xac dinh dugc ré'mg chudt Tau-P301L & lai trong ving NW
trong 10 gidy hodc ngin hon, trong khi chudt binh thuong va chuot sa sut tri tu€¢ Tau-
P301L-ADEL-Y01m duogc sit dung khang th8 ADEL-Y01m & lai trong ving NW trong
25 gisy hodc 1au hon (Fig. 44).

Vi du thir nghiém 14. Xé4c dinh tic dung lam nhe bénh ly tau do khang thé ADEL-Y01m

gdy ra trén md hinh chudt sa sut tri tué tudi gia: Dung trong mang bung

Dé xac dinh tac duhg ]am nhe bénh 1y tau sau khi st dung khang thé ADEL-
Y01m, cac md ndo ctia chudt sa sut tri tué Tau-P301L tudi gia dugc st dung IgG hodc
khang thé ADEL-Y01m trong mang bung véi lugng 50 mg/kg, va chudt binh thuong
dugc tach ra, va muc biéu hién cua toan bd protein tau (Tau5), protein tau dugc axetyl
hoa (Tau-acK280) va tau dugc phosphoryl hoa (pT231) duoc kiém tra thong qua phuong
phéap tham tach western. O day, thdm tach western duoc thuc hién theo cach tuong tu
nhu trong Vi du thir nghiém 1 va khang thé khang Tau5 (Invitrogen, AHB0042), khang
thé khang pT231 (Thermo, MN1040), khang thé khéng axetyl-K280 (Anaspec, AS-
56077), va khang thé khang igG chudt dugc danh d4u HRP (Bioxcell, BE0083) dugc su
dung.

Két qua 13, muc biéu hién ting cua dang oligome ctia toan bo protein tau, protein
tau dugc phosphoryl hoa va protein tau dugc axetyl hoa d@ dugc quan sat thay trong cac
md ndo cua chudt sa sut tri tué Tau-P301L dugc st dung IgG trong mang bung. Mat
khac, muc biéu hién giam dang ké ctia toan bo protein tau, protein tau dugc phosphoryl
hoéa va protein tau dugc axetyl hda duge quan sat thdy trong cdc md ndo cta chudt sa
sat tri tué Tau-P301L duoc sir dung khang thé ADEL-Y01m trong mang bung, so voi
céc md ndo cua chuot sa sut tri tué Tau-P301L dugc st dung IgG trong mang bung (Fig.

45 dén 48).
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Ngoai ra, md néo cta chudt sa sut tri tué Tau-P301L tudi gia dugc st dung IgG
ho#c khang thé ADEL-Y01m trong ndo that voi lugng 50 mg/kg, va chudt binh thuong
dugc tach ra, va cac mo vo ndo dugce phén 14p mot phan tlr d6 st dung axit fomic. Trong
céc md vo ndo, cac két tu tau khong hoa tan duge kiém tra thong qua phuong phap tham
tach western nira bién tinh. O day, thAm tach western ban bién tinh dugc thyc hién theo

cach twong tu nhu trong Vi du thir nghiém 9.

Két qua 13, sy gia tang cac két tu tau khong hoa tan duoc quan sat thy trong cac
mé ndo cia chuot sa sat tri tué Tau-P301L duge st dung IgG trong mang bung. Mat
khac, su giam dang ké cac két tu tau khong hoa tan dugc quan sat thay trong cdc mo ndo
ctia chudt sa sat tri tué Tau-P301L dugc sit dung khang thé ADEL-Y01m trong mang
bung, so v6i cac mo ndo cua chudt sa sut tri tué Tau-P301L dugc st dung IgG trong

mang bung (Fig. 49).
I11. X4c dinh tac dung G ché tao hat Tau cta khang thé khang tau
Vi du thr nghiém 15. Xac dinh su két tu tau va tao hat cla protein tau dugc axetyl hoa

Dau tién, protein tau kiéu kiéu dai (Tau) dugc cho phan tng in vitro vOi enzym
P300, mot axetyltransferaza. Cac té bao than kinh nudi cdy dugc xi 1y bang protein tau
duoc axetyl hoa (Tau-K280-ac), ma da dugce cho phan tng véi P300. Dé x4c dinh lidu
protein tau dugc axetyl hoa c6 gay ra su két tu ndi bao hay khong, thuc hién xur ly voi
protein tau dugc axetyl hoa hoic protein tau kiéu dai va thAm tach western dugc thuc
hién trén dich phan giai cua t& bao cho bang cach st dung khang thé khang HA (Sigma-
Aldrich, #11867423001) khi da trdi qua 1 gio hodc 20 gi0.

O day, thdm tach western dugc thuc hién theo cach tuong tu nhu trong Vi du thu
nghiém 1 va khang thé khang Tau5 (Invitrogen, AHB0042), khang thé khing axetyl-
K280 (Anaspec, AS-36077), khang thé khang B-actin (Sigma, A5441), khang thé khang
HA (Sigma, # 11867423001) va khang thé khang IgG chudt danh d4u HRP (Bioxcell,
BE0083) dugc st dung. Két qua 1a, su két tu ting cla toan bo protein tau (Taus) va
protein tau dugc axetyl hoa (Tau-acK280) dugc quan sat thay trong dich phén giai cua

céc té bao cho duge xit Iy bing protein tau duge axetyl hoa (Fig. 50).

Ngoai ra, dé xé4c dinh liéu lugng protein tau tiét ra khoi té bao c6 thay d6i hay
khong, mdi truong té bao cho dwoc tién hanh k&t tia mién dich bang céach st dung khang

thé khang HA (Sigma-Aldrich, #11867423001), va sau d6 thuc hién thAm tach western.
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Cu thé, mbi trudng té bao cho dugc ly tim & tdc do 13.000 vong/pht trong 1
phut, dé loai bo cin té bao. Sau d6, moi trudng té bao cta nguoi cho duge xir ly bang
cac hat protein G-agaroza (GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ, USA) va daé
phan tng & 4°C trong 1 gio. Sau do, budce xu Iy v6i 1 pl khang thé khang HA dugc thuc
hién va phéan tng dugc phép tién hanh & 4°C qua dém. Ngay hom sau, céc hat Protein
G sepharoza dugc thém vao d6 va phan ting dugc phép tién hanh & 4°C trong 1 gio. Sau
d6, thuc hién ly tdm & 6000 vong/phut trong 1 phut & 4°C dé thu gom mau. Mdi mau
dugc rira hai lan béng PBS chta 0,1% Triton X-100. Mau dugc xtr Iy véi dém mau, va
sau do thuc hién tham tach western. O day, thAm tach western dugc thuc hién gidng nhu

cach thue hién d6i véi dich phén giai cua te bao cho.

Két qua 13, sy ting lugng cua toan bo protein tau (Tau5) va protein tau duoc
axetyl hoa (Tau-acK280) dugc quan sat thay trong mdi trudong cla cac té bao cho duge

xtt 1y bang protein tau duoc axetyl hoa (Fig. 5 1).

Ngoai ra, cac t& bao than kinh khéc (t& bao nhén) duoc xir Iy bang mdi trudong té
bao cho va san phdm phan giai cua té bao nhan dugc thu gom sau 1 gio hodc 20
gio. Thim tach Western dugc thuc hién trén mdi miu béng cach str dung khang thé
tau. O day, thAm tach western duogc thuc hién theo cach twong tu nhu trong Vi du thir
nghiém 1 va khang thé khang Tau5 (Invitrogen, AHB0042), khang thé khang axetyl-
K280 (Anaspec, AS-56077), khang thé khéng B-actin (Sigma, A5441), khdng thé khang
HA (Sigma, #11867423001) va khang thé khang IgG chudt dugc déanh dau HRP
(Bioxcell, BE0083) dugc si’r dung.

Két qua 13, cac két tu protein tau dugc quan sat thay trong san pham phan giai
cta té bao nhan duge xit Iy v6i moi trudng cua té bao cho (Tau-ac-HA) duoc xt ly voi
protein tau dugc axetyl hoa (Fig. 52 va 53).

Vi duy thtr nghiém 16. Xac dinh tac dung trc ché su tao hat cta tau do khang thé ADEL-
YO01h gay ra: In vitro

Pé xac dinh tdc dung tc ché su tao hat tau in vitro gdy ra boi khang thé ADEL-
Y01h01 v01, ménh protein K280-ac (mAC), két tu cia chung (aAC) hodc phan khong
hoa tan Sarkosyl trong md ndo ctia bénh nhan méc bénh Alzheimer da dugc st dung vao

hé théng té bao 6n dinh tau-FRET va muc do tao hat tau dugc do. D6i véi cac té bao tao
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hat tau, lan luot khang thé IgG va ADEL-Y01h01_vO1 dugc st dung. Phéan tich so sanh

da dugc thuc hién.

Dau tién, két tu cta cdc manh protein K280-ac dugc su dung dé xur 1y té bao
duoc chudn bi nhu sau. Cac manh protein K280-ac ¢6 noéng do 25 uM dugc hoa tan
trong dung dich DTT 25 mM & nhiét d 24°C trong 1 gio, va san phdm thu duge dugce
hoa tan, cung véi khudy, trong dung dich cua axit (2-hydroxyetyl )-1-piperazin etan
sulfonic (HEPES, 10 mM, pH=7,4), NaCl (100 mM), va heparin (25 mM), st dung bd
tron nhiét Eppendorf Thermomixer C dudi diéu kién 700 vong/phit ¢ nhigt do

37°C. Béng cdch lam nhu vay, két tu ctia cac manh protein K280-ac dugc tao ra.

Sau d6, cam bién sinh hoc HEK293 Tau RD P301S-FRET (ATCC CRL-3275)
duoc phan phdi trong dia 96 giéng & 3,5 x 10* té bao mdi giéng. 18 gid sau, dugc xac
dinh liéu khoang 60% mdi giéng c6 dugc phi bing cam bién sinh hoc HEK 293 Tau
RD P301S-FRET hay khong. Sau d6, 8,75 pl OPTI-MEM, 1,25 pl Lipofectamine 2000
(Invitrogen), va manh protein K280-ac, két tu cta chung, hodc phan khong hoa tan
‘Sarkosyl dugc tron va hdn hop duoc dé phan tmg & nhiét do phong trong 20 phut. Sau
6, mbi giéng dugc xir Iy bing hdn hop nay, va sau d6 thye hién u ¢ nhi¢t do 37°C trong
24 gid. Sau d6, thuc hién phan tich budc song huynh quang bang thiét bi CLARIOstar®
(BMG Labtech).

Két qua 13, trong truong hop st dung khang thé ADEL-Y01h01 v01, cac té bao
duoc xtr Iy bang manh protein K280-ac c6 cudong do FRET hop nhét giam; va trong
truong hop st dung khang thé ADEL-Y01h01 v01, céc té bao dugc xt 1y bang két tu
cua cac manh protein K280-ac cling thé hién cuong do FRET hop nhét giam (Fig.
54). Ngoai ra, trong trubng hop st dung khang thé ADEL-YO1h, c4c té bao dugc xu ly
béng phan khong hoa tan Sarkosyl trong mo ndo ctia bénh nhan mac bénh Alzheimer c6
cuomg dd FRET hop nhét giam (Fig. 55). T cac két qua nay, da xac dinh dugc rang
trong treong hop sir dung khang thd ADEL-Y01h01 vO01, sy tao hat clia tau bi G ché.
Vi du thr nghiém 17. Xac dinh tic dung tc ché su tao hat ctia tau do khang thé ADEL-
YO01h gay ra: In vivo

DPé xac dinh tac dung trc ché su tao hat tau in vivo do khang thé ADEL-YO01h
gy ra, TeG hoic khang thé ADEL-YO01h d& dugc tiém vao tinh mach bit dau tir 2 tudn

truée khi phan khong hoa tan Sarkosyl tir bénh nhan méc bénh Alzheimer dugc dua vao
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16p CALl trong hdi hai ma trai cua chudt sa sut tri tué Tau-P301L dugc tao ra trong Vi
du diéu ché 3. Phan khong hoa tan Sarkosyl duge dua vao 16p CA1 trong hoi hai ma trai
cua chudt sa sut tri tué Tau-P301L. Sau dd, md nao duoc léy ra tir ting con chudt, va
sau d6 dugc cip dong ting phan. Cac phan ndo dugc nhuom md mién dich v4i khang

thé khang ATS, va mic do tao hat cta tau duoc kiém tra.

Cu thé, manh khong hoa tan Sarkosyl (3 pl, 3,3 png/pl) trong md ndo cua bénh
nhan méc bénh Alzheimer ¢ giai doan IV Braak da duoc dua qua bude siéu am va dugc
tiem vao 16p CA1 (trudce - sau: -1,9 mm, bén trong-bén ngoai: 1,5 mm, trdi: -1,8 mm) &
hdi hai ma tréi ctia chudt sa sut tri tué Tau-P301L 6 thang tudi. Chudt sa sut tri tu¢ Tau-
P301L da duge tiém vao tinh mach IgG hodc khang thé ADEL-Y01h véi lugng 20
mg/kg/tu?ln bt dAu tir 2 tudn trude khi sit dung manh khong tan Sarkosyl; va chudt dugce
dung IgG hodc khang th& ADEL-YO01h trong tinh mach mot 1An mbi tudn ké tir tudn st
dung manh khong hoa tan Sarkosyl dén tudn 12. O day, manh khong hoa tan Sarkosyl
dwoc tiém v6i the d 0,2 pl/phut bing céch sir dung xylanh thiy tinh 10 ul (Hamilton,
0,49 mm, Reno, NV), va kim dugc rit ra sau 5 phat cho doi truoc khi 1éy ra dé tranh
chay nguogc. Sau 12 tudn, mo nio dugc tach riéng ¢ tung con chudt va cét thanh cac

phén dong lanh day 30 pm bang Leica CM1860.

Pbi voi phuong phap nhuém mo mién dich, m&i phan néo dugc rira bang dém
A (1% NGS, 0,2% Triton X-100 va 30% H,0», va PBS). Phan n#o nay dugc xur ly béng
PBS chita 1% NGS va 0,2% Triton X-100, va IgG hodc khang thé ADEL-Y01m, va
dugc dé phan tmg & 4°C qua dém. Phin ndo duoc rira nhicu 14n bang dung dich PBS,
sau d6 cho phan Gng v6i khang thé thi cép (Vector Laboratories) & nhiét do phong trong
1 gi¢. Sau do, phﬁn nfo dugc nhudm mién dich bang céch sir dung kit Vectastain ABC
(Vector Laboratories), va nhudm mién dich duoc thuc hién theo hudng dan cua nha san
xuét. Cac phan ndo bi nhudm mau dugc phan tich bang phan mém ImageJ (NIH,
Bethesda, MD), va ba phﬁn ndo chtra hdi hai ma duogc dinh luong. Di véi cac té bao
than kinh dwoc nhudm bang khang thé khang ATS, phép do dugc thuc hién bdi ba dung
cu thir nghiém mu véi cac phan n#o dugc st dung trong thir nghiém, va phén tich dinh
luong dugc thyc hién & céac muc ngudng cu thé. Ba ph?m ndo gifta Bregma -1,75 va
Bregma -2,25 & 7 con chudt sa st tri tué Tau-P301L st dung IgG va 8 con chudt sa sut
tr{ tué Tau-P301L st dung khang thé ADEL-Y01h duge st dung d& phan tich. Kiém

dinh t duge st dung dé phan tich thong ke.
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Két qua la, d6i v6i chudt sa sat tri tué Tau-P301L dugc st dung IgG, mau nhudém
clia cac té bao than kinh duge quan sat thdy 16 rang & cac ving néo (vo nao, hoi hai ma)
dbi dién v6i phia ma manh khong hoa tan ctia bénh nhéan dugc st dung. Mét khac, dbi
véi chudt sa sut tri tué Tau-P301L dugc sir dung khang thé ADEL-Y01h, sy nhuém mau

giam dugc quan sat thdy ¢ hoi hai ma va vé nao (Fig. 56 dén 59).

Vi du tht nghiém 18. Xac dinh két tu tau va céc tic dung rc ché su tao hat do khang thé
ADEL-Y01m gy ra

Dé xé4c dinh tdc dung tc ché su két tu tau do khang th8 ADEL-Y01m gdy ra, thir
nghiém két tu tau in vitro da dugc thuc hién. Manh protein K18 dugc tao ra in vitro duoc
axetyl hoa béng cach cho phan Gmg v6i 1,5 pg P300 va 1 mM Axetyl-CoA & nhiét do
30°C trong 3 gio. Sau d6, manh protein K18 monome duoc phan tmg véi manh protein
K18 dugc axetyl hoa 25 uM (K18-P301L) & nhiét do phong trong 1 gio. Sau do, san
pham thu dugc duge xu 1y voi 25 mM heparin 57, HEPES (10 mM, pH=7,4) va NaCl
(100 mM), va dugc khudy & didu kién 700 vong/phut dé tao ra két tu cua cac protein
tau. Sau d6, su két tu tau va tac dung rc ché tao hat ctia ching dugc phéan tich, st dung
khéng thé ADEL-Y01m, thong qua phwong phap thAm tach western va thir nghiém
thioflavin-T. Da x4ac dinh duoc bang xét nghiém thioflavin-T rang két tu ctia cac protein
tau dugc axetyl hoa bi e ché trong truong hop xtt Iy bang khang thé ADEL-YO01h dugc

thuc hién, so v6i trudng hop céc protein tau duoc axetyl hoa dugce két tu.

Dau tién, dbi voi phan tmg két soi, 10 M dén 20 M protein tau dugc axetyl hoa
(2N4R) duge u ¢ 37°C trong dung dich thu duoc bang cach thém heparin (Sigma-
Aldrich) va DTT & ndng d6 2 mM trong d¢m natri axetat 100 mM (pH=7,0). Protein va
dung dich ThT (véi ty 1¢ 1:1) dugc thém vao mdi giéng. Phén tich huynh quang ThT tai
cac thoi diém khac nhau duoc do bang cach st dung CLARIOstar® (BMG Labtech,
Ortenberg, Dtrc) & budc song 450 nm (kich thich) va 510 nm (phat Xa).

Céc té bao than kinh cia chudt nudi cay duge xi ly vGi két tu cua cac protein

dugc axetyl hoa, va thuc hién thAm tach western dé xac dinh két qua.

D6i v6i thir nghiém nay, céc té bao than kinh v6 néo so chp (DIV10) duge xir Iy
vGi K18-P301L monome, K18-P301L két tu, hodc K18-P301L dugc axetyl hoa & néng
d6 3 pg/ml trong 24 gio. Cac té bao than kinh dugc xtr ly trudce bang khang thé ADEL-
Y01m & 3 pg/ml trong 30 phut trude khi xtt 1y protein K18.
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Két qua 1a, dugc thy rang nhiéu két tu tau xAm nhép vao té bao than kinh va tao
ra su két tu clia cc protein tau ndi tai; tuy nhién, dugc xac dinh réng trong truong hop
duoc xtr ly ddng thoi voi khang thé ADEL-Y01m, hién tugng nhu vay dugc giam (Fig.
60 va6l).

Vi du thit nghiém 19. X4c dinh tic dung bao vé t& bao than kinh do khang thé ADEL-
YO01h gay ra

P& xdc dinh tac dung bao vé té bao thin kinh do khéng thé khang ADEL-Y01h
gay ra, t& bao than kinh vo ndo trudc tién duge phan 1ap tlir ndo chudt trong nhitng ngay
phoi thai. Cu thé, mé ndo duogc léy ra tir chudt 16 ngay tudi, va vo nio dugc tach ra tur
d6. Sau d6, mé vo ndo duge phén tach trong dung dich mudi can bang Hank (HBSS)
khong chita canxi va magié va U trong dung dich trypsin 0,125% & 37°C trong 15
phut. Trypsin bi bét hoat bang cach xtt Iy voi mdi truong Eagle cai bién (DMEM) cla
Dulbecco ¢6 chira 20% huyét thanh bao thai bo, va md vo ndo dugc nghién thanh bot st
dung pipet. Huyén phu t& bao thu duoc dugc pha lodng trong moi truong NB (moi
truong nghién ciu trén dong vat, neurobasal medium) dugc bd sung véi chét bd sung
B27 (GibcoBRL), va phin phdi 1én dia phi poly-D-lysin (Sigma) & 50 pg/ml va laminin
(GibcoBRL) & 1 pg/ml. Céc té bao than kinh dugc nuoi cdy & diéu kién 37°C va 5%
CO; trong 10 ngay. Sau do, cac t& bao than kinh duoc nudi cdy duge xi 1y bang két tu
ctia manh protein K18 duoc axetyl hoa ¢ 3 pg/ml va IgG hodc khang thé ADEL-YO1h,
va dé phan mg trong 24 gid.

Sau 24 gio, phan ndi bé mat dugc thu gom va phan tich bang kit phét hién doc
tinh té bao (LDH, Roche Applied Sciences). Lam thit nghi¢m so mau dé dinh luong su
chét cua té bao, phuong phap do hoat tinh cta lactat dehydrogenaza (LDH), dugc giai
phéng vao ph?m ndi bé mit tir dich bao cua t& bao than kinh bi tdn thuong, da dugc st
dung. Bo hép thu & budc song 490 nm duge do st dung thiét bi Tecan Infinite® 200. Két
qua duogc bidu thi theo phan trim khé nang séng sot cla té bao so v4i dbi ching am
(Mau trdng).

Ngoai ra, kha nang sbéng cua té bao duoc do st dung thir nghiém khu MTT
(Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). bo hép
thu & buéc song 540 nm duge do st dung thiét bi TecanInfinite®200 va két qua duoc
biéu thi theo ph?m tram so yo”i dbi chung am (Mau trong).
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Ngoai ra, cac két qua thu duoc trong diéu kién cua hai mau cay doc lap va 6
giéng, va tat ca cac gia tri dugc biéu thi bang gia tri trung binh + do 1éch chuén (s.e.)
clia gi4 tri trung binh. ANOVA mdt théng s6 v6i kiém dinh so sanh nhiéu 1an ctia Tukey

dugce st dung dé phan tich théng ké.

Két qua 13, nhu duoc minh hoa trén Fig. 62, hoat tinh LDH cao dd dugc quan sat
thdy trong céc té bao than kinh dwoc xit Iy bang IgG. Mt khac, hoat tinh LDH giam
duoc quan sat thdy trong cic té bao than kinh duge xur ly bang khang thé ADEL-Y01h
so véi cac té bao than kinh duge xur ly bang IgG. Ngoai ra, nhu duge minh hoa trén Fig.
63, kha ndng sbng sot giam déang ké duoc quan sat thdy trong céac té bao than kinh dugc
xtt ly bang IgG. Mt khéc, kha néng sbng sot tang 1én ddng ké duoc quan sat thiy & cac
t bao than kinh dwoc xir Iy bang khang thé ADEL-Y01h so v6i céc té bao than kinh
duoc xt Iy bang IgG. T cac két qua nay, da xac dinh dugc rang khang thé ADEL-Y01h
c6 tac dung bao vé chbng lai cac tdn thwong trong t& bao than kinh do su két tu clia cac

protein tau dugc axetyl hoa.

Vi du thir nghiém 20. Xéc dinh tic dung thic ddy thuc bao tiéu than kinh dém do khéng
thé ADEL-Y01h gay ra

Pé xéc dinh téc dung thic ddy qué trinh thye bao tiéu than kinh dém do khéng
thé& ADEL-YO01h gay ra, tiéu than kinh dém nguyén phat dau tién dugc phéan 1ap tir vo
ndo ciia chudt tir 2 dén 3 ngay tudi va duoc nudi ciy theo phuong phap duoc mo ta trong

McDonald DR et al., J Neurosci. 1997; 17: 2284-94.

Sau do, dé phan tich kha ning thyc bao cia tiéu than kinh dém, manh protein
K18 duogc axetyl hoa dugc danh d4u HiLyte™ Fluor 488 theo hudng dan cta nha san
xuét. Pbi véi su két tu cia cac protein K18 dugc axetyl héa dugc danh ddu HiLyte™
Fluor 488, cic protein ndy dugc u tuong Ung & 37°C trong dém natri axetat 100 mM
(pH=7,0) chtra heparin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Hoa Ky) va 2 mM DTT dé tao

ra két tu cia chung.

Céc tidu than kinh dém duoc phan phdi trong dia 12 giéng & 5 x 10° té bao/giéng,
va sau d6 két tu cta cac méanh protein K18 dugc axetyl hoa (3 pg/ml) duoc cho phan
tmg & 37°C trong 2 gio. Tién xir ly bang IgG hodc khang thé ADEL-Y01h & nong dd
4,5 pg/ml duge thuc hién 30 phut trude khi xt 1y v6i két tu ciia cdc manh protein K18
dugc axetyl hoa. Dé phan tich kha nang thyc bao, cac té bao duoc tach ra bang cach xu
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ly v6i trypsin, va sau d6 duge ¢b dinh bang 1% paraformaldehyt (PFA). Péi voi phuong
phép do té bao dong chay, thuc hién xt 1y bing dung dich HBSS chira 200 pl huyét
thanh bao thai bd 2% va thuc hién phan tich bang thiét bi FACSCanto™ I (BD

Biosciences) va bd loc huynh quang 488.

Két qua 13, qua trinh thyc bao duoc thic day da duge quan sat thdy & tiéu than
kinh dém dugc xt ly bing khang thé ADEL-Y01h so v6i tiéu than kinh dém dugc xir Iy
bang IgG (Fig. 64).

Phan tich théng ké

Phan tich théng ké dugc thuc hién bing phin mém GraphPad (GraphPad Prism
v7.0 va GraphPad Prism v8.0, GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Dt liéu dugc
phan tich bing ANOVA mot thong s6 (kidm dinh post hoc Tukey) va kiém dinh t
Student. Gia tri P nhé hon 0,05 dugc coilacoy nghia.

S6 ndp luu
Tén cua td chic luu giit: Korean Collection for Type Cultures (KCTC)
Sé nop luu: KCTC14155BP

Ngay nop luu: 18/3/2020
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1. Khang thé khang tau hodc manh lién két khang nguyén cua no, chira:
ving bién dbi chudi ning (VH) bao gdm:
CDR1 chudi ning c6 trinh ty axit amin duoc biéu thi bai SEQ ID NO: 1;
CDR2 chudi ning c6 trinh ty axit amin dugc biéu thi bai SEQ ID NO: 2;
va
CDR3 chudi ning c6 trinh tu axit amin duoc biéu thi bdi SEQ ID NO: 3,
va
ving bién dbi chudi nhe (VL) bao gom:
CDR1 chudi nhe c¢6 trinh tu axit amin dugc biéu thi bdi SEQ ID NO: 4;
CDR2 chudi nhe ¢6 trinh ty axit amin dugc biéu thi bai SEQ ID NO: 5;
va
CDR3 chudi nhe c¢6 trinh ty axit amin dugc biéu thi bdi SEQ ID NO: 6.
2. Khéng thé khang tau hodc méanh lién két khang nguyén cua n6 theo diém 1, trong
d6 khang thé hoac manh lién két khang nguyén cua n6 1a khang thé bat ky duge chon tir
nhom gdm:
khang thé khéng tau hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 chira ving bién ddi

chudi nang c6 trinh ty axit amin duge bicu thi béi SEQ ID NO: 7 va vung bién dbi chudi

nhe c6 trinh tw axit amin dugc bidu thi bdi SEQ ID NO: 12;

khang thé khang tau hodc manh lién két khang nguyén ctia né chira vang bién dbi
chudi nang c6 trinh ty axit amin duoc bidu thi bai SEQ ID NO: 8 va vung bién ddi chudi

nhe ¢6 trinh tu axit amin dugc biéu thi bdi SEQ ID NO: 13;

khang thé khang tau hogc méanh lién két khang nguyén ctia né chira vang bién ddi
chudi nang c6 trinh ty axit amin duoc biéu thi boi SEQ ID NO: 8 va vung bién dbi chudi
nhe ¢6 trinh tu axit amin dugc biéu thi bsi SEQ ID NO: 14;

khéang thé khang tau hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 chira vung bién dbi
chudi ning co trinh ty axit amin duogc bidu thi béi SEQ ID NO: 8 va vung bién d6i chudi

nhe ¢6 trinh tu axit amin dugc biéu thi boi SEQ ID NO: 15;
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khang thé khang tau hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 chira viung bién ddi
chudi ning c6 trinh ty axit amin dugc biéu thi bsi SEQ ID NO: 9 va ving bién dbi chudi

nhe ¢6 trinh ty axit amin dugc biéu thi bai SEQ ID NO: 13;

khang thé khang tau hodc manh lién két khang nguyén cuia n6 chira vung bién ddi
chudi ning c6 trinh ty axit amin dugc biéu thi bdi SEQ ID NO: 9 va ving bién ddi chudi

nhe c6 trinh ty axit amin dugc biéu thi bai SEQ ID NO: 14;

khang thé khang tau hodc méanh lién két khang nguyén clia n6 chira vung bién ddi
chudi nang c6 trinh ty axit amin duoc biéu thi bdi SEQ ID NO: 9 va vung bién ddi chudi
nhe ¢6 trinh tu axit amin duge biéu thi bsi SEQ ID NO: 15;

khang thé khéng tau hodc manh lién két khang nguyén cia né chira vung bién ddi
chudi ning c6 trinh tu axit amin dugc biéu thi béi SEQ ID NO: 10 va vung bién doi
chudi nhe c6 trinh tw axit amin dugc biéu thi bsi SEQ ID NO: 13;

khang thé khang tau hodc manh lién két khang nguyén ciia né chira vung bién dbi
chudi ning c6 trinh tu axit amin dugc bidu thi béi SEQ ID NO: 10 va ving bién ddi
chudi nhe c6 trinh ty axit amin dugc biéu thi bai SEQ ID NO: 15;

khang thé khéng tau hogc manh lién két khang nguyén ciia n6 chtra vung bién ddi
chudi ning c6 trinh ty axit amin dugc biéu thi bdi SEQ ID NO: 11 va vung bién ddi
chudi nhe c6 trinh ty axit amin dugc biéu thi béi SEQ ID NO: 13; va

khang thé khang tau hodc manh lién két khang nguyén cia n6 chira vung bién dbi
chudi niang c6 trinh ty axit amin dugc biéu thi bai SEQ ID NO: 11 va vung bién dbi
chudi nhe c6 trinh ty axit amin dugc biéu thi boi SEQ ID NO: 15.

3. Khang thé khang tau hodc méanh lién két khang nguyén cua no theo diém 1, trong
d6 manh 13 méanh bat ky dugc chon tir nhom gbm Fab, scFv, F(ab), va Fv.

4. Polynucleotit ma hoa khang thé khang tau hodc manh lién két khang nguyén cua
n6 theo diém 1.

5. Vecto biéu hién chira polynucleotit theo diém 4.

6. Té& bao cht chira vecto biéu hién theo diém 5.

7. Phuong phép tao ra khang thé khang tau hodc manh lién két khang nguyén cua

n6 theo diém 1, phuong phép nay bao gdm budc nudi cdy té bao chu theo diém 6.
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8. Polynucleotit ma hoa chudi ning hogc chudi nhe clia khang thé bao gdm ving

bién d6i chudi ning va ving bién ddi chudi nhe nhu dugc néu trong diém 2.

9.  Té bao lai c6 s6 ndp luu KCTC 14155BP.

10.  Dugc phdm dé ngan nglra hodc diéu tri bénh thoai hoa than kinh, dugc pham nay
chira khang thé khang tau hodc manh lién két khang nguyén cua nd theo diém 1 lam

thanh phan hoat tinh.

11.  Ché phim d& chan doan bénh thoai hoa than kinh, ché pham nay chira khang thé
khéang tau hodc manh lién két khang nguyén cta n6 theo diém 1.

12.  Kit dé ngin ngira, didu tri, hodc chin do4n bénh thodi hoa than kinh, kit nay chtra
khang thé hoic manh lién két khang nguyén cua nd theo diém 1, polynucleotit theo diém

4, vecto biéu hién theo diém 5, hoic té bao chu theo diém 6.
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26
KoPatentin 3.0
’

8
PRT
Trinh tw nhan tao

trinh tw axit amin cho khang thé khang tau ctia CDR1 (VH)

1

G%y Asp Ser lle Thr Ser Gly Tyr
5

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

<220>
<223>

<400>

2

7
PRT
Trinh tw nhan tao

trinh tw axit amin cho khang thé khang tau cia CDR2 (VH)

2
II? Arg Tyr Ser Gly Arg Thr
5

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

<220>
<223>

<400>

3

7
PRT
Trinh tw nhan tao

trinh tw axit amin cho khang thé khang tau cia CDR3 (VH)

3
Ala Ser Val Tyr Phe Thr Tyr

1

<210>
211>
<212>
<213>

<220>

5

4

11

PRT
Trinh tw nhan tao
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<223> trinh tw axit amin cho khang thé khang tau ctia CDR1 (VL)

<400> 4
G%n Ser Leu Leu Asp Ser As1p Gly Lys Thr Tyr
5 0

<210> 5

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tw nhan tao

<220> X
<293> trinh tw axit amin cho khang thé khang tau cia CDR2 (VL)

<400>

muvaSm

<210> 6

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tw nhan tao
<220>

<223> trinh tw axit amin cho khang thé khang tau cta CDR3 (VL)

<400>
Trp GIn Gly Ser His Phe Pro Tyr Thr

<210> 7

<211> 113

<212> PRT

<213>  Trinh ty nhan tao
<220>

<5535 trinh t axit amin cho khang thé khang tau clia viing bién ddi (VH)

<400>
G|1u Val Gln Lesu Glu Glu Ser %ly Pro Ser Leu Val Lys Pro Ser Gin
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Thr Gly Asp Ser lle Thr Ser Gly
20 25 30
Tyr Trp Asn Trp lle Arg Lys Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Tyr Met
35 40 45
Gly Tyr lle Arg Tyr Ser Gly Arg Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60

Ser Arg lle Ser lle Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn GiIn Phe Tyr Leu
65 70 75 80
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Gln Leu lle Ser Val Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95
Ser Val Tyr Phe Thr Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
100 1056 110

Ser

<210> 8

<211> 113

<212> PRT

<213>  Trinh tw nhan tao

<220> . L
<223>  trinh tw axit amin cho khang thé khang tau cla vung bién doi (VH)

<400> 8
Gl1u Val GIn Leu GIn Glu Ser1%ly Pro Gly LeL% Val Lys Pro Ser Gin
5 5

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Asp Ser lle Thr Ser Gly
20 25 30
Tyr Trp Asn Trp lle Arg Gin Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Tyr lle
35 40 45
Gly Tyr lle Arg Tyr Ser Gly Arg Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60
Ser Arg Val Thr lle Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn GiIn Phe Ser Leu
65 70 75 80
Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95
Ser Val T1y(r)5’he Thr Tyr T1rr(>) Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
5

110
Ser

<210> 9

<211> 113

<212> PRT

<213> Trinh tw nhan tao

<220> X L
<223>  trinh tu axit amin cho khang thé khang tau ctia viung bién doi (VH)

<400> 9
Glu Val GIn Leu GIn Gin Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser GIn
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Ser Gly Asp Ser lle Thr Ser Gly
20 25 30
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Tyr Trp Asn Trp lle Arg Gin Ser Pro Ser Arg Gly Leu Glu Trp Leu
35 40 45
GWTWHeAm1yH%r@yAmeTwTwAmwHoSaLaJWS
50 55 60
Ser Arg lle Thr lle Asn Arg Asp Thr Ser Lys Asn GIn Phe Ser Leu
65 70 75 80

GIn Leu Asn Ser Val Thr Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Ser Val Tyr Phe Thr Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
0 105 110

10
Ser
<210> 10
<211> 113
<212> PRT

<213> Trinh tw nhan tao
<220> . o
<223> trinh tw axit amin cho khang thé khang tau cta vung bién doi (VH)

<400> 10
G%u Val Thr Leu Lys Glu Ser1G|y Pro Thr Leu1 Val Lys Pro Thr GIn
5 0 5

Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Asp Ser lle Thr Ser Gly
20 25 30
Tyr Trp Asn Trp lle Arg Gin Pro Pro Gly Lys Ala Leu Glu Tyr Leu
35 40 45
Ala Tyr lle Arg Tyr Ser Gly Arg Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60

Ser Arg Leu Thr lle Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn GIn Val Val Leu
65 70 75 80

Thr Met Thr Asn Met Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Ser Val Tyr Phe Thr Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
100 105 110

Ser

<210> 11

<211> 113

<212> PRT

<213>  Trinh ty nhan tao
<220>

<9923>  trinh tw axit amin cho khang thé khang tau cta ving bién adi (VH)
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<400>
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser %ly Gly Gly Leu1VaI GIn Pro Gly Arg

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Thr Val Ser Gly Asp Ser lle Thr Ser Gly
20 25 30
Tyr Trp Asn Trp Phe Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Tyr Val
35 40 45
Gly Tyr lle Arg Tyr Ser Gly Arg Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60
SSer Arg Phe Thr lIe Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asréolle Ala Tyr Leu
5

GIn Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Ser Val Tyr Phe Thr Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
100 105 110

Ser

<210> 12

<211> 112

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<523>  trinh tw axit amin cho khang thé khang tau ctia viing bién déi (VL)

<400> 12
A?p Val Leu Met Thr Gin Thr Pro Leu Thr Leu Ser Val Thr lle Gly
5 10 15

GIn Pro Ala Ser lle Ser Cys Lys Ser Ser GIn Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30
Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Leu GIn Arg Pro Gly GIn Ser
35 40 45
Pro Lys Arg Leu lle Ser Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lle
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gin Gly

85 90 95

Ser His Phe Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys
100 105 110
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<210> 13

<211> 112

<212> PRT

<213>  Trinh tw nhan tao

<220> ) o
<993>  trinh tw axit amin cho khang thé khang tau cta ving bién dodi (VL)

<400> 13
A?p Val Val Met Thr GIn Ser1Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Leu Gly
5 0 15

GIn Pro Ala Ser lle Ser Cys Lys Ser Ser GIn Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30
Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Phe GIn Gin Arg Pro Gly GIn Ser
35 40 45
Pro Lys Arg Leu lle Ser Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lle
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gin Gly
85 90 95

Ser His Phe Pro Tyr Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys
100 105 110

<210> 14

<211> 112

<212> PRT

<213> Trinh tw nhan tao

<220> N oL
<223> trinh tw axit amin cho khang thé khang tau clia vung bién doi (VL)

<400> 14
A?p Val Val Met Thr GIn Ser1Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
5 0 15

Glu Arg Ala Thr lle Asn Cys Lys Ser Ser GIn Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30
Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Tyr Gin GIn Lys Pro Gly GIn Ser
35 40 45
Pro Lys Arg Leu lle Ser Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60
Asp Arg Phe Ser gly Ser Gly Ser756Iy Thr Asp Pg% Thr Leu Thr lle

65 7
Ser Ser Leu Gin Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Trp GIn Gly
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85 a0 95
Ser His Phe Pro Tyr Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys
100 105 110

<210> 15
<211> 112
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
<220> ) i o
<223>  trinh tu axit amin cho khang thé khang tau cda ving bién doi (VL)

<400> 15
G%u Val Val Leu Thr GIn Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Lys Ser Ser Gin Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30
Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Tyr Gin GIn Lys Pro Gly GIn Ser
35 40 45
Pro Lys Arg Leu lle Ser Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser Gly lle Pro
50 55 60

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

Ser Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Trp GIn Gly
85 90 95

Ser His Phe Pro Tyr Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys
100 105 110

<210> 16
<211> 339
<212> DNA

<213>  Trinh tw nhan tao

<220> i o
<223>  trinh tw nucleotit clia khang thé khang tau clia vung bién doi (VH)

<400> 16

gaggtgcagc tggaggagtc aggacctage ctcgtgaaac cttctcagac tetgtcecte 60
acctgtictg tcactggcga ctccatcacce agtggttact ggaactggat ccggaaatte 120
ccagggaata aacttgagta catggggtac ataaggtaca gtggtagaac ttactacaat 180
ccatctctca aaagtcgaat ctccatcact cgagacacat caaagaacca gtictacctg 240
cagttgattt ctgtgactac tgaggacaca gccacatatt actgtgcaag tgtttacttt 300
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acttactggg gccaagggac tectggtcact gtctctaca 339
<210> 17

<211> 339

<212> DNA

<213> Trinh tw nhan tao

<220> R .

<223>  trinh ty nucleotit clia khang thé khang tau clia vung bien ddi (VH)

<400> 17

gaggtgcagc tgcaagaaag cggacccggt ttagtgaagc ccagccagac tttatcttta 60
acttgtaccg tgagcggega ctecatcacc agcggetact ggaactggat cagacagect 120
cccggcaagg gittagagta catcggetac attcgttaca geggtegtac ctactacaac 180
ccctetttaa agtctegtgt gaccatctct cgtgacacca gcaagaacca gttctcttta 240
aagctgagca gcgtgacagce cgecgacaca gecgtgtact actgecgecag cgtgtactte 300
acctactggg geccaaggtac tttagtgacc gtctcgage 339

<210> 18

<211> 339

<212> DNA
<213>  Trinh tw nhan tao

<220> . o
<223> trinh tw nucleotit ctia khang thé khang tau ctia ving bién doi (VH)

<400> 18

gaggtgcagc tgcagcagag cggacccgga ctggtgaagc ccagccagac actgtcttta 60
acttgtgccg tgagcggega tagcatcace ageggetact ggaactggat tcgtcagage 120
cctagcagag gtttagagtg getgggcetac atcagataca geggtegtac ctactacaac 180
ccctctttaa agtctcgtat caccatcaat cgtgacacca gcaagaacca gttctcttta 240
cagctgaaca gcgtgaccee agaagacacc gecgtgtact actgegecag cgtgtactte 300
acctactggg gccaaggtac titagtgacc gtctcgage 339

<210> 19

<211> 339

<212> DNA

<213>  Trinh tw nhan tao

<220>

<023>  trinh tw nucleotit clia khang thé khang tau clia ving bién d6i (VH)

<400> 19
gaggtgactt taaaggagag cggacccact ttagtgaagc ccacccagac tttaacttta 60
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acttgtaccg tgagcggega cagceatcacc ageggctact ggaactggat cagacagece 120
cccggcaaag ctttagagta tttagectac attcgttaca geggtegtac atactacaac 180
ccctctttaa agtctegtct gaccatcact cgtgacacca gcaagaacca agttgtgctg 240
accatgacca acatggaccc cgtggacacc gecacctact actgegecag cgtgtatttc 300
acctactggg gccaaggtac tttagtgacc gtctcgage 339

<210> 20

<211> 339

<212> DNA

<213> Trinh tw nhan tao

<220>

<523>  trinh tu nucleotit ciia khang thé khang tau clia viing bién doi (VH)

<400> 20
gaggtgcagce tggtggagag cggecggagga ctggtgcaac ccggtcgttc tttaaggcetg 60
agctgcacceg tgagcggega cagcatcacce tccggetact ggaactggtt tcgtcaaget 120

cccggtaaag gtttagagta cgtgggctac attcgttaca gcggtegtac ctactacaat 180
ccctctitaa agtctegttt caccatctct cgtgacacca gcaagaacat cgcctattta 240
cagatgaact ctttaaagac cgaggacacc gcegtgtact actgcgccag cgtgtacttc 300
acctactggg gccaaggtac tttagtgacc gtctcgage 339

<210> 21

<211> 336
<212> DNA

<213>  Trinh tw nhan tao

<220> . o
<223>  trinh tw nucleotit ctia khang thé khang tau cta ving bién doi (VL)

<400> 21

gatgttttga tgacccaaac tccactcact ttgtcggtta ccattggaca accagcctcc 60
atctcttgca agtcaagtca gagectctta gatagtgatg gaaagacata tttgaattgg 120
ttgttacaga ggccaggcca gtctccaaag cgcctaatet ctetggtgtc taagetggac 180
tctggagtce ctgacaggtt cactggecagt ggatcaggga cagatttcac actgaaaatc 240
agccgagtgg aggetgagga tttgggagtt tattattget ggcaaggttc acattttccg 300
tacacgttcg gaggggggac caagctggaa ataaga 336

<210> 22

<211> 336

<212> DNA
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<213> Trinh tw nhan tao

<220>
<293>  trinh tw nucleotit clia khang thé khang tau clia viing bién déi (VL)

<400> 22

gacgtggtga tgacccagag ccctttatct ttacccgtta cactgggeca geccgectcet 60
atcagctgca agagcagcca gtctttactg gatagcgacg gcaagaccta tttaaactgg 120
ttccagcaga gacccggcca gagccccaag aggctgatct ctttagtgag caagctggac 180

agcggegtge ccgategtit cagcggaage ggcageggea cagacttcac tttaaagatc 240

tctcgtgtgg aggccgagga cgtgggegtg tactactgct ggcaaggtag ccacttcccce 300
tacaccttcg gccaaggtac caagctcgag atcaag 336

<210> 23

<211> 336

<212> DNA

<213>  Trinh tw nhan tao

<220>

25535 trinh tw nucleotit cia khang thé khang tau cia viing bién adi (VL)

<400> 23

gacgtggtga tgacacagag cccecgattet ttagctgtgt ctttaggcga gagagccacce 60
atcaactgca agtccagcca gtctttactg gacagcgacg gcaagaccta tttaaactgg 120
taocagoaga agcccggceca gagccccaag aggctcatct ctttagtgag caagctggac 180
agcggcegtge ccgataggtt Cagcggaagc ggcagcggcea ccgacttcac tttaaccate 240
agctctttac aagctgagga tgtggecegtg tactactgct ggcaaggtag ccacttcccce 300
tacaccttcg gccaaggtac caagctcgag atcaag 336

<210> 24

<211> 336

<212> DNA

<213>  Trinh tw nhan tao

<220>

<293>  trinh tw nucleotit clia khang thé khang tau ctia ving bién ddi (VL)

;gggiggtgg tgacccagag ccccggtact ttatctitaa gcceceggtga gagagccact 60
ttaagctgca agagcagceca gtctttactg gacagcgacg gcaagaccta tttaaactgg 120
taccagcaga agcccggeca gageccecaag aggctgatct ctttagtgag caagctggac 180
agcggceatce ccgacagatt cagcggaage ggcageggea ccgacttcac tttaaccatc 240

10
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tctcgtctog ageccagaaga cttcgeegtg tactactgct ggcaaggtag ccacttccec 300
tacacctticg gccaaggtac caagctcgag atcaag 336
<210> 25
<211> 441
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400>
Met Ala Glu Pro Arg GIn Glu Phe Glu Val Met Glu Asp His Ala Gly
1 5

Thr Tyr Gly Leu Gly Asp Arg Lys Asp Gin Gly Gly Tyr Thr Met His
20 25 30
GIn Asp GIn Glu Gly Asp Thr Asp Ala Gly Leu Lys Glu Ser Pro Leu
35 40 45
GiIn Thr Pro Thr Glu Asp Gly Ser Glu G|u Pro Gly Ser Glu Thr Ser

50

Assp Ala Lys Ser Thr Pro Thr Ala Glu Asp Val Th‘Er3 Ala Pro Leu Val
5 0

Asp Glu Gly Ala Pro Gly Lys Gin Ala Ala Ala GIn Pro His Thr Glu
85 90 95
lle Pro Glu Gly Thr Thr Ala Glu Glu Ala Gly lle Gly Asp Thr Pro
105 110
Ser Le1u1 Glu Asp Glu Ala Ala Gly His VaI Thr Gin Ala Arg Met Val
5
Ser Lys Ser Lys Asp Gly Thr Gly Ser Asp Asp Lys Lys Ala Lys Gly
130 135 140
Ala Asp Gly Lys Thr Lys lle Ala Thr Pro Arg Gly Ala Ala Pro Pro
145 150 155 160

Gly GiIn Lys Gly GIn Ala Asn Ala Thr Arg lle Pro Ala Lys Thr Pro
170

Pro Ala ljrgOLys Thr Pro Pro Ser Ser Gly Glu Pro Pro Lys Ser Gly
185

Asp Arg Ser Gly Tyr Ser Ser Pro Gly Ser Pro Gly Thr Pro Gly Ser
195 200 205
Argz188r Arg Thr Pro Ser Leu Pro Thr Pro Pro Thr Arg Glu Pro Lys

Lys Val Ala Val Val Arg Thr Pro Pro Lys Ser Pro Ser Ser Ala Lys
225 230 235 240

Ser Arg Leu Gln Thr Ala Pro Val Pro Met Pr02A3p Leu Lys Asn Val
250 55

Lys Ser Lys lle Gly Ser Thr Glu Asn Leu LysOHls GIn Pro Gly Gly
27

11
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Gly Lys Val GIn lle lle Asn Lys Lys Leu Asp Leu Ser Asn Val Gin
275 280

Ser Lys Cys Gly Ser Lys Asp Asn lle Lys His Val Pro Gly Gly Gly
295 300
ggr Val GIn lle VaI Tyr Lys Pro Val Asp Leu Ser Lys Val Thr Ser
5 320
Lys Cys Gly Ser Leu Gly Asn lle His His Lys Pro Gly Gly Gly GIn
325 330 335
Val Glu Val Lys Ser Glu Lys Leu Asp Phe Lys Asp Arg Val GIn Ser
340 345 350
Lys lle Gly Ser Leu Asp Asn lle Thr His Val Pro Gly Gly Gly Asn
355 360 365

Lys Lys lle Glu Thr His Lys Leu Thr Phe Arg Glu Asn Ala Lys Ala
375 380

%yés Thr Asp His Glé Ala Glu lle Val Tyr Lys Ser Pro VaI Val Ser
5

Gly Asp Thr Ser Pro Arg HIS Leu Ser Asn Val Ser Ser Thr Gly Ser
415

lle Asp Met Val Asp Ser Pro Gin Leu Ala Thr Leu Ala Asp Glu Val
420 425 430

Ser Ala Ser Leu Ala Lys Gin Gly Leu

435 440
<210> 26
211> 129
<212> PRT

<213> Trinh tw nhan tao

<220>
<223> trinh tw axit amin cho K18

<400> 26
G%n Thr Ala Pro Val Pro Met Poro Asp Leu Lys Asn Val Lys Ser Lys
5 15

lle Gly Ser Thr Glu Asn Leu Lys His Gin Pro Gly Gly Gly Lys Val
20 25 30
GIn lle lle Asn Lys Lys Leu Asp Leu Ser Asn Val GIn Ser Lys Cys
35 40
Gly Ser Lys Asp Asn lle Lys His Val Pro Gly Gly Gly Ser Val Gin
50 55 60

lle Val Tyr Lys Pro Val Asp Leu Ser Lys Val Thr Ser Lys Cys Gly
65 70 75 80

Ser Leu Gly Asn lle His His Lys Pro Gly Gly Gly GIn Val Glu Val

12
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85 90 95
Lys Ser Glu Lys Leu Asp Phe Lys Asp Arg Val Gln Ser Lys lle Gly
100 105 110
Ser Leu Asp Asn lle Thr His Val Pro Gly Gly Gly Asn Lys Lys lle
115 120 125
Glu

13
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FIG. 9
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FIG. 13
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FIG. 19
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FIG. 21

Kiéu dai Tau P301L Kiéu dai Tau P301L
P 1gG ADEL-YOIm [gG ADEL-YOlm lgG ADEL-YOlm [gG ADEL-YOlm
2 ; " 7 g 3
Tau-acK280

B-actin

Vé nao i hai ma

Ho6i hai ma
FIG. 22

Binh thudng AD

#1 #2

Tau-acK280

s

400X

79/102



51450 80/102

13/35

FIG. 23A

Binh thuong AD

Taué

Tau-
acK280
Dang tinh bot
GAPDH
FIG. 23B
600+ ' .
500 - wlm
é::s “e0 400+
% 5
5 S 300- ]
= O
& S 200- ,
g8 ,L
g 1001
‘% 0 k1 E
'-; Binh thuong AD
N
>



51450

14/35

FIG. 24
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FIG. 26
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FIG. 28
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FIG. 30
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FIG. 40
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FIG. 52
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