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lién quan dén cdc md r6i soi than kinh. Dic biét, sing ché dé cap dén duoc phdm

bao gom peptit khdng nguyén, dac biét 1a cdc phospho-peptit khdng nguyén bt

chudc cac phospho-epitop bénh 1y chii yéu clia protein tau, dé sit dung chita bénh

va chan doén trong phuong phép diéu tri cic bénh tau bao gém bénh Alzheimer.
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Link vye k¥ thuit duwgce de cap

Sang ché dé cap dén cac phuong phap va duoc pham dé str dung trong
viée diéu tri va chin doan cac bénh va cac rdi loan gay ra bdi hodc lién quan dén
céc md 16l soi thén kinh. Cu thé 13, sang ché dé cap dén cac phuong phép va
diroc pham dé st dung trong viée diéu tri va chan doan cac bénh tau bao gom

bénh Alzheimer (AD).
Tinh trang k¥ thuét ciia sing ché

Céac md roi soi than kinh 1a dau hiéu phéan biét bénh ly than kink chu yéu
5 bérh Alzheimer (AD). Chung phat sinh béi su két tu clia protein tau ting
éhosphory] hoé va céc cdu hinh riéng cta né. AD chia sé bénh 1y nay véi nhidy
bénh Iy protein tau thodi hod than kinh, dic biét véi cac dang sa st i tué tran -

thai duong (frontotemporal dementia (FTD)).

Protein tau 1 protein “khong gép nép tu nhién”, tan tuy v ma ¢6 thé gan
két chat ché véi chu tric vi ona (microtubuli-M1) 3¢ thic day sy 9&5’“} k8t va do
6n dinh cta ching. Cac MT ¢6 val trd rit quan trong dbi voi tinh todn ven b
chung t8 bao cha cac té bao than kinh — va do 45 vat quan trong 461 v&i sy cau
tao vi hoat dOng thich hop cua céc dong té bao thén kinh, sau da_/ {& sy hoc tdo
v tri nhd. Gén két cha tau véi MT duoe kiém sodt bang qué trinh phosphoryl
hod dong va loal phosphoryl, nhu duge chimg 16 ¢t yéu in vitro va trong céc 8

4
7

3¢ 86 lugng céce vi tri ¢o thé phosphoryl ho4

AY

T"'"‘

P Ay mbids 14 15 1 1
bac khdng ghm 13 1& bao than kirdi.

, A

ion {(>80), ncn sy déng goD chink xac cha ting vi i va sy ad ong nh 4t clia céc

i)

iinaza chiu trach nhiém van chua duoc xéc dinh dugce ¢ mie do cao in vivo.
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O ndo bi mic AD, bénh ly tau phat trién mudn hon, va vi vay co thé dap
ng véi bénh ly amyloid, né tao nén gia thuyét xau chudi vé thac amyloid. Piéu
nay dua vao va duogc ching té bing cac nghién ctru & cic bénh nhan méc hoi
ching AD va Down, va dugc chimg thuc bang cac nghién ctru & chuot chuyén
gen c6 bénh ly tau va amyloid két hop (Lewis et al., 2001; Oddo et al., 2004;
Ribe et al., 2005; Muyllaert et al, 2006; 2008; Terwel et al, 2008).

Thoi diém chinh xac dan dén ca hai bénh 1y & cac bénh nhan bi mic AD
cling nhu cac co ché ma gin két amyloid véi bénh ly tau van chua duoc biét dén
rong rai, nhung dugc dé xuat 14 co lién quén dén viéc hoat hoa con duong truyén
tin hiéu than kinh ma tac dong 1én hoac bai GSK3 va cdkS5 lam “cac tau-kinaza”

chinh (t6ng quan béi Muyllaert et al, 2006, 2008).

Gia thuyét rang bénh tau khong ¢6 tac dung phu lanh tinh ma viéc thé
hién bénh ly chu yéu 6 AD dua vao cac quan sat thtr nghiém va bénh ly, di

truyén hop ly ma hoan toan ctiing ¢6 lan nhau:

* d6i voi cac truong hop AD di truyén khéi phat sém ma do céc dot bién
& tién chat protein amyloid (APR) hodc presenilin, nguyén nhan gay bénh bt
budc 1a su tich tu amyloid, nhung luén 1a bénh ly nay bao gdm bénh tau thu

phat, giong hét voi bénh 1y & cac treong hop AD roi rac khéi phat mudn. -

* tinh nghiém trong cua su roi loan chtirc nang va su sa sat tri tué lién
quan dén bénh tau, nhung khdng lién quan dén bénh ly amyloid, dugc minh hoa
moi day nhat bang mot vai nghién ctu 1am sang cac pha 1&2 ma bao gdm tao
anh PIB-PET cho amyloid va nhan dang nhiéu “dwong tinh gia": cac c4 thé binh

thuong vé mat nhan thirc v6i 16p boi tich amyloid 1én trong néo.

* & FTD di truyén, bénh tau bi kich thich béi tau dot bién va gay truc tiép

dén su thodi hoa than kinh, ma khoéng cé biéu hién bénh ly amy]loid.
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* & cac md hinh chudt thu nghiém, cac thiéu hut vé nhén thuc gy ra boi
bénh ly amyloid dugc thuyén giam gan nhu hoan toan do khdng c6 protein tau

(Roberson et al, 2007).

Céc luan ctr két hop ting ho gia thuyét rang protein tau la nhan td chinh

gdy chét nhan thirc & AD va céc bénh tau thoai hoa than kinh lién quan.

Viéc diéu tri AD bat dau xuét hién ndi bat nhat 1a bang liéu phap mién
dich thu dong voi mAbs dac hiéu, dé lam sach céc peptit amyloid va cac khéi
két tu ctia ching ma duogc cho la gy doc thin kinh hodc giy doc khdp than

kinh.

Liéu phap mién dich nhim vao bénh ly tau, nhu duoc dé xuit & day, dugc
du doan 1a c6 thé lam trung hoa cic c4u hinh riéng protein tau bénh ly da biét
hoic duoc gia thiét 1a gy su thoai hoa than kinh. Bénh ly amyloid ¢ AD gay ra
va két tu cac khéi protein tau ting phosphoryl hod trong té bao than kinh dugc
gia thiét 1a déng vai tro hiép ddng trong thac nhan thirc va thodi hoa cua cac
truong hop bénh ly dan dén tr suy giam nhan thitc nhe (MCI) thanh sa sat tri tué
tram trong cua AD. Vi vay viéc két hop tri licu nhim vao tau voi viée tri liéu
nhim vao amyloid (hodc bét ky loai nao khac) sé tao thanh phuong phap diéu tri

AD duoc uu tién hon, va vé co ban la hiéu qua hon.

Céac phuong phap chita bénh khac nhdm vao protein tau la it khi tim thay

va chi yéu bao gom:

« Céc chét trc ché kinaza ma dugc cho 1a 1am ting mte do phosphoryl hoa

tau thanh cac muc bénh ly

« Céc hop chat phong bé sy tich tu bao chét cua qua trinh tang phosphoryl

hod protein tau.
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Cac phuong phap nay ciing ¢6 nhitng mat han ché vé tinh dac hiéu va tinh
hiéu qua, mot van dé ma ching can nd luc xir ly dé cai bién su chuyén hod cia
APP va amyloid, tht c4 nhim nhAn manh tim quan trong cua viéc nghién clru
lién tuc dbi véi cac tuy chon diéu tri bd sung, ké ca liéu phap mién dich chéng

lai tau.

Trong thuc té, khong ¢ cac nd luc nham xac dinh — chi dé dén dich - cac

céu hinh riéng tau bénh 1y in vivo. Trong thir nghiém 1am sang AJ342 pha II,
| bénh ly mo rdi duong nhu khéng duge xem xét va phan tich séu dang ké (Nicoll
et al., 2003; Masliah et al., 2005). Noi cach khac, liéu phap mién dich thir
nghiém nhim vao amyloid trong kiéu chudt tién 1am sang c6 bénh 1y tuong tu
AD két hop cling thé hién hiéu qua dbi v6i bénh ly tau méc du céc khéi két tu

tau van tiép tuc ton tai (Oddo et al., 2004).

Mot sb nghi ngo da duogc bi loai bo dua vao tinh kha thi cua viée t-iép can
protein tau ndi bao bang liéu phap mién dich. Ching bi phan d6i boi nghién ciu
thir nghiém mai day nhét ctia Asuni va cac cong su (Asuni et al.. 2007) 6 md
hinh chudt méc bénh tau. Ching thé hién mutc bénh Iy mé rdi giam va cac cai
thién chte niang nhd tiém ching bing phospho-peptit dan xuit tir protein tau.
Céc dit liéu d6 chimg thuc cdc bao céo trude do vé lidu phap mién dich nham
vao a-synuclein & mo hinh bénh Parkinson (Parkinson’s disease-PD) (Masliah
et al., 2005) va vao peroxit dismutaza & kiéu xo cing cot bén teo co
(amyotrophic lateral sclerosis-ALS) (Urushitiani et al., 2007). Hai loai bénh nay
1a cac vi du vé cac protein ndi bao tao ra sy thoai hoa than kinh ma gﬁn nhu cho
dén nay cac co ché chua duogc hiéu day du. No6i cach khac, protein tau tai t6 hop
¢6 do dai ddy du duoc tao ra trong va phan lap tir vi khuan duong nhu khong
thich hop lam vacxin, cho du cac chét phu tro da st dung, tuc la Freund hoan
chinh va doc t6 ho ga, c6 thé gbp phén tao ra két qua am tinh ctia thir nghiém

nay (Rosenmann et al., 2006).
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Van ¢6 nhu cau ma chua dugce dap tng vé céc lidu phap mién dich thu
dc}ng va/hodc chu dong ma cé tac dung chdng lai cac ciu hinh riéng protein
bénh ly da biét — hodc gia dinh — gay ra cac rdi loan thoai hoa than kinh, nhu
bénh ly amyloid & AD bi gay ra béi, vi du cac khdi két tu protein tau tang
phosphoryl hoa trong té bao than kinh ma thuong la dac trung cho AD la

amy]loid.

Nhu cau chua dugc dap Gng nay c6 thé duoc théa man trong pham vi cua
sang ché nho dé xuét cac phuong phép tao mién dich chi dong va thu dong c6
st dung céc vacxin trén co so liposom (Nicolau et al., 2002; Muhs et al., 2007)
va mAbs dua vao cac phospho-peptit bat chude cac phospho-epitop bénh ly chu
yéu cia protein tau. Cac tac dong két hop nay tao thanh mAbs dic hidu méi
chéng lai cac phospho-epitop don va phirc hop, tuyén tinh va thich ung dua vao
protein tau dugc cho la gay ra tinh doc than kinh va khop than kinh & cac bénh

ly tau, bao gébm AD.

Ban chit ky thuit cia sang ché

Sang ché dé xut cac phuong phap mdi va cac peptit khang nguyén theo
sang ché va nhu duge mé ta & ddy va cac manh co chic ning cta chung, ké ca
cac ché pham chira cac peptit khang nguyén nay hodc cac manh cta ching dé
tao ra tinh ddc hiéu cao, dic biét 1a dap tmg mién dich, dr;ic(hiéu thich hgp cho
co thé sinh vat, ma cu thé 1a & dong vat, cu thé 1a dong vat cé va hodc nguoi, ma
o hi€u luc cao va c6 kha nang ngan ngura hodc lam giam cac bénh ly tau, hodc
cac triéu chung lién quan dén cac bénh 1y tau, nhém cac bénh va céc réi loan
lién quan dén su hinh thanh cua céac thwong ton soi than kinh, bénh 1y ndo ndi
bat trong nhém céc rdi ioan thoai hoa than kinh nay.

Sang ché ciing dé cap dén cac khang thé, cu thé 1a cac khang thé don
dong, ké ca cac manh ¢ chirc nang cia ching, va cac duoc pham chua céc

khang thé nay, chung duoc tao ra bdi tinh dac hiéu cao, dic biét la dap ung mién
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dich, dac hiéu thich hop cho co thé sinh vét khi st dung peptit khang nguyén
theo sang ché va nhu dugc mé ta & day hodc manh ¢6 chic nang cua chung va
ché pham chira peptit khang nguyén nay hodc manh cia chung dé ngin ngua
hodc lam giam cac bénh thoai hoa than kinh, hodc céc tri¢u chung lién quan dén
cdc bénh thoai hod than kinh, nhom cac bénh va céc rdi loan lién quan dén su
hinh thanh ctia cac thuong ton s¢i than kinh, bénh ly ndo ndi bat trong nhém céc

roi loan thoai hoa than kinh nay.

Nhom cac roi loan thodi hod than kinh nay c6 thé duoc chia nho thanh hai
nhom phu, & nhém phu th nhét, céc bénh hodc cac rdi loan trong do6 cé su tdn
tai dong thoi cac bénh Iy tau va amyloid bao gém, nhung khong gidi han 6,
bénh Alzheimer, bénh Creutzfeldt-Jacob, sa sut tri tué chin thuong néo, hoi
chimg Down, bénh Gerstmann-Straussier-Scheinker, viém co thé vui, bénh

mach mau prion protein amyloid ¢ ndo va ton thuong chan thuong néo.

O nhém phu thir hai cac bénh hodc cac rdi loan trong d6 khong c6 bénh 1y
amyloid khac biét bao gom, nhung khong gidi han &, phtic hop xo cung cot bén
teo co/parkinson-sa sut tri tu€, sa sut tri tué nhudém doc bac mau nhudém, thoai
hoa dudi v ndo, cac mé roi soi than kinh lan toa ¢6 sy voi hod, sa sut trf tué
tran thai duong voi bénh Parkinson lién két véi nhidm sic thé 17, bénh
Hallevorden-Spatz, ching teo da hé, bénh Niemann-Pick, kiéu C, bénh Pick,

ching tang than kinh dém dudi vo tién trién, viém ndo trén nhan tién trién.

Pic biét, sang ché dé& xuét cac phuong phap méi va cac duge pham bao
gbm céc peptit khang nguyén theo sang ché va nhu duogc mo ta & day hoac cac
manh ¢6 chirc ning cua ching va cac khang thé, dic biét 1a cac khang thé don
dong, bao gom céc phan cé chirc nang ciia ching co thé thu duoc khi st dung
cac peptit khang nguyén theo sang ché va nhu duoc md ta & day hodc cac manh
c6 chic nang cua chung cho dong véat chu, dé duy tri hoac cai thién, nhung dac

biét 1a dé hoi phuc, dac biét hon 1a dé hdi phuc hoan toan kha ning nhé lién
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quan dén nhan thirc & dong vat c6 va, dac biét la nguoi bi mic bénh hoic roi

loan lién quan dén su hinh thanh cua cac thuong ton soi than kinh.

Muc dich ctia séng ché la dé xuat peptit khang nguyén, ddc biét 1a peptit
khang nguyén duoc cai bién hodc manh ¢6 chirc nang cua chung va cac duoc
pham bao gdm peptit khang nguyén nay hoac manh cé chirc nang cua ching,
peptit nay cé thé thu duoc tir protein tau. Pic biét, sang ché dé cap dén peptit
khang nguyén, ddc biét la khang nguyén phospho-peptit, hodc manh c¢é chirc
nang cia ching, bat chudc phospho-epitop bénh ly chinh cua protein tau, peptit
hoiic manh nay duoc cai bién thém nita nho gan két voi hodc hoan nguyén trong
~chat mang, duoc phim bao g0m peptit khang nguyén nay hoac manh c6 chuc
ning cla chung va phuong phap dé tao ra peptit hoic méanh c6 chic nang cua
~ chang va duge pham tuong émg, dé diéu tri cac bénh va cac rdi loan gdy ra boi
~hodc lién quan dén su hinh thanh cuta cac thuong ton soi than kinh, bénh ly ndo
161 bat & bénh tau bao gém mot nhém pha tap cac bénh hodc céac rdi loan thoai
ho4 than kinh ké ca cac bénh hoic céac réi loan co su ton tai -déng thoi cac bénh
ly tau va amyloid bao gém, nhung khéng giéi han &, bénh Alzheimer, bénh
Creutzfeldt-Jacob, sa st tr{ tué chan thuong ndo, hdi ching Down, bénh
Gerstmann-Straussier-Scheinker, viém co thé vui, bénh mach mau prion protein
amyloid & ndo va ton thuong chin thuong ndo va cac bénh hoac cic 1'_6i loan
khac khong thé hién bénh 1y amyloid khéc biét bao g6m, nhung khéng 2101 han
0, phtrc hop xo cling ¢4t bén teo co/parkinson-sa sut tri tué ctia Guam, bénh té
bao than kinh van dong khong phai Guamanian ¢6 cac mé rdi soi than kinh, sa
sut tri tué¢ nhudm doc bac mau nhudm, thoai hoa duédi vo ndo, cac mé rdi soi
than kinh lan toa c6 su vOi hod, sa st tri tué tran thai duwong véi bénh Parkinson
lién két véi nhiém séc thé 17, bénh Hallevorden-Spatz, chimg teo da hé, bénh
Niemann-Pick, kiéu C, bénh Pick, ching tang than kinh dém dudi vo tién trién,
chiig liét trén nhan tién trién, viém ndo xo clmg béan cép, su sa sit tri tué co duy

nhat mé roi, hgi chimg Parkinson, chiing loan dudng truong co luc.
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Theo mdt phuong 4n, sang ché d& cép dén peptit khang nguyén hodc
manh ¢6 chirc ndng cua chang va cac duge phidm bao gom peptit khang nguyén
nay hodc manh c6 chirc nang cua chung, peptit hozic manh nay bao gom tir 5 gdc
axit amin dén 30 gdc axit amin,cu thé 1 tir 10 gdc axit amin dén 25 géc axit
amin, cu thé 1a tir 12 gbe axit amin dén 22 gbe axit amin, cu thé 1a tir 14 gbe axit
amin dén 20 gdc axit amin, cu thé 1a tir 16 gbc axit amin dén 18 gdc axit amin
tuong Gng, co trinh ty axit amin dugc chon tur nhom géln cO cac trinh tu duoc
thé hién trong SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 va SEQ ID NO: 9 trong do cac
trinh tu nay thé hién kiéu phosphoryl hoa dic trung ma c6 lién quan dén tinh
trang hodc roi loan bénh ly, cu thé 13 tinh trang hoac 161 loan lién quan dén su

hinh thanh cua cac thuong tén soi than kinh.

Theo mét phuong an, sang ché dé cap dén phén tir axit nucleic hodc cac
manh cia chung ma hod peptit khang nguyén hodc manh cé chirc nang cta
chang duoc chon tir nhom gdm c¢6 cac trinh tu duge thé hién trong SEQ 1D NO:
2, SEG ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO:
7, SEQ ID NO: 8 va SEQ ID NO: 9.

Theo mét phuong an, sang ché d& cap dén peptit khang nguyén, dic biét
la peptit khang nguyén dugc cai bién theo sang ché, hoic manh cé chirc nang
ctia chung va dugce pham bao gom peptit khang nguyén ndy hoic manh ¢6 chirc
nang cua ching, peptit hodc manh nay co trinh ty axit amin thé hién it nhét
R0%, dic biét 1a it nhat 85%, dic biét 1a it nhat 90%, dic biét la it nhat 95%, dic
biét 1a it nhat 98%, dic biét la {t nhat 99%, do dong nhat vé trinh tu voi trinh tu
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 2 va vé co ban ¢6 cung hoat tinh sinh mién
dich nhu peptit khang nguyén nay cua SEQ ID NO: 2, trong do gb¢ axit amin
tuong (ng voi ge axit amin 18 (P-Tyrg) ctia SEQ ID NO: 2 dugc phosphoryl
hoa (T1).
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Theo mot phuong 4n, sang ché d& cap dén peptit khang nguyén, dac biét
la peptit khang nguyén dugc cai bién theo sang ché, hoic manh c6 chirc ning
clia chiing va dugc pham bao gdém peptit khang nguyén nay hodc manh cé chirc
ning cuta chiing, peptit hodc manh nay c6 trinh tu axit amin nhu dugc thé hién
trong SEQ ID NO: 2, trong d6 gdc axit amin 18 (P-Tyr-is) dugc phosphoryl hoa
(T1).

Theo mot phuong 4n, sang ché dé cap dén peptit khang nguyén, dac bict
1a peptit khang nguyén duoc cai bién theo sang ché, hodc manh ¢ chirc nang
cua chung va dugc phéln bao gom peptit khang nguyén nay hodc manh c6 chic
ndng cua ching, peptit hosic manh ndy co trinh ty axit amin thé hién it nhat
80%, dac biét 1a it nhit 85%, dic biét 1a it nht 90%, dac biét 1a it nhat 95%, dic
biét 14 it nhat 98%, dac biét 1a it nhat 99%, tinh ddng nhét v trinh tu véi trinh tu
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 3 va SEQ ID NO: 4 tuong Ung, va vé co ban
¢6 cung hoat tinh sinh mién dich nhu peptit khang nguyén nay ¢6 SEQ ID NO:
3, trong do it nhat mot, dic biét 1a it nhat 2, dac biét 1a it nhit 3, nhung dic biét
14 toan bd cac gde axit amin twong Gmg véi gbe axit amin 202 (P-Seryp,), 205 (P-
Thryps), 212 (P-Thryp), va 214 (P-Seryy) cia SEQ ID NO: 3 va 4 tuong Ung,
dugc phosphoryl hoa.

Theo mét phuong an, sang ché dé& cip dén peptit khang nguyén, dac biét
la peptit khang nguyén duoc cai bién theo sang ché, hodc manh ¢6 chic nang
ctia chiing va dugc pham bao gém peptit khang ngﬁyén nay hodac manh c6 chirc
ning clia chling, peptit hodc manh ndy c6 trinh tu axit amin nhu duoc thé hién
trong SEQ ID NO: 3 va SEQ ID NO: 4, twong Gng, trong do it nhét mot, dic biét
1 it nhét 2, dac biét 1a it nhit 3, nhung dic biét la toan bd cac gde axit amin 202
(P-Sery), 205 (P-Thryys), 212 (P-Thryyy), va 214 (P-Seryyy) dugc phosphoryl

hoa.

Theo mot phuong an, sé.hg ché dé cap dén peptit khang nguyén, dac biét

la peptit khang nguyén duoc cai bién theo sang ché, hodc manh c6 chic ning

-10-
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ctia chiing va dugc pham bao gom peptit khang nguyén nay hodc manh cé chirc
ning ctia chting, peptit hodc manh nay c6 trinh ty axit amin thé hién it nhét 80%,
dac biét 1a it nhat 85%, dac biét 1a it nhat 90%, dic biét 1a it nhat 95%, dic biét
1a it nhat 98%, dic biét la it nhat 99%, tinh dong nhat vé trinh tu véi trinh tu
- dugc thé hién trong SEQ ID NO: 4 va vé co ban c¢6 cung hoat tinh sinh mién
dich nhu peptit khang nguyén nay ciia SEQ ID NO: 4, trong d6 it nhat mét, dic
biét la it nhat 2 trong sé cac gbe axit amin tuong Gmg véi gbe axit amin 202 (P-

Seryp) va 205 (P-Thrys) cua SEQ ID NO: 4 dugc phosphoryl hoa.

Theo mét phuong an, sang ché dé cap dén peptit khang nguyén, dic biét
1a peptit khang nguyén dugc cai bién theo sang ché, hodc manh ¢6 chirc ning
ctia chung va dugc pham bao gém peptit khéang nguyén nay hodc manh ¢ chic
*+ nang cua ching, peptit hodc manh nay co trinh tu axit amin nhu dugc thé hién
trong SEQ 1D NO: 4, trong dé it nhat mot, dac biét 1a it nhat 2 trong sd cac gbe
axit amin 202 (P-Seryp,) va 205 (P-Thrys) dugc phosphoryl hoa.

Theo mdt phuong 4an, sang ché dé cap dén peptit khang nguyén, dic biét
la peptit khang nguyén dugc cai bién theo sang ché, hodc manh cé chirc ning
ctia ching va duge pham bao gdm peptit khang nguyén nay hodc manh c6 chirc
nang cua chiing, peptit hodc manh nay c¢6 trinh tu axit amin thé hién it nhét 8%,
dac biét 1a it nhat 85%, dac biét 1a it nhat 90%, dac biét 1a it nhat 95%, dic biét
1a it nhit 98%, dic biét 1a it nhdt 99%, tinh dong nhét vé trinh tu véi trinh tu
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 3 va vé co ban cé cung hoat tinh sinh mién
dich nhu peptit khang nguyén nay c¢6 SEQ ID NO: 3, trong d6 it nhit mét, dic
biét 1a it nhét 2 trong sb cac gde axit amin twong Ung véi gde axit amin 212 (P-
Thryp) va 214 (P-Ser;4) cia SEQ ID NO: 3 duoc phosphoryl hoa.

Theo mét phuong an, sang ché dé cap dén peptit khang nguyén, dac biét
la peptit khang nguyén duoc cai bién theo sang ché, hodc manh co chirc ning
cta ching va duoc pham bao gém peptit khang nguyén nay .hoeflc manh ¢é chiic

nang cua chung, peptit hodc manh nay co trinh ty axit amin nhu dugc thé hién
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trong SEQ ID NO: 3, trong do it nhat mot, dic biét 1a it nhét 2 trong sO céc géc
axit amin 212 (P-Thr,,) va 214 (P-Ser,4) dugc phosphoryl hoa.

Theo mét phuong an, sang ché d& cap dén peptit khang nguyén, dic biét
1a peptit khang nguyén duoc cai bién theo sang ché, hodc manh c¢6 chirc ning
ctia chiing va dugc phdm bao gdm peptit khang nguyén nay hodc méanh cé chic
ning cua chung, peptit hodc manh nay c6 trinh tu axit amin thé hién it nhat
80%, dac biét 1a it nhat 85%, dac biét la it nhat 90%, dac biét la it nhat 95%, dac
biét 1a it nhat 98%, dac biét 14 it nhat 99%, tinh déng nhét vé trinh tu véi trinh tu
duoc thé-hién trong SEQ ID NO: 5 va vé co ban ¢ cung hoat tinh sinh mién
dich nhu peptit khang nguyén nay c¢6 SEQ ID NO: S, trong do it nhat mot,
nhung dic biét 1a toan bo cac gde axit amin twong Gng véi gbe axit amin 396 (P-

Sersoq) va 404 (P-Seryp4) cia SEQ ID NO: 5 dugc phosphoryl hoa.

Theo médt phuong 4n, sang ché dé cap dén peptit khang nguyén, dac biét
la pépﬁt khéng nguyén duoc cai bién theo sang ché, hoic manh cé chicc ning
ctia chung va dugc pham bao gdm peptit khang nguyén nay hodc manh ¢o chirc
ndng cua ching, peptit hodc manh ndy co trinh ty axit amin nhu duoc thé hién
trong SEQ ID NO: 5, trong d6 it nhat mot, nhung dic biét 1 toan bd cac gde axit
amin 396 (P-Sersg,) va 404 (P-Seryo4) dugc phosphoryl hoa. |

Theo mét phuong 4n, sang ché dé cap dén peptit khang nguyén, dic biét
ia peptit khang nguyén dugc cai bién theo sang ché, hodc manh ¢ chirc ning
¢ta ching va duoc pham bao gdm peptit khang nguyén nay hodc manh ¢o chirc
ning cua chang, peptit hodc manh nay cé trinh ty axit amin thé hién it nhét
80%, dic biét 14 it nhat 85%, dic biét 1a it nhat 90%, dac biét 1a it nhat 95%, dac
biét 1a it nhat 98%, dic biét 1a it nhat 99%, tinh déng nhat vé trinh tu voi trinh tu
duge thé hién trong SEQ ID NO: 6 va vé co ban c6 ciing hoat tinh sinh mién
dich nhu peptit khang nguyén nay c6 SEQ ID NO: 6, trong do it nhit mét,
nhung dic biét 14 toan bd cac gbe axit amin tuong Ung voi gde axit amin 404 (P-

Serygq) va 409 (P-Seryyg) cua SEQ ID NO: 6 dugc phosphoryl hoa.
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Theo mot phuong 4n, séng ché dé cap dén peptit khang nguyén, dac biét
1a peptit khang nguyén duoc cai bién theo sang ché, hodc manh cé chic nang
ctia chiing va dugc pham bao gom peptit khang nguyén nay hodc manh c6 chic
ning cua chung, peptit hoic manh nay c6 trinh tu axit amin nhu duoc thé hién
trong SEQ ID NO: 6, trong d6 it nhat mot, nhung dic biét 1a toan bd cac gde
axit amin 404 (P-Seryp4) va 409 (P-Seryq) dugc phosphoryl hoa.

Theo mot phuong an, sang ché d& cap dén peptit khang nguyén, dic biét
1a peptit khang nguyén dugc cai bién theo sang ché, hodc méanh co chirc nang
ctia chiing va dugc pham bao gém peptit khang nguyén nay hodc méanh c6 chic
nang cua ching, pAeptit hodac manh nay cé trinh tu axit andin thé hién it nhét
80%, dic biét la it nhat 85%, dic biét 12 it nhit 90%, dic biét 12 it nhét 95%, dic
biét 1a it nhat 98%, dic biét 1a it nhdt 99%, tinh ddng nhét vé trink tu véi trinh ty
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 7 va vé co ban ¢6 cung hoat tinh sinh mién
dich nhu peptit khang nguyén nay c6 SEQ ID NO: 7, trong d6 it nhat maét, dic
biét 14 it nhat 2, diic biét 14 it nhét 3, nhung dac biét la toan b céc géc axit amin
tuong Ung voi géc axit amin 202 (P-Seryp,), 205 (P-Thryys), 212 (P-Thryy), va
214 (P-Sery4) cua SEQ 1D NO: 7 dugc phosphoryl hoa.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé cap dén peptit khang nguyén, dic biét
la peptit khang nguyén dugc cai bién theo sang ché, hodc manh cé chirc ndng
ctia chung va dugc pham bao gém peptit khdng nguyén nay hodc manh ¢6 chirc
ning cua ching, peptit hodc manh nay c6 trinh tu axit amin nhu duoc thé hién
trong SEQ ID NO: 7, trong d6 it nhat mét, ddc biét 1a it nhat 2, dic biét la it nhat
3, nhung dic biét 1a toan bd cac géc axit amin 202 (P-Seryp), 205 (P-Thrygs),
- 212 (P-Thry,), va 214 (P-Ser,,4) dugc phosphoryl hoa.

Theo mot phuong an, sang ché dé cap dén peptit khang nguyén, dic biét
Ia peptit khang nguyén dugc cai bién theo sang ché, hodc méanh cé chic nang
ctia chiing va dugc pham bao goém peptit khang nguyén nay hodc manh cé chirc

ning cua ching, peptit hodc manh nay c6 trinh tu axit amin thé hién it nhat
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80%, dac biét 1a it nhéat 85%, dic biét 1 it nhat 90%, dac biét 1a it nhat 95%, dac
biét la it nhat 98%, dac biét la it nhit 99%, tinh dong nhét vé trinh tu véi trinh tu
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 8 va vé co ban ¢é cung hoat tinh sinh mién
dich nhu peptit khang nguyén nay c6 SEQ ID NO: 8, trong dé gdc axit amin
tuong ung voi gde axit amin 409 (P-Seryg0) cia SEQ ID NO: 8 duoc phosphoryl

hoa.

Theo mét phuong an, sang ché dé cap dén peptit khang nguyén, dic biét
1a peptit khang nguj/én duoc cai bién theo séng ché, hoic manh c6 chuc nang
ctia chiing va duoc pham bao gom peptit khang nguyén nay hodc manh ¢6 chirc
nang cua ching, peptit hodc manh nay co6 trinh tu axit amin nhu dugc thé hién
trong SEQ ID NO: 8, trong d6 gdc axit amin twong mg véi gde axit amin 409
(P-Seryp9) ciia SEQ ID NO: 8 dugc phosphoryl hoa.

Theo mot phuong 4n, séng ché dé cap dén peptit khang nguyén, dac biét
la pé‘ptit khang nguyén duogc cai bién theo sang ché, hoic manh c6 chic ning
ctia ‘chung va duoc pham bao gém peptit khang nguyén néiy hodc manh cé chuc
ning cla chang, peptit hodc manh ndy cé trinh tu axit amin thé hién it nhat
80%, dic biét 14 it nhat 85%, ddc biét 1a it nhat 90%, déc biét la it nhat 95%, dac
biét 1 it nhat 98%, dac biét la it nhat 99%, tinh dong nhat vé trinh tu véi trinh tu
duge thé hién trong SEQ ID NO: 9 va vé co ban c¢6 cung hoat tinh sinh mién -
dich nhu peptit khang nguyén nay c6 SEQ ID NO: 9, trong dé gdc axit amin
tuong tmg vai gde axit amin 404 (P-Seryos) ctia SEQ ID NO: 9 duoc phosphoryl

hoa.

Theo mét phuong an, sang ché dé cap dén peptit khang nguyén, dic biét
1a peptit khang nguyén dugc cai bién theo sang ché, hodc manh c6 chic ning
cia chiing va dugc pham bao gdm peptit khang nguyén nay hodc manh ¢6 chuc
ning cua ching, peptit hodc manh nay c6 trinh tu axit amin nhu duogc thé hién
trong SEQ ID NO: 9, trong d6 gbc axit amin tuong ﬁng véi gbe axit amin 404

(P-Seryp4) cua SEQ ID NO: 9 dugc phosphory! hoa.
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Ciing thudc pham vi ctia sang ché 1a peptit khang nguyén duoc cai bién
theo sang ché hodc manh c6 chic ning cta ching va cac duge phdm bao gdm
peptit khang nguyén dugc cai bién nay hodc manh cé chic ning cta chung,
peptit nay vé co ban dong nhat véi cac peptit khang nguyén di néu trén nhu
dugc thé hién trong cac SEQ ID NO: 2 dén 9 va vé co ban co cung hoat tinh
sinh mién dich nhu cac peptit khdng nguyén nay c¢6 cac SEQ ID NO: 2 dén 9,
nhung dic biét 1a manh peptit bién di 1a thé bién di duoc cai bién bao toan cua
cac manh da néu, trong do cac bién d6i tao ra su thay thé ctia mét hoac nhiéu
axit amin, dac biét la tor mot dén 10 axit amin, didc biét hon nira 1a tir 1 dén 6 axit
amin, thim chi dac biét hon nita 14 tir 1 dén 4 axit amin, nhung dac biét tir | dén
3 axit amin, v6i axit amin tuong tu vé phuong dién hod hoc. Céc bang thay thé
bao toan dua ra céc axit amin tuong tu theo chirc ning 1a da biét rd trong linh
vue k¥ thuat va duoc dé xuat dudi day. Tt hon 1a thay thé bao toan duoc tao ra
sao cho tong dién tich toan phan ciia peptit va ca su phan bd tai trong trén phén

tir peptit vé co ban gilt nguyén nhu nhau.

Ciing thuéc pham vi cta sang ché 1a manh peptit bién thé, dic biét la
peptit khang nguyén bién di duge cai bién theo sang ché va dugc pham bao gdm
manh peptit bién di nay, peptit nay vé co ban dong nhét véi cac manh da nhan
biét & trén cua sang ché va vé co ban c6 hoat tinh sinh hoc tuong tu cua céc

phan nay, trong d6 mot hodc nhi€u goc axit amin dugc lam khuyét doan.

Theo mét phuong 4n khéc, peptit theo sang ché hodc manh c¢6 chirc ning
ctia chung duoc tao ra dudi dang polyme duoc chon tir thém gom ¢6 2-mer, 3-
mer, 4—1néf, 5—mer,'6—mer, 7-mer, 8-mer, 9-mer, 10-mer, 11-mer, lZ-h1er, 13-
mer, 14-mer, 15-mer, 16-mer, 20-mer, 30-mer va 50-mer, trong do céc don vi
monome cau thanh polyme nay ludn 1a cac don vi monome gidng nhau hoac
khac nhau va duoc chon tir nhom gbm c6 peptit theo sang ché va nhu duoc mé

14 ¢ day, dac biét 1a peptit nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:
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3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO;

8, va SEQ ID NO: 9 hodc manh c6 chirc ning ctia chiing va cac peptit bién di.

Theo mot phuong an, peptit khang nguyén theo sang ché va nhu duge mé
ta ¢ day hodc méanh ¢6 chirc nang ctia chiing, dugc cai bién nhd gan két vai hoc
hoan nguyén trong chit mang, dic biét 1a chét mang ma ¢6 chirc ning nhu chat
phu tro tao ra cdu trac siéu phan tir khang nguyén. Theo mot phuong 4n cu the,
peptit khang nguyén theo sang ché va nhu duoc moé ta & day hodc manh co chiic
nang cua ching, duoc cai bién nho gan két v6i hodc hoan nguyéh trong liposom
dé tao ra "cau trac siéu phan t& khang nguyén" nhu duge mo ta trong cong bd
don qudc & s6 WO 2005/081872, duge bao gom bang cach vién din vao day.
Peptit khang nguyén hodac manh c6 chiic nang cua chung dugc cai bién thém nita
sao cho n6 ¢6 bidu hién duy nhit cua peptit khang nguyén trén bé mit chét
mang, ma tao ra su biéu hién tang cudong ctia khang nguyén va cudi cling tao ra
cac khang thé ¢6 do nhf;xy cau hinh cao. Pic biét, peptit khang nguyén theo sang:
ché va nhu duoc mb ta ¢ day, duogc cai bién nho két hop véi géc ua béo hoac ky
nudce, né tao didu kién thuan loi cho viéc xen doan vao 16p kép lipit’ clia chat
mang liposom/cht phu tro mién dich, dac biét la bang gbc ua béo hodc ky nude
hoat dong nhu neo ddi véi peptit trong 16p kép liposom va co kich thudce khién
cho peptit dugc dat ¢ vi tri va lam on dinh gén nhu véi bé mat liposom.

Theo mét phuong an khac ciia sang ché, gbe ua béo hodc ky nudc la axit
béo, triglyxerit hodc phospholipit, dac biét la axit béo, triglvxerit hodc

phospholipit chira chudi cacbon tir C12 dén C24, nhung dic biét 1a axit palmitic.

Theo mot phuong an dac biét cua sang ché, peptit khang nguyén theo
sang ché va nhu da mé ta & day duoc dé xuat, hoic manh cé chirc ning cua
~ching, dugc cai bién nho it nhat hai phén tir coa axit plamitic lién két cong hoa
tri v6i cac dau tan cing N va C cia peptit khang nguyén nay hodc manh c6 chuc

nang cua chung, va nho hoan nguyén trong chit mang liposom.
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Theo mot phuong 4n cua sang ché, cic peptit hodc cic manh trong céc
thé tiép hop duoc két hop riéng biét véi bbn phan tir cua axit plamitic; vi vay

chung duogc tetrapalmitoyl hoa.

Theo mdt phuong 4n cua sang ché, hai phan tir cia axit plamitic dugc két
hop vé6i déu tan cling N va hai phan tir ctia axit plamitic duge két hop voi dau

tan cung C cua peptit hoac manh cua no.

Theo mdt phueng an khac nita, sang ché dé xuét peptit khang nguyén theo
sang ché va nhu duge mo ta & day, hodc manh cé chirc ning cia ching, dugc cai
bién nho két hop voi gfn wa chit béo hodc ky nudc nhu, vi dy, axit plamitic va
hoan nguyén trong liposom, trong do ché pham liposom co thé con chia chat
phu tro nhu, vi du, lipit A, phen, canxi phosphat, intolokin 1, va/hodc cac vi
nang ctia polysacarit va cac protein, nhung dic biét 1a lipit A da khir doc t6, nhur
monophosphoryl hodc diphosphoryl lipit A, hodc phén tao ra cau tric siéu phan

tr kh“éing nguyén.

Theo in@t phuong 4n, sang ché dé cap dén céu tric sidu phan tr ctia sang
ché va nhu dwoe mo ta ¢ day, cdu trac nay bao gom trén mot phén tir chat mang
mdt hodc nhiéu cac peptit khang nguyén, dic biét 1a hai hodc nhiéu peptit khang
nguyén, theo sang ché va nhu duoc mo ta & day, hodc manh co chuc ning cia
chung.

Theo mdt phuong an cua sang ché, phan tir chat mang nay la liposom.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, hai hoac nhiéu peptit khang nguyén la
céc peptit gidng nhau hodc khac nhau, dic biét 1a cic peptit dugc chon tir nhom
gém c6 SEQ ID NO. 2, SEQID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID
NO; 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, va SEQ ID NO: 9 hodc cac manh ¢

chic nang cua chung va céc peptit bién di.

Theo mot phuong an, sang ché dé cap dén cau trac siéu phan tr cua sang

ché va nhu dugc mo ta ¢ day, cau triuc nay bao gom trén mot phan tu chat mang
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t6 hop cua hai hodc nhiéu peptit khang nguyén c6 SEQ ID NO: 3 vi SEQ ID

NO: 4, hodc cdc manh cé chirc nang cia ching.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé xuit khang thé, dic biét la khang thé
don dong bao gdm khéang thé bat ky twong duong vé mat chic nang hodc cac
manh c6 chitc nang cua chiing, khang thé nay nhan dang va gin két véi cdu hinh
fiéng protein tau bénh ly dugc phosphoryl hoa hodc cac phan cua ciu hinh riéng
nay gdy ra cac dic tinh bénh ly ctia céu hinh riéng nay, cu thé la phospho-epitop

bénh ly cta protein tau.

Cu thé, sang ché dé xuat khang thé, cu thé la khang thé don dong bao gom
khémg thé bat ky tuong duong vé mit chirc nang hodc cac manh co chirc nang
ctia chung, khang thé nay nhan biét va gin két voi chu hinh riéng protein tau
bénh ly, dugc phosphoryl hoa hodc cac cac ph?m ctia cAu hinh riéng nay gay ra
cac dac tinh benh ly ctia cdu hinh riéng nay, cu thé la phospho Cpit’)p bénh ly

cua pr otein Lau voi tinh ddc hiéu cao.

Theo mot phuong an cu thé, khang thé, cu thé la khang thé don dong bao
gom khang thé bt ky tuong duong vé mat chuc nang hodc cac manh c6 chirc
ndng cla ching theo sang ché gin két v6i ciu hinh riéng protein tau bénh ly
hodc cac phén cua cu hinh riéng tao ra cac dac tinh bénh ly cia cau hinh riéng
ndy voi 4i luc cao hon it nhét 1a 40%, dac biét 1a it nhat 50%, dac biét 1a it nhét
60%, dc biét la it nhét 70%, dic biét 13 it nhit 80%, dac bist 1a it nhat 90%, dac
biét 1a it nhat 95% va téi 100% so véi ai luc gén két cua cau hinh riéng tau

khong dLrQ'c phosphoryl hoa, khong bénh ly.

Theo mdt phuong an cu thé, khang thé, cu thé 1a khang thé don dong bao
g6m khéang thé bat ky tuong duong vé mat chuc nang hodc cac manh co chirc
ning cua ching theo sdng ché duge dé xuit, ching gan két dac hiéu véi cac mo
161 soi than kinh (NFTs) va cac soi mang than kinh ¢ cac nio nguoi bénh

Alzheimer.
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Muc dich khac cua sang ché 1a dé& xuit cac khang thé, dac biét la cac
khang thé don dong hodc cc manh c6 chic ning ctia ching, ma gin két truc
tiép va ddc hiéu véi epitop trén protein tau, hodc voi to hop cua cac epitop, dac
biét 1a v&i epitop dic hidu v6i cau hinh riéng prdtein tau bénh ly, duoc
phosphoryl hod, dic biét 1a phospho-epitop bénh 1y ctia protein tau nhu, vi du,
epitop nhu dugc thé hién boi hodc bao gdbm trong trinh tu peptit dugc chon tur
nhom gém ¢o cac trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ
1D NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, va
SEQ ID NO: 9 va céc méanh bién dj ctia chung. | '

Cu thé, sang ché d& xuit khang thé bao gom khang thé tuong duong vé
mat chire ning bit ky hodc cac manh ¢6 chue nang cua chang, dac bi¢t la khang
- thé don dong bao gdbm khéng thé tuong duong vé mat chirc nang bat k? hozic cac
“ménh ¢6 chuc niang cda ching ma c6 thé thu duoc biang cach tao mién dich cho
dong vat thich hgp bang peptit khang nguyén, dac biét la ché pham peptit theo
sang ché va nhu dLI’(_)’C mo ta trén day, dic biét 1a ché pham bao gém peptit khang
nguyén chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3,
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8,

va SEQ ID NO: 9, bao gom manh c6 chtrc ndng hoac manh bién di ctia chung,

Theo mot phuong an, sang ché dé cip dén khang thé, dic biét la khang
thé don dong bao gém khéné thé tvong duong vé mat chuc néng bat ky hodc cac
manh c6 chlic nang cia chung, khémg thé nay c6 céac tinh chét déc. trung cua
khéng thé duoc tao ra boi dong té bao lai ACI-41-Abl duo‘é luu gilr véo.ngéy 3
thang 3, 2010 dudi dang DSM ACC3043. Pac biét hon, sang ché dé cap dén
khang thé, dic biét 1a khang thé don dong bao gém khang thé tuong duong vé
mat chire nang bat ky hodc cac manh ¢ chire néng cua ching du’b‘c tab ra bot
d(‘)ng té bao lai ACI-41-Abl duoc luu giit vao ngay 3 thang 3, 2010 dudi dang
DSM ACC3043. '
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Theo mot phuong an, sang ché dé cap dén khang thé, dac biét la khang
thé don dong bao gém khang thé tuong duong vé mat chic nang bat ky hodc cac
manh ¢6 chtrc nidng cta ching, khang thé ndy c6 cac tinh chat dac trung cua
khang thé dugc tao ra boi dong té bao lai 2B6 duoc luu giit vao ngay 10 thang 3,
2010 dudi dang DSM ACC3044. Dgc biét hon, sang ché dé cap dén khang thé,
dac biét 1a khang thé don dong bao goém khéng thé tuong duong vé mat chirc
ning bat k¥ hodc cac manh c6 chirc nang cuia chiing dugc tao ra boi dong té bao

lai 2B6 dugc luu gitt vao ngay 10 thang 3, 2010 dudi dang DSM ACC3044.

Theo mot phuong an, sang ché dé cap dén khang thé, dic biét 14 khang thé
don dong bao gém khang thé tuong duong vé mat chirc ning bat ky hodc cac
manh c6 chire nang cua ching, khang thé nay co céc tinh chit dic trung cua
khang thé duoc tao ra béi dong té bao lai 3A8 duoc luu gilt vao ngay 10 thang 3,
2010 dusi dang DSM ACC3045. Dgc biét hon, sang ché dé cap dén khang, thé,
dac biét 1a khang thé don dong bao gdm khéng thé tuorng duong vé mat chc
nang bét ky hodc cic manh cé chirc ning ctia ching duoc tao ra boi dong té bao

lai 3A8 dugc luu gitr vao ngay 10 thang 3, 2010 dudi dang DSM ACC3045.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé cap dén khang thé, dac biét la khéang
thé don dong bao 26m khang thé tuong duong vé mat chirc ning bat ky hodic cac
manh ¢6 chirc ning cta ching, khang thé nay c¢o cac tinh chat dac trung cua
khang thé duoc tao ra boi dong té bao lai 4C1 duoc luu gitr vao ngay 10 thang 3,
2010 dudi dang DSM ACC3046. Dac blet hon, sang ché dé cap dén khang thé,
dac biét 12 khang thé don dong bao goém khang thé tuong duong vé mat chirc
ning bat ky hoac cac manh co chic nang cua chiing dugc tao ra boi dong té bao

lai 4C1 dugc luu giir vao ngay 10 thang 3, 2010 dudi dang DSM ACC3046.
Theo mot phuong éh, sang ché dé cap dén khang thé, dac bié¢t la khang thé

don dong bao gém khang thé tuong duong vé mat chﬁ'c‘néng bat ky hodc céc

manh c6 chirc nang cua chung, khang thé nay cé cac tinh chat dac trung cua

khang thé duoc tao ra boi dong té bao lai SD10A3 d&g’c luu gilr vao ngay 10
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thang 3, 2010 duéi dang DSM ACC3047. Pac biét hon, sing ché dé cap dén
khang thé, dic biét la khéng thé don dong bao g0m khang thé twong duong vé
mat chirc nang bét ky hodc cic manh c¢6 chiic ning cta chiing dugc tao ra boi
dong té bao lai SD10A3 duoc luu gilt vao ngay 10 thang 3, 2010 dudi dang
DSM ACC3047.

Theo ‘mcf)t phuong 4n, sang ché d& cap dén khang thé, dac biét 1a khang thé
don dong bao gém khang thé twong dwong vé mit chirc nang bat ky hodc cac
manh ¢6 chuc ndng cua chﬁﬁg, khang thé nay c6 cac tinh chét dac fru’ng cla
khang thé duoc tao ra bé‘i}d(‘mg té bao lai 6C10 duoc luu gilr vao ngay 10 thang
3. 2010 duéi dang DSM ACC3048. Dic biét hon, séng ché dé cip dén khang
thé, dac biét la khang thé don dong bao gdm khang thé tuong duong vé mit
chtrc nang bt ky hodc cac manh c6 chirc ning ctia chiing dugc tao ra boi dong
té bao lai 6C10 dugc luu gitt vao ngdy 10 thang 3, 2010 dudi déng DSM
ACC3048. | -

Theo mot phuong an, sang ché dé cap dén khang thé, dac bigt 1a khéng thé
don d(‘)ﬁg bao gdm khang thé twrong duong vé mat chirc nang bét ky hodc céc
manh co chic nang cua chl’mg, khang thé nay c6 cac tinh chéat dac trung cla
khang thé dugc tao ra boi dong té bao lai 6H1 du‘qé luu gilt vao ngay 10 théng'?:, -
2010 dudi dang DSM ACC3049. Dac biét hon, sang ché dé cap dén khang thé,
diic biét 1a khang thé don dong bao g6m khéng thé tuong duong v& mat chire
nang bat ky hodc cac manh c6 chirc ndng cta chung duoc tao ra boi dong té bao

Jai 6H1 duoc luu gitt vao ngay 10 thang 3, 2010 dudi dang DSM ACC3049.

Theo mdt phuong an, sang ché d& cap dén khang the, dac biét 1a khéng thé
don dong bao gdm khang thé twong duong vé mit chirc ning bat ky hodc cac
manh ¢d chic nang cua ching, khang thé nay co cac tinh chat dic trung cia
khang thé duoc tao ra bdi dong f[é bao lai 7C2 duoc luu gilr vao ngay 10 théng 3,
2010 dudi dang DSM ACC3050. Déc biét hon, sang ché dé cap dén khang thé,

dic biét 1a khang thé don dong bao gdm khang thé tuong duong vé mat chirc
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ning bat ky hodc cac manh co chiic ning cua chiing dugc tao ra boi dong té bao
lai 7C2 duoc luu gitt vao 10 thang 3, 2010 dudi dang DSM ACC3050. |

Khang thé c6 thé duge d& xuédt dudi dang khang thé dang kham hodc
khang thé duoc lam gidng nhu ctia ngudi van c6 cac dac tinh gan két dic hiéu
nhu néu trén.

Theo mdt phuong an, sang ché dé cap dén dong té bao tao ra khang thé
theo sang ché nhu dugc mo ta & day.

Theo mot phuong 4an dic biét, sang ché dé cap dén dong té bao lai ACI-
41-Abl duogc luu gilt vao ngay 3 thang 3, 2010 dudi dang DSM ACC3043.

Theo mot phuong an dac biét khac, sang ché dé xuit dong té bao lai 2B6
duoc luu gitt vao ngay 10 thang 3, 2010 duéi dang DSM ACC3044.

“Theo mét phuong 4n ddc biét khac, sang ché dé cap dén dong té bao lai
3A8 duoc luu gittr vao ngay 10 thang 3, 2010 dudi dang DSM ACC3045.

Theo mdt phuong 4n ddc biét khéc, sang ché dé cap dén dong té bao lai
4C1 duoc luu gitr vao ngay 10 thang 3, 2010 duoi dang DSM ACC3046.

Theo mdt phuong an dac biét khac, sang ché dé cép dén dong té bao lai
SD10A3 dugc luu gitt vao ngay 10 thang 3, 2010 dudi dang DSM ACC3047.

Theo mot phuong an dac biét khac, sang ché dé cap dén dong té bao lai
6C10 duogc luu gitt vao ngay 10 thang 3, 2010 dud6i dang DSM ACC3048.

Theo mot phuong an déc biét khac, sang ché dé cap dén dong té bao lai
6H1 duoc luu gitr vao ngay 10 thang 3, 2010 dudi dang DSM ACC3049.

Theo mot phuong an dac biét khac, sang ché d& cap dén dong té bao lai
7C2 dugc luu gilt vao ngay 10 thang 3, 2010 dudi dang DSM ACC3050.

Ciing bao gdm keém theo day 1a cac dong vo tinh phu va cac dong vé tinh
bién dj cia cac dong té bao lai dic hiéu néu trén, nd van tao ra khing thé véi cac

dic tinh gin két tau dic hiéu theo sang ché.
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Theo mét phuong 4n dic biét, sang ché dé xuit duoc pham va phuong
phap tao ra dugc phdm bao gdm manh peptit khang nguyén, dic biét 1a manh
peptit khang nguyén duogc cai bién nho gin két voi va/hodc hoan nguyén trong
chit mang, dac biét 1a chit mang liposom, theo sang ché va nhu duoc mé ta &
day hodc manh c6 chirc nang ciia ching, cling voi chat mang va/hodc chét pha
loang va/hoac t4 duoc duge dung, dé duy tri hoac cai thién, dac biét 1a phuc hoi
hoan toan kha nang nhd¢ lién quan dén nhén thire cua dong vat, dac biét la dong
vat co vu hodc nguoi, bi suy giam tri nhé.

Theo mét phuong an, duge pham duoc dé& xuat chira khang thé bao gdm
khang thé tuong duong vé mit chirc niang bat ky hodc cac manh cé chire ning
cta chung dic biét 13 khang thé don dong bao gom khéng thé tuong dvong v

mat chirc nang bat ky hoac cac manh c6 chirc nang cua ching theo sang ché véi

lugng hitu hiéu cung voi chat mang va/hoac chat pha ledng va/hodc ta duoc

duoe dung.

Muc dich khac nita cta sang ché 1a dé xuét duoc pham theo sang ché va
nhu dugc mo ta & day, va’/hoac phuong phap, dé diéu tri cac bénh va cac rdi loan
géy ra boi hodc lién quan dén sy hinh thanh cua cac thuong ton soi than kinh,
bénh ly nao ndi bat & bénh tau bao g61n nhém hon tap ’céc‘ bénh h'oéc cac roi
loan thoai hoa _thén kinh bao g&n cac bénh hoéc céc rbi loan c6 su tdn tai déng
thoi cac bénh ly tau va amyloid bao gém, nhung khéng giGi han &, bénh

Alzheimer, bénh Creutzfeldt-Jacob, sa sut tri tué chin thuong ndo, hoi chung

Down, bénh Gerstmann-Straussier-Scheinker, viém co thé vui, bénh mach mau

prion protein amyloid & nfo va tén thuong chin thuong ndo va cac bénh hodc
cac roi loan khac khong thé hién bénh Iy amyloid khac biét bao gdm, nhung
khong gidi han ¢, phuc hop xo cing cdt bén teo co/parkinson-sa sut tri tué¢ cua
Guam, bénh té bao than kinh van dong khong phai Guamanian c6 cac maé rdi soi
than kinh, sa sat trf tué nhuém doc bac mau nhudém, thoai hod dudi vé ndo, cac

m¢ roi soi than kinh lan toa co6 su voi hoa, sa sut tri tué tran thai duvong voi bénh
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Parkinson lién két véi nhidm sic thé 17, bénh Hallevorden-Spatz, ching teo da
hé, bénh Niemann-Pick, kiéu C, bénh Pick, ching tang than kinh dém dudi vo
tién trién, chung liét trén nhan tién trién, viém ndo xo cung ban cép, sur sa sut tri
tué c6 duy nhat mé rdi, hoi chimg Parkinson, chimg loan dudng truong co luc,
phuong phéap nay bao gém cung cdp cho dong vat, dic biét 1a dong vat co vi
hodc nguoi, hodc dugc pham theo sang ché va nhu duoc mé ta & day véi luong
hitu hiéu cung voi chét mang va/hoac chét pha loang va/hodac ta dugc duoc

dung.

Theo mot phuong 4n dac biét sang ché dé xuit duoc pham theo sang ché
va nhu duoc mé ta & day, va/hodc phuong phép, dé duy tri hodc lam ting kha
ning nhé lién quan dén nhén thirc nhung dic biét 1a dé khoi phuc hoan toan kha
nang nhd lién quan dén nhan thirc cia dong vat, dic biét 1a dong vat ¢6 v hoic
nguoi, bi suy gidm tri nhd, phuong phap nay bao gd6m cung cép cho déng vat,
d:;éc‘biét la dong vat co6 v hodc nguoi, hoac du’cj‘c phém theo sang ché va nhu
dwoe md & & day voi luong hitu hidu cling v6i chat mang va/hodc chét pha

{o@ng va/hodc ta duge duoc dung.

Mue dich khac cua sang ché 1a dé xuat dugc pham va phuong phéap tao ra

ché phém nay, cing nhu phuong phap dé kich thich dép tng mién dich & dong
{/eﬁt, dic bigt la dong vat ¢d va hodc nguoi bi bénh va r6i loan gay ra b0l hodc
lién quan dén su hinh thanh cta cac thuong ton soi thén kinh, bing céch cung
chp cho déng vit hodc nguoi da néu duoc pham theo sang ché voi luong hitu

hiéu ctng véi chat mang va/hodac chat pha loang va/hodc ta duge duoc dung.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, phuong phap duoc dé xuat dé kich
thich dap Ung mién dich & dong vat, dic biét 1a ddng vat c6 vii hoie ngudi bi cac
thuong, t6n soi than kinh tao ra bénh tau, t4i mac do dé duy tri hoac cai thién céc
tridu chimg {iéa quan dén bénh hede tinh trang nay nhu, vi du, suy giam tri nho

¢d thé dat duoc, ddc biét 1a hoi phyce hean toén tinh trang ban dau.
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Duoc pham bao gom peptit khang nguyén theo sang ché va nhu dugc md
ta 0 day khi cung cép cho dong vat, dac biét la dong vat c6 v, nhung dic biét la
ngudi, vé co ban tao ra cac khang thé thudc cac kiéu phu khong viém Th2 nhu,
vi du, isotyp IgGI va IgG2b va/hodc cac khang thé thuéc nhom phu IgG doc 1ap
v6i té bao T nhu, vi du, IgG3 va/hodc khong lam ting dang ké cac chi s6 viém
O ndo, dac biét la cac chi s6 viém duoc chon tir nhom gém co IL-1 B, IL-6, IFN-

vy va TNF a.

Theo mdt khia canh khac cia sang ché, dugc phdm bao gom peptit khang
nguyén theo sang ché va nhu duoe mod ta ¢ day co thé duoc st duhg‘ dé kich
thich dap (mg mién dich doc lap voi té bao T nho diéu tri bénh, tinh trang hodc
roi loan & bénh nhan, dic biét 1a dong vat hodc ngudi bénh, dic bidt 1& bénh
nhan can dap ung mién dich doc lap véi té bao T nay, nhu, y{ du, bénh nhan
dung nap mién dich hodc bénh nhan hoat hoa té bao T trong do peptit khéng
nguyén nay dugc cai bién nho gin két v6i va/hoic hoan nguyén trong chat
mang, dic biét 12 chat mang liposom sao cho khang nguyén ¢ mit trén bé mit
clia chat mang, dic biét 1a liposom.

Theo mot phuong én, ché pham khang nguyén theo sang ché nhu duoc

mo ta & day c6 tac dung nhu chét kich thich mién dich.

Theo mdt phuong an dac biét cua sang ché, peptit khang nguyén nay co
mat dudi dang day lap lai & muc do cao trén bé mat cua liposom. Theo mot
phuong an dac biét khac, khang nguyén nay khong chira epitop té bao T.

Theo mot phuong an cua sang ché, ché pham khéang nguyén theo séng ché
nhu duoc mé ta & ddy duoc st dung dé didu tri cho bénh nhan dung nap mién
dich hodc bénh nhan hoat hoa té bao T, déc biét la bénh nhan bi ton thuong mién
dich, dic biét la bénh nhan bi bénh tu mién dich, dic biét 1a bénh nhan bi thiéu
hut té bao T, ma gay ra bodi su suy kiét & cac bénh nhin di néu co cac té bao
CD4 T va/hoac biéu hién cta CD14 va/hoic CD40L giém trén cac té bao CD4
T.
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Céc khang thé theo sang ché co thé duoc st dung trong phuong phap chan
doan bénh hodc tinh trang c6 lién quan dén protein tau ¢ bénh nhan bao gbém
phat hién gin két mién dich dic hiéu cua khang thé hodc manh hoat hod cua
chling véi epitop ctia protein tau trong mau hodc in situ, trong dé phuong phap

nay bao gom céc budc:

(a) dua mau hoic phan co thé dic hidu hodc vung co thé nghi ngd chta
protein tau vao tiép xtic v6i khang thé da néu, khang thé nay gén két voi epitop
cua protein tau;

(b) cho phép khang thé gin két voi protein tau dé tao ra phirc chit mién

dich;
(c) phat hién su hinh thanh cua phuc chit mién dich; va

(d) tao tuwong quan vé su c6 mat hoac vang mat cia phic chat mien dich
vOl1 su ¢O0 mat hodc ving mét cua protein tau trong mau hodc phan hoac vung co

thé dac hiéu.

Theo mé6t phuong an, phuong phap duoc dé xuat dé chan doan bam chét
vOi bénh hoac tinh trang co lién quan dén protein tau & bénh nhan bao gdm phat
hién gén két mién dich dic hiéu cla khang thé don dong hodc manh hoat hoa
clia ching v6i epitop clia protein tau trong mau hodc in sifu, trong dé phuong

phéap nay bao gbm cac budc:

(a) dua mau hoac phéan co theé dac hiéu hodc vung co thé nghi ngo chia
protein tau vao ti€p xtc voi khang thé theo sang ché va nhu duoc mo ta trén day,

khang thé nay gan két véi epitop clia protein tau;

(b) cho phép khang thé gin két vdi protein tau dé tao ra phic chit mién
dich;

(c) phat hién su hinh thanh cua phtrc chat mién dich; va
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(d) tao twong quan vé sy c6 mat hodc vang mat cia phuc chat mién dich
v6l su ¢6 mit hodc vang mat ctiia khang nguyén tau trong mau hodc phéan hodc

vung co thé ddc hicu.

(e) so sanh lugng phtrc chét mién dich da néu véi gia tri dbi ching binh
thuong, trong do su gia tang luong chét két tu da néu so v&i gia tri doi ching
binh thuong ching to rang bénh nhan nay bi hodc c6 nguy co phat trién bénh

hodc tinh trang lién quan dén protein tau.

Theo phuong an khéc, sang ché dé cap dén phuong phép dé theo ddi mirc
d6 bénh con lai tdi thiéu & bénh nhan sau khi diéu tri bang khang thé hodc durge
pham theo diém bét ky trong s6 cac diém da néu, trong d6 phuong phép nay bao

gom:

(a) dua mau hodc phan co thé dac hiéu hodc vung co thé nghi ngo chira

protein tau vao tiép xuc voi khang thé theo sang ché va nhu dugc mo ta trén day,
khang thé nay gin két véi epitop ctia protein tau;

(b) cho phép khang thé gén két véi protein tau dé tao ra phic chat mién
dich;

(¢) phat hién sy hinh thanh cta phtrc chit mién dich; va

(d) tao tuong quan vé su co6 mat hodc Véng mat cua phuc chat mién dich
véi su ¢6 mit hodc vang mit cua khang nguyén tau trong mau hodc phan hoic
ving co thé dic hiéu.

(e) so sanh lugng phurc chit mién dich da néu véi gia tri doi chimg binh
thuong, trong d6 sy gia tang luong chét két tu da néu so voi gia tri doi chung
binh thudng chimg t6 ring bénh nhan nay van bi bénh & muc do ti thicu.

Theo mét phuong an khac nita, sang ché dé xuat phuong phap dé du doan
d6 dap ung cta bénh nhan dugc diéu tri béng khang thé  hodc duoc phém theo

diém bat ky trong $0 cac diem da néu bao gom:
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(a) dua mau hodc phan co thé dac hiéu hoac vung co thé nghi ngo chia
protein tau vao tiép xuc véi khang thé theo sang ché va nhu dugc mo ta trén day,

khang thé do gan két véi epitop cua protein tau;

(b) cho phép khéng thé gin két vdi protein tau dé tac ra phtrc chat mién

dich;
(c) phat hién sy hinh thanh cua phutc chit mién dich; va

(d) tao tuong quan vé su c¢6 mat hodc vang méat cda phirc chat mién dich
vO1 su cO mdt hoac vang mat cia khang nguyén tau trong mau hodc phan hoac
ving co thé dic hiéu.

(e) so sanh lugng phic chat mien dich dd néu trudc va sau khi bat dau
diéu tri, trong dé muc giam luong chat két tu dd néu chung to6 rang bénh nhén
nay c6 kha nang dap tng rat cao véi viéc diéu tri.

Theo phuong an khéc cta sang che, khang thé theo sang ché cé thé duoc
str dung trong kit thir nghiém dé phat hién va chan doan cac bénh va tinh trang

lién quan dén tau.

Dic biét, kit thir nghiém duoc dé xuat dé phat hién va chan doan cac bénh
va tinh trang lién quan dén protein tau bao gém céc khang thé theo sang ché, dac
biét 1a kit thir nghiém bao gom dd chira d& chira mét hodc nhiéu cac khang thé
theo sang ché va cac chi dan dé sir dung cac khang thé nham muc dich gén két
voi khang nguyén tau dé tao ra phirc chit mién dich va phét hién sy hinh thanh
cua phtic chat mién dich sao cho su ¢6 mat hoac véng mat cua phuc chat mién

dich trong quan voi sy c6 mat hoac vang mat cua khang nguyén tau.

Céc muc dich do va cac muc dich khac, cac dac diém va loi ich cua sang
ché sé tro nén o rang sau khi xem xét mo ta chi tiet dudi day vé cac phuong an

dé xuat va cac yéu cau bao ho kem theo.

Mo ta van tat cac hinh vé
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Fig.la: Thé hién cac khang thé IgG khang Tau5-20 [pY 18] ¢ chudt kiéu
dai (WT) dugc gay mién dich bang ACI-33. Phan tich vé cac khang thé IgG
khang Tau5-20 [pY 18] trong huyét thanh cua chuét kiéu dai C57BL/6 dugc tiém
ba lan ACI-33 vao d0, d13 va d28 va duoc 14y mau vao d-1, d27 va d47. Cac két
quéa duge biéu hién 1a gia tri trung binh O.D + do léch chuén thu duoc ¢ nhém

gdm 6 con chudt.

Fig.1b: Thé hién c4c khang thé IgG khang Tau5-20 [pY18] & chudt TKO
dugc giy mién dich bang ACI-33. Phan tich vé cac khéng thé IgG khang Tau5-
20 [pY18] trong 1_1uyé't thanh cta chudt kiéu dai C57BL/6 duogc tiém ba lan ACI-
33 vao d0, d13 va d28 va duoc lay méau vao d-1, d27 va d47. Cac két qua dugc
biéu hién 1a gia tri trung binh O.D + d0 léch chuan thu duge & nhom gém 6 con
chuot. “ |

Fig.2a: Thé hién céc khang thé IgG khang Tau393-408 [pS396/pS404] &
chudt WT dugc giy mién dich bang ACI-35. Phan tich vé cac khéang thé IgG
khang Tau393-408 [pS396/pS404] trong huy‘ét thanh cda chudt ‘_kiéu dai
C57BL/6 dugc tiém nim lan ACI-35 vao d0, d16, d30, d99 va d113 va duoc iy
mau vao d-1, d28, d42, d98 va d126. Cac két qua duoc biéu hién 1a gia tri trung
binh O.D + d6 léch chuén thu duoc & nhém gém 6 con chudt. |

Fig.2b: Thé hién cac khang thé IgG khang Tau393-408 [pS396/pS404] &
chudt TKO duoc gdy mién dich bing ACI-35. Phan tich vé_céo khang thé IgG
khang Tau393-408 [pS396/pS404] trong huyét thanh ctia chuét TKO duoe tiém
nam lin ACI-35 vio do, d16, d30, d99 va d113 va duoc léy mau ¢ d-1, d28,
d42, d98 va d126. Céc két qua duoc biéu hién 1a gia tri trung binh O.D + d6 léch
chuan thu duoc ¢ nhém gém 6 con chudt.

Fig.3a: Thé hién cac khang thé IgG khang Tau401-418 [pS404/S409] &
chudt WT duoc gay mién dich bang ACI-36. Phan tich vé cac khang thé IeG
khang Tau401-418 [pS404/S409] trong huyét thanh cia chu@t‘ kiéu dai C578L/6

duoc tiém ba lan AC 1-36 vao d0, d13 va d28 va duoc léy mau vao d-1, d27 va
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d47. Cac két qua duge biéu hién 1a gié tri trung binh O.D + d6 léch chudn thu
duoc & nhém gém 6 con chuot.

Fig.3b: Thé hién céc khing thé IgG khang Tau401-418 [pS404/S409] &
chu¢t TKO dugc gdy mién dich bing ACI-36. Phan tich vé cac khéng thé IgG
khang Tau401-418 [pS404/S409] trong huyét thanh cia chuét TKO dugc tiém
ba lan ACI-36 vao d0, d13 va d28 va duoc 14y mau vao d-1, d27 va d47. Céc két
qua duge biéu hién 1a gid tri trung binh O.D + d¢ léch chuén thu - dugc 6 nhom

gdm 6 con chudt trong d-1/d27 va & nhém gdm 5 con chudt trong d47.

Fig 4a/4b: Thé hién cic khdng thé IgG khang Tau206-221 [pT212/pS214]
va khang Tau 196-211 [pS202/pT205] ¢ chudt WT duge gy mién dich bang
ACI-41. Phan tich vé cac khang thé IgG khang Tau206-221 [pT212/pS214] va
~ khang Tau 196-211 [pS202/pT205] trong huyét thanh ciia chudt kiéu dai
C57BL/6 dugc tiém ba lan ACI-41 vao d0, d20, d35 va duoc 14y mau vao d-1,
d34, d48. Céc két qua durge biéu hién la gia tri trung binh O.D + dd léch chuin
thu %i’trqc 0 nhom g6m 6 con chudt. Huyét thanh mau dugc thtr nghiém voi ca

hai pTau peptit.

Fig.4c/4d: The hién cdc khang thé TgG khang Tau206-221 [pT212/pS214]
va khang Taul96-211 [pS202/pT205] & chudt TKO duge giy mién dich béng
ACI-41. Phan tich vé cac khang thé IgG khang Tau206-221 [pTZlE/pSZM] va
khang Taul96-211 [pS202/pT205] trong huyét thanh cia chudt TKO dugc tiém
ba lan ACI-41 vao d0, d20, d35 va duge &y méu vao d-1, d34, d48. Céc kit qua
- duoc biéu hién la gia tri trung binh O.D + d6 1éch chuan thu duo‘é ¢ nhom gém )

_con chuét. Huyét thanh mau duoc thir nghi€ém vd&i ca hai pTau peptit.

Fig.5a: Thé hién cac isotyp IgG va céc khang thé IgM khang Tau5-20
[pY 18] ¢ chuot WT dugc gay mién dich bang ACI-33. Phan tich vé cac khéng
thé IgGl, 2a, 2b, 3 va IgM khang Tau5-20 [pY 18] trong huyét thanh clia chudt
CS78L/6 47 ngay sau khi tao mién dich ACI-33 1an tha nhat. Cac két qua dugc

biéu hién 1a O.D. véi ty 1¢ pha loang 1/100 (igGl), 1/100 (IgG2a), 1/100
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(IgG2b), 1/100 (IgG3 ) va 1/3200 (IgM) thé hién gia tri trung binh + do 1éch

chuan thu duoc ¢ nhém g6m 6 con chudt.

Fig.5b: Thé hién céc isotyp IgG va cac khang thé IgM khang Tau5-20
[pY18] & chudt TKO duoc gay mién dich bang ACI-33. Phén tich vé c4c khang
thé IgGl, 2a, 2b, 3 va IgM khang Tau5-20 [pY18] trong huyét thanh cta chudt
TKO 47 ngay sau khi tao mién dich ACI-33 Ian thtr nhat. Cac két qua duogc biéu
hién 14 O.D. véi ty 1& pha lodng 1/100 (IgGI), 1/100 (IgG2a), 1/100 (IgG2b).
- 1/100 (IgG3 ) va 1/3200 (IgM) thé hién gia tri trung binh + dé léch chuan thu

duoc ¢ nhom gom 6 con chudt.

ngﬁi Thé hién cac isotyp IgG va cac khang thé IgM khéng Tau393-408
[pS396/pS404] & chudt WT duoc gay mién dich bing ACI 35. Phan tich vé cac
- khang thé IgGI, 2a, 2b, 3 va IgM khang Tau393-408 [pS396/pS404] trong huyét
thanh ctua chudt C57BL/6 42 ngay sau khi tao mién dich ACI-35 1an tha nhat.
Cécikét qué dugc bicu hién la O.D. véi ty 1é pha loang 1/100 (IgG1), 1/1600
(IgG2a), 1/1600 (IgGQb), 1/800 (IgG3 ) va 1/1600 (IgM) thé hién gié tr1 trung

binh + d6 léch chuan thu duoc & nhom gém 6 con chudt.

Fig.6b: Thé hién cac isotyp IgG va céc khang thé IgM khang Tau393-408
[pS396/pS404] & chudt TKO dugc géy mién dich bing ACI 35. Phan tich vé cac
khang the IgG1, 2a, 2b, 3 va IgM khang Tau393-408 [pS396/pS404] trong huyét
thanh cua chuét TKO 42 ngay sau khi tao mién dich ACI-35 lan tha nhat. Céc
két qua dugc biéu hién 13 O.D. véi ty 16 pha lodng 1/100 (IgG1), 1/1600
(1gG2a), 1/1600 (IgG2b), 1/800 (IgG3 ) va 1/1600 (IgM) thé hién gia tri trung
binh + d¢ léch chuan thu dugce & nhém gdm 6 con chudt.

Fig.7a: Thé hién cac isotyp IgG va che khang th IgM khéng Taud01-418
[138404/8409] 0 chudt WT du'o"c gdy mién dich bang ACI 36. Phan tich vé cac
khang thé IgG1, 2a, 2b, 3 va IgM khang Tau401-418 [pS404/S409] trong huyét
thanh cua chudt CS7BL/6 47 ngay sau khi tao mién_ dich ACI-36 lan tht nhét.
Céc két qua duge bidu hién 1a O.D. véi ty 1¢ pha lodng 1/100 (IgGI), 1/400
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(IgG2a), 1/400 (IgG2b), 1/100 (IgG3) va 1/400 (IgM) thé hi¢n gia trj trung binh

+ d6 léch chuén thu duoc & nhém: g&n 6 con chuot.

Fig.7b: Thé hién cac 1sotyp IgG va céc khang thé IgM khang Tau401-418
[pPS404/8409] & chudét TKO duge gdy mién dich bang ACI 36. Phan tich vé cac
khang thé IgGI, 2a, 2b, 3 va IgM khang Tau401-418 [pS404/5409] trong huyét
thanh cia chudot TKO 47 ngay sau khi tao mién dich ACI-36 lin tht nhit. Cac
két qua duoge bidu hién 1a O.D. véi ty 18 pha lodng 1/100 (I1gG1), 1/100 (IgG2a),
1/100 (IgG2b), 1/100 (IgG3 ) va 1/400 (IgM) thé hién gia tri trung binh + do

[éch chuan thu duoc ¢ nhém gdm 5 con chuot.

Fig.8a: Thé hién cac isotyp IgG va cac khang thé [gM khang Taul96-211
[pS202/pT205] & chust WT duoc gdy mién dich bang ACI 41. Phan tich vé cac
khang thé 1gGl 2a, 2b, 3 va IgM khang Tau 196-211 [pS202/pT205] trong huyét
thanh cua chudt C57BL/6 48 ngay sau khi tao mién dich ACI-41 lan thir nhat.
Cac két qua duge bicu hién 13 O.D. véi ty 1¢ pha loang 1/100 (IgG1), 1/100
(IgG2a), 1/3200 (IgG2b), 1/1600 (IgG3 ) va 1/3200 (IgM) thé hién gia tri trung

binh + dé léch chuan thu dugc & nhom gém 6 con chuot.

Fig.8b: Thé hién céc isotyp IgG va cdc khang thé IgM khang Tau 196-
211 [pS202/pT205] & chudt TKO dugc gdy mién dich bang ACI 41. Phan tich
vé cdc khang thé IgGl, 2a, 2b, 3 va [gM khing Tau 196-211 [pS202/pT205]
trong huyét thanh ctia chudt TKO 48 ngay sau khi tao mién dich ACI-41 lan thi
nhét, Céc két qua duoc biéu hién 1a O.D. v ty 1 pha loang 1/100 (IgG1),
17100 (IgG2a), 1/3200 (IgG2b), 1/1600 (IgG3) va 1/3200 (IgM) thé hién gia tri

trung binh + d6 léch chuan thu duoc ¢ nhém gdm 6 con chuot.

Fig.9a/9b: The hién cac dich ndi té bao lai ACI-36 tir cdc binh T25: tach
ELISA TAUPIR va Tau. Fig. 9a. Thé hién nhuém TAUPIR & chudt gia biGT
nho st dung dich noi khong pha loding. Fig. 9b. Thé hién phan tich vé cac ham
lugng peptit khéang pTau T4.5, peptit khdng Tau T4.6, protein khang pTau va

-32-



20141

protein khang Tau ctia cac mau dich ndi dong vo tinh khéng pha lodng. Cac két
qua duoc biéu hién 1a O.D.

Fig.10a/10b/10c: Thé hién cac dich ni té bao lai ACI-36 tur cac binh T25:
tach ELISA TAUPIR va Tau. Fig. 10a. Thé hién nhuém TAUPIR & chudt gia

biGT nho sir dung dich n6i khéng pha lodng. Fig. 10b. Thé hién phan tich vé cac
ham lugng peptit khang pTau T8.5, peptit khang Tau T8.6, protein khang pTau
va protein khang Tau cta cac mau dich ndi dong vo6 tinh khéng pha ldéng. Céc
két qua duoc biéu hién 1a O.D. Fig. 10c. Thé hién phén tich vé cac ham luong
peptit khang pTau T9.5, peptit khang Tau T9.6, protein khang pTau va protein
khang Tau cta cac mau dich ndi dong vé tinh khoéng pha lodng. Cac két qua
dugc biéu hién 1a O.D.

Fig.11: Thé hién dich ndi té bao lai trén dia duoc phfi bang T8. Tau206-
221 [pT212/pS214], T9: Tau 196-211 [pS202/pT205] va hP-Tau. Phan tich vé
cac ' khang thé khang Tau206-221 [pT212/pS214], 1<;hé1ng Tau 196-211
[pS202/pT205] va khang-hP-Tau tir dich ndi chia cac dong vo tinh t& bao lai.
Céc két qua duoc biéu hién 1a O.D. Cung dich ndi d6 duoc thir nghiém khong
pha loang v6i ca hai pTau peptit va hP-Tau.

Fig.12: Thé hién khang thé dong vé tinh ACI-41-Abl (T89-F4) nhuém
cac NFT trong nio ngudi bi mic AD. Céc lat ¢at ndo tir cac doi tuong AD (a, b,
va ¢), PSP (liét trén nhan tién trién) (d, e, va f), va han ché suc khoe (g,h, va 1)
dugc nhudém nho str dung AT 100 (a, d, va g), hoac ACI-41-Abl (T89-F4) véi
cac ty 1¢ pha loang 1/1 (b, e, va h) hodc ¢ 1/30 (c, f, vai). |

Fig.13: Thé hién khang thé SD10 nhudém céc NFT trong ndo ngudi bi mac
AD. '

Céc lat cit vo ndo tir cac dbi trong bi mic AD dugce nhudm nho st dung

cac khang thé 5D10 (a) hoac AT100 (b).
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Fig.14: Thé hién céc khang thé IgG khang Tau393-408 [pS396/pS404] &
chudt dugce gay mién dich bang ACI-35. Phan tich vé céc khang thé IgG khang
Tau393-408 [pS396/pS404] trong huyét twong cua chudt C57BL/6 duoc tiém ba
lan ACI-35 vao d0, d14 va d28 va duoc ldy mau vao d-7, d7, d21, d35 va d56.
Cac két qua dugc biéu hién 1a gia tri trung binh O.D. + do léch chuin thu duoc &

cac nhém c6 10 con chudt.

' Fig.15: Thé hién cac khang thé isotyp IgG khang Tau393-408
[pS396/pS404] & chudt duge gay mién dich biang ACI-35. Phéan tich vé cac
khang thé IgGl, 2a, 2b va 3 khang Tau393-408 [pS396/pS404] trong huyét
tuong cua chudt CS7BL/6 35 ngay sau khi gay mién dich ACI-35 lan thi nhét.
Céc két qua duoc bidu hién 12 O.D. vé6i ty 1& pha lodng khéong bo hoa 13 1/1600
(IgG1), 1/3200 (IgG2a), 1/3200 (IgG2b) va 1/800 (IgG3 ) thé hi'én gié tri trung

binh + d6 léch chuén thu duogc ¢ cac nhom co6 10 con chuot.

Fig.16a: Thé hién c4c khang thé IgM khang Tau393-408 [pS396/S404] &
chudt duoc gdy mién dich bang ACI-35. Phan tich vé cac khang thé IgM
Tau393-408 [pS396/S404] trong huyét twong cta chudt CS7BL/6 35 ngay sau
khi gdy mién dich ACI-35 Jan thr nhat. Cac két qua duge biéu hién 1a O.D. véi
ty 1& pha lodng 1/6400 thé hién gia tri trung binh + do léch chuan thu duoc & cac

nhom ¢6 10 con chudt,

- Fig.16b: Cac khéng thé IgG khang Tau393-408 & chudt dugc gy mién
dich ‘bang ACI-35. Phan tich vé cac khang thé IgG Tau393-408 trohg huyét
tuong cua chudt C57BL/6 35 ngay sau khi gy mién dich ACI-35 lan thir nhét.
Cac két qua duoc biéu hién 1a O.D. véi ty 1& pha lodng 1/100 thé hién gid tri

trung binh -+ d6 1éch chuén thu dugc ¢ cac nhom cé 10 con chudt.

Fig.17: Thé hién qua trinh ting sinh cua cac té bao tir 14 lach duoc kich
thich lai bang peptit Con A hogc pTau/Tau. Phan tich vé qua trinh ting sinh té
bao T dic hiéu v6i Tau nhd MTT vao d56. Cac té bao 14 lach duoc tap hop tur 10
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con chudt cua moi nhom va duoc kich thich lai bang cac peptit ConA, Tau393-

408 [pS396/8404] hodc Tau393-408.

Fig.18: Thé hién qua trinh tao xytokin bing ELISPOT cua céc té bao 14
lach dugc kich thich lai bing cac péptit Tau393-408 [pS396/5404] va Tau393-
408. Phan tich ELISPOT vé qu4 trinh tao xytokin bang cac té bao T dic higu véi
P-Tau/Taus. Cac té bao 14 lach dugc tap hop tir 10 con chudt ctia moi nhom va

kich thich lai bang cac peptit Tau393-408 [pS396/S404] va Tau393-408.

Fig.19: Thé hién cac khang thé IgG khang Tau5-20 [pY 18] & chudt duoc
98y mién dich bang ACI-33. Phén tich vé céc khang thé IgG khang Tau5-20
- |pY18] trong lniuf/ét thanh cua éhu(}t TPLH duoc tiém nam lan ACI-33 vao do,
. dl13, d28, d91 va d133 va duoc léy mau vao d-1, d27, d41, d76, d104 va d135.
-+ Céc két qua dugc biéu hién la gia tri trung binh O.D + dé léch chuan thu duoc &
‘nhom chudt, d-1 n=10 con chudt. d27, d41 va d76 n=9 con chudt, 1 con chudt
chéﬂ. do danh nhau. d104 n-6, 3 con chudt chét do bénh ly. d135 n=2, 4 con
chuét chét do bénh 1y.

F_lg_2§ Thé hién cac khang thé IgG khang Tau393-408 [pS396/pS404] &
chudt duoc gay mién dich bang ACI-35. Phén tich vé cac khang thé IgG khang
Tau393-408 [pS396/pS404] trong huyét thanh cia chudt TPLH duge tiém nam
lan ACI-35 vao do, d13, d27, d91 va d133 va duoc léy inéui vao d-1, d26, 440,
d75, d103, d145 va d155. Cac két qua duoc biéu hién 1a gid tri trung binh O.D +
d6 1éch chuén thu duoc ¢ nhém chudt, d-1, d26 n=10 con chuot. d40 n=9 con
chudt. d75 n=6. d103 va d145 n=4. d155 n=3. Tt ca s6 chudt chét do bénh ly.
Fig.21: Thé hién cac khang thé IgG khang Tau206-221 [pT212, pS214] &
chudt duge giy mién dich bang ACI-39. Phan tich vé céac khang thé IgG khang
~Tau206-221 [pT212, pS214] trong huyét thanh cta chudt TPLH duoc tiém ném
lan ACI-39 vao d0, d13, d28, d91 va d133 va duoc léy mau vao d-1, d27, d41,
d76, d104 va d135. Cac két qua dugc biéu hién 1a gia tri trung binh O.D + do
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Jéch chuan thu dugc ¢ nhom chudt, d-1, d27 va d41 n=10 con chudt, d76 n=7
con chuét, d104 n=6, d135 n=2. Tét cé sb chudt chét do bénh ly.

Fig.22: Thé hién cac khang thé IgG khang Tau 196-211 [pS202, pT205] &
chudt dugc gy mién dich bing ACI-40. Phan tich vé céc khang thé IgG khang
Taul96-211[pS202, pT205] trong huyét thanh cta chudt TPLH duoc tiém nam
lan ACI-40 vao d0, d13, d28, d91 va d133 va duoc Iy mau vao d-1, d27. d41,
d76, d104 va d135. Céac két qua duoc biéu hién 1a gia tri trung binh O.D + do
léch chuan thu duoc & nhém chudt, d-1, d27 va d41 n=10 con chudt, d76 n=8
con chudt, d104 n=6, d135 n=5. T4t ca sb chu6t chét do bénh ly.

Fig.23: Thé hién céc isotyp I1gG va cac khang thé IgM khéng Tau5-20
[pY 18] & chudt duge gdy mién dich bang ACI-33. Phan tich vé cac khang thé
IgG1, 2a, 2b, 3 va IgM khang Tau5-20 [pY18] trong huyét thanh cta chuot
TPLH vao d41 sau ba lan giy mién dich bang ACI-33. Céac két qua duoc biéu
hién/1a O.D. khong bdo hoa véi ty 1€ pha lodng 1a 1/100 (IgGl), 1/200 \Igiﬂa) r
1/100 (IgG2b), 1/100 (IgG3 ) va 1/100 (IgM) thé hién gi4 tri trung binh + d

téch chuén thu dugc & nhom ¢6 9 con chuot.

' Fig.24: Thé hién cac isotyp IgG va céac khang thé IgM khang Tau393-408
[pS396/pS404] & chudt duoc gdy mién dich bing ACI-35. Phan tich v& céc
khang thé 1gG1, 2a, 2b, 3 va IgM khémg Tau393-408 [pS?96/pS404] trong huyéf :
thanh ctia chuot TPLH vao d40 sau ba lan gdy mién dich bing ACI 35. Cac ket
qua dugce biéu hién 1a O. D. khong bao hoa voi ty 1€ pha loang 1a 1/100 (Ig(xl)
1/100 (IgG2a), 1/100 (IgG2b), 1/100 (IgG3 ) va 1/100 (IgM) thé hién gia trg

trung binh + dé 1éch chuén thu duoc & nhc')m ¢0 9 con chudt.

Fig.25: Thé hién céc isotyp IgG va céc khang thé IgM khéang Tau206-221
[pT712 pS214] 6 chudt duogc gay mién dlCh bang ACI-39. Phan tich vé céc
khing thé IgGl, 2a, 2b, 3 va [gM khang Tau206-221 [pT212, pS214] trong
“huyét thanh cta chudét TPLH vao d41 sau ba lan gy mién dich bang ACI-39.

Céc két qua duoc biéu hién la O.D. khong bao hoa v6i ty 1€ pha loang a 1/100

-36-



20141

(IgG1), 1/200 (IgG2a), 1/200 (IgG2b), 1/100 (IgG3 ) va 1/100 (IgM) thé hién

gid tri trung binh + do léch chuén thu dugc & nhom ¢o6 10 con chudt.

Fig.26: Thé hién cac isotyp IgG va cac khang thé IgM khang Taul96-211
[pS202, pT205] & chudt duge gay mién dich bang ACI-40. Phén tich vé cac
khang thé IgGl, 2a, 2b, 3 va IgM khang Tau 196-211 [pS202, pT205] trong
huyét thanh cta chudt TPLH vao d41 sau ba lan gay mién dich bang ACI-40.
Céc két qua duoc biéu hién 1a O.D. khéng bdo hoa véi ty 1€ pha loang 1a 1/100
(1gGG1), 1/400 (IgG2é), 1/260 (IgG2b), 1/800 (IgG3) and 1/100 (IgM) thé hién
214 tri trung binh + do lé:ch chué.n thu duoc & nhom ¢6 16 coﬁ chuot.

Fig.27: Thé hién cac chudn d6 cua cac khang thé IgG ddi véi cac peptii
Tau va cac protein khac nhau & chudt duogc gay mién dich bang ACI-33. Phin
tich vé cac chuan do cua céc khang thé IgG trong huyét thanh vao d-1 va d41
- ctia chudt TPLH sau 3 lan tiém ACI-33. Céc két qua dwoc biéu hién la O.D. thé
hién gia tri trung binh + d6 [éch chuan thu dugc 6 nhom ¢co 9 con chu@t;

Fig.28: Thé hién cac Chu_én do cua cac khang thé IgG d6i véi cac peptit
Tau va céc protein khac nhau & chudt duoc giy mién dich bang ACI-35. Phan
tich vé cdc chuan do cua cac khang thé 1gG trong huyét thanh vao d-1 va d41
cia chut TPLH sau 3 i tiém ACI-35. Céc két qua dugc biéu hién 1 O.D. thé
hién gi4 tri trung binh + d6 1éch chuén thu duoc & nhém ¢6 9 éon chuot. |

* Fig.29: Thé hién cac chuin do cua céc khéng thé IgG dbi vai cac peptit
Tau va cac protein khac nhau & chudt duoc gay mién dich biang ACI-39. Phan
tich vé cac chuan do cua cac khang thé IgG trong huyét thanh vao d-1 va d41
ctia chudét TPLH sau 3 1an tiém ACI-39. Cac két qua duoc biéu hién 1a O.D. thé

hién gia tri trung binh + d6 1éch chuén thu duoc 6 nhom co6 10 con chuodt.

Fig.30: Thé hién céc chuin do cta cac khang thé IgG ddi véi cac peptit

Tau va cac protein khac nhau ¢ chudt dugc gay mién dich bang ACI-40. Phan

tich vé cac chuin do cua cac khang thé IgG trong huyét thanh vao d-1 va d41
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ctia chudt TPLH sau 3 14n tiém ACI-40. Céc két qua duoc biéu hién 1a O.D. thé

hién gié tri trung binh + dg léch chuén thu duge & nhom ¢6 10 con chudt.

Fig.31: Thé hién thir nghiém Rotarod ¢ chudt duoc gy mién dich bang
ACI-33 so véi chudt tiém PBS.

Céc thu nghiém Rotarod dugc ti€én hanh vao nam thoi diem khéac nhau

dua vao tudi (cac thang) cua chudt TPLH.

Fig.32: Thé hién médi tuong quan gifra cac chuén dd cua khang thé khang
Tau5-20 [pY 18] va thir nghiém rotarod. Méi tuong quan duoc xac dinh dbi véi
“TPLH duoc tiém ACI-33 ¢ d6 tudi 7.8 thang. Céc chuén do cua céc khang thé &
huyét thanh chudt duoc do bang ELISA (0.D.) va thir nghiém rotarod xac dinh
thot gian cac con chudt dugc gilt trong thiét bi (thoi gian).

Fig.33: Thé hién thir nghiém Rotarod ¢ chudt duoc gdy mién dich bang
ACI 35 so voi chuot duoc tiém PBS.

Céc két qua Rotarod ciia cac con chudt TPLH 9,5 thang tudi dugc giy
mién dich ‘béng ACI-35 so véi nhom dbi chimg PBS. ACI-35 n=5 va PBS n=4
con chudt khac chét do bénh 1y thé hién bsi md hinh nay.

Fig.34: Thé hién viéc x4c dinh s6 lwong CD3+CD4+ bang FACS ¢ chudt
trui va chudt kiéu dai da duogc xir Iy bang ACI-33. Phan trdm cdc té bao canh vé,
duge nhudm duong tinh dbi voi CD3 va CD4, ctia chudt trui hodc chudt kiéu dai
hodc tiém ACI-33. Hinh bén trai: biéu thi dudi dang so dd phan tich FACS & hai
con chudt trui va cac nhoém kiéu dai. Hinh bén phai: Mdi cot thé hién gia tri
trung binh va SD d6i v6i cac nhém co 6 con chudt. Chuot #5 va 6: chudt trui;
chudt #7 va 8: chuot kiéu dai

Fig.35: Cac khang thé IgG khang Tau5-20 [pYi8] & chudt tl‘L_.li.Vé‘l chudt
kicu dai dugc gdy mién dich bang ACI-33. Phan tich v& céc khang thé TG
~ khang Taus-20 [pY18] trong huyét thanh cua chudt trui va chudt kiéu dai duoc

tiém ba lan ACI-33 vao d0, d14 va d28 va duoc l'éiy méu vao d2,d7,d21, d35 va
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d56. Cac két qua duge biéu hién 1 gia tri trung binh O.D + db léch chuin thu

duge & nhém gom 6 con chuét.

Fig.36: Cac isotyp IgG va céc khang thé IgM khang Tau5-20 [pY18] o
chuét trui va chuot kiéu dai dugc gdy mién dich bang ACI-33. Phan tich vé cac
khang thé IgG1, 2a, 2b, 3 va IgM khang Tau5-20 [pY18] trong huyét thanh cta
chudt trui va chudt kiéu dai vao d35 sau ba lan gdy mién dich bang ACI-33. Cac
két qua duoc bidu hién 1a O.D. khong bao hoa véi ty 1é pha loang la 1/100
(IgG1), 1/100 (IgG2a) 1/100 (IgG2b), 1/100 (IgG3 ) va 1/100 (IgM) the hién

gid tri trung binh + d6 léch chuén thu duoc 0 nhom gom 6 con chudt.

h;giz : Chuan db cla céc khang thé IgG déi véi céac peptit Tau va cac
protein khac nhau & chudt trui va chudt kiéu dai dugc giy mién dich béng ACi-
33. Phan tich chuin do cua céc khang thé IgG trong huyét thanh vao d35 ciia
chut tryi va chudt kidu dai sau 3 Iin tiém ACI-33. Cac két qua duoc bidu hién
14 O.D. thé hién gi tri trung bmh + d6 léch chuan thu duoc ¢ nhom gbém 6 con

chubt.

Fig.38: So do thé hién biéu thoi gian mién dich vi du dugce su dung dé tao
ra cac khang thé tau theo céc phuong an vi du hién tai.
| Fig.39: So dd thé hién biéu thoi gian mién dich vi du duoc }su' dung tréng
thu nghi¢m que hinh banh xe theo cdc phuong an vi du hién tai.

Fig.40: So dd thé hién biéu thoi gian mién dich vi du duoc sir dung trong
thtr nghi¢ém que hinh banh xe theo cic phuong an vi du hién tai.

SEQ ID NO:1 Trinh tu axit amin cta trinh tu kiém soat TS: Tau 379-408
[pS396, pS404] |

SEQIDNO:2 Trinh ty axit amin cta trinh tu 1 (T1): Tau 5-20 [pY18 ]

SEQ ID NO:3 Trinh tu axit amin cta trinh tu & (18); Tau 206-221
[pT212, pS214]
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SEQ ID NO:4 Trich tu axit amin cda trinh tu 9 (T9):.Tau 196-211
[pS202, pT205]

SEQ ID NO:5 Trinh tu axit amin cda trinh tu 3 (T3): Tau 393-408
(pS396, pS404]

- SEQ ID NO:6 Trinh ty axit amin cua trinh ty 4 (T4): Tau 401-418
[pS404, pS409]

SEQ ID NO:7 Trinh tu axit amin cda trinh tu 2 (T2); Tau 2004216
(pS202+ »T205& pT212-+pS214]

SEQ ID NO:8 Trinh tu axit amin cda trinh tu 10 (T10): Tau 407-418
[pS409]

SEQ ID NO:9 Trinh tu axit amin -cua trinh tu 11 (T11): Tau 399-408
[pSg404J

M0 ta chi tiet sang ché

Pinh nghia cac thuat nelr

n "

Cac thudt ngir "polypeptit", "peptit", va "protein", nhu dugc st dung &
day, c6 thé thay doi cho nhau va dugc xé4c dinh ¢6 nghia l1a phan tir sinh hoc bao

gdm cac axit amin dugc lién két boi lién ket peptit.

Thuét ngft "cac peptit,” 12 cac chudi axit amin (thudng la L-axit amin) ma
cac cacbon alpha ctia chung duoc lién két nho cac lién két peptit duoc tao ra boi
phan rng ngung tu gitta nhom carboxyl ctia cacbon alpha ctia mot axit amin va
nhom amino cua cacbon alpha ciia axit amin khac. Axit amin két thiic & mét dau
ctia chudi (tie 1a dau tin ciing amino) ¢6 nhém amino tu do, trong khi axit amin
két thiic tai déu con lai cta chudi (tire 1a ddu tan cing carboxy) c6 nhom carboxy
tu do. Theo dung nghia cta tlr nay, thuat ngit "dau tin cing amino" (duoc viét
tat 1a dau tan cing N) dé cap dén nhom alpha-amino tu do trén axit amib tai dau

tan cung amino cua peptit, hodc téi nhom alpha-amino (nhém imino khi tham
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gia vao lién két peptit) ctia axit amin tai bét ky vi tri nao khac trong peptit.
Tuong tu, thuat ngir "dau tan cing carboxy" (dugc viét tit 1a dau tan cing C) dé
cdp 161 nhom carboxyl tu do trén axit amin tai dau tan cung carboxy cua peptit,

hodc t6i nhém carboxyl ctia axit amin tai bat ky vi tri ndo khéc trong peptit.

Cac thuat ngft "ménh ctia chiing hozc “manh” nhu dugc sir dung ¢ day dé
cap t6i manh peptit c6 chitc ning ma vé co ban ¢6 hoat tinh (sinh hoc) tuong tu
nhu cic peptit duoc xac dinh & day (vi du nhu thé hién trong cac SEQ ID NO 2
dén 9 ﬁrorng Ung), nghia la cac manh nay van c6 kha nang tao ra tinh dic hiéu O
muc do cao, dic biét 1a tinh dic hiéu ciu hinh, dap Umg mién dich ¢ co thé, dic
biét la & dong vat co vii hodc ngudi, né rat hitu hiéu va c6 kha héng ngdn ngra
liode tam giam cac bérh tau, hodc céc triéu ching lién quan dén cac bénh tau.
Dic biét, cac phan nay van chia céc epitop hodc phospho-epitop bénh Iy déé
hiéu cua tau peptit,‘nhu duoc st dung va dugc xac dinh & déy.

Thong thuong, axit amin tao nén peptit duogc danh sb theo tha tu, bt dau
tr ddu t4n cing amino va tang 1én theo hudng toi dau téin cung carboxy clia
peptit. Vi Véy, khi mot axit amin du‘qé néi 1a “ké theo” axit amin khac, thi co
nghia [& axit amin do dugc ddt ¢ vi tri gan ké voi diu tin cing carboxy cua
peptit hon axit amin ¢6 trudc. " o

Thuét ngit "gdc" duoc sir dung & day dé cap tdi axit amin co trong peptit
bang lién két amit. Theo ding nghia ca tir nay, axit amin c6 thé 1a axit amin c6
trong tu nhién hodc, trir khi c6 quy dinh khac, c6 thé bao gém céc chat tuong tu
da biét cha axit amin tu nhién ma hoat dong theo cach tuong tu véi axit amin cé
trong tu nhién (tic 13 cac chat bit chudc axit amin). Ngoai ra, chat bit chudc
lién két amit bao gom cac cai bién khung chinh peptit da biét r3 d6i voi nguoi ¢o

hiéu biét trung binh trong linh vuce k¥ thuat.

Cum tir "vé co ban bao gom” duoc str dung ¢ day dé loai trir bat ky thanh
phin nao ma vé can ban s€ lam bién doi cac ddc tinh chu yéu clia cac peptit ma

cum tir d6 dé cap toi. Vi vay, mo ta vé peptit "vé co ban bao gom. . ." loai trir su
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thay thé, xen doan, hoac khuyét doan axit amin bat ky ma vé co ban sé€ lam bién

ddi hoat tinh sinh hoc cta peptit do.

Hon h&a, ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc s& nhan ra rang,
nhu dé cap ¢ trén, cac thay thé, xen doe_ln,'hoéc khuyét doan ri€ng biét ma 1é1fn
bién d6i, bé sung hodc bd di mot axit amin don 1é hodc ty 16 phan tram axit amin
nho (thong thuong nhd hon 5%, thong thuong hon nita 1a nhé hon 1%) trong
trinh tu ma hoa 1a cac bién ddi cai bién bao toan trong do cac bién ddi tao ra sy
thay thé ciia axit amin bing axit amin tuong ty vé phuong dién hod héc. Céc
bang thay thé bao toan cung cip axit amin tuong tu vé mat chirc nang 1a da biét
ro trong linh vuc k¥ thudt. Sdu nhom dudi day moi nhém chira céc axit amin ma

Ia cac thay thé bao toan cho loai khac:

1) Alanin (A), Serin (S), Serin (T);

2) Axit aspartic (D), axit glutamic (E);

- 3) Asparagin (N), Glutamin (Q);

4) Arginin (R), Lysin (K);

- 9) Isoleuxin (I), Leuxin (L), Methionin (M), Valin (V); va
- 6) Phenylalanin (F), Tyrosin (Y), Tryptophan (W),

Cac cum tu "phan 1ap" hodc "tinh khiét v& mat sinh hoc" dé cap toi chét
ma vé co ban hbéo vé ban chat khong c6 cac thanh phin thuong di cing véi no
nhu dugc thay & trang thai tu nhién cia n6. Vi vdy, cac peptit mé ta & day khong
chtta cac chat thuong lién quan dén moéi truong in situ ctia chung. Thong
thuong, cac peptit duoc phan 1ap, gy mién dich duoc mo ta & déy it nhit 1a tinh
khiét khoang 80%, thuong it nhat khoang 90%, va t6t nhét 1a it nhat khoang
95% nhu dugc xac dinh nho cuong do vung trén gel dugc nhudm bac.

Do tinh khiét hodc tinh dong nhat protein ¢ thé duoc chi ra bang céac

phuong phép da biét ré trong linh vuc k¥ thuat, nhu phép dién di trén gel
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polyacrylamit ctia mau protein, tiép theo 1a lam hién hinh khi nhudém. P4i véi
mdt s6 muc dich nhit dinh, thi do phan giéi cao sé can thiét va HPLC hodc cach

tuong tu dé tinh ché dugc st dung.

Khi cac peptit gy mién dich twong dbi ngin vé do dai (tire 14 nhé hon
khoang 50 axit amin) thi chiing thuong dugc tong hop nhd céc k¥ thuét tong hop
peptit hoa hoc chuan.

' Téng hop pha ran, trong do axit amin dau tan cung C cua trinh tu duoc
gan voi nén khong hoa tan tiép theo 14 bd sung lién tiép axit amin con lai trong
trinh tu 1a phuong phép wu tién dé tong hop hod hoc cac peptit gdy mién dich
dugc mo ta ¢ day. Céac ky thuat dé tong hop pha ran 1a da biét d6i voi nguoi ¢6

hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat.

Theo cach khac, cac peptit gdy mién dich dugc mé ta ¢ day duoc tong
hqu, nhd str dung phuong phép tai t6 hop axit nucleic. Thong thuong, phuong
phé]zjhéy bao gdm tao ra trinh ty axit nucleic ma hod peptit, dat axit nucleic
trorig casset biéu hién dudi su kiém soét cua trinh tu khoi dau, biéu hién peptit &
vat chu, phan lap peptit hodc polypeptit biéu hién, va néu can, hoi tinh peptit.
Cac k¥ thuat di dé chi dan nguoi cé hiéu biét trung binh trong linh vuc théng

qua toan bd cac phuong phap ma dugc thiy trong tai liéu chuyén nganh. |

Khi céac peptit dugc biéu hién, tai to hop c6 thé dugc tinh ché theo céc
phuong phép chuan, bao gém két tiia amoni sulfat, ¢ot ai luc, phép sic ky cot,
dién di gel va cac phuong phap tuong tu. Céc ché phim vé co ban tinh khiét c6
d6 dong nhét khoang tlir 50% dén 95% duoc wu tién, va 80% dén 95% hodc do
déng nhét 1én hon 1a dugc wu tién nhat dé st dung lam cac chit chita bénh.
Ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat s& nhan ra rang sau khi
tong hop hoa hoc, biéu hién sinh hoc, cac peptit gdy mién dich c¢6 thé c6 ciu
hinh vé& co ban khac v6i cac cdu hinh tu nhién ctia cic peptit cau thanh. Trong
trudng hop nay, thudng xuyén can lam bién tinh hodc khir peptit chong ting

sinh va sau do lam cho peptit gip lai thanh cdu hinh duoc vu tién. Cac phuong
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phap dé khir va lam bién tinh céc protein va kich thich gap lai 1a da biét o trong

linh vuc k¥ thuat.

Tinh khang nguyén cta protein tinh khiét c6 thé duoc khang dinh, vi du,
bang cach ching minh phan tng véi huyét thanh mién dich, hoic véi huyét

thanh mién dich tao ra chéng lai chinh protein.

Thuat nglt "mdt” nhu duge st dung ¢ day dugc xac dinh c6 nghia "mot

hodc nhiéu" va bao gdm sb nhiéu trir khi pham vi khéng thich hop.

Céc thuat ngt "phat hién" hodc "dugc phat hién" nhu dugce st dung ¢ day
¢6 nghia 14 nho sir dung cac k¥ thuat da biét dé phat hién cac phan tir sinh hoc
nhu cac phuong phap hoa hoc mién dich hoic md hoc va deé cap toi viéc xac
dinh dinh tinh hodc dinh lugng néng do phéan ti sinh hoc c6 mat dang duoc
nghién ctru.

Thuat ngit "phan 14p" c¢6 nghia la phéan tir sinh hoc khong ¢6 it nhat mot so

thanh phan ma c6 trong tu nhién.

Céc thuat ngtt "khéng the", "cac khéng the" hogc "cdc manh c6 chirc ning
cua phﬁng” nhu dugc st dung & day 1a thuét ngit dd dugc chap nhan trong linh
vue k¥ thuat va duoc hiéu 1a dé cép t6i cac phan tir hodc cac manh cé hoat tinh
ctia cac phan tir gén két voi cac khang nguyén da biét, dic biét 1a t6i cac phén ti
globulin mién dich va tdi cac phan c6 hoat tinh mién dich cta cac phan tir
globulin mién dich, nghfa la cac phan tr chira vi tri géh két mién dich dic hiéu
v6i khang nguyén. Globulin mién dich theo sang ché cé thé la loai bat ky (IgG,
1M, IgD, IgE, IgA va IgY) hodc kiéu (IgG1, IgG2, 1gG3, IgG4, 1gAl va IgA2)
hoéc kiéu phu ct’la phén tir globulin mién dich.

"Céc khéng thé" duoc du tinh ndm trong pham vi cﬁé sang ché bao gdm
cac khang thé don dong, céc khang thé da dong, dang kham, chudi don, dic hiéu
kép, duc_)'c. lam giéng nhu cua khi, nguoi va duoc lam giéng nhu cua nguoi cling

nhu cac manh ¢é hoat tinh cua ching. Vi du vé cdc manh cé hoat tinh cua cac

-44-



20141

phan tir gan két v6i cac khang nguyén di biét bao gdm céc manh Fab va F(ab"),,
bao gdm cac san pham cua thu vién biéu hién globulin mién dich Fab va cac
manh gin két epitop ctia cac khang thé hodc cac manh bat ky néu trén. Cac
manh c6 hoat tinh nay c6 thé thu duoc tir khang thé theo sang ché bang mot sb
k¥ thuat. Vi dy, cac khang thé don dong tinh khiét ¢6 thé duoc phan giai bing
enzym, nhu pepsin, va duoc xir ly bang cach loc gel HPLC. Sau do céac phan
doan thich hop chira cac manh Fab c6 thé duoc thu gom va cO béng cach loc
mang va cac k§ thuat tuong tu. Nhim mé ta thém vé céac k¥ thuat chung dé phan
lap cac manh co hoat'tinh cua cac khang thé, xem vi du tai liéu Khaw, B. A. et
al. J. Nucl. Med. 23:1011-1019 (1982); Rousseaux et al. Methods Enzymoiogy,
121.663-69, Academic Press, 1986.

Thuat ngit "khang thé dugc lam gidng nhu cia ngudi" dé cap toi loai
khang thé duoc xtr ly di truyén c¢6 cdc CDR cia né thu duoc tir globulin mién-
dich thé cho khéng phai nguoi, cac phan thu duoc tir globulin con lai cta phéan |

tt thu duoce tir mét (hodc nhiéu) globulin mién dich cia ngudi.

Khéng thé dugc 1am giéng nhu ctia ngudi c6 thé con dé cap t6i khang thé
c6 ving bién doi trong d6 mot hodc nhidu vung khung cua n6 ¢6 cac axit amin -
ctia ngudi hodc dong vat linh trudng. Ngoai ra, cac gdc hd tro khung ¢ thé
dugc bién doi dé bao toan 4i luc gan két. Cac phuong phép dé thu dugc "cac
khéng thé dugc lam gidng nhu cia ngudi" 1a da biét rd ddi voi ngudi ¢6 hiéu
biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat (xem, vi du tai liéu Queen et al., Proc.
Natl Acad Sci USA, 86:10029-10032 (1989), Hodgson et al., Bio/Technoloy,
9:421 (1991)).

Thuét ngit "khang thé dugc lam gidng nhu cia nguoi" ¢o thé con thu
duogc bang phuong phap xir ly di truyén méi c6 khé ning tao ra cac khang thé da
dong tuong ty nguoi thanh thuc ai lyc & cac dong vat 16n, nhu, vi du, tho

(http://www.rctecgio.com/bioventures/ therapeutic.php).
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Thuat ngit "khang thé don dong" ciing s& duoc nhan biét 1o trong linh vuc
ky thuat va dé cdp t6i khang thé duge san xuét luong 1én trong phong thi
nghiém tir dong vo tinh don va nhan biét chi mét khéang nguyén. Céc khang thé
don dong thuong duge tao ra bang cach dung hop té bao B san xuét khang thé,
ton tai ngdn vai té bao tdng trudng nhanh, nhu té bao ung thu (d6i khi duoc dé
cdp t6i 1a té bao “bét ti”). Té bao lai, hoac khdi té bao lai thu dugc, sinh s6i nay

nd nhanh chong, tao ra dong v tinh ma san sinh lwong rét 16n khang thé.

Thuat ngit "khang nguyén" dé cip t6i mot chat hodc manh cia ching ma
¢6 thé kich thich dép tmg mién dich ¢ co thé, dic biét 1a dong vat, dic biét hon
la d@hg vat c6 vl bao gdm ngudi. Thuét ngit nay bao gdm cac chét sinh mién
dich va cdc ving tao ra tinh khang nguvén hodc cac yéu td x4c dinh khang

nguyén.

Nhu dugc st dung ¢ day, thuat nglt "hoa tan" co nghia 1a hoa tan mét

I
!

phan hoic hoan toan trong dung dich nudc.

Ciing nhu dugc str dung ¢ day, thuat ngir "sinh mién dich" dé cap t6i cac

-chdt ma kich thich hodc tang cuong san xuét cac khang thé, céc té bao T va cac

t€ bao mién dich c6 kha nang phan tng khéc truc tieép chong lai tac nhan sinh

mién dich va gép phan vao dap tmg mién dich & nguoi hode dong vat.

Dap mg mién dich XUAt hién khi mot ca thé tao ra cac khang thé, céc té
bao T va céc té bao mién dich ¢ kha ndng phan (mg khac du dé chong lai cac
ché phém sinh mién dich duoc st dung theo sang ché dé lam cham hoac thuyén
giam rdi loan can dugc diéu tri.

Thuat ngit "khéi té bao lai" duoc nhéan bidt trong linh vuc k¥ thuat dugc
hiéu béi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k§ thuat la d& cap téi té bao
duoc tao ra béng cach dung hop té bao tao khang thé va té bao bt tu, vi du té

bao da u tiy. Té bao lai nay c6 thé tao ra ngudn cung cip khang thé lién tuc.
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Xem dinh nghia vé “khéang thé don dong" néu trén va cac vi du dudi diy dé mé

ta phuong phap dung hop chi tiét hon.

Thuat ngit "chat mang" nhu dugc st dung & day c6 nghia la cdu trac trong
do6 peptit khang nguyén hodc ciu tric siéu phan tir c6 thé duge dua vao hodc co
thé két hop voi, nhd dé cac peptit khang nguyén hozc mot phan ctia peptit ¢6 thé
tiép xuc hogc thé hién véi hé midn dich cta nguoi hodc dong vat. Phan tir bit ky
ma c6 thé dugc sir dung thich hop trong liéu phap cho nguoi hodc dong vat nhu,
vi du, nang, hat hoac thé hat c6 thé dugc su dung lam chét mang trong pham vi

cua sang ché.

Thuat ngir "chét mahg" con bao gébm phuong phép phan phdi trong dé
cac ché pham khang nguyén cau trac siéu phan tir chira peptit khang nguyén ¢6
thé duoc van chuyén t6i chc vi tri mong mudn béngl cac co ché phéﬁ phdi. Mot
vi du vé hé phan phéi nay st dung céc kim loai keo nhu Ve‘mg. dang keo.

C4c protein mang c6 thé dugc si dung trong cac ché pham khéng nguyén
cau tric siéu phan tir theo sang ché bao gém, nhung khong gidi han &, protein
gan két maltoza "MBP"; anbumin huyét thanh bo "BSA"; hemoxyanin ha
"KLH"; long tring tring; flagelin; thyroglobulin; anbumin huyét thanh cia loai
bat ky; globulin gama cta loai bat ky; cac té bélo clng gen; cac té bao cung gen

mang cac khang nguyén la; va cac polyme cuia axit D- va/hodc L- amin.

Trong "khang nguyén céu tric siéu phan ti" theo sang ché, liposom ¢6 thé
c¢6 chuc ning kép trong d6 néd co thé duge su dung lam chat mang bao gém cau
triic siéu phan tir nhu duoc mo ta trén day va, dong thoi hoat dong nhu chét phu
trg dé 1am tang hodc kich thich dap Gmg mién dich & déng vat dich hoac nguoi
~can diéu tri bing vacxin chita bénh theo sang ché. Can hiéu ring cac ché pham
khéng nguyén cau tric siéu phan ti theo sang ché co thé con bao gom céc chat
phu tr¢ khac, bao gdm, nhung khong gi6i han &, hemoxyanin ha (KLH),
anbumin huyét thanh bo (BSA) va céac chét phu trg khac nhu, vi du, lipit A,

phen, ‘canxi phosphat, intolokin 1, va/hodc cac vi nang cua polysacarit va cac
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protein, nhung ddc biét 1a lipit A da loai bo doc td, nhu monophosphoryl hodc
diphosphoryl lipit A, hodc phén, c4c chit bao quéan khéc, cac chét pha loang, cac
chit nhd hoa, cac chat lam én dinh, va cac thanh ph?m khac ma da biét va duoc
su dung lam cac vacxin trong tinh trang k¥ thuat. Ngoai ra, hé chat phu tro bat
ky da biét trong linh vuc k§ thuat c6 thé dugc su dung trong ché pham theo sang
ché. Céac chét phu tro nay bao gom, nhung khéng gi6i han &, chat phu tro
Freund khéng hoan chinh, chét phu trg Freund hoan chinh, mannan dugc axetyl
hoa lién két voi B-(1,4) phan tan ("Acemannan"), TITERMAX® (cac chét phu tro
copolyme polyoxyetylen-polyoxypropylen ctia CytRx Corporation), cac chét
- phu trg lipit dugc cai bién ctia Chiron Corporation, cic chat phu trg dan xuét
saponin cua Cambridge Biotech, Bordetella pertussis dugc lam chét
lipopolysacarit (LPS) ctia vi khuén gram am, c4c anion polyme [én nhu dextran

sulfat, va cic gel v6 co nhu phén, nhém hydroxit, hodc nhém phosphat.

Hon nita, thudt ngir "lugng hitu hidu" dé cap toi lugng ché pham khang
nguyén/gdy mién dich ma khi cung cép nd cho nguoi hodc dong vat tao ra dap
ing mién dich. Luong hitu hiéu dé dang duoc xac dinh bdi nguoi cé hiéu biét
trung binh trong Iinh vuc ky thuat theo cac phuong phap thong thuong.

| “Bénh nhan dung nap mién dich” nhu dugc sir dung & day dé cap t6i dong
vat hodc nguoi bénh c6 kha ning han ché phan ung lai cac khang nguyén, dic
biét la cdc khing nguyén khong tu than, nhung dic biét la cac khang nguyén
moi nhu, vi du cdc khang nguyén méi c6 mit trong cac bénh méi xuit hién. Han
ché nay co thé dd, it nhét mot phén la do su 130 ho4 theo trét tu thoi gian cua cac
té bao CD4+ T. Hon nita, “bénh nhin dung nap mién dich” ¢6 thé ¢ dap tng
mién dich té bao CD4+ T suy yéu voi su phoi khang nguyén do cac thiéu sot
trong qué trinh tdng sinh va tiét xytokin clia cac té bao tri nhé T trong cac dap
ing nh¢ lai. “Bénh nhan hoat hoa té bao T nhu duoc sit dung & day dé cap toi
dong vat hodc ngudi bénh ¢ su hoat hoa té bao T va trong do su kich thich hon

nita dap tmg té bao T s@ gy nguy hiém cho st khoé.
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"Bénh nhén bj tdn thuong mién dich" nhu duoc sur dung ¢ day deé cap toi
dong vat hodc nguoi bénh c¢6 hé mién dich bi suy yéu do su ldo hoa, bénh tat
nhu HIV, hodc bénh ung thu, hoac do diéu tri nhu, vi du, diéu tri chérig, lai cac
bénh viém nhiém bao gom, nhung khéng giéi han &, Viém da khép dang thap,

Bénh vay nén, Ban do toan than, Bénh u hat Wegener,v.v....

. Trong pham vi cia sang ché, dd chung minh duoc rang khang thé kich
thich d4p tmg véi ché pham khéng nguyén theo sang ché phan 16n khong phu
thudc vao té bao T. Mé hinh chudt trui duoc sir dung trong khia canh nay va
chudt trui duge tiém ching va cac dap ing khéng thé dugc xé4c dinh dé danh gia
dap ung khang thé dac hiéu AB duoc kich thich boi ché pham khang nguyén
theo sang ché ¢ chuét trui da tao mién dich. Chudt trui mang dot bién Foxnlnu

va do vay, ¢o6 churc nang té bao T giam do thiéu tuyén Urc thuc su.

"Luong hitu hiéu vé mét dugc ly" nhu dugc st dung & day de cap tdGi lieu
hoat chat trong dugc pham thich ung dé chira bénh, hodc it nhat lam ngimg mot
phan cac triéu ching cua bénh, roi loan hodc tinh trang can duoc dieu tri hodc

bién chimg bat ky di kém theo do.

" Theo mot phuong an dac biét, sang ché khién cho viéc st dung déc tinh
khang nguyén, dic biét 1a doi v4i bé mat cua phan tir chét mang nhu liposom
lam cho su boc 10 va on dinh cda cdu hinh khang nguyén uu tién dugc tang
cuong, cudi cling no tao ra dap tng mién dich & mirc do cao, dic biét 1a dap Umg
mién dich khéng phu thudc vao té bao T, va lam phat sinh céc khang thé c6 cac

dic tinh duy nhat.

Dac biét, peptit khang nguyén dugc biéu hién trén bé mat cua phan tu chat
1hang duoi dang day lap lai & muc do cao, dac biét la day 1ap lai bao gé‘m it nhat
10 don vi khang nguyén lap lai/phéan tir chat mang, dic biét 1a it nhat 50 don vi
khang ﬁguyén lap lai/phan ta chét mang, dac biét 1a it nhéat 100 don vi khang
nguyén lap lai/phan tr chat mang, ddc biét 1a it nhat 200 don vi khang nguyén

lap lai/phan tu chat mang, dac biét la it nhét 300 don vi khang nguyén lap
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lai/phan tir chét mang; dic biét 1 it nhat 400 don vi khang nguyén lip lai/phan
tir chit mang, dac biét l1a it nhit 500 don vi khang nguyén lip lai/phan tir chit

mang.

Khang nguyén phospho-peptit duoc cai bién theo sang ché va nhu dugc
md ta & day, dic biét 1a khdng nguyén phospho-peptit bat chudce phospho-epitop
bénh ly chinh cta protein tau, ¢6 thé duoc tong hop theo phuong phap cai bién
néu trong tai liéu Nicolau et. al. (2002) Proc Natl. Acad. Sci USA 99, 2332-
2337. Phuong phap nay bao gom tap hop dan dén ciu trac bang cach tong hop
peptit pha rén trén nhua amit nho st dung hod hoc Fmoc/tBu chuin. Sau dé céc
nhom bao vé truc giao cua cac lysin tan cung duoc loai bo va cac nhom amino

tu do duge axyl hod bing axit plamitic.

Qua trinh khtr bao vé cdc nhém bao vé mach bén va qua trinh giai phong
dong thoi peptit khoi nhua dat duoc trong cac diéu kién axit, tao ra

phosphopeptit tetrapalmytoyl hoa duéi dang san pham tho.

Sau do thu dugc san pham cubi cling voi do tinh khiét cao va do dong
nhit va do tinh khiét cua nd duoc khing dinh bang céc phuong phap da biét
trong linh vuc k¥ thudt nhu, vi du phép phan tich phd khéi dién phun va/hodc
phén tich HPLC.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé xuit céc ché pham tao mién dich bao
g6m khang nguyén phospho-peptit theo sang ché va nhu dugc mo ta & day bat
chude phospho-epitop bénh ly chinh cta protein tau, peptit khang nguyén d6
duge cai bién sao cho nd cé kha ning duy tri va lam 6n dinh cau hinh d3 xac
dinh ctia khang nguyén. Cau hinh d& xac dinh nay lam cho qua trinh kich thich

dap tmg micn dich ddc hiéu cao va manh khi dua vao dong vat hoic nguoi.

Mot céch dé dat duoc su hinh thanh va on dinh ctia cau hinh mong muon

clia peptit khang nguyén 1 bang cach cho peptit khang nguyén gin két voi, hoic
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két hop v6i hodc hoan nguyén, mét phan hoac hoan toan, trong chat mang, dic

biét 14 chét mang ma c6 thé c6 hoat dong nhu chat phu tro.

Chét mang c6 thé dy tinh nim trong pham vi cta sang ché, vi du la dang
nang, thé hat hodc phan tir; cac protein mang vi khuan, cac protein Omp cua vi
khuén duong rudt, cac hat nano, cac mixen, cac hat vang, cac vi hat va/hoic cac
thé virut hodc phuong tién bat ky khac ma c6 thé duoc str dung mot cach thich
hop lam chét mang/chat phu tro cho peptit khang nguyén, nhung dic biét la

liposom.

Theo mot phuong an dic biét cua sang ché, peptit khang nguyén duoc gin
két voi, hodc dua vao hodc hoan nguyén trong chat mang nhé cac tuong tac yéu,
nhu, vi du tuong tac ky nudc hodc tinh dién, van der Waal's, hodc su két hop cda
- hai hogc nhiéu tuong tac noi trén, sao cho peptit duoc thé hién véi ciu hinh dic
hiél, né duge duy tri va lam on dinh bang cich lam gisi han peptit khang
nguyén di néu trong kha ning chuyén dong ba chiéu cua né dé cac thay doi cu

hinh dugc ngédn can hodc gidi han rat chit ché.

‘Néu dang nang, hat hoac thé hat duogc st dung lam chét mang/chét phu trg
nhu, vi du liposom, ché pham chira peptit khang nguyén c6 thé duoc chon sao
cho tong dién tich toan phan gidng hét véi tong dién tich toan phan cua bé mat
chit mang/chét phu tro ma peptit gan két voi. Luc ddy tinh dién co tac dong gilra
bé mat chit mang/chat phu tro tich dién gidng nhau va peptit khéng nguyén,
nhung dic biét la bé mat chat mang tich dién gibng nhau va cac gbe axit amin
cau thanh peptit khang nguyén va dic biét hon la bé mit chat mang tich dién
giong nhau va cac gc axit amin tich dién gidng nhau c6 trong peptit khang
nguyén, c6 thé 1am cho peptit khéng nguyén chap nhan ciu hinh d3 lam 6n dinh
va ddc hiéu cao, dugc x4c dinh bao dam hoat tinh sinh hoc cao. Do vay, peptit
khang nguyén duogc bdc 10 va thé hién trong cau hinh ¢6 hoat tinh sinh hoc cao
trong d6 no cho phép hé mién dich cta co thé sinh vat dich tu do tuong tac véi

cdc yeu to xdc dinh khang nguyén co trong cau truc khang nguyén trong cau
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hinh c6 hoat tinh sinh hoc, ma khi duoc cung cép cho dong vét hodc nguoi, tao
ra ddp ung mién dich cdu hinh va manh, vi du tao ra d6 chuin khéng thé cao &

co thé dich.

DP4ap ung tao mién dich c6 thé duoc tang hon nita nho st dung liposom
[am chat mang, liposom nay cé thé hoat dong nhu chét phu trg dé ting cuong
hoac hodc kich thich d4p tmg mién dich & dong vat dich hoac nguoi can duoc
diéu tri bang dugc phdm theo sang ché. Tuy v, liposom ¢6 thé con chira chét phu
trg khac nira, vi du, lipit A, phén, canxi phosphat, intolokin 1, va/hodc cac vi
nang cua polysacarit va cac protein, nhu dic biét 1a lipit A da khr doc td, nhu

monophosphoryl hodc diphosphoryl lipit A, hodc phén.

Theo mét phuong 4n dic biét clia sang ché, peptit khang nguyén theo
sang ché va duoc mo ta & day, dac biét 1a peptit khang nguyén ma tong dién tich
toan phan ctia né 1a sé am, duoc st dung hoan nguyén trong liposom, dic biét 1a -
l‘ipo/som ma céc thanh phan cta né duge chon sao cho tong dién tich thuc cua
nhom ding dau liposom la s6 am. Dac biét, liposom cAu thanh boi cac thanh
phan d&qc chon tr nhém gdm cé dimyristoyl phosphatidyl cholin (DMPG),
dimyristoyl phosphatidyl etanolamin (DMPEA), dimyristoyl phosphatidyl
glyxerol (DMPG) va cholesterol, va tuy y, con chita monophosphoryl lipit A
hodc chét phu tro bat ky khac ma cé thé duoc su dung mot cach thich hQ‘-p trong
pham vi ctia séng ché nhu, vi du phen, canxi phosphat, intolokin 1, va/hodc cac

vinang cua polysacarit va cac protein.

Theo modt phuong an dic biét khac cua sang ché, peptit khang nguyén
dugc cai bién theo sang ché va nhu dugc mé ta trén day c6 thé gan két cong hoa
tri voi phan tr dang neo ma c6 kha ning xen vao chét mang/éhét phu tro nho dé
gén peptit vao chét mang/chat phy tro va biéu hién né trén hozc rit gan voi bé
mit ctia phan tir chdt mang/chat phu trg sao cho céc luc tinh dién c6 thé ¢é tac

dung nhu dugc mo ta trén day.
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Khi cac liposom dugc sir dung lam chit mang/chét phu tro, thi ciu tric
peptit khang nguyén thuong cé dudi ky nudc duoc xen vao mang liposom khi nd
duogc tao ra. Ngoai ra, cac peptit khdng nguyén co thé duogc cai bién dé chua

dudi ky nude dé nd co6 theé dugce xen vao liposom.

Ché pham khang nguyén theo sang ché dic biét 1a bao gém cac peptit
duoc cai bién dé tang cuong hidu qua khang nguyén trong do6 cac peptit nay co
thé dugc cai bién nhd qué trinh pegyl hoa (nho st dung polyetylen glycol hoac
polyetylen glycol dugc cai bién), hodc dugc cai bién nho cac phuong phép khac
nhu bang axit plamitic nhu dugc mé ta trén day, cac axit poly-amin (vi du poly-
glyxin, poly-histidin), céc poly-sacarit (vi du axit polygalacturonié, axit
polylactic, polyglycolit, chitin, chitosan), cidc polyme tong hop (cac polyamit,
cac polyuretan, cac polyeste) hodc cae co-polyme (vi du poly(axit metacrylic) va

N-(2- hydroxy) propyl metacrylamit) va cac loai twong tu.

Theo mot phuong an ddc biét cua sang ché, cac peptit khang nguyén theo
sang ché va nhu dugc md ta trén day dugc dé xudt, chung duoc cai bién chua
duoi ky nudc dé cac peptit nay co thé dugc xen vao liposom. Dic biét, khang
nguyén phospho-peptit theo sang ché va nhu dugc md ta & déy bat chudc
phospho-epitop bénh 1y chinh cua protein tau, c6 thé duoc cai bién bang gbc wa
béo hoac ky nuéc tao thuén loi cho viéc xen vao 16p kép lipit cua chét
mang/chét phu trg. Céc gbc ua chit béo hodc ky nudc theo sing ché c6 thé la
céc axit béo, céac triglyxerit va cac phospholipit ddc biét la cac axit béo, cac
friglyxerit va cac phospholipit trong d6 khung chinh cacbon cua axit béo co it
nhét 10 nguyén tir cacbon, dic biét 1a cac gbc ua chat béo co cac axit béo véi
khung chinh cacbon gdm it nhat khoang 14 nguyén tr cacbon va téi khoang 24
nguyén tir cacbon, véi mdi sd trong sb cac nguyén ti cacbon nam trong gii han
nay cling la mot phan ciia sang ché. Pic biét, sang ché dé cap dén peptit khang
nguyén theo sang ché va nhu dugc mo ta trén day, ching dugce cai bién dé chira

dudi ky nude, dac biét 1a dudi ky nude bao gbm cac gbc ky nuée c6 khung chinh
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cacbon gdm it nhét 14 nguyén tir cacbon, nhung dic biét Ia 16 nguyén tu
cacbon. Cac vi du vé céc gbe ky nuée bao gom, nhung khéng giéi han &, axit
plamitic, axit stearic, axit myristic, axit lauric, axit oleic, axit linoleic, axit
linolenic va cholesterol hoac 1,2-distearoyl-sn-glyxero-3-
phosphatidyletanolamin (DSPE). Theo mét phuong 4n dac biét cla sang ché,

cac goc ky nudc 1a axit plamitic.

Theo mét phuong 4n, peptlt khang nguyén theo Sang che va nhu duge mo
ta & day, gan két cong hod trl v6i goc ua béo hodc ky nudc. Trong pham vi cua
sang ché, gin két cong hod tri ctia peptit khang nguyén cé thé dugc tao ra boi
cac gde axit amin, né kéo dai céc trinh tu axit amin tuong Gng véi cac trinh tu
cua peptit khang nguyén theo sang ché, dic biét 1a tai (cac) dau tan cung cua
chiing, ddc biét [a (c4c) dau tan cung N- va C-, va cac gdc axit béo dugc gén két

v4i nod.

Dic biét, mdi thé tiép hop bao géln it nhét bén phén tir cua axit béo chira
chudi cacbon tir C12 dén C24, dac biét la chudi cacbon C16, trong d6 cac phan
tr axit béo gdn két cong hod tri tai cac dau tin cung N va C ctia céc peptit khang
nguyén. Cac phan b khac co thé cling duoc mo ta, nam tr ong trmh tu axit amin.

Cac peptit nay ciing gan két cong hoa tri v6i cac phan tir axit béo.

Vi vy cac duge phim theo sang ché c6 thé bao g0m cac liposom duogc
‘tao ra bang cach hoan nguyén cac liposom véi su cd mit cua cac peptit khang
nguyén dugc cai bién hodc tinh khiét hogc tinh khiét mot phan theo sang ché va
nhu dugc mé ta ¢ diy. Ngoai ra, cdc manh peptit c6 thé duoc hoan nguyén trong
cac liposom. Sang ché cling bao gdm céc manh peptit khang nguyén duroc cai
bién dé lam tang tinh khang nguyén cua chiing. Vi du, cac gbe khang nguyén va
céc chat phu tro ¢6 thé gan két voi hoic két hop véi peptit. Cac vi du vé cac gbe
khang nguyén va cac chét phu tro, bao gom, nhung khéng gi¢i han &, cac dan
_ xuat dipeptit m uramyl wa chat béo, cac polyme phong bé khéng ion, chét phu tro

nhém hydroxit hodc nhém phosphat, va cac hdn hgp cta chiing,
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Cac liposom ma c6 thé duge sur dung trong cac ché phim theo sang ché
bao gom cac loai da biét déi voi nguoi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§
thuat. Lipit bat ky trong s cac lipit chuan hiru ich dé tao ra céc liposom c6 thé
duge sur dung. Lop kép va céc liposom da 16p chuan cé thé duoc str dung dé tao
ra cac ché phim theo sang ché. Trong khi phuong phéap bat ky tao ra cac
liposom da biét dbi voi nguoi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat c6
the duoc sir dung, cic liposom uu tién nhit dugc tao ra theo phuong phéap
Alving et at., Infect. Immun. 60:2438-2444, 1992, duogc dwa vao day bang cach
vién dan. Liposom c6 thé tuy ¥ chita chat phu tro hodc chit diéu bién midn dich
hodc ca hai. Chét didu bién mién dich duoc uu tién la lipit A, dac biét 1a lipit A

da khir doc té nhu, vi duy, monophosphoryl hoac diphosphoryl lipit A

Céc liposom c6 thé duoc tao ra bing kylthueflt bom dong giao nhau nhu
dugc mo ta, vi du trong tai liéu Wagner et al (2002) Journal of Liposonﬁ
Res;earch Vol 12(3), pp 259 -270. Trong qua trinh bom céc dung dich lipit vao
hé dém nudc, cac lipit ¢d xu hudng tao ra “cac chétv két tha”, tiép theo tu sép
xép thanh cac nang. Kich ¢& nang thu dugc tuy thudc vao cic nhan té nhu ndng
do lipit, tde do khuéy, tde dd bom va viéc lua chon cac lipit. Hé théngdiéu ché
¢6 thé bao gdbm modun tiém dong giao nhau, cic 6ng cho pha phan cuc (vi du
dung dich dém PBS), cac lo dung dich etanol/lipit va thiét bi diéu ap, nhung dac
biét 1a thiét bi diéu 4p nito. Khi dung dich nuée hodc phan cuc duoc bom bing
modun bom dong giao nhau thi dung dich etanol/lipit dugc bom vao pha phan

cuc cung vdi thay doi cac 4p suat tmg dung.

Theo mot phuong 4n, peptit khang nguyén duoc cai bién theo sang ché va
nhu dugc mé ta ¢ diy vi vay c6 thé dugc cai bién hon nita bang cach hoan
nguyén trong cac liposom gdm c¢6 céc phospholipit va cholesterol
(phosphatidyletanol amin, phosphatidyl glyxerol, cholesterol) véi cac ty sé mol
bién ddi. Céc phospholipit khac cé thé duoc su dung. Lipit A dugc st dung voi

nong do khoang 40 ug/pmol cac phospholipit.
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Liposom ¢6 thé cé chuc nang kép do noé co thé duoc sur dung lam chat
mang bao gém cAu tric siéu phén ttr nhu duge md ta trén day va, dong thoi hoat
dong nhu chat phu tro dé lam tang hodc kich thich dap g mién dich & dong vat
dich hodc ngudi can diéu tri bing vacxin chita bénh theo sng ché. Tuy y,
liposom ¢4 thé, ngoai ra, chira chit phu trg hodc chét didu bidn midn dich khac
nita hodc cd hai nhu, vi du lipit A, phen, canxi phosphat, intolokin 1, va/hoac
cac vi nang cua polysacarit va céc protein, nhung dic biét 1a lipit A, dac biét hon
la lipit A da khr doc t6, nhu monophosphoryi hodc diphosphoryl lipit A, hoac
phen. |

Theo mot phuong an dic biét ctia sang ché, cac liposom c¢6 lipi‘t A duogc
st dung lam chat phu tro dé bao ché duoc phém theo sang ché.

Dimyristoylphosphatidyl-cholin, -glyxerol va -cholesterol dugc két hop, dic biét

. 1a véi ty sd mol béng 9:1:7. Chat diéu bidén mién dich manh nhu, vi du,

monophosphoryl lipit A sau dé duoc thém vao véi nong do thich hop, dac biét 1a
VOl néng do tir 20 mg dén 50 mg cho modi mmol, dic biét hdn la voi n@)ng do tu
30 mg dén 40 mg cho mdi mmol cia cac phospholipit. Sau dé peptit khang
nguyen dugc cai bién dugc thém vao véi ty s6 mol peptit so v&i cac phospholipit
tr 1:30 dén 1:200, dac biét 1a vai ty s6 mol tir 1:50 dén 1:120, dac biét hon 1a
1:100. Cac dung m(“)i dugc loai bd, vi du bang cach lam lam bay hoi, va mang

thu duoc duoc hydrat hod bang dung dich dém tiét trung nhu, vi du PBS.

Theo mét phuong 4n dic biét cua sang ché, peptit khang nguyén theo
sang ché va nhu duge mé ta & day duoc d& xudt cai bién béi it nhit hai phan tir
clia axit palmitic lién két cong hod tri v6i cac dau tan cung N- va C- cua peptit

khang nguyén nay va bang cach hoan nguyén trong chat mang liposom.

Qua trinh palmitoyl ho4, khi tao neo cho peptit trong 16p liposom kép, do
do dai ctia gde axit béo Cyeg gidm tuong dbi khién cho peptit duoc thé hién tiép

Xuc vai hodce rit gan voi bé mat liposom.
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Duoc phiam theo sang ché bao gbm peptit khang nguyén theo sing ché va
nhu dugc mo ta & day, dac biét la phospho—peptit bat chude cac phospho-epitop
bénh ly chu yéu cua protein tau, dac biét la voi lugng hiru hiéu vé mat duoc ly,
c6 thé duge bao ché dudi dang dung dich long, hoac huyén phu cé thé tiém,
hodc néu khong dudi dang rén thich hop dé lam hoa tan trudc khi tiém trong
pham vi, vi du, kit dé tao ra cach sur dung ché phém theo sang ché, nhu duoc mod

ta dudi day.

Céac chat mang, cac chat pha lodng va/hoac cac ta duoc duoc dung la da
biét rd trong linh vuc k¥ thuat va bao gom, vi duy, cac dung dich nude muoi dém
phesphat, nude, nhii tvong nhu nhil tuong dau/nude, céc loai khac nhau cua cac

chat lam am, cac dung dich tiét trung, v.v..

Viéc bao ché duoc phém theo sang ché co thé dat dugc nho st dung
phuong phap chuan da biét ddi v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc

k¥ thuét.

Dugc pham theo sang ché bao gOm peptit khang nguyén theo sang ché va
nhu dugc md ta & day, dic biét 1a phospho-peptit bt chudc cac phospho-epitop
bénh ly chu yéu cua protein tau, dac biét la vo1 luong hitu hi.éu vé mat duoc, ¢6
thé duoc cung cip cho ngudi hodc dong vat bi bénh thoai hoa than kinh, hodc
cac tricu chimg lién quan dén bénh thodi hoa than kinh, dé kich thich délp ung
mién dich ¢ ngudi hodc dong vat da néu dé lam giém.b()“t cac triéu ching lién
quan dén bénh hoic dé phuc hdi lai tinh trang duogc théy O cac ca nhan khoé

manh khong bi tac dong bdi bénh.

Céc ché pham theo sang ché duoc cung cap cho ngudi hodc dong vat theo
cach su dung chuan thich hdp bat ky dudi dang chét ran, chét long hodc sol khi
v6i lidu hitu hiéu, thich hqp. Noéi chung, ché phém 6 thé duge cung cé'ip tai chd,
qua duong miéng, truc trang, mii hodc ngoai duong tiéu hoa (vi du, trong tinh
mach, duéi da, hodc trong co). Ngoai ra, ché phém 6 thé con duoc dua vao cac

chat nén giai phong duy tri nhu cac polyme c6 thé thoai bién sinh hoc, cac

-57-



20141

polyme dugc cay ghép vao ving lan can noi muon phéan bo thuoc, vi du tai vi tri
khoi u. Phuong phap bao gom cung cap lieu don, cung cap cac liéu nhac lai vao
cac khoang thoi gian dd xac dinh trude, va cung cap duy tri trong khoang thoi

gian da xac dinh trudec.

Theo mot phuong an ddc biét cua sang ché, chu tric khang nguyén theo
sang ché, dac biétla - ché pham vacxin bao gdm céu tric khang nguyén dudi
dang duoc dung, dugc cung cép dudi dang cac lidu nhéc lai, dac biét vai 1 dén
15 lidu, ddc biét hon vai 2 dén 10 lidu, dic biét hon la véi 3 dén S licu va tham
chi dac biét hon 1a voi 3 lidu, trong cac khoang thoi gian tur 1 tuan dén 20 tuan,
dic biét 1a trong cac khoang thoi gian tu 1 dén 10 tuin, dac biét 1a trong céc
khoang thoi gian tir | dén 6 tuan, dic biét hon trong cic khoang thoi gian tur |
dén 4 tudn, va tham chi dic biét hon 14 trong céc khoang thoi gian tir 2 dén 3
tudn. Déap tng mién dich c6 fhé duoc theo ddi bing cach ldy cac mau huyét
thanh/huyét tuong vao thoi gian thich hop sau khi chﬁhg cung bé, ddc biet la tu
3 dén 10 ngay sau khi ching ctng cd, ddc biét hon la tir 4 dén 8 ngay sau khi
chung cung cb va dic biét hon 1a 7 ngay sau khi chiing ciing ¢6 va xac dinh tinh
gdy mién dich ctia cau tric khang nguyén nho su dl_ing phudﬁg phép da biét, dac
biét 1a mot trong cac tht nghiém mién dich thuong duge st dung, vi du thi
nghiém ELISA.

Pic biét, ché pham peptit khang nguyén theo sang ché dugc cung cap
bang cach st dung ngoai duong tiéu hoa, dac biét 1a bing cach tiém vao trong

mang bung, trong tinh mach, duéi da va trong co.

Céc ché phiam dé sir dung ngoai duodng tiéu hoa bao gdm céc dung dich
nudc hodc khong nudce tiét trung, huyén phu va nhil tuong. Cac dung méi khong
nude bao gdm, nhung khong gisi han &, propylen glycol, polyetylen glycol, dau
thuc vét nhu dau oliu, va céac este hiru co co thé tiém ohu etyl oleat. Cac dung
moi nudc ¢ thé duoc chon tir nhom gém ¢d nude, cac dung dich rugu/nudc,

nhli tuong hodc huyén phu bao gom nudc muodi va moi truong dém. Cac chat

-58-



20141

dan st dung ngoai duong tidu hoa bao gdm dung dich natri clorua, Ringer's
dextroza, dextroza va natri: clorua, Ringer's lactat hoa, hodc dau khong bay hoi.
Céac chit dan st dung trong tinh mach bao gém céac chit don dinh dudng va
dich, céc chét don dién phan (nhu cac loai géc Ringer's dextroza) va céac loai
khac. Céc chét bao quan co thé cling ¢6 mat, nhu, vi du céc chét khang vi khuén,

cac chat chong oxy hoa, cac chat tao chelat, cac khi tro, v.v...

Li€u cua ché pham s€ tuy thudc vao tinh trang céan diéu tri, ché pham cu
thé duogc st dung, va cac nhéan to 1am sang khac nhu trong luong, kich thuéce va
tinh trang cua bénh nhan, dién tich bé mat co thé, cdc duoc chat khac duoc su

dung dong thoi, va céach sir dung.

Duoc phém theo sang ché co6 thé duoc st dung két hop véi cac chét c6
hoat tinh sinh hoc khac va cac phuong phap dé diéu tri bénh, dic biét la cac
bénh tho4i hoa than kinh. Cac chét 6 hoat tinh sinh hoc khac ¢6 thé 1a mot ph§11
ciia ché phdm tuong tu di bao gdm dugc pham theo sang ché, dudi dang hon
hop, trong d6 dugc phém theo sang ché va chit hoat tinh sinh hoc khéac duoc
trén 1an trong hodc véi dung méi va/hodc chat mang duge dung tuong tu hoic
¢6 thé dugc cung cép riéng biét nhu 1a mot phan cua ché phénﬁ riéng biét, n6 co

thé dugc cung cap riéng biét hoac cung nhau dudi dang kit gom c6 cac phan.

Duoc pham theo sang ché c6 thé duoc cung cip dong thoi véi chat hodc
céc chat co hoat tinh sinh hoc, theo cach gian doan hoac lién tuc. Vi du, duoc
pham theo sang ché c6 thé dugc cung cép dong thoi vai chit cé hoat tinh sinh
hoc thir nhét khéc hoac lién tuc sau hodc trudc khi st dung duoc phém, néu phéc
dd st dung duoc chon, trong do nhiéu hon mot chét ¢ hoat tinh sinh hoc bd
sung duoc st dung cung voi it nhit mot duoc pham theo sang ché, cac hop chat
hodc cac chét co thé dugce cung cip mdt phan theo cach dong thoi, mcf)t phan

theo cach lién tuc dudi dang céc td hop khac nhau.

Muc dich khac cua sang ché la dé xuat hon hop cua duge pnam theo sang

che va, tuy y, mot hoac nhicu chat cd hoat tinh sinh hoc khéc ntra, cling nhu t&i
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cac phuong phdp st dung dugc phém theo sang ché, hodc cac hén hop cua
chiung bao gdm cac ché phdm chira duoc phim nay hodc hdn hop cua duoc
pham dé phong ngtra va/hodc diéu tri bénh va/hodc 1am giam bét cac tac dong
clia cac bénh tau, nhom céc bénh va céc rdi loan lién quan dén su hinh thanh cua
cac thuong ton soi than kinh, bénh ly ndo ndi bat trong nhom céc réi loan thodi
hoa than kinh nay bao gdm, nhung khong gidi han &, bénh Alzheimer, bénh
Creutzfeldt-Jacob, sa sut tri tué chan thuong ndo, hdi chimg Down, bénh
Gerstmann-Straussier-Scheinker, viém co thé vii, bénh mach méu prion protein
amyloid ¢ ndo va ton thuong chin thuong ndo va phirc hop xo cling ¢t bén teo
co/parkinson-sa sut tri tu¢ cia Guam, bénh té bao than kinh van d(jﬁg,, khong
phai Guamanian c6 cac m¢ roi soi than kinh, sa st tri tué nhudém doc bac mau
nhudm, thoai hod dudi vé ndo, cac md rdi soi than kinh lan tod ¢6 su voi hod, sa
sat tri tué tran thai duong véi bénh Parkinson lién két v&i nhidm sac thé 17, bénh
Plal}evorden-Spatz, chung teo da hé, bénh Niemann-Pick, kiéu C, bénh Pick,
ching tang than kinh dém dudi vé tién trién, chung liét trén nhan tién trién,
viém ndo xo cing bén cép, su sa sut tri tu€ co duy nhit mé rdi, hoi ching

Parkinson, ching loan dudng truong co luc.

Hon hop theo sang ché co thé bao gom, ngoai duge pham theo sang ché,
chét c6 hoat tinh sinh hoc nhu, vi dy, cac hop chit da biét duoc st dung trong
du’c}n pham chita cac bénh tau va/hoic cac chimg thoai hoa dang tinh bét, nhom
céc bénh va céac réi loan lién quan dén amyloid hodc protein tuong tu amyloid

nhu dang protein tinh bot B lién quan dén bénh Alzheimer.

Theo phuong 4n khac cua sang ché, chat c6 hoat tinh sinh hoc hodc hop
chét khic co thé cling 1a tac nhan chita bénh ma c6 thé duoc su dung trong
phubng phap diéu tri cac bénh va cac rbi loan gay ra boi hodc lién quan dén
amyloid hodc cac protein tuong tu amyloid bao gom chimg thoai hoa dang tinh
bot gdy ra boi amyloid B hodc cé thé dugc sir dung trong duoc pham chita .céc

roi loan than kinh khac.
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Chét hoac hop chét ¢6 hoat tinh sinh hoc khéc cé thé thé hién céc tac dung
sinh hoc cua chiing bang co ché twong tu hodc nhu nhau lam vacxin chita bénh
theo sang ché hodc bang co ché tac dong khong lién quan hozc bing vo s6 cac

co ché tac dong lién quan va/hodc khong lién quan.

N6i chung, hop chét c6 hoat tinh sinh hoc khac ¢6 thé bao gdm cac chat
ting cudng truyén notron, cic dugc cht tdm 1y tri lidu, cac chéat tc ché
axetylcholin esteraza, cac chat phong bé kénh canxi, cac amin co ngudn gbc sinh
vat, cac thube an than beniodiazepin, chét téng hop axetylcholin, cac chat ting
cuong luu gilt hodc gidi phong, cac chét chu vén thu thé sau synap axetylcholin,
cic chat (rc ché monoamin oxidaza-A hodc -B, cac chat doi khéng thu thé N-
metyl-D-aspartat glutamat, cac duoc chét chéng viém khong steroit, va cac chat

d6i khang thu thé tao serotonin.

Pic biét, hdon hop theo sang ché ¢6 thé bao g61n it nhat mot hop chét ¢o
hoat tinh sinh hoc khéc duoc chon tir nhém gom cé cac hgp chat chong lai ap
luc oxy ho4, cac hop chét chdng gay chét té bao, cac chét tao chelat kim loai,
céc chét e ché phuc hoi ADN nhu pirenzépin va cac chit chuyén ho4, axit 3-
amino-1-propansulfonic (3APS), 1,3-propandisulfonat (1.3PDS), cac chét hoat
hod secretaza, cac cht trc ché B va y-secretaza, cac protein tau, chat din truyén
than kinh, céc chét lam gay tim P, cac phéan tir khang viém, hodc cac chét trc ché
cholinsteraza (ChEls) nhu tacrin, rivastigmin, donepezil, va/hodc galantamin, va
cac duoc chét khac va cac chét bd sung dinh dudng, cling voi vacxin chita bénh
theo sang ché va, tuy v, chat mang va/hodc chét pha lodng va/hoic ta duge duoc

dung.

Theo mot phuong an khac, cac hon hop theo sang ché ¢6 thé baoc gom
niaxin hodc memantin cung vGi vacxin chita bénh theo sang che va, tuy y, chat
mang va/hodc chat pha ioang va/hodc ta dugc dugce dung.

Theo mdi phuong an khac nlra cia sang ché, cac hon hop duoc dé xuat

bao gom “cac chat chong loan than kinh khong dién hinh” nhu, vi du clozapin,
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ziprasidon, risperidon, aripiprazol hodc olanzapin dé diéu tri cac triéu chung
loan than kinh duong tinh hodc 4m tinh bao gdm 4o giac, 4o tudng, cac rdi loan
suy nghi (biéu hién béi y nghi khoéng mach lac déc trung, chénh hudng, tiép xic
hoi hot), va dong thai pha rdi hodc ky quai, cling nhu mat khodi cam, sy xtc
dong diu lai, tinh thd o, va sy rat khoi xa hoi, cing véi vacxin chita bénh theo
sang ché va, tuy ¥, chat mang va/hoic chét pha lodng va/hodc ta dugc dugc

dung.

Theo mot phuong an dac biét cua sang ché, cac ché pham va cac hdn hop
theo sang ché va nhu dugc mo ta trén dy bao gbém duoc pham theo séng ché va
chit cé hoat tinh sinh hoc, tuong tmg, véi luong c6 tic dung chita bénh hodc

phong bénh.

Céc hop chit khac ma cé thé duoc sir dung mot cach thich hop trong cac
hon h;c_rp két hop vé1 duoc phém theo sang ché duoc mé ta, vi du, trong WO
2004/058258 (xem dic biét nhét 13 céc trang 18 va 17) bao gém cac dich duoc
chét chita bénh (trang 36-39), cac axit alkansulfonic va axit alkanolsulfuric (cac
trang 39-51), cac chat tic ché cholinsteraza (c4c trang 51-56), cic chét dbi khang
thu thé NMDA (cac trang 56-58), c4c estrogen (cac trang 58-59), cac duoc chat
chéng viém khoéng steroit (cac trang 60-61), cac chét chdng oxy hoa (cac trang
61-62), cac chat chu van thu thé hoat hod cac chét ting sinh peroxisom (PPAR)
(c4c trang 63-67), cdc tic nhan lam giam cholesterol (cac trang 63-75); cac chat
e ché amyloid (cac trang 75-77), céc chét e ché su hinh thanh amyloid (cac
trang 77-78), cac chét cang cua kim loai (cc trang 78-79), cac chét chong loan
than kinh .Vé. chéng gy tram cam (cac trang 80-82), céc chit bd sung dinh
dudng (cac trang 83-89) va céac hop chit lam ting tinh sinh kha dung cua céc
chit ¢ hoat tinh sinh hoc & ndo (xem céc trang 89-93) va cac tién du’g‘c chat
(cac trang 93 va 94 ), tht ca c4c tai liéu nay duoc dua vao day bang cach vién

dan, nhung dic biét la cac hop da néu trong cac trang chi dan ¢ trén.

Vi du thuce hién sang ché
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Vi du 1: Cac vacxin

Tam trinh tu thu duoc tir phospho protein tau duoc chi dinh lam khang
nguyén dé phat trién vacxin. Peptit gdy mién dich di s dung trudc do dugc su

dung 1am ddi chimg (Asuni et al., 2007).
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Bang 1: mo ta trinh tu Tau

Mo ta

Vacxin

Trinh tu

T5: Trinh ty diéu

ACI-

RENAKAKTDHGAEIVYKS(p)PWSGDTS(p)PRH

khién: Tau 379-408 | 37 L (n=30) (SEQ IDNO: 1)

[pS396, pS404]
T1: Trinh tw 1; Tau | ACI- |RQEFEVMEDHAGTY(p)GL (n=16) (SEQ ID
5-20 [pY18] - NOZ) |

T8: Trinh tw 8: Tau | ACI-  |[PGSRSRT(p)PS(p)LPTPPTR (n=16) (SEQ ID
206-221 [pT212, 39 |NO:3)

pS214]

T9: Trinh ty 9: Tau | ACI- GYSSPGS(p)PGT(p)PGSRSR (n = 16) (SEQ ID
196-211 [pS202, 40 NO 4)

pT205]

T3: Trinh ty 3: Tau | ACI- VYKS(p)PWSGDTS(p)PRHL (n=16) (SEQ ID
393-408 [pS396, 35 NO: 5)

pS404]

T4: Trinh ty 4: Tau | ACI- GDTS(p)PRHLS(p)NVSSTGSID (n = 18) (SEQ ID
401-418 [pS404, 36 NO : 6)

pS409]

Ig: Trinh ty 2: Tau | ACI- PGS(p)PGT(p)PGSRSRT(p)PS(p)LP (n = 17) (SEQ
200-216 [pS202+ 34 ID NO:7) '
pT205&pT212+pS21

4]

T10: Trinh tu 10: ACI- | HLS(p)NVSSTGSID (n = 12) (SEQ ID NO:8)
Tau 407-418 [pS409] | 42

T11: Trinh tu 11: ACL- | VSGDTS(p)PRHL (n = 10) (SEQ ID NO:9)

Tau 399-408 [pS404] | 43
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Vi du 2: Biéu ché cac phospho-peptit dugc tetrapalmytoyl hod dAn xuét tir Tau

Trinh tu peptit khang nguyén nim bén sudn gan 2 cap lysin duoc tap hop
ting budc nho tbng hop peptit pha rén trén nhya amit bang cach st dung hod
hoc Fmoc/tBu chuan. Sau d6 cdc nhoém bao vé truc giao cia cac lysin tén cung
duoc loai bd mot cach chon loc va cac nhom amino tu do duge axyl hoa b%ng
axit plamitic. Qua trinh khtr bao vé cac nhom bao vé mach bén va giai phong
dong thoi peptit khoi nhua dat dugc trong céc diéu kién axit, tao ra
phosphopeptit dugc tetrapalmytoyl hoa mong mudn duéi dang san pham tho. Do
dong nhét va do tinh khiét dugc khang dinh hon nita bang phép phan tich pho
khdi MALDI-TOF va phan tich HPLC.

Céac trinh tu clia phospho-peptit dugc tetrapalmytoyl hoa dan xuat tir Tau:
T1: H-K(Pal)-K(Pal)- RQEFEVMEDHAGTY (P)GL-K(Pal)-K(Pal)-NH,
T2: H-K(Pal)-K(Pal)-PGS(p)PGT(p)PGSRSRT(p)PS(p)LP-K(Pal)-K (Pal)-NH,
T3: H-K(Pal)-K(Pal)-VYKS(p)PWSGDTS(p)PRHL-K(Pal)-K(Pal)-NH;
T4: H-K(Pal)-K(Pal)-GDTS(p)PRHLS(p)NVSSTGSID-K(Pal)-K(Pal)-NH,
T8: H-K(Pal)-K(Pal)- PGSRSRT(p)PS(p)LPTPPTR-K (Pal)-K(Pal)-NH, |
T9: H-K(Pal)-K(Pal)-GYSSPGS(p)PGT(p)PGSRSR-K(Pal)-K(Pal)-NH,
T10: H-K(Pal)-K(Pal)-HLS(p)NVS S“TGSID-K(Pal)—K(Pal)—NHz
T11: H-K(Pal)—K(Pal)-VSGDTS(p)PRHL-K(Pal)—K(Pal)—NH2
2.1: Téng hop khang nguyén peptit T1

Axit amin duoc bdo vé truc giao Fmoc-Lys(Mtt)-OH (3 duong lugng)
duoc nap thu cong vao nhya amit (nhya Rink amide MBHA, 1 duong luong,

0,26 mmol) véi sy c6 mat cua 2 duong lugng DIC/HOBt trong DMF. Sau do
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nhua duoc ria béng DMF (3 x 1 phut). Sau d6 loai nhom bao vé Fmoc dau tan
cung N bang piperidin 25% trong DMF (1 x 1 phtt va 2 x 15 phut), gbc thir hai
cua Fmoc-Lys(Mtt)-OH (3 duong luong), dugc tu dong két hop nho st dung 5
duong lugng PyBOP/HOBt/DIEA trong DMF (2 x 15 phut). 16 axit amin tiép
theo mang cac nhom bao v¢é mach bén chuan Fmoc duoc tu dong dua vao nho
str dung phuong phap két hop di mé ta trude d6. Cac axit phosphoamin dugc
dua vao lam monobenzyl este tai nhom phosphat. Mdi budc két hop tiép theo la
bude rira bang DMF (3 x 30 gidy), budc loai bd Fmoc bang piperidin 25% trong
DMF (3 x3 phut) va budc rira thir hai bing DMF (6 x 30 gidy). Sau khi két hop
Tyr(PO(OBzl)2), DBU 0,5% trong DMF duoc st dung cho budc khu bao vé
Fmoc. Viéc tap hop trinh ty peptit dugc két thuc bang cach bod sung hai Fmoc-

Lys(Mtt)-GH cudi nho st dung 2 duong luong PyBOP/HO8t/DIEA trong DMF.

Sau do, cac nhom Mtt caa cac géc lysin tan cung dugc phan cit chon loc
dudi khi nito nho xt ly nhya (1 duong lugng, 600 mg, 0,092 mmol) bang 10 mL
hon hop loai khi cua TIPS/TFA/DCM (1:1:98) trong mot sb chu trinh 10 phut.
Nhua duge rira bang DCM (x3) va DMF (x3). Sau d6 axit plamitic (20 dwong
luong, 473 mg, 1,85 mmol) duoc két hop véi cdc nhém amino khir bao vé do
nho st dung TBTU (20 duong lugng, 593 mg, 1,85 mmol) va DIEA (40 duong
luong, 643 L, 3,70 mmol) trong DCM/DMF (1:1) (6 mL). Nhya dugc rura bang
DCM (x5) va DMF (x5). Sau d6 nhém bao vé Fmoc d4u tan cung N duoc loai
bo bing piperidin loai khi 20% (3x10 phat) trong DMF va nhya d&o‘c rira
bing DMF (x3) va DCM (x5). Cudi ciing viéc phan cit nhya va khir bao vé
mach bén dong thoi dugc tién hanh dudi khi nito bang hdn hop loai khi cua
TFA/TIPS/H,O/EDT (95:1:2.5:2.5) (4 mL) trong 4,5 gio. Qud trinh nghién
thanh bot tir dietyl ete lanh tao ra san pham thé T1 dudi dang chét ran mau tring
(189 mg, hiéu suit 60%) véi do tinh khiét 1a 56% (theo phan tich HPLC), phép
phan tich phd khdi MALDI-TOF khing dinh d§ dong nhét cta san phdm chinh
(m/z theo tinh toan: 3427,12 [MH+3, thuc té: 3426,87).
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2.2: Téng hop khang nguyén peptit T3

Axit amin duoc bao vé truc giao Fmoc-lys(Mtt)-OH (3 duong luong)
duoc nap tht cdng vao nhua amit (nhya Rink amide MBHA, 1 duong lugng, 0,4
mmol) véi sy c6 mdt cua PyBOP/HOBt/DIEA trong DMF. Sau dé nhua dugc
rira bang DMF (3 x 1 phut). Sau khi loai. bd nhom Fmoc ddu tan cing bang
piperidin 25% trong DMF (1 x 1 phut va 2 x 15 phut), gbc thir hai cua Fmoc-
Lys(Mtt)-OH (3 duong luong), dugce két hop nho st dung cac diéu kién nap
gidng nhau. 16 axit amin tiép theol mang cac nhom bao vé mach bén Fmoc
chuén duoc thém thi céng vao nhd st dung phuong phap két hop da mo ta trudce
d6. Céc axit phosphoamin duoc dua vao lam cac monobenzyl este & nhom
phosphat. Thoi gian két hop duoc xéac dinh bang thir nghiém TNBT va thu
nghiém chloranyl sau Prolin. Néu can, qua trinh két hop thtr hai dugc tién hanh
voi 2 duong luong Fmoc-axit amin véi su c6 mat cua DIC/HOBt hodc
HATU/DIEA. M3i bude két hop tiép theo 1a bude rira bang DMF (3 x I phat).
Budc loai bd Fmoc bang piperidin 25% trong DMF (1 x 1 phat va 2x 15 phut)
va budc rira thd hai bang DMF (7 x | phat). Sau khi két hop
Ser(PO(OBzl)OH) thur nhit, DBU 0,5% trong DMF dugc st dung cho budc khu
bao vé Fmoc. Viéc tap hop trinh tu peptit dugc két thic nhd bd sung Fmoc-

Lys(Mtt)-OH cudi cung.

Sau do, cac nhom Mtt cua cac gbc lysin tan cung dugc phéan cat chon loc
bang cach xu ly nhya (1 duong luong, 195 mg, 0,01 mmol) voi 10 ml
TIPS/TFA/DCM (1:1:98) trong vai chu trinh 10 phat. Nhya duoc ria bang
DCM (x3) va DMF (x3). Sau d6 axit plamitic (20 duong lugng, 51 mg, 0,2
mmol) dugc két hop v6i cadc nhom amino khu bao vé do nho st dung TBTU (20
duong luong, 64 mg, 0,2 mmol) va DIEA (40 duong luong, 70 uL, 0,4 mmol)
trong DCM/DMF (1:1) (2 mL). Nhya duoc rira bang DCM (x5) va DMF (x5).
"~ Sau d6 nhom bao vé Fmoc dau tan cung N duoc loai bod b%mg piperidin 20%

trong DMF (3 x 1 0 phut) va nhya dugc rua bang DMF (x3) va DCM (x5). Cudi
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ciing viéc phan cét nhua va khir bao vé mach bén ddng thoi duoc tién hanh nho
sir dung hon hop cua TFA/TIPS/H,O (95:2,5:2,5) (2 mL) trong 2 gio. Qua trinh
nghién thanh bot tir dietyl ete lanh tao ra san pham tho T3 dudi dang chit rin
mau tring (34 mg, hiéu suat 100%) véi do tinh khiét 12 67% (theo phéan tich
HPLC). Phép phan tich phd khéi MALDI-TOF khing dinh do dong nhét ctia san
phém chinh (m/z theo tinh toan: 3365,15 [MH+], thue té: 3369,66).

2.3: Tong hop khang nguyén peptit T4

Axit amin duge bao vé truc giao Fmoc-Lys(Mtt)-OH (vugt qua 5 lan)
dugce gan két tu dong véi nhya Tentagel R RAM amit (0,19mm/g, 750 mg,
0,1425 mmol) nho su dung DCCI va HOBt lam céc chat hoat hoé trong DMF.
Sau khi loai bo nhom bao vé Fmoc dau tan cung N, gbc thir hai ciia Fmoc-
Lys(Mtt) -OH (vuot qua 5 1an) dugc két hop véi sy ¢6 mat cia DCCI va HOBt.
16 ax1t amin tiép theo mang cac nhom bao vé mach bén chuan dugc tu dong dua
vao nho su dung céac phuong phap két hop/khur bao vé tuong tu. Cac axit
phosphoamin dugc dua vao lam cac monobenzyl este tai nhom phosphat. Cac
két hop kép trong 60 phut dudc tiéh hanh d6i voi tt ca cac goc tiép theo 1a budce
phu bang anhydrit axetic. Viéc tap hop trinh tu peptit dugc két thuc nhd bo sung
Fmoc-Lys(Mtt)-OH cudi cung. '

Sau do, cac nhom Mtt cua cac gde lysin dugc phan cat chon loc nho xu ly
nhua (1 duong luong, 750 mg, 0,075 mmol) bang 10 mL TIPS/TFA/DCM
(1:1:98) trong vai chu trinh 10 phut. Nhyua dugc rua bang DCM (x3) va DMF
(x3). Sau do, axit plamitic (20 duong lugng, 51 mg, 0,2 mmol) duoc két hop véi
céc nhém amino duge khr bao vé d6 nho st dung (20 duong lugng, 482 mg, 1,5
mmol) va DIEA (40 duong luong, 536 uL, 3,0 mmol) trong DCM/DMF (1:1) (7
mL). Nhya duogc rua bing DCM (x5) va DMF (x5). Sau d6 nhom bao vé Fmoc
dau tan cung N duoc loai bo bing piperidin 20% trong DMF (3 x 10 phit) va
nhua dugc rua bang DMF (x3) va DCM (x5). Cudi cung viéc phan cat nhua va
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" khir bio vé mach bén ddng thdi duoc tién hanh nho sit dung hén hop cia

TFA/TIPS/H,0 (95:2,5:2,5) (6 mL) trong 3,5 gio. Qua trinh nghién thanh bot tir
dietyl ete lanh tao ra san pham thd T4 dudi dang chét rén mau tring (96 mg,
hiéu suat 37%) voi do tinh khiét 1 50% (theo phan tich HPLC). Phép phén tich
pho khéi MALDI-TOF khéng dinh do ddng nhit ctia san pham chinh (m/z theo
tinh toan: 3455,10 [MH+], thuc té: 3456,13).

2.4: Téng hop khang nguyén peptit T8

Axit amin dugc bao vé truc giao Fmoc-Lys(Mtt)-OH (5 duong luong, 781
mg, 1,25 mmol) duoc gin két tht cong véi nhya Rink amide PEGA (1' duong
luong, 0,33 mmol/g, 758 g) nho sir dung DIPCDI (5 duong luong, 196 mL, 1,25
mmol) va HOBt (5 duong luong, 169 mg, 1,25 mmol) trong DMF (5 mL) cho
hai két hop trong 8 gio. Sau d6 nhya duoc ria bang DMF (x 5). Sau khi loai bo
nh(’)ﬁil bao vé Fmoc dau tan cing N béang piperidin 20% trong DMF (7 mL x 3 X
5 phﬁt), géc tht hai cia Fmoc-Lys(Mtt)-OH (10 duong lugng, 1,56 g, 2,5
mmoyl) duoc két hop v6i sy c¢6 mat cia TBTU (10 duong lugng, 803 mg, 2,5
mmol), HOBt (10 duong lugng, 338 mg, 2,5 mmol) va DIEA (20 duong luogng,
871 mL, 5,0 mmol). 16 axit amin tiép theo mang cac nhém bao vé mach bén
chuan duoc két hop thu céng nho céac chu trinh két hop/khtr bao vé/rua. Ca bigt,
cac axit phosphoamin dugc dua vao lam cac monobenzyl este tai nhém phosphat
(10 duong luong) voi TBTU (10 duong lugng), HOBt (5 duong lugng) va
DIEA (15 duong lugng) trong DMF. Thoi gian két hop 1a 1 gio duoc st dung
trong toan bg qua trinh tdbng hop. Viéc tap hop trinh tu peptit dugc két thic nho

bd sung Fmoc-Lys(Mtt)-OH cudi cling.

Sau d6, cac nhom Mtt cua cac gbc lysin dugc phan cat chon loc nho xu ly
nhua peptidyl (1 duong luong, 385 mg, 0,019 mmol) bang 10 mL
TIPS/TFA/DCM (1:1:98) trong vai chu trinh 10 phut. Nhua dugc rira bang
DCM (x3) va DMF (x3). Sau d6 axit plamitic (2¢ duong luong, 968 mg, 3,8
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mmol) duoc két hop voi cac nhém amino khtr bao vé d6 nho str dung (20 dwong
luong, 1,21 g, 3,8 mmol) va DIEA (40 duong luong, 1,31 mL, 7,6 mmol) trong
DCM/DMF (1:1) (4 mL). Nhua duogc rua bang DCM (x5) va DMF (x5). Sau d6
nhom bao vé Fmoc dau tan cing N duoc loai bo bang piperidin 20% trong DMF
(3x10 phat) va nhua duge rira bing DMF (x3) va DCM (x5). Cudi clng viéc
phan cit nhua va khtr bao vé mach bén déng thoi duoc tién hanh nho sir dung
hon hop cua TFA/TIPS/H,0 (95:2,5:2,5) (4 mL) trong 3,5 gid. Qud trinh nghién
thanh bt tir diety! ete lanh tao ra san pham tho T8 dudi dang chét rin mau tring
(50,2 mg, hiéu sudt 10%) v6i do tinh khiét 1a 55% (theo phan tich HPLC). Phép
phan tich phé khéi MALDI-TOF khang dinh d¢ dong nhat cta san phéam chinh
(m/z theo tinh toan: 3331,17 [MH+], thuc té: 3335,19).

2.5: Téng hop khang nguyén peptit T9

~Axit amin dugc bao vé truc giao Fmoc-Lys(Mtt)-OH (3 duong luong)
duoc nap thi cong vao nhua amit (nhua Rink amide MBHA. 1 duong lugng, 0,4
mmol) v6i su c6 mat cua PyBOP/HOBt/DIEA trong DMF. Sau d6 nhya dugc
rira bang DMF (3 x 1 phat). Sau khi loai bé nhom bao vé Fmoc dau tan cling N
bang piperidin 25% trong DMF (1 x 1 phat va 2 x 15 phut), gbc thir hai cta
Fmoc-Lys(Mtt)-OH (3 duong luong), duoc két hop nho sir dung cac diéu kién
nap gidng nhau. 16 axit amin tiép theo mang cac nhom bao vé mach bén Fmoc
chuén dugc két hop nho sir dung phuong phap két hop dd mo ta trude do. Céc
axit phosphoamin du’c_fc dua vao lam cdc monobenzyl este tai nhom phosphat.
Thoi gian két hop dugc xac dinh bang thir nghiém TNBT hodc thir nghiém
chloranyl sau Prolin. Néu cin, qua trinh két hop lan thir hai duoc tién hanh véi 2
duong luong Fmoc-axit amin v6i su ¢6 mét cuia DIC/HOBt hodc HATU/DIEA.
M3i bude két hop tiép theo 1a bude rira bang DMF (3 x 1 phat). Budc loai bo
Fmoc bang piperidin 25% trong DMF (1x 1 phut va 2x15 phut) va bude rua
thtt hai bing DMF (7 x 1 phit). Sau khi két hop Thr(PO(OBzl)OH), DBU 0,5%
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trong DMF dugc st dung cho bude khir bao vé Fmoc. Viéc tap hop trinh tu
peptit duoc két thiic nho bd sung Fmoc-Lys(Mtt)-OH cudi cung.

Sau d6, cac nhém Mtt clia cac gbc lysin duge phan cat chon loc nho xu ly
nhuya (1 duong luong, 650 mg, 0,156 mmol) bang 10 mL TIPS/TFA/DCM
(1:1:98) trong vai chu trinh 10 phut. Sau khi rira bang DCM (x3) va DMF (x3),
axit plamitic (20 duong lugng, 1,01 g, 3,15 mmol) dugc két hop vaéi cac nhom
amino dugc khir bao vé d6 nho sir dung (20 duong luong, 814 mg, 3,15 mmol)
{/é DIEA (40 duong luong, 1,1 mL, 6,30 mmol) trong DCM/DMF (1:1) (6 mL).
Nhua dugc rira k§ bang DCM (x5) va DMF (x5). Sau d6 nhém bao vé Fmoc dau
tan cung N dugc loai bo bang piperidin 20% trong DMF (3x10 phut) va nhua
duoc rira lai bing DMF (x3) va DCM (x5). Cudi cung viée phan cit nhua va khir
bao vé mach bén déng thoi duoc tién hanh nho si dung hon hop cua
TFA/TIPS/H,O (95:2,5:2,5) (9 mL) trong 3 gio. Qua trinh nghién thénh bot tur
dietyl ete lanh tao ra san pham thd T9 dudi dang chét rin mau tring (291 mg,
59% hiéu suét) voi do tinh khiét 12 69% (theo phan tich HPLC). Phép phan tich
phd khéi MALDI-TOF khéng dinh do ddng nhat cua san pham chinh (m/z theo
tinh todn: 3172,98 [MH-+], thuc té: 3172,90).

2.6: Tone hop khang nguyén peptit T10

Peptit dugc tetrapalmitoyl hoa T10 duoc tao ra theo phuong phép tuong
tu nhu doi voi T9 (ty 18 tbng hop peptit: 0,25 mmol). Ngoai ra, prolin gia
[psi(Gly-Ser)) dugc su dung nhu cAu tric sin trude trinh tw van dé Asn-Val-Ser-
Ser. San phém tho T10 thu duoc dudi dang chét rin mau trang (809 mg, hiéu
suit dinh lugng) véi do tinh khiét 1a 56% (theo phan tich HPLC). Phép phan tich
phé khdi MALDI-TOF khéng dinh do ddng nhit cta san pham chinh (m/z theo
tinh todn: 2761,9 [MH+], thuc té: 2759,2).

2.7: Tong hop khang nguyén peptit T1 1

-71-



20141

Peptit dugc tetrapalmitoyl hod T11 dugc tao ra theo phuong phap tuong
tu nhu doi véi T9 (ty 18 tdng hop peptit: 0,25 mmol). San pham tho T11 thu
duoc dudi dang chét rin mau tréng (495 mg, hiéu suét 76%) véi do tinh khiét 1a
80% (theo phén tich HPLC). Phép phan tich phd khéi MALDI-TOF khang dinh
do dong nhét clia san phém chinh (m/z theo tinh toan: 2613,8 [MH+], thuc té:
2612,2).

Vi du 3: Bao ché vacxin (Quy trinh A)

Phosphopeptit dugc tetrapalmitoyl hoa dan xuét tir Tau dugc dem cén
(xem bang 2 dudi day vé s6 luong), va dit vao binh thiy tinh day tron dung tich
750 ml. Sau d6, Dimyristoyl phosphatidylcholin (DMPC), Dimyristoy!
phosphatidylglyxerol (DMPG), Cholesterol va Monophosphdryl Lipit A phu trg
(all Avanti Polar Lipits inc. AL, USA) duoc dem can va thém vao vdi ty s6 mol
13 9:1:7:0,2 tuong ung. Sau do, Clorofom dugc thém vao dé tao ra dung dich
trong voi cdc hat min. Sau khi khudy nhe trong 15 phut, dung moi hiru co duge
loai bo bang cach lam bay hoi dudi ap suat giam & 40°C va sau d6 trong chan
khong trong 3 gid. Mang mong thu duoc dugc hydrat hod lai bang cach bd sung
PBS tiét trung trong vo boc dang tAm va khuay nhe & nhiét d6 trong phong trong
18 gio. Ty sb mol peptit/phospholipit cudi cung l1a 1:100. Sau do huyén phu
liposom dugc chia vao cac éng falcon tiét trung dung tich 15 ml (5 ml san

phém/éng) trude khi gitr & 2-8°C. Nong do peptit cudi cung 12 40 uM.

Vi du 4: Mo ta cac vacxin Tau liposom

4.1. Cac phuong phéap

41.1 Xac dinh sb luong peptit, DMPC va cholesterol bing HPLC

Dé phan tich vé cac vacxin tau liposom (ACI-33, ACI-35, ACI-36, ACI-
39, ACI-40 va ACI-41 tht ca dd dugc didu ché theo quy trinh A duoc thé hién

trong Vi du 3), cac mau dugc diéu ché bang cach bo sung nuoc (20 ul) vao mau
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vacxin (20 ul) trong lo thuy tinh HPLC, tiép theo 1a isopropanol (140 pl) va
TFA (20 ul). Mau pha lodng glp 5 lan duoc tao xody trong thoi gian ngén trudc
khi tiém (20 ul). Phan tich duoc tién hanh nho st dung cot dac pha Zorbax
300SB-B3 C3 (250 x 4,6mm, 5pm, 300A, Agilent) diéu khién nhiét t6i 75°C,
trong khi do ¢ 207 va 214 nm. Cac duhg moi rira giai la nhu sau: dung moéi B,
95% isopropanol, 5% Nudc, 0,1% TFA; dung moi A, 10% Axetonitril, 90%
Nuéc, 0,1% TFA. Gradien tir 40% B dén 60% B dugc ap dung trong 20 phit vi
toc d6 chay 1a 1 ml/phut. Cac murc chuén cta cac peptit tau (T1, T3, T4, T8 va
T9) va DMPC/Cholesterol duoc str dung riéng bigt vdi cac noéng dd khic nhau
cho cac muc dich kiém chuan. Pébi vai cac peptit tau, dung dich gbc chira 1
me/ml trong TFA/iPrOH/H,0 (1:7:2) dugc diéu ché va pha loang theo béc (1:1)
tr 400 pg/ml téi 12,5 pg/ml. Péi voi cac lipit, dung dich gbc chira 8,0 mg/ml
DMPC va 3,5 mg/ml Cholesterol trong 70% isopropanol va 30% nude va duoc
pha lodng (1:5), (1:10) va (1:50) voi hén hop tuong tu.

4.1.2 Xac dinh sé luong MPLA bing HPLC

MPLA trong vacxin tau liposom dugc xac dinh s6 luong bang HPLC
trong khi do UV tiép theo 14 tao dan xuét cta chét phu trg bang nhom mang mau
hoat hoa UV 3,5-Dinitrobenzyloxyamin (DNBA). Mot cach vén tat, 20 pl cac
cAu tric tau liposom dugc thém vao dung dich chira DNBA trong pyridin (10
mg/ml, thé tich tng 100 ul), gia nhiét & 60°C trong 3 gio va sau do pyridin
duoc loai bo béng cach lam bay hoi. Hat thu dugc dugc hoa tan lai trong
Clorofom/metanol (2:1, thé tich/thé tich) dé phéan tich HPLC. MPLA (Avanti
Polar Lipits) dugc sur dung cho cac muc dich kiém chudn véi bdn néng do khac
nhau va duoc tao dan Xudt va phan tich nhu dbi véi céc céu truc tau liposom.
Phéan tich HPLC duoc tién hanh nho st dung cdt dao pha Agilent XDB-C13
(250x4,6 mm, 120 A, 5 ), diéu chinh nhiét d6 téi 50°C, trong khi do ¢ 254 nm.

Céc dung moi rira giai 1a nhu sau: dung mdi A, 95% Axetonitril, 5% nudc, 4,8
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mM axit phosphoric; dung méi B, 95% Isopropanol, 5% Nudc, 4,8 mM axit
phosphoric. Gradien tir 10% B dén 70% B dugc ung dung trong 30 phﬁt véi toe
do chay la 1 ml/phut.

4.1.3 Pién thé cia bé mat liposom

Céac mau céu tric tau liposom dugc pha lodng 100 lan bang PBS. Phan
tich duoc tién hanh nho st dung Zetasizer Nano (Malvern, USA) & 25°C.
Khoang thoi gian do va viéc lya chon dién ap duoc tién hanh theo dang tu dong,
voi dién ap Gng dung thong thuong 1a 50 mV. Dir liéu duge bién doi bang
phuong trinh Smoluchowski tu dong nho s dung phan mém DTS 5.0 (Malvern)
dé tinh toan thé zeta. Pbi vdi cac clu tric tau liposom bao g(k)m}h(:)n' hop cua
DMPC/DMPG/ Cholesterol/MPLA véi ty s6 mol bang 9:1:7:0,2; dién tich tong

la sO-am.

4.1.4 Phan tich ciu hinh béng tinh ludng hudng sic vong

~Céc cdu tric tau liposom dugc pha lodng (1:1) v6i PBS dé tao ra nong do
peptit cudi cung 1a 18 pM. Cé4c liposom véi ché pham dbng nhat nhung khong
¢6 peptit tau dugce st dung lam dung dich trang cho phép trir chuan. Pho CD thu
- duogc bang phd phan cuc ké Jasco-815 voi 6ng thach anh c¢6 do dai duong dan la
0,1 cm (Hellma, Germany) & 23°C. Cac s6 do duoc danh gia & giGi hén- do dai
budc song 195-250 nm voi bang tAn 1,0 nm va do phan giai 0,5 nm. Toc do quét
la 50 nm/phut véi thoi gian dap tng 1a 1 gidy duoc su dung. Pho tréng (tir 8 lan
quét) dugc tinh trung binh va l4y gi4 tri trung binh cta 8 1in quét mdi pho mau
trir di. Phd thu duoc ([0]ops, cac mire) 12 bing phéang sau khi duoc bién doi thanh
tinh elip phan tor gam trung binh gbc ([0], cac mirc cm’ dmol'.l) vOi phuong trinh
[0]=([0]ups x (MRW/10lc), trong d6 MRW 1a phan tir lugng trung binh gbc
(MW/sb cac gbc), | 1a d6 dai quang trinh (cm) va c la ndng do (g/cm’).

4.1.5 Thu nghiém huynh quang ThT
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Cac sb do huynh quang ThT dat duoc nho dau doc vi dia v6 cuc M200
(Tecan Group Ltd, Switzerland). Dé lam phuong phap chung, cac céu tric tau
liposom dugc pha lodng t61 cac noéng dd khac nhau véi PBS (Bang 2). Cac
liposom cua ché phdm tuong tu nhung thiéu peptit tau duoc pha lodng tuong tu
duoc sir dung lam ddi chimg 4m tinh (mé ACI-35-081015-B). Thém ThT (2 ul,
1,2 mM trong nudc) vao 98 ul cua tung vacxin hodc dung dich tring dé tao ra
néng do cudi cung 1a 24 uM. Sau khi tao xoay ngén, phan nho tir mdi mau (70
ul) dugc thém vao dia vi chuén do Perkin Elmer 384 giéng chin sang den va su
phat huynh quang dugc do ¢ 485 nm sau 30 phit nho kich thich & 440 nm. Do
rong dai kich thich la 9 nm va dé rong dai phat xa la 20 nm. y-xyclodextrin dugc
st dung lam déi chung trong. Cac dung dich pha loang gép hai lan theo bac
trong PBS dugc tao thanh tir 640 mM dung dich gbc trong PBS dé thu dugc 320,
160, va 80 mM dung dich dbi chimg y-xyclodextrin.
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Peptit | Vacxin Meé Muc pha lodng | Peptit dac
(ug/ml)
T1I | ACI-33 ACI-33-081031-A 2 lan 23
ACI-33-081031-A 3 lan 15
ACI-33-081031-A 4 1an 7,7
ACI-33-081031-A 12 14n 3.8
T3 | ACI-35 ACI-35-081015-A 2 lan 39
AC1-35-081015-A 3 lan 26
AC1-35-081015-A 4 1an 20
ACI-35-081015-A 12 lan 5
T4 | ACI-36 ACI-36-081110-A 21an 16,5
ACI-36-081110-A 3 lan 11
ACI-36-081110-A 4 lan 8,3
| ACI-36-081110-A 12 lan 2,1
T8 | ACI-39 ACI-39-090202-A 2 lan 24
AC1-39-090202-A 3 lan 16
ACI-39-090202-A 4 lan 12
ACI-39-090202-A 12 lan 4
T9 | ACI-40 ACI-40-090202-A 2 lan 30
AC1-40-090202-A 3 lan 20
AC1-40-090202-A 4 lan 15
3 ACS-40-090202-A 12 lan 5
T8+19 | ACI-41 ACI-41-081204-A 2 lan 11,5
ACI-41-081204-A 3 lan 7,7
ACI-41-081204-A 4 lan 5.8
ACI-41-081204-A 12 lan 1,9
Déi Pbi AC1-35-081015-B 2 lan n/a
chimg | ching ACI-35-081015-B 3 1An n/a
- am am tinh -
tinh ACI-35-081015-B 4 lan n/a
ACI-35-081015-B 12 1an n/a
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4.2. Cac két qua
4.2.1 Xéc dinh sé luong peptit, DMPC va cholesterol bang HPLC

Biéu dd sic ky HPLC & do dai bude séng do 1a 207 nm thu dugce do tiém
cic mau vacxin thé hién sy c6 mat cua peptit tau, DMPC va cholesterol (xem
bang 4). Tu cac duong cong chuin dugc xac dinh nhd cac tiéu chuan, sé luong
clia tng thanh phén trong vacxin dugc tinh toan. Ham luong peptit tau, DMPC
va cholesterol dugc phat hién trong cac huyén phu tau liposom gan voi .céc gia

tri dich.
4.2.1 Xéc dinh sb lugng MPLA bang HPLC

Biéu dd séc ky HPLC & d6 dai budc séng do 1a 254 nm thu duoc do tiém
mau ‘vacxin din xuét tr DNBA thé hién su ¢6 mit cia MPLA danh d4u (xem
bang 4). Nho su dung dudng cong chuin thu duge nhod cdc tidu chuan, ham
lvong MPLA trong cdc vacxin tau liposom duoc tinh toan. Ham lugng MPLA

da phat hién trong cac huyén phii tau liposom gan voi cac gia tri dich.
4.2.3 Dién thé bé mat liposom

Thé zeta di do cia cdc vacxin tau liposom dugc thé hién trong bang 4. -‘
4.2.4 Phé‘n tich cAu hinh vé peptit tau trong cdc vacxin liposom bang CP

CAu binh cua cac vacxin tau liposom theo mo ta trudc do dugce xac dinh

bang tinh ludng hudng sic vong. Céc két qua duoc thé hién trong bang 3.
4.2.4 Tht nghiém ThT cua peptit tau trong cac vacxin liposom

Céc tinh trang két tu cta cic peptit tau trong cac vacxin liposom (dugc
didu ché bang quy trinh A md ta ¢ trén) dugc xac dinh bang thir nghiém do

huynh quang dugc thé hién trong bang 4.
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Bang 3: Tom tat vé cac déc tinh cua vacxin

Vacxin Thanh | Thoi | Giati | Két Pién Tinh Thu
phan gian | dich qua thé bé luong | nghiém
duy |(ug/ml) | (ug/ml)| mat | huéng | ThT (két
tri : liposom | sic vong | tu peptit)
(mV) | ctacéau | tinhiéu
hinh huynh
quang
ACI-33 | PeptitT1 | 19,3 | 130 46 -18,7 Cau Két tu
I phut hinh két
Cholesterol | 11,2 | 1027 | 923 hop tdm
phut beta va
DMPC | 10,0 | 2314 | 2463 vong
phut X04n
DMPG | Nd | 261 beta
nd
MPLA | 39,8 | 135 62
phut
ACI-35 | PeptitT3 | 19,5 | 130 78 -19,2 Ciu | Khong
phut hinh két tu
Cholesterol | 11,6 | 1046 1438 - vong
phut X04n
DMPC 10,3 | 2357 nd ngau
phut nhién
DMPG nd 266 nd
MPLA | 29,7 | 135 124
phut _
ACI-36 | Peptit T4 | 20,3 | 130 33 17,8 | Céu hinh| Kéttu
phut vong xodn
Cholesterol | 11,2 | 1018 | 1387 ngau
phut nhién voi
DMPC 10,0 | 2296 nd mot vai
phut dong gop
DMPG nd 259 nd tam beta
MPLA | 29,7 | 135 83
phut
ACI-39 | Peptit T8 | 19,3 | 130 48 -16.8 Cau | Khong
phut hinh tdm | két tu
Cholesterol | 11,8 1056 1906 beta
phut
DMPC | 10,5 | 2381 | 4316
phut
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DMPG nd 269 Nd
MPLA 30,9 135 144

phut
ACI-40 | Peptit T9 | 21,0 130 60 -14,7 Cau Khong
phut hinh két tu
Cholesterol | 11,8 | 1109 1655 vong
phut x04n
DMPC | 10,5 | 2500 | 2894 ngau
phut nhién

DMPG nd 269 nd

MPLA 30,9 135 122

phtt
ACI-41 Peptit 183 | 65+65 | 23+34 | -17,3 | Honhop | Khong
T&+T9 | pht + ctia cdu | kéttu
19,9 hinh
phut vong
Cholesterol | 11,2 1109 34 X04n
phut ngau
DMPC 9,9 2500 1574 nhién va
phut tAm beta

DMPG -nd 282 3829
MPLA 30,9 135 80
phut :

Vi du 5: Tinh sinh mién dich cua cac khang nguyén Tau dugc Palmitoyl hod ¢

chudt Tau-/- KO va kiéu dai
5.1 Céc phuong phap
5.1.1 Chuot bat hoat (knock out) bang Tau (TKQ)

Viéc bat hoat (knock out) bé“mg gen tau dat duoc nho st dung vecto dich
duoc xen vao ADN bo tro EGFP (Enhanced Green Fluorescent protein) trong
exon 1 cua gen trong khung v6i codon khoi dau ndi sinh. Qua trinh nay tao ra
protein dung hop v6i 31 aa thi nhit cta tau, tiép theo 1a EGFP (dugc mo ta boi
Tucker KL. et al., Nature Neuroscience, 2001). Viéc lam khuyét doan gen duoc

khang dinh bang phép thAm tach Western cac dich tan ndo toan phan. Cac muc

-79-




protein tau nho st dung mot vai khang thé khang tau chung t6 rang tit ca cac
isoform tau khong co6 trong dot bién ddng hop ti, giam 50% trong dot bién di

hop ta. Qua trinh dot bién duoc duy tri nhd dir liéu co ban C57BL/6.
5.1.2 Bao ché vacxin

Céc vacxin duoc bao ché bang quy trinh A dd mo6 ta trong Vi du 3.
5.1.3 Gay mién dich

Chudt C57BL/6 hoic Tau-/-KO (TKO) dugc ti€m vao trong mang bung
vacxin (ACI-33, ACI-35, ACI-36 va Cl-41) vao ba thoi diém (So do 1) (Bang
4).

Dé gay mién dich ACI-33, ACI-35, ACI-36 va ACI-41, ba lan gay mién
dicﬁ duoc tién hanh cach nhau 2 tuan (ngay (d)0, d13, d28) theo So d6 1. 1 ngay
(d-1) trude cac ln gdy mién dich thu nhét tiép theo sau cac ian gdy mién dich
thir hai (d27) va tha ba (d47) cac mau mau duoc thu gom va huyét thanh duoc
bao ché. Huyét thanh duoc bao ché bang cach dé cho cac mau mau dong cuc qua
dém sau do iy phan dich ndi sau khi ly tAm. Cac chudn do khang thé IgM va
IgG dac hiéu Tau phosphopeptit va cac mau isotyp IgG duoc xac dinh bang
ELISA. Pé lam d6i chimg, céc chuin do khang thé IgG dic hiéu khong peptit
pTau ciing duoc xac dinh béng ELISA. ’
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Bang 4: Gay mién dich cho chudt

Nhém |Chudt| Thang | Sé con | Diéu tri/ | Mé Cach' str [Mtc lieu| Ham
tudi va thé tich® | vacxin dung Ham luong
gidi luong cua
tinh cua MPLA
peptit | ug/liéu
ug/lidu®
WT |6 39 | ACI33 | ACI33- | ip. |9 12
ACI-33 33 0,2ml | 081031-
(peptit A
T1) |KO |4-5 30 | ACI-33 | ACI33- | ip. |9 12
| 02ml | 081031-
33 "
WT |6 30 |ACL35 | ACI35- | ip. |16 23
ACL3S s | 02ml | 081015
(peptit A
T3) |KO |68 30 | ACI35 | ACI35- | ip. | O 23
0,2 ml 081015-
—— 36\ A
ACI-36 | WT |6 390 |ACI36 | ACLI36- | ip. |/ 13
(peptit . 0,2 ml 081110-
rr4) 38 A
KO |4 30 |ACI36 | ACL36- | ip | 13
. |02ml | 081110-
33 A
ACI. | WT |7 30 |ACI41 | ACI41-| ip. |° 7
41 o |02ml | 081204
(chc 3 A
Pep“fq KO |4 30 |ACL-41 | ACL41-| ip. |° 7
TBHT 02ml | 081204-
) | 38 A

% thé tich theo ly thuyét
®:i.p: trong mang bung
‘. Ham luong da do dugc xac dinh sau phén tich
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So dd 1: chuong trinh cua cac lan gay mién dich va ldy mau dbi voi ACI-33,

ACI-35, ACI-36 va Cl-41

] . B { 1 3 £
Caclantiém 3
R \\s RS
Cac ngay lay e & _
mau 0 pa? D37

5.1.4 Xac dinh sd luong cic khang thé diac hiéu peptit tau

Céc khang thé dic hiéu IgG dbi voi cac peptit ptau dugc xac dinh bing
ELISA trong 3 mau lay huyét thanh. IgG déc hiéu peptit tau duoc xac dinh trong
huyét thanh tir d-1 dén d47. Céc khang thé isotyp IgM va IgG dic hidu cac
pept;t pTau dugc xac dinh bing ELISA trong méu lay huyét thanh d47. Cac dia
duoc phii bang 10 ug/ml peptit tau twong ing qua dém & 4°C. Sau khi rira mbi
giéng bang PBS-0,05% Tween 20 va phong bé biang 1% BSA trong PBS-0,05%
TW@@h 20, cac dung dich huyét thanh pha lodng theo bac dugc thém vao cac dia
vau & 37°C trong 2 gio. Sau khi rua, cac dia dugc u bang khang thé toan phan
khéng IgG chuét tiép hop véi phosphataza kiém (AP) (Jackson Laboratories,
Baltimore, PA, USA) hodc cac khang thé dac hiéu isotyp (IgM khéng chudt tiép
hop véi peroxidaza cdy cai ngua (HRP), IgG1 khang chudt tiép hop voi AP,
IgG2a va [gG3 khang chudt tiép hop véi biotin, do Pharmingen BD, San Diego,
CA, USA cung cdp va IgG2b khang chudt tiép hop véi HRP do Zymed
Laboratories, San Francisco, CA cung cip) trong 2 gio' & 37°C. Sau khi rira, cac
dia duoc G bang pNPP (para-nitro-phenyl-phosphat), chét nén phosphataza doi
vai AP, hoac ABTS (2,2'-azino-bis(axit 3-etylbenzthiazolin-6-sulphonic)), chét
nén déi voi HRP va doc & 405 nm nho st dung diu doc dia ELISA. Budc bo
sung duogc tién hanh cho cac khang thé tiép hop biotin trong d6 cic dia duogc u
trong 45 phut trong streptavidin-HRP (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)
trude khi phat hién nho s dung ABTS. Céac két qua dugc biéu hién 1a O.D. (mat
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d6 quang hoc) & 1an pha loéing thir nhét va pha loang khong bdo hoa cho IgG va
6 O.D. khong bao hoa cho cac isotyp IgG va IgM.

5.1.5 Géan két cua cac khéng thé khang Tau véi cic mé rdi Tau trén cac lat cit

ndo tir ddng vat chuyén gen (TAUPIR)

Viéc gan ket cua cac khang thé c6 mat trong huyét thanh ctia dong vat da
dugc tiém ching véi cdc ma roi trén cac lat cat ndo dugc tién hanh bang hoa hoc

md mién dich TAUPIR.

| Cac lat cit ndo da st dung tir dong vat chuyén gen Tau P301L (TPLH:
isofrom dai nhat (441 aa) ctia ngudi ¢6 Tau voi dot bién P301L) & giai doan cudi
va tir chudt biGT chuyén gen hai lén gia (>15 thang) (chudt chuyén gen GSK-3
lai chéo vé6i chudt TPLH). |

Céc 14t cit ndo duge rira trong 5 phut trong PBS tiép theo duoc u trong 15
phut & hhiét dd trong phong trong 1,5% H,0, trong PBS.MeOH (1:1) dé phong
bé perbxidaza nodi sinh. Sau khi rira cc lat cat 3 lan trong PBST (PBS/0,1%
TritonX100) chung dugc U trong 30 phut & nhiét do trong phong trong
PBST+dung dich phong bé FCS 10% (huyét thanh thai bo). Qua trinh 0 vé6i
huyét thanh chira cac khang thé khang Tau dugc tién hanh qua dém & 4°C.
Huyét thanh dugc pha lodng trong PBST/10% FCS nhd mdt vai ty 16 pha lodng
khac nhau tir 1/2.500 dén 1/10.000. Cac lat cat duoc rira 3 1an trong PBST trudc
khi 1 véi khang thé tht cip dé khang chudt tiép hop véi HRP trong PBST/10%
FCS (do Dako, Glostrup, Denmark cung cép)) trong 1 gid & nhiét do trong
phong. Trudc khi phat hién, céc lat cit dugc rira 3 1an bang PBST va u trong 50
mM Tris/HCI pH7,6 trong 5 phat. Qué trinh do tim duogc tién hanh nho & cac lat
cét trong 3 phut trong Diaminobenzidin (DAB: 1 vién trong 10 ml 50 mM
Tris.HCI + 3 ul H,O, 30%) (MP Biomedicals, Solon, OH, USA). Cac phén ung
duwoc hdm bing cach rira cac 14t cit 3 1an trong PBST. Sau do cac 1at cat dugc

chuyén 1én cac dia thuy tinh silan hoa va lam khé bang khong khi trén dia 4m &
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50°C trong 2 gio. Viéc nhudm mau nguoc duoc tién hanh nho G véi Mayers
hematoxylin (Fluka Chemie, Buchs, Switzerland) trong 1 phut tiép theo 1a budc
rira trong 4 phut trong nudc may dang chay. Cac lat cat dugc khtr hydrat hoa
bang céch chuyén qua bé etanol 50%, 70%, 90% va hai lan 100% sau d6 trong
Xylol trong 2 lan 1 phut. Cudi cung céc lat cét duoc 1am tiéu ban bang DePeX
(BDH Chemicals Ltd., Poole, England) dudi cac 14 kinh day thuy tinh.

5.1.6 Phép thim tach Western (WB)

Viéc gén két cac khang thé ¢6 mat trong huyét thanh cua dong vat da tiém
ching voi1 pTau trong chét chiét nfo clia dong vat chuyén gen dugc tién hanh

bing WB.

Qué trinh ddng nhét hoa ndo chudt bit hoat (TKO) bang FVB, TPLH,
biGT va Tau kiéu dai duoc tién hanh trong chat dém dudi day: 25 mM Tris/HCI
pH7,6, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1| mM EGTA, 30 mM NaF, 0,2 mM
Na;VO,, 1 nM axit Okadaic, 1 mM phenylmetylsulfonyl florua (PMSF), 5 mM
Na4P207, 1 vién hon hop chét tc ché proteaza hoan chinh (CPIC) trong toan bd
12 ml. Dé thu duogc dich nio déng nhét toan bo, ndo duoc lam déng nhét trén da
véi 1 thé tich/khdi Tuong ban ciu ndo (ml/g) bang (ong thuy tinh/chay teflon)

tuong tu potter dugc dan dong bing dong co voi tbc dd 700 vong phut.

Dich ndo déng nhét toan bd dugc pha lodng mdt nia trong chit dém mau
(125 mM Tris/HCI pH6,8, 4% (khéi luong/thé tich) natri dodexyl sulfat (SDS),
20% glyxerol, 0,01% xanh bromophenol) + 5% beta-mercapto-etanol, sau dé gia
nhiét nhanh t6i 95°C. Cac mau dugc gilt 5 phut, pha lodng % trong chat dém
mau, gia nhiét lai tdi 95°C sau do lam lanh xuéng va quay voi van tbc 14000
vong phtt trong 5 phut thanh cdc manh vun sach khong tan dugc. Cac dich noi
dugc thu gom va nap vao gel SDS-PAGE. Viéc chuyén hod véi mang
nitroxenluloza (Hybond-ECL) duoc tién hanh trong chit dém trao doi (25 mM
Tris pH 8,6, 190 mM Glyxin, 20% metanol). Mang duoc chuyén thanh dung
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dich phong bé (0,1% Tween trong TBS (50 mM Tris.HCI, pH7,6, 150 mM
NaCl) + bot sita 5%) trudce khi u qua dém 6 4°C voi huyét thanh chudt pha
loang trong dung dich phong bé. Qua trinh 0 v6i khang thé thi cap dé khang tho
tiép hop vai HRP (Dako, Glostrup, Denmark) pha lodng 1/10.000 trong dung
dich phong bé dugc tién hanh & nhiét d6 trong phong trong 1 gio. Qua trinh do
tim duoc tién hanh nho st dung céc chat phan tmg do tim thAm tach Western

ECI cua GE Healthcare.

52. Cac két qua

5.2.1 Tinh dac hiéu ctia khang thé tir huyét thanh cta chudt di tiém chung

Huyét thanh cua chudt di tiém ching dugc thir nghiém vé tinh dac hiéu
clia cac khang thé ciia chiing trong thir nghiém ELISA chdng lai ca pTau va Tau

peptit, cdc mé rdi tau trong TAUPIR va pTau trong phép tham tach Western.

Vacxin ACI-33 kich thich dap ung IgG khang Tau5-20 [pY18] sau khi
tiém vao trong mang bung. Sau 2 lan gay mién dich (d27), dap ung IgG van gitt
duoc trang thai dn dinh khéng tang vdi lan gay mién dich tht ba (d47) (Fig.1a:
chuét WT, 1-way Anova P< 0,05 d-1 so véi d27, P0,001 d-1 so véi d47 va
Fig.1b: Chudt TKO, 1-way Anova P<0,001 d-1 so v&i d27/47).

Vacxin ACI-35 kich thich dap tUng IgG khang Tau393-408
[p8396/pS404] manh sau khi tiém vao trong mang bung. Sau 2 lan gdy mién
dich (d28), dap tmg IgG van giit dugc trang thai n dinh khong tang vai lan gay
mién dich thr ba (d42) va khong giam ¢ cac lan 14y mau trudc, gitra va Sau khi
ching cung cd (Fig.2a: chuot WT: l-way Anova P<0,0001 d-1 so véi
d28/42/98/126 va Fig.2b: chudt TKO: l-way Anova P<0,0001 d-1 so véi

d28/42/98/126).).

Vacxin ACI-36 kich thich dap ung IgG Tau401-418 [pS404/S409] sau khi

tiém vao trong mang bung. Sau 2 lan gay mién dich (d27), dap ung IgG van gift
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duoc trang thai 6n dinh khong tang véi 1an gy mién dich thu ba (d47) (Fig.3a:
chuot WT: 1-way Anova P< 0,001 d-1 so véi d27, P<0,0001 d-1 so véi d47 va
(Fig.3b: chudt TKO: 1-way Anova P0,0001 d-1 so vadi d27/47).

Vacxin ACI-41 kich thich d4p ung IgG manh sau khi tiém vao trong
mang bung d6i v4i ca hai peptit Tau206-221 [pT212/pS214] va Taul96-211
[pS202/pT205]. Sau 2 lan giy mién dich (d34), dép ung IgG van giit 6n dinh
(d48) khong tang sau lan gdy mién dich thu ba (d48) (Fig.4a: chudt WT; khéang
Tau206-221 [pT212/pS214]-IgG, 1-way Anova P<0,0001 d-1 so véi d34/48)
(Fig.4b: chuot WT, khang Taul96-211 [pS202/pT205)-IgG, 1-way Anova
P<0,0001 d-1 so vo&i d34/48). (Fig.dc: chudt TKO, khang Tau206-221
[pT212/pS214]-IgG, 1-way Anova P<0,0001 d-1 so v6i d34/48) (Fig.4d: chudt
TKO, khang Taul96-211 [pS202/pT205]]-IgG, 1-way Anova P<0,0001 d-1 so
voi d34/48).

Huyét thanh ctia chudt da tiém ching duoc kiém tra thém vé tinh déc hiéu
ctia cac khang thé khang tau trong TAUPIR hoa hoc md mién dich va phép
thdm tach Western. Dit liéu cua tit ca cac ciu trac liposom va dbi vi mdi mo

hinh chudt duoc tom tit trong bang 5 dudi day.

Bang 5: Ban tom tit vé tinh dic hiéu khéng thé ctia chudt da tiém ching

Vacxin | Chudét |ELISA (duwong | TAUPIR (duong | Phép thdm tach
tinh/tong s6 | tinh/  tong s6 | Western  (dwong
chudt) chuot) tinh/ tong s6 chudt)

ACI-33 | WT 4/6 2/6 1/6

KO 5/6 2/6 2/6

ACI35 | WT 5/6; 14 5/6 ; 14 5/6 ;14

KO 6/6 3/6 6/6
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ACI36 | WT 5/6 4/6 1/6

KO 5/6; 14 13065 14 1/6 5 14+
ACI-41 | WT 6/6 4/6 4/6

KO 6/6 1/6 3/6

5.2.2 Phan tich vé dap (g isotyp cua chudt da gy mién dich kiéu dai C57BL/6
va Tau-/- KO (TKO)

ACI-33

Vacxin ACI-33 kich thich ¢ cac do chuan khang thé chudt WT déi voi tat
ca cac isotyp IgG2a, 2b va 3 cling nhu IgM sau 3 l4n gay mién dich bing cach
tiém vao trong mang bung (Fig.5a: chugt WT). Hau nhu khong c6 IgG1 va co su
khac biét dang ké gitra IgG1 va IgG2b va 3 (Fig.5a: chu¢t WT; 1-way Anova
P<0,05 IgG1 so véi 1gG3 , P<0,001 IgG1 so voi [gG2b). Vacxin ACI-33 kich
thich & cac do chuan khang thé chudt TKO ddi véi tat ca céc isotyp IgG2a, 2b va
3 cling nhu IgM sau 3 l4n gay mién dich bing cach tiém vao trong mang bung
(Fig.5b; Chuét TKO). Hau nhu khéng c6 IgG1 vé6i su khac biét dang ké gitta
nhém phu nay va cac isotyp IgG khac (Fig.5b, 1-way Anova P<0,05 IgG1 so voi
1eG2a/lgG3 , P<0,001 IgG1 so véi [gG2b).

ACI-35

Vacxin ACI-35 kich thich & cac do chudn khang thé chudt WT cao doi
voi tit ca cac isotyp IgG cling nhu IgM sau 3 lan gy mién dich bang cach tiém
vao trong mang bung (Fig.6a; chudt WT). Khac biét dang ké duy nhat 1a dap
tng IgM cao hon so v&i IgG3 (Fig.6a; chuot WT, 1-way Anova P<0,05 IgM so
voi IgG3 ). ‘
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ACI-35 vacxin kich thich & cac do chuan khang thé cao & chudt TKO doi
voi tt ca cac isotyp IgG cling nhu IgM sau 3 lan gay mién dich bang cach tiém

vao trong mang bung (Fig.6b; chudt TKO).

ACI-36

Vacxin ACI-36 kich thich & céc do chuén khang thé chudt WT ddi voi
cac isotyp IgG cling nhu IgM sau 3 lan gay mién dich bang cach tiém vao trong

mang bung (Fig.7a; chuot WT).

Vacxin ACI-36 kich thich & cc do chudn khang thé chugt TKO doi voi
tat ca cac isotyp IgG cling nhu IgM sau 3 lan gay mién dich bang cach tiém vao
trong mang bung (Fig.7b; chugt TKO). Co muc IgG2b cao hon dang ké theo
thdng ké so véi 1gG1 (Fig.7b; chudt TKO, 1-way Anova P<0,05 IgG2b so véi
1eG1).

ACI-41

Vacxin ACI-41 kich thich & cc do chudn khéng thé chudt WT khing
Taul96-211 [pS202/pT205] manh dbi voi tht ca cac isotyp IgG cling nhu IgM
sau 3 lan gdy mién dich béng cach tiém vao trong mang bung (Fig.8a; chudt

WT).

Vacxin ACI-41 kich thich & cac do chuén khéng thé chudt TKO khang
Taul96-211 [pS202/pT205] manh dbi voi tt ca cac isotyp IgG cling nhu IgM
sau 3 lan gay mién dich bang cach tiém vao trong mang bung (Fig.8b; chuot

 TKO).

5.3. Két luan

Tau vacxin kich thich cac do chuén IgG & toan bo chudt. Co dap ung

khang thé 1gG1 thép so v6i IgG2b va IgG3 ¢ chudt da gay mién dich bang ACI-
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33. O toan bd chudt di tiém ching tau khac, cac do chuén khang thé duoc kich

thich di vai tat ca cac isotyp IgG2a, 2b va 3 cling nhu IgM ¢6 thé duoc so sanh.

Céc khang thé duoc tao ra tir chudt da gay mién dich bang vacxin tau gan
két dac hiéu pTau bang gin két bién véi cac peptit tau. Cac khang thé da hinh
thanh cling ¢6 kha nang nhan dang cdc mo rdi & ndo chudt chuyén gen Tau va

pTau tir chat chiét ndo chudt chuyén gen bang WB.

Vi du 6: Tao ra va sang loc cac khoi té bao lai va cac khang thé

Muc dich ctia nghién ctru nay la dé tao ra va sang loc cac mAb khang Tau
(c4c khang thé don dong). Cac khdi té bao lai duoc tao ra bang cach dung hop 14
lach chudt da gay mién dich bang vacxin tau véi dong t& bao u tuy. Cac khdi té
bao lai dugc danh gia vé tinh phan tng chéng lai ca protein Tau c6 do dai day
da dugc phosphoryl hod va khéng dugc phosphoryl hod, cling nhu cac peptit
khang nguyén tau dugc phosphoryl hoa va khong duoc phosphoryl hoa trong
ché phém vacxin. Viéc sang loc khdi té bao lai cling duoc tién hanh ddi véi tinh
phan tmg ciia dich ndi chira khdi té bao lai dbi véi cdc mé rdi tau nho st dung

ho4 hoc mién dich cho cac lat cat ndo chudt chuyén gen Tau.

6.1. Cac phuong phap

6.1.1 Dung hop

Chudt C57BL/6 kiéu dai da tiém chung ACI-33 (Tau5-20 [pY18]) va
ACI-35 duoc st dung dé tao ra khdi té bao lai. Chudt duoc tiém cing cd béng
vacxin ACI-33 vao ngay 0 sau do nhéc lai vao ngay 4 va qué trinh dung hop
duoc tién hanh vao ngay 7. 173x10° (ACI-33), cac té bao 14 lach cta chudt da
gy midn dich duge dung hop véi cac té bio u tuy SP2-0-Agl4 véi ty 1& 5 t& bao

lach/1 té bao u tuy.
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Chudét C57BL/6 kiéu dai dd tiém chung ACI-36 (Tau401-418
[pS404/S409]) dugc str dung dé tao ra khéi t& bao lai. Chuét duogc tiém cing cb
bang vacxin ACI-36 vao ngay 0 sau d6 nhic lai vao ngay 4 va qua trinh dung
hop duoc tién hanh vao ngay 7. 84x106 té bao 14 lach cua chudt di giy mién
dich duoc dung hop véi cac té bao u tuy SP2-0-Agl4 vai ty 18 5 té bao lach/1 té

bao u tuy.

Chudt C57BL/6 kiéu dai da tiém chung ACI-41 (hon hop cia Tau206-221
[pT212/pS214] va Taul96-211 [pS202/pT205]) duoc st dung dé tao ra khoi té
bao lai. Chudt duoc tiém cung ¢d bang vacxin ACI-41 vao ngay 0 sau do nhic
lai vao ngay 4 va qua trinh dung hop duogc tién hanh vao ngay 8. 162x106 té bio
la lach cta chudt da gay mién dich duoc dung hop voi cac té bao u tuy SP2-0-

Agl4 voity 18 5 té bao lach/1 té bao u tuy.

Ba lan dung hop trong céc dia 8x96 giéng va cac dong vo tinh dit tén theo

dia (1-8) va tiép theo 1a hang (A-G) va cudi cung 1a cot (1-12).

6.1.2. Phuong phap sang loc dé chon cic dong vd tinh

Céc dia 8x96 giéng dugc sang loc lan ddu hai lan dé bieu hién IgG. Sau
do cac dong vo tinh biéu hién duong tinh duoc chuyén vao cac dia 24 giéng va
cac dich ndi té bao (=cac dong v tinh) cua céac té bao sinh truéng dugc thu
nghiém trong sang loc Tau ELISA va sang loc hoa hoc mé mién dich TAUPIR.
Céac dich ndi duong tinh trong ELISA va/hoic TAUPIR dugc chuyén vao cac
binh T25 va cac dong vo tinh dugc sang loc lai dé biéu hién IgG, sang loc Tau

ELISA va TAUPIR .

6.1.3 Sang loc IeG

Céac dia Elisa dugc phu 50 ul/giéng khéng thé khang IgG chudt (CER
Groupé, Marloie, Belgium) trong chét dém phu trong 16 gio & 4°C. Sau khi rira
cac dia bang PBS/Tween, 100 ul/giéng dung dich phong bé duoc sur dung trong
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| gid & nhiét do trong phong. 50 ul dich ndi chira té bao lai khong pha lodng
duoc U trong 1 gio ¢ nhiét dd trong phong. Sau budc rua, hon hop cua IgGl,
IgG2a, IgG2b va IgG3  khang chudt dugc tiép hop peroxidaza cdy cai ngua
(HRP) (Ab Serotec, Raleigh, NC, USA) dugc phét lén cac dia trong 1 gio &
nhiét do trong phong. Sau lan rtra cudi cung, viéc do tim duogc tién hanh véi
TMB (3-3',5,5'-tetrametylbenzidin), chét nén phosphataza d6i voi HRP, va céac
dia duoc doc & 405 nm nho st dung dau doc dia ELISA. Cac két qué duogc biéu
hién 12 O.D. (Mat d6 quang hoc).

6.1.4 Sang loc ELISA céac khdi té bao lai Tau

Viéc sang loc ELISA cac khéi té bao lai dugc tién hanh doi véi peptit
pTau (ACI-33, TI1.5: Tau5-20 [pY18]; ACI-36, T4.5: Tau401-418
[pS404/S409]; ACI-41, T8.5: Tau206-221 [pT212/pS214] va T9.5: Taul96-211
[pSZOz/pT205] Polypeptit Laboratories, Hillered, Denmark), peptit Tau tuong
tmg (ACI-33, T1.6: Tau5-20; ACI-36, T4.6: Tau401-4; ACI-41, T8.6: Tau206-
221 va T9.6: Tau 196-211, Polypeptit Laboratories, Hillered, Denmark), protein
Tau duogc phosphoryl hoa cé do dai diy du (441aa) (pProtein tau, Vandebroek
et al., 2005) protein Tau c6 do dai ddy du (441aa) (Protein tau, SignalChem,
Richmond, Canada). Cudi cuing anbumin huyét thanh bo (BSA) duogc sir dung

lam d6i ching am tinh.

Céc dia duoc phu 10 ug/ml peptit Tau tuong Ung va 1 ug/ml protein Tau
twong tmg qua dém ¢ 4°C. Sau khi rta tung giéng bang PBS-0,05% Tween 20
va phong bé bing 1% BSA trong PBS-0,05% Tween 20, dich noi chua t€ bao lai
khéng pha loang hoac dbi ching am tinh trung binh dugc thém vao cac dia va u
& 37°C trong 2 gio. Sau khi rira, cac dia dugc u bing khang thé toan phan khang
IgG chudt duoc tiép hop phosphataza kiém (AP) (Jackson Laboratories,
Baltimore, PA, USA) trong 2 gio ¢ 37°C. Sau khi rua, cac dia duoc u bﬁng
pNPP (para-nitro-phenyl-phosphat), chét nén phosphataza cho AP, va doc & 405
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nm nho st dung dau doc dia ELISA. Cac két qua dugc biéu hién 1a O.D. (Mat
do quang hoc).

6.1.5 Sane loc IHC cac khéi t& bao lai: Gén két cac khang thé khang tau véi cac

mo rbi trong cac lat cét ndo ctia chudt chuyén gen (TAUPIR)

Céac thur nghiém TAUPIR dugc tién hanh theo phuong phap cta Vi du
5.1.5.

6.1.6 Sang loc IeG cua cac binh T25

Cac dia Elisa duoc phu 5Sug/ml khang thé dac hiéu khang manh IgG
F(ab')2 chudt (Jackson Laboratories, Baltimore, PA, USA) trong chéat dém phu
cacbonat-bicacbonat pH 9,6 (Sigma, Buchs, Switzerland) qua dém ¢ 4°C. Sau
khi rira cac dTa,‘ dich ndi chira té bao lai khong pha loang, khang thé IgG1 dbi
chimg duong tinh (6E10 véi 1 ug/ml: Covance, Emeryville, CA, USA) hofic ddi
chimg 4m tinh (chi moi trudong nudi cdy) dugc u trong 1 gio ¢ nhiét do trong
phong. Sau budc rira, khang thé dac hiéu dé khang manh IgG Fey (cac nhom phu
14+2a+2b+3) chudt duoc tiép hqp AP tht Cép (Jackson Laboratories, Baltimore,
PA, USA) dugc U trén cac dia trong 2 gio 6 37°C. Sau lan raa cudi cung, viéc do
tim duoc tién hanh v&i pNPP (para-nitro-phenyl-phosphat), chat nén
phosphataza cho AP, va cac dia duge doc ¢ 405 nm nho s dung dau doc dia

BLISA. Cac két qua duoc thé hién & dang O.D. (Méat do quang hoc).

6.2. Cac két qua

Cac khdi 8 bao lai ACI-33

Céc dich ndi chira té bao tlr cdc dia 8x96 giéng thu duoc tir thé dung hop
duoc sang loc dé tao ra IgG. Trong 768 giéng (8x96 giéng) thi 277 giéng thir
nghiém la duong tinh dé biéu hién IgG va duoc chuyén vio cac dia 24 giéng.

Trong cac dia 24 giéng, 79 dong vo tinh sinh truong va dich ndi tir céc té bao do
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duoc phan tich. Cac dong vo tinh duong tinh dugc chuyén thém vao cic binh

T25 va céc dich ndi duogc sang loc dé tao ra IgG, ELISA va TAUPIR (Bang 6).
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Bang 6:

Sang loc dia 24 giéng Sang loc cac binh T25
Duong tinh | Duong  tinh| Duong tinh trong Duong tinh | Duong tinh
trong trong sang loc IgG trong ELISA | trong
ELISA TAUPIR TAUPIR
1A7 1A7

1A11

1C11 1CI11
2C9 2C9
3C3 3C3 3C3
3C5 3C5
3E8 3E8
3G10 3G10 3G10 3G10
6C10 6C10 6C10 8C10 6C10
6F3 6F3
oF8 6F8

Dong vé tinh 6C10 1a dong vo tinh duong tinh duy nhat trong 3 lan sang

loc va duoc chon dé tach dong phu.

Cac khdi té bao lai ACI-36

Céc dich ndi chira té bao tir cac dia 8x96 giéng thu dugc tir thé dung hop
duoc sang loc dé tao ra IgG. Trong 768 giéng (8x96 giéng) thi 333 giéng thu
nghiém 14 duong tinh dé biéu hién IgG va dugc chuyén vao cac dia 24 giéng.
Trong cac dia 24 giéng, 75 dong vo tinh sinh trudng va dich noi tir cac té bao do

dugc phén tich. Cac dong vo tinh duong tinh dugc chuyén thém vao cac binh

T25 va céc dich ndi duoc sang loc dé tao ra IgG, ELISA va TAUPIR (Bang 7).

-94-



20141

‘Béng 7
Sang loc dia 24 giéng Sang loc cac binh T25
Duong tinh Duong tinh | Duong tinh | Duong  tinh | Duong tinh
trong ELISA | trong TAUPIR | trong sang loc | trong ELISA | trong TAUPIR
IgG

2B6 2B6 2B6 2B6 2B6
2F9 2F9 2F9 2F9 2F9
2G1 2G1 2G1 2G1
3A8 3A8 3A8 3A8 3A8
3B9 3B9 3B9 3B9 -
3F11 3F11 3F11 3F11

4A3 4A3
4C1 4Cl1 4C1 4C1
4C12 4C12 4C12 4C12
4E12 4E12 4E12 4E12 N
SE10 SE10 SE10
SF5 S5F5 SF5S
7D6 7D6 7D6 7D6 7D6
6H1 6H1 6H1 6H1

Pé chon loc cac dong vo tinh cho cac budc tiép theo, viéc xép loai toan bo
cac dich n6i duong tinh ddi véi cac sang loc IgG/ELISA/TAUPIR duoc tién
hanh dua vao cac két qua ELISA va TAUPIR. Viéc phén cap cac két qua ELISA

- va TAUPIR dugc tién hanh nhu dugc giai thich trong phin cua cac phuong

phap. Viéc nhuém TAUPIR hau nhu gidng nhau cho 5 dong vé tinh thi nhit va

cac két qua nay tuong tng véi cac két qua ELISA. 4C12 duoc loai bo khi né

dugc thay trong dia mau nhu 4C1 ma lam ting su hop ly ciia 2 dong vo tinh la
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gidng nhau (nhan dang epitop gidng nhau). 4 dong vo tinh t6t nhat duoc chon 1a
3A8, 2B6, 4C1 va 6H1. 6 dong vo tinh khac (4C12, 2G1, 2F9, 7D6, 3B9, 4E12)

duoc giltr lam ban sao du phong.

Viéc phan cip 10 dong vé tinh thé hién duong tinh trong viéc sang loc
ELISA va sang loc TAUPIR duoc tién hanh dé chon cac dong t6t nhat (Bang 8).

Mau xam noi bat 1a 5 dong vo tinh tot nhat.

Bang 8: Phén cip ddi v6i cac dong vo tinh duong trong ELISA va TAUPIR

Phan cap déi voi ELISA Phén cip ddi v6i TAUPIR
3A8 6H1
2B6 4C1
4C1 3A8
GHI 4C12
4C12 2B6
2Gl 2F9
2F9 3B9
7D6 2Gl
1389 7D6
4E12 4E12

Céc khdi té bao lai ACI-41

Céc‘dich ndi chia t& bao tir cac dia 8x96 giéng thu duoc tr thé dung hop
duoc sang loc dé tao ra IgG. Trong 768 giéng (8x96 giéng), 215 giéng thu
nghiém la duong tinh dé biéu hién IgG va dugce chuyén vao cac dia 24 giéng.
Trong cac dia 24 giéng, 81 céc dong vo tinh sinh trudng va dich noi tir cac té
bao d6 duoc phan tich. Cac dong v6 tinh duong tinh dugc chuyén thém Vao cac
binh T25 va cac dich ndi duge sang loc dé tao ra IgG, ELISA va TAUPIR (bang
9).
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Bang 9:
Sang loc dia 24 giéng Sang loc céc binh T25
Duong tinh | Duong  tinh | Duong tinh | Duong tinh | Duong tinh
trong ELISA | trong trong sang loc | trong ELISA | trong
TAUPIR IgG: TAUPIR
3D11 3D11 3D11
4H6 4H6 4H6
5D10 5D10 5D10 5D10 5D10
SE6 SE6
S5F10 5F10
6B7 6B7 6B7
7C2 7C2 7C2 7C2 7C2
8G8 8G8
8HS 8HS 8HSE

Céc dong vo tinh 5D10 va 7C2 1a céc dong v6 tinh dwong tinh duy nhat
trong 3 1an sang loc va dugc chon dé tach dong phu. Dong vo tinh SD10 chi gén
két voi peptit T8.5, trong khi dong v6 tinh 7C2 gén két véi hai peptit ctia vacxin
ACI-41 (T8.5 vaT9.5) (Fig.10).

Dong v6 tinh phu 5D10A4 c6 ngudn gde tir SD10 1a dic hiéu voi peptitp

Tau.

6.3. Két luan

Céc khang thé tao thanh co tinh dic hidu cao véi cic peptit ptau chi c6

gin két ria véi cac peptit khong dugce phosphoryl hod.

Tir 3 thé dung hop (ACI-33, ACI-36 va ACI-41), toan bd 7 dong vo tinh

dugc luu gitrt & DSMZ (bang 10) va dugc chon dé tach dong phu thém.

Bang 10: Danh sach céc khdi té bao lai dugc luu giit
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Khang nguyén | Vacxin Ténté bao lai [S6 hiéu luu Ngay luu gitt
gilr

T8: Tau206-221 | ACI-41 ACI-41-Abl | DSM 3 thang 3,

[(pT212/pS214] ACC3043 2010

+

T9: Tau 196-

211

[pS202/pT205] ‘

T4: Tau 401-| ACI-36 2B6 DSM 10 thang 3,

418 [pS404, ACC3044 2010

pS409]

T4: Tau 401--| ACI-36 3A8 DSM 10 théng 3,

418 [pS404, ACC3045 2010

pS409]

T4: Tau 401-| ACI-36 4Cl1 DSM 10 thang 3,

418 [pS404, ACC3046 2010

pS409]

T8 :Tau206-221 | ACI-41 SD10A3 DSM 10 thang 3,

[pT212/pS214]+ ACC3047 2010

19: Taul96-

211

[pS202/pT205]

T1: Tau5-20 | ACI-33 6C10 DSM 10 thang 3,

[pY18] ACC3048 2010

T4:Tau 401-418 | ACI-36 6H1 DSM 10 thang 3,

[pS404, pS409] ACC3049 2010

T8 :Tau206-221 | ACI-41 7C2 DSM 10 thang 3,

(p1212/pS214] ACC3050 2010

+

T9: Taul96-

211

[pS202/pT205]
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Vi du 7: Nhudm dac hiéu lat cit ndo ngudi AD bang hai khang thé (ACI-41-Abl
va 5D10), thu duoc tir chudt di tiém chung ACI-41

Muc dich cua tht nghiém nay la dé nhudm cac mé rodi soi than kinh
(NFTs) & ndo ngudi mic bénh Alzheimer (AD) bang khang thé ACI-41-Abl
(T89-F4 dong v6 tinh phu 9H3) va 5D10, duoc tao ra tir hai thé dung hQ‘p khéc
nhau cia chuét duoc gdy mién dich' bing vacxin ACI-41. P6i véi thir nghiém
nay, thir nghiém nhudém tinh phan tng mién dich phospho-protein Tau

(TAUPIR) béng cac lat cat ndo ngudi AD, duoc sir dung.

7.1. Cac phuong phap

7.1.1 Tao ra khang thé 5D10

5D10 dugce tao ra nhu duoc thé hién trong Vi du 9.

7.1.2. Tao ra ACI-41-Abl

7.1.2.1 Dung hop

Chudt kiéu dai C57BU6 da tiém chung ACI-41 (Vacxin ACI-41 chira hon
hqp cua hai phospho-peptit tau, Tau206-221 [pT212/pS214] va Tau 196211
[pS202/pT205]) dugc st dung dé tao ra khéi té bao lai. Chudt duoc cing cb
bang peptit ACI-41 5 ngay trudc khi dung hop. 58x106 té bao 14 lach cta chudt
da gay mién dich duoc dung hop véi cac té bao u tuy SP2/0-0O-Ag 14 véi ty 1& 5
té bao 14 lach/1 té bao u tuy. Thé dung hop tao ra céc dia 10x96 giéng sau do

duoc sang loc dé xac dinh cac dong vo tinh xem xét.

7.1.2.2 Sang lo¢c ELISA cac khoi té bao lai

| Sang loc ELISA céc khéi té bao lai duoc tién hanh doi vai T8: Tau206-
221 [pT212/pS214], T9: Tau 196-211 [pS202/pT205] hodc cac dia dugc phu
(hP)-Tau duoc ting phosphoryl hod (giai thich trong phan tham tach Western).
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Cac dia duoc phu 2 ug/ml hP-Tau qua dém ¢ nhiét do trong phong (RT).
Sau khi rua ting giéng bang PBS va phong bé bang 2% FCS trong PBS, dich
héi chira té bao lai duoc thém vao cac dia va duoc u trong 1 gio & RT. Sau budc
rira, cac dia dugc i bang Ig toan phan Dé Khéang chudt AffiniPure dugc tiép hop
peroxidaza (Detection of IgG + IgM, Dako Glostrup, Denmark) trong PBS 1%
FCS trong 1 gio & RT. Cac dia dugc hién hinh voi TMB (3,3.5,5'-
tetrametylbenzidin). Phan tmg duoc ham bang H,SO, 2N va doc ¢ 450nm nhd
stt dung dau doc dia ELISA. Céc két qua duoc the hién theo do qﬁa—ng hoc

(0.D.) dbi véi timg dong v tinh cua té bao lai.

Péi v6éi cac peptit, cac dia duwoc phu 10 ug/ml Tau206-221

 [pT212/pS214] hodc Tau 196-211 [pS202/pT205] qua dém ¢ 4°C. Sau kbi rua

bang PBS va phong bé bang 2% NHS trong PBS, dich ndi chira té& bao lai dugc
thém vao céc dia va dugc U trong 1 gio ¢ nhiét do trong phong (RT). Sau budc
rira, cac dia dugc G bang IgG khang chudt biotinyl hoa (do Vector labs cung
cap) trong PBS 1% NHS trong 1 gio' & RT. Budc bd sung duoc tién hanh dbi voi
cac khang thé duogc tiép hop biotin va cc dia dugc U trong 30 phat trong
streptavidin-HRP (ABC kit, Vector labs) trudc khi do tim. Sau budc rua, lcéc dia
duoc trién khai véi TMB (3,3',5,5'-tetrametylbenzidin). Phan ung duoc ham
bing 2N H,SO, va doc & 450nm nho sit dung ddu doc dia ELISA. Cac két qua
duoc biéu hién theo mat do quang hoc (O.D.) cho timg dong vo tinh cta té bao

Jai.

7.1.2.3 Sang loc IHC cac khdi t& bao lai: Gén két cac khang thé khang tau véi

cdc méd roi O cac lat cat ndo cua chudt chuyén gen (TAUPIR)

Gan két cac khang thé véi cdc mé rdi dugc tao ra bai cac t€ bao lai duge
tién hanh bang hod hoc md mien dich (IHC) trén céc lat cdt ndo cua chudt

chuyén gen Tau.
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Céc lat cat ndo cta chudt biGT (>20 thang tudi) chuyén gen hai lan (chudt
chuyén gen GSK-3 lai chéo véi TPLH (isoform nguoi Tau dai nhét (441aa) voi
chudt biéu hién dot bién P301L) va tir chudt gdy mé bang Tau (TKO) lam déi

ching am tinh.
Viéc nhudém TAUPIR duoc tién hanh theo phuong phap cua Vi du 5.1.5.

7.1.2.4 Sang loc bing thAm tach Western cdc khdi té bao lai (WB)

Viéc gén két cac khang thé duoc tao ra boi cac té bao lai voi pTau trong
chét chiét ndo cua dong vét chuyén gen va/hodc chat chiét hP-Tau duogc tién

hanh bang WB.

Qua trinh lam dérlg nhét ndo cia chudt duoc bét hoat pTau (TKO), FVB
kiéu dai, TPLH, biGT dugc tién hanh trong chat dém dudi ddy: 25 mM Tris/HCI
pH7,6, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 30 mM NaF, 0,2 mM
Na;VOy, 1 nM axit Okadaic, | mM phenylmetylsulfonyl florua (PMSF), 5 mM
Na4P207, 1 vién hdn hop chit wrc ché proteaza hoan toan trong bang 1 (CPIC)
trén toan bd 12 ml. Pé thu duoc dich ndo dé)ng nhét toan bo, néo duoc lam déng
nhit trén da véi 10 thé tich/khdi luong ban cdu ndo (ml/g) bang (6ng thuy
tinh/chay teflon) tuong tu potter duqc dan dong bang dong co véi toc do 700

vong phut.

Pé chiét hP-Tau, ndo ctia chudt TPLH va TKO duoc lam dong nhat véi
chit dém duéi day: 100 mM MES pH 6,8, ImM B-mercapto-etanol, 5 mM
EDTA, 2 6 mM PMSF, 5 ug/ml tosyl-L-lysin clometyl keton (TLCK), 100 mM
NaF, 1 nM axit okadaic, 0,2 mM Na;VO, va dung dich hon hgp chat tc ché
proteaza hoan toan trong bang 1 (CPIC) trén toan by 12 ml. Ndo duoc lam déng
nhit trén da voi 6 thé tich/khéi luong ban cdu ndo (ml/g) bang (dng thuy
tinh/chay teflon) tuong tu potter dugc dan dong bang dong co véi toc do 700
vong phut. Dich ddng nhat dugc lam ly tdm véi 20000xg (200000m/s>) 30 phit

-101-



20141

& 4°C va dich ndi dugc chuyén va gia nhiét nhanh téi 95°C trong do no dugc
gilt trong 10 phut sau khi lam lanh né trong da dang tan. Budc lam ly tAm duoc

tién hanh trude khi cac phan dich ndi duoc xu ly va gitt ¢ -20°C nhu "hP-Tau".

Dich ddng nhét nfo toan bd duge pha lodng mot nira trong chét dém mau
(125 mM Tris/HCI pH6,8, 4% (khdi lugng/thé tich) natri dodexyl sulfat (SDS),
20% glyxerol, 0,01% xanh bromophenol) + 5% beta—mercapto—etanol sau do gia
nhi¢t nhanh téi 95°C. Céc mau dugc gift 5 phit, pha lodng Y trong chit dém
mau, gia nhiét lai téi 95°C va sau do lam lanh xuéng va va quay voi van tde
14000 vong phut trong 5 phut thanh cac manh vun sach khong tan dugc. Cac
dich ndi dugc thu gom va nap vao gel SDS-PAGE. Viéc chuyén hod v6i mang
nitroxenluloza (Hybond-ECL) duoc tién hanh trong chit dém trao ddi (25 mM
Tris pH 8,6, 190 mM Glyxin, 20% metanol). Mang dugc chuyén thanh dung
dich-phong bé (0,1% Tween trong TBS (50 mM Tris.HCI, pH7,6, 150 mM
NaClI) + bot sita 5%) trude khi 4 qua dém & 4°C véi dich ndi chira té bao lai
khén‘g pha. Qua trinh 0 v6i khang thé thir cip dé khang chuét tiép hop v6i HRP
(Dako, Glostrup, Denmark) pha lodng 1/10.000 trong dung dich phong bé duoc
tién hanh & nhiét do trong phong trong 1 gid. Qua trinh do dugc tién hanh nho

sir dung cac chét phan ting do thdm tach Western ECI cta GE Healthcare.

7.1.3 Géin két cia cac khang thé khang phospho-Tau véi cic mé rdi Tau & ndo

nguoi bi mac AD

Céc dong v tinh cia khang thé khang phospho Tau ACI-41-Abl (dong
vO tinh phu 9H3 T&89-F4) (isotyp IgM cua chuét) va 5D10 (isotyp IgG cua
chudt) duoc tao ra tlr hai thé dung hop riéng biét ciia chudt da tiém chung ACI-
41. Vacxin ACI-41 chita hon hop ctia hai phospho-peptit tau, Tau206-221
[pT212/pS214] va Taul96-211 [pS202/pT205]. Gén két khang thé dong vo tinh
T89-F4 vé&i cac mé rdi trén cac 14t ndo cua ndo ngudi AD duoc tién hanh béng

ho4 hoc mé mién dich TAUPIR. Céc lat cit v ndo cla cac cd thé bi AD, chiing
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liét trén nhan tién trién (PSP), va céc dbi ching khoé manh dugc sir dung. Cac
lat cat ndo duoc rua trong 5 phit trong PBS sau d6 duoc u trong 15 phit & RT
trong 1,5% H,0, trong PBS:MeOH (1:1) dé phong bé peroxidaza ndi sinh. Sau
khi rira cac lat cat 3 lan trong PBST (PBS/0,1% TritonX100), ching du’(jc u
trong 30 phut 6 RT trong dung dich phong bé PBST+10% FCS (huyét thanh thai
bo). Qua trinh U v6i cac khang thé so cdp (dong vo tinh 9H3 T89-F4, SD10
vaT100 lam déi chimg duong tinh) duoc tién hanh qua dém & 4°C. Cac lat cét
duoc rira 3 1an trong PBST trudc khi 1 véi khang thé tht cip dé khang chudt
tiép hop véi HRP (do Dako, Glostrup, Denmark cung cap) trong PBST/10%
FCS trong 1 gid & RT. Trude khi do, céc lat cat dugc rira 3 1an bang PBST va
dugc U trong 50 mM Tris/HCI pH7,6 trong 5 phat. Qua trinh do dugc tién hanh
bang cach 0 cac lat cit trong 3 phiit trong Diaminobenzidin (DAB: bang 1 trong
10 ml 50 mM Tris.HCI + 3 ul H,0, 30%; MP Biomedicals, Solon, OH, USA).
Phan tng duoc hdm bang cach rira cac lat cit 3 lan trong PBST. Sau dé cac lat
cht dugc chuyén Ién cac dia thuy tinh silan hod va lam khé béng khong khi nho
cac dia 4m & 50°C trong 2 gi¢. Viéc nhudém mau nguoc duogc tién hanh nho u
Vol Mayérs hematoxylin (Fluka Chemie, Buchs, Switzerland) trong 1 phut tiép
theo 1a budc rira trong 4 phat trong nudc may dang chay. Cac lat cat duoc loai
parafin bang cach chuyén qua Xylol 2 lan trong 5 phut va 2 lan trong 1 phut
trong EtOH 100%, tiép theo 1a rira 1 phut trong EtOH 90%, 70%, 50% va nudce
chung cét. Pé truy hdi khang nguyén, cac lat cit duoc dun nong trong 10 phut
trong dung dich axit xitric 0,01 M (pH 6,0) va lam nguoi xudng trong 2'0 phut.
Cudi cung, cac lat cit duoc lam tiéu ban bing DePeX (BDH Chemicals Ltd.,
Poole, England) dudi cac 14 kinh day thuy tinh. Céc lat cét dd nhudm duoc kiém
tra bang kinh hién vi v&i camera 3CCD va cac mat chiéu sang huynh quang epi
(Leica, Wetzlar, Germany). Cac anh dugc thu thip va phan tich nho phan mém

chuyén dung (IM500, Leica).

7.2. Céc két qua
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7.2.1 Sang loc cac khéi té bao lai

Viéc sang loc ELISA duogc tién hanh nhu dugc thé hién trong cac phuong
phap nay va 172 cac dong vo tinh cua té bao lai duoc chon loc va dugc chuyén
vao cac dia 12 giéng. Cac ELISA tiép theo dugc tién hanh dé danh gia tinh déc
hidu cua cac khéng thé duoc tao ra chbéng lai cac peptit pTau Tau206-221
[pT212/pS214], Tau 196-211 [pS202/pT205] va/hodc chat chiét hP-Tau. Diéu
ndy tao ra 25 dong vo tinh duong tinh d6i voi cac peptit pTau va 21 dong vo tinh

thé hién tinh dac hiéu di voi hP-Tau (Fig.11).

Céac nghién ctru hoa hoc mo mién dich duge tién hanh song song véi phan
tich ELISA. Cac mau nhuém khac nhau dugc théy trong cac dong vo tinh dugc
chuyén viao cac dia 12 giéng, viéc nhudom té bao than kinh dém, nhan va bao
chit khong dic hiéu duoc quan sat théy déi véi mot sd 14t cat biGT dugc G voi

dich ndi khong pha lodng tlr cic dong vo tinh di chon.

Dich ndi tir dong vo tinh 9H3 (ACI-41-Abl) dugc nhudm cd cac clu tric

mé roi bao chat ¢o tinh dac hiéu cao

Sang loc WB dbi véi cac chat chiét ndo va hP-Tau cta chudt khac nhau
duoc tién hanh nho st dung dich ndi khong pha lodng tr cac khéi té bao lai da
chon. Khong c6 phan tng v6i Tau dugc thay dbi vai bat ky dich noi chira té bao

lai nao duoc thu nghiém.

7 2.2 Nhudm cic m& roi soi than kinh & céc 14t ¢t ndo nguoi mac bénh

Alzheimer

Ai luc cua cac dong vo tinh khang thé ACI-41-Abl (T89-F4 dong phu
9H3) va 5D10 dé gén két voi cac NFT & ndo nguoi mic AD dugc kiém tra bang
hoa hoc md mién dich TAUPIR. Déng v tinh khang thé Tau khang phospho
T89-F4 gén két vdi cic NFT chira phospho-Tau ¢ ndo ngudi méac AD (Fig.12).
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Ai lyc cua khang thé 5D10 dé gin két véi cac NFT & céc lat cét vo ndo
ngudi mic AD dugc kiém tra bang hoa hoc mé mién dich TAUPIR. Dong v
tinh khang thé Tau khang phospho 5D10 gén két voi cac NFT chira phospho-

Tau va cac soi mang than kinh & cac 14t cit vo ndo nguoi AD (Fig.13).
7.3. Két luan

Viéc sang loc cac dong vo tinh cua té bao lai tao ra ACI-41 bang ELISA
thu duge 36 dong vo tinh gén két véi cac peptit duge phosphoryl hoa va/hoac
chét chiét hP-Tau c6 do dai ddy du. Viéc sang loc bing TAUPIR 36 dong vo
tinh d6 khing dinh viéc nhudém cAu tric md réi bao chat bing mét dong vo tinh

(9H3), ACI-41-Abl.

'Hai khang thé ACI-41-Abl (9H3-F4) va 5D10 thé hién gan két ddc hiéu

vGi cac NFT va céc soi mang than kinh & lat cat ndo nguoi AD.

Vi du 8: Hiéu luc ctia ACI-35 dugc tao ra boi 2 quy trinh khac nhau dé kich
thich cac dap tmg IgG dic hidu pTau sau cac lan gy mién dich bang cach sit

dung trong mang bung hodc dudi da & chudt kiéu dai (C57BL/6).

Muc dich ctia nghién ctru ndy 1a danh gia hiéu lyc cia ACI-35 (Tau393-
408 [pS396/pS404]) duge tao ra bdi 2 quy trinh khdc nhau, ACI quy trinh A
hodic ACI quy trinh L3 dé kich thich cac d6 chuan khang thé sau khi tiém dudi
da (s.b.) hodc trong mang bung (i.p) ¢ chudt kiéu dai C57BL/6. Chudt duoc giy
mién dich 3 14n trong 2 tuan va dugc 14y mau 1 tuan trude 1an tiém thi nhét va
tiép theo 1 tudn sau mdi 14n tao mién dich. Cac dap ung IgG khang pTau hoan
toan (Tau393-408 [pS396/pS404]) duge do bing ELISA. Ngoai ra, cac mau
isotyp clia dap ung khang thé duogc phan tich sau 3 l4n gay mién dich dé dénh
gia su phan bd ctia cac nhom phu khéac nhau cia céac IgG cﬁﬁg nhu IgM. Céac do
chuén khéng thé chdng lai peptit khong pTau (Tau393-408) tuong ung dugc
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phan tich. Céc dap tmg té bao T duoc kich thich boi ACI-35 dugc phan tich nhe
st dung k¥ thuat ELISPOT.
8.1. Cac phuong phap

8.1.1 Bao ché vacxin ACI-35 ACI Quy trinh A

Céc vacxin ACI-35 dugc bao ché theo phuong phap cua Vi du 3. Huyén
phu liposom (mé ACI-35-081103-B) sau d6 duogc chia nho trude khi gitt ¢ 2-
8°C. Ty s6 mol peptit/phospholipit cudi cing 1a 1:100.

8.1.2 Bao ché vacxin ACI-35 ACI Quy trinh L3

Phosphopeptit dugc tetrapalmitoyl hoa Tau393-408 [pS396/pS404] duoc
dan xuét tir Tau (Tau 393-408 ngudi véi nhom phospho trén S396 va S404) (4,0
mg) duoc can cho vao éng thuy tinh dung tich 25 ml, thém vao d6
hexafloisopropanol (HFIP) (5 ml). Sau d6 dung dich sach nay dugc thém vao
dung dich da khudy chtra Dimyristoyl phosphatidylcholin (DMPC), Dimyristoyl
phosphatidylglyxerol (DMPG), Cholesterol va Monophosphoryl Lipit A phu tro
(MPLA) (all Avanti Polar Lipits inc. AL, USA) trong Clorofom (35 ml) (ty 56
mol 9:1:7:0,2 twong Ung). Sau d6 dung dich thu dugc dugc loc qua mang loc ky
nuée PTFE 0,2 um vao binh thuy tinh ddy tron dung tich 250 ml. Sau dé dung
mdi hitu co duoc loai bo bing cach lam bay hoi dudi ap sudt giam ¢ 40°C va
t_iép theo trong chan khong trong 3 gio. Mang mdng thu dugc dugc hydrat hoa
lai bing cach b sung PBS (40 ml) va khudy nhe & RT trong 18 gid. Huyén phi
liposom (mé ACI-35-081103-A) sau d6 duogc chia nho trude khi luu gitr & 2-
8°C. Ty s6 mol peptit/phospholipit cudi cting 1a 1:100.

8.1.3 Gay mién dich

Chudt C57BL/6 13 tuan tudi (10 con chudt trén mdt nhom) duoc tiém

vacxin dudi da hodc trong mang bung vao ba lan, moi lan cach nhau trong
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khoang 2 tuan (ngay (d)0, d14, d28) theo Bang 11. 1 tudn (d-7) trude cac lan gy

mién dich tha nhét, tiép theo 7 ngay sau céc lan tiém (tac la d7, d21, d35), va

céc mAu mau chudt di chét (d56) duoc thu gom va huyét tuong dugc tao ra. Cac

chuin do khang thé IgM va IgG dic hidu Tau393-408 [pS396/pS404] va cac

mau isotyp IgG duoc xac dinh bang ELISA. Dé déi chung, cac chudn d khang
thé IgG dac hiéu khong peptit pTau393-408 cling duge xac dinh bang ELISA.

Bang 11: Gay mién dich & chudt

Nhom | S§ chudt | Pidu | Mévacxin Quy  |Céch stt|Mic lidu [Khoi
va  gidl tri/thé trinh dung” Khéi  |lugng
| tinh tich® luong cua (cua
peptit tau MPLA
ug/lidu®  jg/licu’
1 10 con|ACI- |ACI-35- JACIL3 1.p. 10 16
cai 35 0,2 081103-A
ml
2 10 con|ACI- | ACI-35- |ACIL3 | 1ip. 10 16
cai 35 0,2/081103-A
ml _
3 10 con|ACI- |ACI-35- ACIL3 | ip.. 13 19
cai 35 0,2 |081103-B
ml
4 10 con|ACI- |ACI-35- ACIL3 | ip. 13 19
cai 35 0,2|081103-B
ml

% thé tich theo 1y thuyét

®:i.p: trong mang bung

¢. khdi luong da do dugce xac dinh sau phan tich

8.1.4 Xac dinh s6 lugng cic khang thé dac hiéu peptit Tau

Cac khang thé IgG dic hiéu ddi véi Tau393-408 [pS396/pS404] duoc xac
dinh bing ELISA trong 5 miu huyét tuong. Cac khang thé IgG dic hiéu
Tau393-408, cac khang thé isotyp IgM va IgG dac hi¢u Tau393-408
[pS396/pS404] duoc xac dinh bang ELISA trong mAau huyét tuong d35. Céc dia

dugc phi 10 ug/ml peptit Tau tuong tmg qua dém ¢ 4°C. Sau khi rira timg giéng

-107-




20141

bing PBS-0,05% Tween 20 va phong bé bing 1% BSA trong PBS-0,05%
Tween 20, cac dung dich huyét tuong pha lodng theo bac duoc thém vao cac dia
va i 0 37°C trong 2 gio. Sau khi rtra, céc dia dugc U bang khang thé khang IgG
chuét tiép hop véi phosphataza kiém (AP) (Jackson Laboratories, Baltimore,
PA, USA) cac khang thé dac hiéu isotyp (khang thé khang IgM chudt tiép hop
vGi peroxidaza cdy cai ngya (HRP), khang thé khang IgG1 chudt tiép hop véi
AP, khang thé khang IgG2a va IgG3 chudt tiép hop véi biotin, do Pharmingen
BD, San Diego, CA, USA cung cAp va khang thé khang IgG2b chuot tiép hop
voi HRP do Zymed Laboratories, San Francisco, CA cung cép) trong 2 gior ¢
37°C. Sau khi rira, cac dia duge u bang pNPP (para-nitro-phenyl-phosphat), chat
nén phosphataza cho AP, hoac ABTS (2,2-azino-bis(axit 3-etylbenzthiazolin-6-
sulphonic)), chit nén cho HRP va doc & 405 nm nhd st dung dau doc dia
ELISA. Buéc bd sung dugc tién hanh dbi véi cac khang thé dugce tiép hop biofin
trong d6 cac dia duge U trong 45 phut trong streptavidin-HRP (R&D Systelns,
Minneapolis, MN, USA) trudc khi do nho st dung ABTS. Cac két qua duoc thé
hién & dang O.D. (Mat d¢ quang hoc) 6 lan pha lodng thir nhét va lan pha lodng
khong bdo hoa dbi voi IgG va & dang O.D. khong bio hoa cho cac isotyp IgG va
[gM.

8.1.5 Xéac dinh sb luong céc t& bao T san xuat xytokin dac hiéu peptit Tau bang

ELISPOT

Viéc san xudt xytokin cuia céc t¢ bao T diac hiéu Tau393-408
[pS396/pS404] va Tau393-408 dugc danh gia bang ELISPOT. Céac dia
nitroxenluloza 96 giéng nhiéu ray (Millipore, Molsheim, France) dugc phu qua
dém voi cac khang thé don dong khang IFN-y va IL-4 cua chudt theo chi dan
ctia nha san xudt (Pharmingen BD, San Diego, CA, USA). Cac huyén phti té bao
don duoc tao ra tir cac 14 lach ctia chudt di gay mién dich va u & cac dung dich
pha lodng theo bac v&i Tau393-408 [pS396/pS404] va Tau393-408 (10 va 1
ug/ml) va Concavalin A (5 ug/ml, Amersham) ¢ 37°C trong CO, 5% trong 72
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gio. Sau d6 cac dia duge rira va duge u trong 1 gio ¢ 37°C voi cac khang thé
don dong khang IFN-y va IL-4 cta chudt dugc biotinyl hoa. Sau khi rura, cac dia
duoc U trong 1 gio & 37°C véi Streptavidin-HRP va sau khi rura, cac vét dugc
hién bang cach bd sung (chat nén AEC, 3-amino-9-etylcarbazol). S6 cac vét trén
mot giéng duoc dém bang mét dudi kinh hién vi lap thé va cac két qua duoc
biéu hién 1a cac vét trén 10° té bao. La lach ctia chudt chua quen thi nghiém

duoc st dung lam céc déi chiing 4m tinh.
8.1.6 Thu nghiém tang sinh té bao khong phéng xa

Céc huyén phu té bao don duoc tao ra tr cac 14 lach cua chudt da gy
mién dich va u trong cac dung dich pha lodng theo bac voi Tau393-408
[pS396/pS404] va Tau393-408 (10 va 1 ug/ml) va Concavaiin A (5 ug/ml,
Amersham) & 37°C dudi CO, 5% trong 72 gio. Pé danh gid su tang sinh, kit thir
nghiém ting sinh t& bao khéng phong xa (MTT) dugc st dung (Promega,

Dubendorf, Switzerland), theo huéng din ctia nha san xuét. Mot cach v'ér; tat, 15

“ul dung dich thudc nhudm duge thém vao ting giéng va cac dia duoc U trong 4

gio ¢ 37°C. Tiép theo, 100 ul cac dung dich lam 6n dinh/hdm dugc thém vao
mdi giéng va cac dia duge 1 & 4°C trong t6i thiéu thém 1 gio. O.D. duge xéac

dinh ¢ cac do dai bude song la 570 nm va 690 nm.
8.2. Cac két qua
8.2.1 Danh gia dap Umg khéng thé duoc kich thich béi cac vacxin khac nhau

Vacxin ACI-35 kich thich dap ung IgG khang pTau393-408
[pS396/pS404] manh sau khi tiém vao trong mang bung hodc dudi da khong phu
thudc vao quy trinh sir dung. No6i chung cac do chuan khang thé manh dd co mit
vao 7 ngay sau lan gdy mién dich bang vacxin thit nhét. Bdi v6i cung quy trinh
gidng nhau c6 dp tng cao hon ddi voi tiém dudi da so véi tiém vao trong mang

bung trong d21 va d35 ddi voi cac con vat da tiém chung ACI Quy trinh L3
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(Fig.14, 2-way Anova, P<0,001 d21/d35) trong d21, d35 va d56 d6i véi cac con
vat da tiém ching ACI Quy trinh A (Fig.14, 2-way Anova, P<0,001 d21/d35,
P<0,01 d56). Dbi véi cac con vat da tiém vao trong mang bung, dép ung cao
hon véi ACI Quy trinh L3 so véi ACI Quy trinh A ngay khi 14y méau ¢ d7 va
d21 (Fig.14, 2-way Anova, P<0,001 d7/d21) trong khi khong c6 su khéc biét déi
véi cac con vat da tiém dudi da. Tom lai, hai quy trinh duong nhu tuong duong

khi ching duogc tiém dudi da.

Céc phan tich vé cac két qua vdi dung dich pha logng O.D. khong bdo hoa
khang dinh su khac biét giita tiém vao trong mang bung va tiém dudi da cua quy
trinh tiém ching ACI-35. Tom lai, cic két qua van giéng nhau ching to rang
tiém dudi da tao ra cac do chuan Ab cao hon khi tiém vao trong mang bung va

rang ddi v4i tiém dudi da khong cé cac khéac biét dang ké gitta 2 quy trinh.

" Pé x4c dinh céc isotyp cua cac khang thé kich thich béi vacxin, huyét
tuong tr d35 dugc phan tich bang ELISA IgG dic hiéu isotyp. ACI-35 kich
thich & tit ca cac nhém khang IgG pTau393-408 [pS396/pS404| clia céc isotyp
IgG1, I1gG2a, IgG2b va IgG3. 1gG2b la isotyp trdi voi O.D. cao ngay ca voi ty 1€
pha loang la 1/3200. Pbi véi nhom phu IgG1 ¢ dap tmg cao hon cho tiém dudi
da so voi tiém vao trong mang bung dbi véi ca hai quy trinh (Fig.15, 1-way
Anova, P<0,05). Su khéc biét nhu nhau dugc thay ddi véi nhém phu IgG3 . Péi
v6i nhém phu IgG2a va 2b khong c6 khac biét gitra 2 quy trinh thtr nghiém hodc

~ gilta tiém vacxin dudi da hoac ti€ém vacxin trong mang bung. -

Khong c6 khac biét gitra 2 quy trinh thir nghiém vé cac dap ting khang thé
IgM khang pTau393-408 [pS396/pS404] trong khi c¢6 cac do chuan IgM cao hon
- dang ké khi tiém vao trong mang bung so véi tiém dudi da (Fig.16a, 1-way

Anova, P<0,001).

Céc d6 chuén khang thé chong lai Tau393-408 khong phospho ciing duoc
phén tich cho tit ca cic nhém. Cac khang thé IgG dic hiéu khang Tau393-408
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duogc phat hién dbi voi tat ca cac nhom nhung cac do chuén d6 thap hon khang
pTau393-408 [pS396/pS404]. Khong c¢6 khac biét vé cdc do chuan IgG khing
Tau393-408 giita 2 quy trinh hodc cach tiém (Fig.16b, 1-way Anova, P>0,05).

Gi4 tri trung binh cta ba do chuén IgG th nhat doi véi cac peptit tau

khac nhau duoc thé hién trong Bang 12:
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Bang 12: Gi4 tri trung binh cta ba d chudn dau tién khang IgG Tau393-408
[pS396/pS404] (O.D. v6i ty 1 pha loang 1/100)

Vacxin peptit | Quy  trinh | Cach d7 d21 d35 S6. trung
pTau tao ra | ti€ém binh
vacxin
Tau393-408 ACI L3 1.p. 1,899 | 2,284 1,825 | 2,003
[pS396/pS404] s.C. 1,485 2,956 | 2,444 | 2,295
ACT A 1.p. 0,902 1,467 1,708 | 1,359
s.C. 1,276 | 2,964 | 2,426 | 2,222

8.2.2 Panh gia dap ung t& bao T duoc kich thich boi ACI-35

Viéc kich thich lai in vitro cac té bao lach bang ConA, cic peptit
pTau393-408 [pS396/pS404] hoac Tau393-408 khong tao ra sy khac biét vé qua
trinh tang sinh gifta cac nhom thir nghi¢m (Fig.17) trong khi n6 duong tinh doi

vo1 ConA.

Viéc kich thich lai nho str dung 10 ug/ml Tau393-408 [pS396/5404] kich |
thich tiét xytokin cao hon dbi voi céc té bao lach cua chudt da tiém ching so vai
chuot chua quen thi nghiém (Fig.18). Chuét dugc tiém dudi da ACI Quy trinh
1.3 kich thich ca hai xytokin & muc cao dugc phén tich voi su khac biét khong rd
rang gitra IFN-y va IL-4. Cach tiém vao trong mang bung (i.p) hoac dudi da (é.c)
ACI Quy trinh A kich thich tiét xytokin ma chu yéu la IL-4 va céac m‘u”q la cao
hon d6i véi tiém vao trong mang bung. Viéc kich thich lai nho st dung 1 ug/ml
Tau393-408 [pS396/5404] khién cho céc két qua c6 thé so sanh véi kich thich
lai nho st dung 10 ug/ml Tau393-408 [pS396/5404].

Viéc kich thich lai nho st dung peptit khong pTau939-408 tao ra cac két
qua cb thé so sanh véi cac peptit pTau (Fig.18). Ngoai ra,'sfr dung ACI Quy
trinh A kich thich tiét xytokin ma cht yéu 1a IL-4.

8.3. Két luan

-112-



20141

Vacxin ACI-35 kich thich cac d6 chuin IgG manh trude hét sau 1 lan gay
mién dich khéng phu thudc vao quy trinh hoidc cach tiém thir nghiém. Theo quan
diém so sanh, viéc tiém cac vacxin dudi da khong phu thudc vao quy trinh da st
dung tao ra cac do chuin cua cac khang thé IgG cao hon. Viéc tiém ACI-35
trong mang bung ACI Quy trinh A lam cho cac do chuan IgG1 va [gG3 kém hon
s0 voi nhém khac. Viée tiém ACI-35 trong mang bung 1am cho cac do chudn
IgM cao hon dang ké so vé6i tiém dudi da. Cudi cung, tat ca cac nhém co cac do

chuan IgG chéng lai peptit khong pTau393-408.

Viéc kich thich lai nho str dung pTau hodc cac peptit tau kich thich viéc
san xuét xytokin trong thir nghiém ELISPOT ma chi yéu 1a IL-4 d6i v6i chudt
da tiém ching ACI Quy trinh A.

Vi du 9: Tinh sinh mién dich cua vacxin tau & chudt chuvén oen Tau P3Q1L

(TPLH)

Muc dich cta nghién ciru nay 1a dé phan tich tinh sinh mién dich coa viée
tiém chuing khang Tau nho tiém dudi da (s.c.) cac vacxin tau liposom (ACI-33,

ACI-35, ACI-39 va ACI-40) ¢ chuét‘chuyén gen Tau P301L.
9.1. Phuong phap

9.1.1 Chudt chuyén gen Tau P3Q1L (TPLH)

Chudt chuyén gen dong hop tir Tau P301L (TPLH) véi chét nén FVB/N
dugc st dung dé thir nghiém tinh hiéu qua cta qué trinh tiém ching dudi da
ACI-33 hodc ACI-35. Cac con chudt nay biéu hién isoform tau dai nhat ¢ nguoi
v6i dot bién P301L dudi su diéu khién cta trinh tu khoi ddu thy 1 cta chudt. Cac
triéu chimg 1am sang bét dau & tir 6 dén 7 thang tudi, va chudt TPLH Jdo hoa
phat trién bénh tau suy tan c6 su suy yéu than kinh tién trién va hinh thanh céac

mé 161 soi than kinh (NFT). Trong cac giai doan két thic chiing mét trong luong

-113-



20141

va chét dot ngot (co 1€ do cac van dé ho hép (ngat), phé”m 16n trong s6 dé 1a tir 9

dén 11 thang tudi va khong co ngoai 18 trude 12 thang.

9.1.2 Bao ché vacxin ACI-33 va ACI-35

Céc vacxin dugc bao ché theo quy trinh A md ta trong Vi du 3.

Huyén phu liposom (mé ACI-33-081031-A va mé ACI-35-081015-A +
ACS-35-090402-A) sau d6 dugc chia nho trude khi gitr ¢ 2-8°C. Ty s6 mol
peptit/phospholipit cudi cling 13 1:100. |

9.1.3 Gay mién dich ACI-33, ACI-39 va ACI-40

Chuot TPLH khoang 21 va 31 tudn (8-10 chudt trén mdi nhém: 13n 16n
gitta chudt céi () va chudt duc (3) di tiém dudi da vacxin vao nim thoi diém
(Bang 14). Ba ldn gay mién dich dau tién duoc tién hanh véi khoang cach méi
1an tiém 1a 2 tuan (ngay(d)0, d13, d28) theo So do 1. Sau dé cac con chudt dugc
tiém cung cd mot lan mdi thang trong hai thang (d91 va d133). 1 ngay (d-1)
trude cac 1an gay mién dich thtr nhat rdi sau cac lan gdy mién dich thi hai (d27)
va thr ba (d41), cac mau mau duoc thu gom. Viéc thu thap mau ciing dlic_yc tién
hanh trudce, gitta va sau cac lan tiém cung cb (d76, d104, d135). Huyét thanh
duoc tao ra bing mau bang cach dé cic mau déong cuc qua dém sau do lay dich
ndi sau khi lam ly tdm. Cac chuan do khang thé IgG va IgM déc hiéu phospho-
peptit tau va cac mau isotyp IgG duoc x4c dinh bang ELISA. Céc chuan d6 cia
cac khang thé IgG dac hiéu ddi véi protein Tau khong pTau, protein Tau co do
dai day du (441 aa) va protein Tau c6 do dai ddy du (441 aa) dugc phosphoryl
hoa cling dugc xac dinh bé‘mg ELISA.

ACI-35

Chuot TPLH khoang 22 dén 31 tuan (10 con chudt modi nhom: tron lan

gitra () va chudt duc (J) da tiém dudi da vacxin vao nam thoi diém (Bang 13).
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Ba lan gay mién dich dau tién duoc tién hanh véi khoang cach gitra mdi l4n tiém
14 2 tudn (ngay(d)0, d13, d27) theo So d6 1. Sau do, cac con chudt dugc tiém
cung ¢ mdi thang mot 1an trong hai thang (d91 va d133). 1 ngay (d-1) trude céc
ldn gay mién dich thir nhit rdi sau cac lan gay mién dich thir hai (d26) va thi ba
(d40), cac mau mau dugc thu gom. Viéc thu thdp mau cling duoc tién hanh
trude, gitta va sau cac lAn tiém cung cb (d75, d103, d145, d155). Huyét thanh
duoc tao ra bang mau bang cach dé cac mau dong cuc qua dém sau do ldy dich
ndi sau khi lam ly tdm. Céc chuan do khang thé IgG va IgM déc hiéu Tau393-
408 [pS396/pS404] va cac mau isotyp IgG duogc xac dinh bang ELISA. Cac
chudn do cua cac khang thé IgG dic hiéu dbi voi protein Tau khong pTau393-
408, c6 do dai day d (441 aa) va protein Tau c6 do dai ddy du (441 aa) duge
phosphoryl hoa ciing duge xac dinh bing ELISA.

Bang 13: Gay mién dich cho chudt

Nhém | SO chudt | Diéu Mé vacxin Cach sul Muc liéu Khoi

va  giol tri/thé dungb Khéi lugng| lugng
tinh tich” cua peptit cla
ug/liéu® | MPLA
ug/liéu’
1 59 ACI-33 ACI-33- s.C. 9 S 12
081031-A
58 0,2 ml
59 PBS N.A dudi N.A N.A
da
58 0,2ml
2 59 ACI-35 ACI-35- dudi 16 23
081015-A da
58 0,2 ml ACI-35- 8 27
081015-A |
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50 PBS N.A dudi N.A N.A
da
58 0,2ml
3 59 ACI-39 ACI-39- dudi 9,6 | 28,6
090202-A da
58 0,2 ml 27
50 PBS N.A duti N.A N.A
' da
54 0,2ml
4 59 ACI-40 ACI-40- dudi 12 244
090202-A da
53 0,2 ml | 27
50 PBS N.A du6i NA N.A
da
58 0,2ml

N.A. = khong &p dung

% thé tich theo Iy thuyét

®. 5.c: dudi da:

¢. khoéi luong di do dugce xac dinh sau phan tich

9.1.4 Xac dinh sb luong cac khang thé dac hiéu peptit Tau

Déi v6i chudt da xir Iy ACI-33, ACI-39 va ACI-40, cic khang thé IgG
dzc hiéu dbi voi Taus-20 [pY18], Tau206-221 [pT212, pS214] va Tau1v96—211
[pS202, pT205] twong tmg duge xac dinh bang ELISA trong 6 mau huyét thanh.
IgG dic hiéu Tau5-20, protein Tau c6 d¢ dai day du (441 aa) va protein Tau co
do dai day du (441 aa) dugc phosphoryl hoa dugc xac dinh trong huyét thanh tir
d-1 va d41. Cac khang thé isotyp IgM va IgG dac hiéu phospho-peptit tau dugc
xéc dinh bang ELISA trong mau huyét thanh d41.
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D6i v6i chudt da xtr Iy ACI-35, cac khang thé IgG dac higu dbi vai
Tau393-408 [pS396/pS404] dugce xac dinh bing ELISA trong 7 miu huyét
thanh. IgG dac hiéu Tau393-408, protein Tau c6 do dai déy du (441 aa) va
protein Tau c6 do dai day du (441 aa) duge phosphoryl héa duge xac dinh trong
huyét thanh tir d-1 va d40. Céac khang thé isotyp IgM va IgG dic hiéu Tau393-
408 [pS396/pS404] dugce xac dinh bing ELISA trong méau huyét thanh d40.

Céac dia dugc phi 10 ug/ml peptit Tau tuong Ung va 1 ug/ml peptit Tau
trong tng qua dém ¢ 4°C. Sau khi rua mdi giéng bing PBS-0,05% Tween 20 va
phong bé bang 1% BSA trong PBS-0,05% Tween 20, cac dung dich huyét thanh
pha lodng theo bac dugc thém vao cac dia va u ¢ 37°C trong 2 gio. Sau khi rua,
cic dia dugc u bang khang thé toan bd khang IgG chudt tiép hop Vi
phosphataza kiém (AP) (Jackson Laboratories, Baltimore, PA, USA) hoac cac
khéhg thé dic hiéu isotyp (khang IgM chudt tiép hop voi peroxidaza cdy cai
ngua (HRP), khang IgG1 chudt tiép hop véi AP, khiang IgG3 chudt tiép hop voi
biotin, do Pharmingen BD San Diego, CA, USA cung cap; khang IgG2a chudt
tiép hop véi biotin do Invitrogen CA, USA cung cép va khang 1gG2b chudt tiép
hop v6i HRP do Zymed Laboratories, San Francisco, CA cung cap) trong 2 gio
& 37°C. Sau khi rira, cac dia dugc G bang pNPP (para-nitro-phenyl-phosphat),
chdt nén phosphataza ddi voi AP, hoac ABTS (2,2'-azino-bis(axit 3-etylbenz-
1hiazolin—6—lsulphonic)), chit nén dbi voi HRP va doc & budc song 405 nm nho
sir dung dau doc dia ELISA. Budc bd sung duogc tién hanh cho cac khang thé

tiép hop voi biotin, trong do cac dia dugc U trong 45 phit trong streptavidin-

HRP (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) trudc khi do bang ABTS. Céc .

két qua duoc thé hién & dang O.D. (M4t do quang hoc) véi O.D. khong bio hoa

dbi vai cac isotyp IgG, IgG va IgM.

9.1.5 Gan két cia cac khang thé khang Tau véi cac mo roi Tau trén cac 1t cat

nao cua dong vat chuyén gen (TAUPIR)
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Gian két cua céc khang thé c6 mat trong huyét thanh clia cac con vat di
tiém chung ACI-33, ACI-35, ACI-39 va ACI-40 véi cac mé r6i Tau trén céc lat
cit ndo duoc tién hanh bang TAUPIR.

Viéc nhudm TAUPIR duoc tién hanh theo phuong phép tur Vi du 5.1.5.

9.1.6 Thim tdch Western (WB)

Phép tham tach Western duoc tién hanh theo phuong phép cta Vi du
5.1.6 ngoai trir budc rira dugc tién hanh trude khi do véi dung dich tiép hop
Qdot 625 streptavidin (Invitrogen, CA, USA) trong 30-60 phut ¢ nhiét do trong
phong.

9.2. Cac két qua

9.2.1 Pap tmg cua khang thé IeG

Tat ca cac ciu tric vacxin tao ra cac do chuan khang thé IgG dic hiéu.

Vacxin ACI-33 kich thich d4p ting IgG dic hiéu sau khi tiém duéi da. Sau
2 lan gy mién dich (d27), dap tmg IgG van gitt 6n dinh ma khong tang khi gay
mién dich i4n ba (d41) (Fig.19 1-way Anova P< 0,001 d-1 so véi d27, P>0,05
d27 so véi d41). Céc chuan d6 khang thé gidm duoc thay & d76 (Fig.19, 1-way
Anova P<0,001 d41 so vdi d76) va viéc tiém cung ¢ cho céac con chudt fam

ting lai mot chut cac chuin do & d104.

Vacxin  ACI-35 kich thich dap ung IgG khang-Tau393-408
[pS396/pS404] sau khi tiém dudi da. Sau 2 lan giy mién dich (d26), dap tung
IgG khong ting khi gy mién dich lan ba (d40) (Fig.20 1-way Anova P< 0,001
d-1 so voi d26 va d40). Viéc tiém cing c¢d cac con chudt 1am tang lai céc chuan
do ¢ d103 (Fig.20, 1-way Anova P< 0,05 d-1 so v4i d104 va P<0.001 d-1 so véi
d145).
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Vacxin ACI-39 kich thich dap tng IgG khang Tau206-221 [pT212,
pS214] sau khi tiém dudi da. Sau 2 lan gay mién dich (d27), dap Ung IgG van
gitt 6n dinh ma khong tang khi gay mién dich lan ba (d41) (Fig.21 1-way Anova
P< 0,001 d-1 so v6i d26/d41). Co su giam cac chuén d6 & d76 va viéc tiém cung
¢ céc con chudt khdi phuc céc chuén do téi muc tuong tu sau 3 ln gdy mién

(Fig.21, 1-way Anova P< 0,05 d-1 so v6i d76 va P>0,05 d-41 so v6i d104).

Phan tich cac két qua & ty 1é pha loAng O.D. khong bdo hoa thé hién cac
két luan twong tu nhu ty 1é pha lodng & muc 1/100 bdo hoa (1-way Anova

P<0,05 d-1 so voi d27/d41/d104 va P>0,05 d-1 so v61 d76).

Vacxin ACI-40 kich thich dap ung IgG khang Tau 196-211 [pS202,
pT205] sau khi tiém dudi da. Sau 2 lan gay mién dich (d27), dap tmg IgG van
oitr 6n dinh ma khong tang khi gay mién dich lin tht ba (d41) (Fig.22 1-way
Anova P< 0,001 d-1 so véi d27, P>0,05 d27 so voi d41). Sy-giam cac chuan do
duoc thiy ¢ d76 (Fig.22, 1-way Anova P<0,001 d41 so véi d76) va vigc tiém

cling ¢ cac con chudt lam tang lai mot chit cac chuan do o d104.

Phan tich cac két qua & ty 1& pha lodng O.D. khong bao hoa thé hién cac
két luan tuong tu nhu ty & pha lodng 1/100 bdo hoa (1-way Anova P<0,001 d-1
so vai d27 va P>0,05 d-27 so voi d41 va P<0,01 d.41 so véi d76).

9.2.2. Phan tich isotyp

Tiém chung ACI-33 kich thich cac chudn do khang thé ma chu yéu la
thudc cac nhém phu Ig2a va 2b sau 3 lin gdy mién dich duéi da (Fig.23). Muc
IgGl, 1gG3 va IgM thap va cé su khac biét déng ké gitta cac muc 1gG2a/2b va
[oGl/IgM (Fig,23, 1-way Anova P<0,05 IgG1 so v6i IgG2a/2b, P<0,001 IgM so
voi IgG2a/2b).

Tiém ching ACI-35 kich thich cac chudn d6 khang thé ma chu yéu la

thudc cac nhom phu IgG2a va 2b sau 3 lan gay mién dich dudi da (Fig.24). Muc
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[¢G1 thip hon v6i sy khac biét dang ké giita IgG1 va IgG2a (Fig.24, 1-way
Anova P<0,05 IgG1 so véi IgG2a). Muc IgG3 va IgM thdp va c6 su khéc biét
dang ké gitta cic murc IgG2a/2b va 1gG3 /IgM (Fig.24, 1-way Anova i)<0,05
IgG3 /IgM so voi IgG2b, P<0,0001 IgG3 /IgM so voi IgG2a).

| Tiém ching ACI-39 kich thich cac chudn dd khang thé ma chi yéu la
“thudc cac nhom phu IgG2a va 2b sau 3 lan gay mién dich dudi da (Fig.25). Mitic
I9G1, IgG3 va IgM thip hon déng ké so véi cac chuan do 1gG2a/2b (Fig.25, 1-
way Anova P<0,05 IgG2b so voi IgG1/1gG3 , P<0,01 1gG2a so voi 1gG1/1gG3 ,
P<0,001 1gG2a/2b so voi IgM).

Tiém ching ACI-40 kich thich céc chudn do khang thé ma chu yéu la
thudéc nhom phu IgG2b sau 3 l4n gay mién dich dudi da (Fig.26, 1-way Anova
P<0,05 IgG2b so véi IgG2a va P<0,001 I1gG2b so véi IgG1/1gG3 /IgM). Cac:
chuém do IgG2a ciing cao hon IgM (Fig.26, 1-way Anova P<0,01 I1gG2a so VOl
IgM).

9.2.3 Tinh dic hiéu khing thé

Cac chuin do IgG kich thich sau 3 lan tiém dudi da cac vacxin tau cling
dugce phan tich déi v6i cac peptit Tau khéac nhau (peptit pTau va peptit Tau) va
cac protein (khang protein Tau c6 do dai day du (441 aa) dugc phosphoryl hod =
khang protein pTau va khang protein Tau c6 do dai diy du (441 aa) = khang

protein Tau.

O chudt d3 tiém chung ACI-33, mau liy d-1 duoc st dung lam d6i chimg
va dbi voi mdi chat bao khac nhau c6 sy khac biét gitra méau lay trudc va huyét
thanh 1ay sau 3 lan gay mién dich d6i véi cac chét bao TauS—ZO [pY18] va
protein Tau (Fig.27, 1-way Anova P<0,001 d-1 so v&i d41 dbi voi Taus-20
[pY 18], P<0,05 d-1 so véi d41 doi véi protein Tau).
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O chudt da tiém chung ACI-35, mau lay d-1 duoc str dung lam ddi chimg
va c6 su khac biét dang ké gitra d-1 va d40 dbi voi cac chuédn do6 khang Tau393-
408 [pS396/pS404] (Fig.28, 1-way Anova P<0,0001 d-1 so v&i d40 ddi véi cac
chudn do khang Tau393-408 [pS396/pS404]). Cac mirc khang thé d40 thu duoc
d6i v6i peptit Tau393-408 [pS396/pS404] cling khac biét dang ké so véi cac
murc thu dugce déi véi tht ca cac chat bao khac (Fig.28, 1-way Anova P<0,0001
d40 khang Tau393-408 [pS396/pS404] so v6i d40 khang Tau393-408/protein
pTau/protein Tau).

O chudt d3 tiém chung ACI-39, mau lay d-1 duoc st dung lam ddi ching
va chi ddi voi chit bao Tau206-221 [pT212, pS214] cé su khéac biét gitta mau
ldy trude va huyét thanh ldy sau 3 lan gdy mién dich (Fig.29; 1 -way Anova
P<0,001 d-1 so v&i d41 ddi véi Tau206-221 [pT212, pS214]).

O chuét da tiém ching ACI-40, mau liy d-1 duoc sir dung lam doi ch(mg
va c6 su khac biét gitra mau lay trudc va huyét thanh 14y sau 3 lan gdy mién dich
dbi v6i cac chit bac Tau 196-211 [pS202, pT205] va Tau 196-211 (Fig.30, 1-
way Anova P<0,001 d-1 so véi d41 dbi voi Tau 196-211 [pS202, pT205],
P<0,05 d-1 so v6i d41 dbi voi Tau 196211).

Huyét thanh chudt con duge sir dung trong cac thu nghiém TAUPIR dé
xéc dinh néu c6 cac khang thé khang Tau c6 mit trong huyét thanh c6 thé nhan

dang cdc m& roi trong cac lat cat ndo tir dong vat chuyén gen Tau.

WB dbi voi chét chiét ndo cua chudt khac nhau ciing duoc tién hanh nho
str dung huyét thanh chudt hodc do khang thé ddi chung Tau-5 tat ca dang Tau

(pTau va Tau).
Dit liéu duoc tom tt trong Bang 14 dudi day.
Bang 14: tom tat vé thir nghiém TAUPIR va WB d61 vai chudt da tiém chung

TPLH
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Vacxin TAUPIR (duong tinh/toan Tham tach Western (duong
b0 chudt) tinh/toan bo chuot)

ACI-33 | 6/10 3/9 |

ACI-35 4/10 0/4

ACI-39 7/10 : 1/5

ACI-40 10/10 3/7

9.3. K&t luan

Cac chuan do khang thé khang tau dugc phan tich vé su gén két cua
chiing v6i céac peptit Tau va pTau khac nhau cling nhu protein pTau hodc Tau ¢
do dai ddy du. Viéc gy mién dich Tau liposom tao ra cac khang thé IgG gan két
dic hiéu véi cac peptit pTau va phospho-protein tau voi kha nang gan két yéu

voi cac protein va peptit khong duoc phosphoryl hoa.

Péi v6i cac isotyp IgG c6 dap tmg khang thé IgG1 thap so véi IgG2b va |
1gG3. Bap tmg IgM thap duoc thdy twong tmg v6i kiéu gdy mién dich (dudi da).

Tinh dac hiéu cua cac khang thé dugc tao thanh bai chudt da gy mién
dich bang vacxin tau duge thir nghiém trong TAUPIR va hau nhu tat ca huyét
thanh chuot thé hién kha nang gén két cao voi cac mo rdi Tau co mat trong cac

lat cat ndo doi vdi cac con chudt dot bién Tau.

Vi du 10: Hiéu qua & mo hinh chuot chuyén gen Tau P301L sau khi tiém chiing
ACI-33 hoac ACI-35

Muc dich cua thr nghiém nay la dé phén tich hiéu qua cta tiém chung

khang Tau nho tiém dudi da (s.c.) cac vacxin ACI-33 (Tau5-20 [pY18]) hoéc

-ACI-35 (Tau393-408[pS396/pS404]) ¢ chudt chuyén gen Tau P301L. Chudt

duoc gdy mién dich 5 1an va cac thay d6i tap tinh dugc phan tich bang cac phén

tich rotarod duoc tién hanh trong su6t thoi gian song cua chuot.

10.1 Cac phuong phap
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10.1.1 Bao ché vacxin

Céac vacxin ACI-33 va ACI-35 dugc bao ché theo phuong phap ctia Vi du

10.1.2 GAy mién dich

Cac con chudt duge gdy mién dich bing ACI-33 hoic ACI-35 theo
phuong phap mé ta trong Vi du 9 (so d6 2 ddi voi ACI-33 va so do 3 doi voi
ACI-35).

So db 2 chuong trinh gdy mién dich, ldy mau v thir nghiém rotarod doi

vol ACI-33

T 2 D13 D22 pg2 D138
Cac lan tiem i | : i |
‘ oM 3 RS < e
Cac ngay lay S § S &
mau ' D4 027 0761 Digd 1313%

N5 Sprrrrrinssipasssivise.

2y amtsocssarerssrest
~ i
&

1.

Ther nghiém Rotarod
Do tudi theo thang clia con vat

So d6 3 chuong trinh gay mién dich, ldy mau va thir nghiém rotarod doi

vol ACI-35

Do 013 D27

Caclan tém . e 5
. Y A 3 & § & ;
Céac ngay lay § N : N
mau R i D26 : (35S
Thir nghiém Rotarod ¥ ¥ - {
Céc ngay ti Ian tiém thir 1 bad &5
Do tudi ctia con vat 6 thang 6,3 !

10.1.3 Tap tinh (rotarod)
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Pé quan sat tinh trang van dong cla cac con chudt, thir nghiém rotared ty
dong duogc tién hanh. Nam con chudt duoc thir nghi¢m ddng thoi trén thanh
quay vong (duong kinh 3 cm), téch biét boi cdc bd chia khong trong mdo. Trong
qua trinh thr nghiém, thanh quay dugc gia téc tir 4 dén 40 vong phut trong S
phat. P61 véi mdi con chudt, thoi gian gilt nguyén trén thanh quay vong dugc

ghi lai, trong tbi da 5 philt.

10.1 Céc két qua

3
3

[O%]

Pé danh gia tinh trang van déng cta TPLH sau khi xu ly bang ACI-
hodc PBS, chudt duoc Ch'uyé;'x t61 thtr nghiém rotarod vao nam thot diém khac
nhau (Fig.31). Khac biét dang ké gitta cdc con chudt duge tiéra ACI-33 va PBS
duoc thy ¢ do tudi 7,3 thang (Fig.31, 2-way Anova P<0,001 7.3 thang tudi).

r
1

iiéu qua cua ACI-33 nay lén tép tinh vén dong tuong quan voi cac chuan dé
khang thé khang TauS-20 [pY18] trong huyét thanh chudt ¢ 7,8 thang tudi
(Fig.32, Spearman r P< 0,001). Dé danh gia tinh trang vin dong cac con chudt
TPLH sau khi xir Iy bang ACI-35 hodc PBS, chudt duoc chuyén t6i thir nghiém
rotarod (Fig.33)‘. Maic du khong c6 khac biét dang ké gitta nhoém didu tri va
nhém déi chung, nhung du doén vé hiéu qua ACI-35 ¢6 thé duge thiy trong thir
nghiém rotarod tién hanh khi chuot 9,5 thang tudi (Fig.33, thir nghiém Mann-

Whitney P=0,1905 9,5 théng tudi).

10.3 Két luan

A 9

Viéce tiém chiing ACI-33 & chudt TPLH ching té hi¢u qua doi véi cée
thiéu hut van dong cta chudt trong thir nghiém rotarod so voi cac con chudt tiém
PBS. Hiéu qua duong twong quan voi cac d¢ chuan khang thé khang Tau ©

huyét thanh chudt.
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Viéc tiém chung ACI-35 & chudét TPLH ching té xu huéng hi€u qua dbi
v6i cac thiéu hut van dong ctia chudt trong thr nghiém rotarod & 9,5 thang tudi

so cac con chuot tiém PBS.

Vidu 11: Pap tng khang thé khéang pTau & chudt cai trui

Muc dich ctia thir nghiém nay 1a dé danh gia dap Gng khang thé khéng
pTau duoc kich thich bing cach tiém vacxin ACI-33 (Tau5-20 [pY18]) & chudt

nu

céi trui. Chudt trui mang dot bién Foxnl™, cé chirc ning té bao T giam do thiéu
tuyén trc c6 chirc ning thich hop. Vi vay, muc dich cua thir nghiém néy la phan
tich ¢6 hay khong dap tng khang thé kich thich boi ACI-33 1a doc lap véi té bao

T.

Chuot trui voi nén C57BL/6 va cac con chudt dé cing mot h’ré kiéu dai
tuong ung 11 dén 13 tudn tudi duoc tiém dudi da. Chudt duge gay mién dich 3
lin v6i khoang cach mdi 1in 12 2 tudn va duoc ldy mau 1 tudn sau mai lan tao
mién dich. Cac dap tng IgG khang peptit pTau (Tau5-20 [pY18]) toan phan
du’qc danh gid bang ELISA. Ngoai ra, mau isotyp cua dap Gng khang thé dugc
phan tich sau 3 lan giy mién dich dé danh gia su phan b6 ctia cac nhéom phu
khac nhau ctia céc IgG ciing nhu IgM. Céc chuin d6 khang thé khang lai protein
khong pTau (Tau5-20), protein Tau c6 d6 dai day du (441aa) va protein Tau c6
d6 dai day du (441aa) duge phosphoryl hoa cling dugc phan tich.

Pé kiém tra sy vang mit cta cdc t€ bao ho tro T & chudt trui, ty 1€ phan
o ” , A \ + s sy M A A \ e
tram cua céac té bao CD3"/CD4" duoc danh gid bang b chon t¢ bao hoat hod

nho huynh quang (FACS).

11.1 Cac phuong phap

11.1.1 Bao ché vacxin ACI-33

Céc vacxin ACI-33 dugc bao ché theo Vi du 3.
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Huyén phu liposom (mé ACI-33-090818-A) sau dé dugc phan chia trudce
khi luu gitt & 2-8°C. Ty s6 mol peptit/phospholipit cubi cing 1a 1:100. Céac
vacxin duoc chuyén tdi JSW Life Sciences GmbH (Austria).

11.1.2 Gay mién dich

Tai JSW Life Sciences GmbH chuét trui (B6.Cg-Foxnlnu/J) véi nén
C57BL/6 va cac con chudt dé cung mot 1ra kiéu dai twong tng (6 con @/nhom)
duoc tiém ACI-33 dudi da vao 3 thoi diém voi khoang cach 2 tuin gitra mdi lan
st dung (ngay 0, 14, 28) theo Bang 15. Cac méu huyét tuong duoc ldy tir tinh
mach/dong mach mat dugc thu gom 7 ngay trudce thoi diém 2, 4, 7,21, 35 va 56
ngdy sau cc lan tiém thir nhit. Cac chuin do khang thé IgG va IgM dac hiéu
Taus5-20 [pY 18] va cac mau isotyp IgG duoc x4c dinh bang ELISA. Céc chuan
do khang thé IgG dic hiéu ddi voi protein khong pTaus-20, protein Tau c6 do
dai ddy du (44laa) va protein Tau c6 do dai day du (441aa) duoc phosphoryl
hoa cling duoc xac dinh bang ELISA. Cac mAu mau ciing dugc thu gom vao d-7

cho phan tich FACS dé xéc dinh ty 1& phan tram cia cac té bao CD3+/CD4+.

11.1.3 Xé4c dinh s6 lugng céc khéng thé dic hiéu peptit Tau

Céc khang thé 1gG dic hiéu dbi véi Tau5-20 [pY18] duoe danh gia bing
ELISA trong 5 mau huyét thanh (d2, d7, d21, d35 va d56). Tau5-20-, c6 do dai
day du (441 aa). IgG dic hiéu protein Tau va protein Tau c¢6 do dai day du (441
aa) dugc phosphoryl hoa duoc xac dinh trong huyét thanh tir d35. Cac khang thé
isotyp IgM va IgG dac hiéu Tau5-20 [pY18] dugc xac dinh bing ELISA trong
mau huyét thanh d35. Cac dia dugc phu 10 ug/ml Tau peptit tuong tmg va 1
ug/ml protein Tau twong tng qua dém & 4°C. Sau khi rira mdi giéng bang PBS-
0,05% Tween 20 va phong bé bang 1% BSA trong PBS-0,05% Tween 20, cac
dung dich huyét thanh pha lodng theo bac dugc thém vao cic dia va i & 37°C
trong 2 gio. Sau khi rira céc dia dugc u bang khang thé toan bo khang IgG chudt

duoc tiép hop phosphataza kiém (AP) (Jackson Laboratories, Balt_imoré, PA,

-126-



20141

USA) hoiic cac khang thé dac hiéu isotyp (khang thé khang IgM chudt dugc tiép
hop véi peroxidaza cay cai ngua (HRP), khang thé khang IgG1 chudt duoc tiép
hop AP, khang thé khang I1gG3 chudt dugc tiép hop véi biotin, do Pharmingen
BD San Diego, CA, USA cung cip; khang thé khang IgG2a chudt duoc tiép hop
véi biotin do Invitrogen CA, USA cung cap va khang thé khang IgG2b chudt
duoc tiép hop HRP do Zymed Laboratories, San Francisco, CA cung cép) trong
2 gio O '_;>7°C. Sau khi rira céc dia dugc U bing pNPP (para-nitro-phenyl-
phosphat), chat nén phosphataza ddi v61 AP, hoac ABTS (2,2'-azino-bis(axit 3-
etylbenzthiazolin-6-sulphonic)), chdt nén dbi véi HRP va doc & budce séng 405
nm nho st dung dau doc dia ELISA. Budc bd sung duogc tién hanh dbi véi cac
khang thé duoc tiép hop vai biotin, trong d6 cac dia dugc U trong 45 phut trong
streptavidin-HRP (R&D Systemsl, Minneapolis, MN, USA) trudce khi do tim nho
st dung ABTS. Cac két qua duqé biéu hién 1a O.D. (mat do quang hoc) & O.D.
khong bao hoa cho IgG, cac isotyp IgG va IgM.

11.1.4 X4ac dinh s luong té bao CD3+/CD4+

Cac mau mau chudt duoc lam ta’n’béng amoni clorua cho t6i khi sach, sau
do lam ly tdm & 400xg (4000m/s”) trong 7 phut va céac hat duge tao huyén phu
lai trong PBS chua EDTA. Sau do cac té bao duoc phong bé bang chét phan tng
CD16/CD32 va nhudm béng cac khang thé CD4 (thé tiép hop PE) va CD3 (PE-
Cy5) trong 30 & 4°C. Cac mau dugc rira bang PBS, tao huyén phu lai trong dung
dich dinh hinh (DB Cellfix pha lodng theo ty 1¢& 1:40 trong dong BD FACS) va
thu duoc bang té bao ké BD FACS Calibur. Ty 1¢ phén trdm cia céac té bao canh

vé, ma duoc nhudm duong tinh déi véi CD3+ va CD4+ (cac té bao hd trg T)

duoc danh gia.
Bang 15: Gay mién dich chuot
Nhom | S6  con | Diéu | Mé Quy Cach Muc lieu Khoéi
chudt va | tri/thé vacxin | trinh sur Khéi luong
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gi6i tinh | tich® dung” | luong clia
cuaTl | MPLA
ug/lidu® | ug/lieu®
1 69 ACI- | ACI- ACI-A  |s.c. 12,6 15,8
chuot trui | 33 33-
0,2 ml | 090818
A
2 69 ACI- | ACI- ACI-A  |sc 12,6 15,8
chudt kiéu | 33 33-
dai (wt) 0,2 ml | 090818-
A

- thé tich theo ly thuyét
b s ¢ dudi da:

‘- khoi lwong dd do dwoc xdc dinh sau phdn tich

11.2 Cac két qua

11.2.1 Cic quan sat chung

Khoéng ¢6 con chudt nao chét sém va khong c6 cac tac dung phu nao do
diéu tri duoc bao céo. Péi vai tht ca cac con chudt B6.Cg-Foxnlnu/J, phenotyp
trui thong thuong c6 mit, trong khi cac con chudt dé cung mot Iua kiéu dai (wt)

c6 16ng binh thuong,

11.2.2 Xac dinh 6 luong té bao CD3+/CD4+

Viée nhuém CD3+/CD4+ tiép theo phan tich FACS thé hién sy giam
dang ké vé témg so t& bao hd tro T (cac té bao CD3+/CD4+) & chudt trui, so vaéi

cac con chudt wt (Fig.34).

11.2.3 Phan tich d4p ¢ng mién dich
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Céac chuan do khang IgG Tau5-20 [pY18] tao thanh nho tiém ching ACI-
33 duoc phan tich dé nghién ctu tinh sinh mién dich cta vacxin ¢ chudt wt va
chuét trui. Cac chudn d6 khang IgG Tau5-20 [pY18] clia chudt trui duge phan
tich dé nghién tinh c6 hay khong dap (mg duge kich thich boi ACI-33 la doc lap
déi v6i chirc nang té bao T. Vacxin kich thich dép tmg khang IgG Tau5-20
[pY18] & chudt trui va khong cé khéac biét dang ké gitta dap ung khang thé dugc
kich thich v&i ACI-33 & chudt wt hodc chudt trui vao tit ca céc thoi diém thi
nghiém (Fig.35; 2-way ANOVA P<0,05 cho tat ca cac mAu mau gilta chudt wt

va chudt trui).

Vacxin ACI-33 kich thich ca hai loai chudt va dap tmg khang IgG Tau5-
20 [pY18] sau khi tiém dudi da da dat dinh sau 2 lan gay mién dich (d27)
(Fig.35).

Viéc tiém ching ACI-33 kich thich céac chudn do khang thé c6 profin
0iéng nhau dbi v6i nhom phu IgG va IgM khéc nhau gitta chudt kieu dai (wt) va
chuot trui du khong C(’) céc khéc biét dang ké gitta hai loai chudt sau 3 lan gay
mién dich vacxin duéi da (Fig.36, 1-way ANOVA P>0,05 IgG1 ¢ chudt tryi so
v6i IgG1 & chudt wt, IgG2a/2b ¢ chudt trui so voi IgG2a/2b ¢ chudt wt, 1gG3 ¢
chudt trui so voi IgG3 & chudt wt, IgM & chudt trui so voi IgM & chudt wt). Oca
hai loai chudt ¢6 murc IgG1 thap hon déng ké so véi IgG2b va IgM (Fig.36, 1-
way ANOVA, chudt trui: P<0,01 IgGl so v6i IgG2b hodc IgM; chudt Wt
P<0,05 IgG1 so véi IgG2b hodc IgM). Ngoai ra chudt trui co mic IgGl giam
dang ké so voi IgG3 (Fig.36, 1-way ANOVA, chudt trui: P<0,05 IgG1 so véi
I2G3) va mtc 1gG2a cling thip hon so voi IgG2b, IgG3 va IgM (Fig.36, 1-way
ANOVA, chuét trui: P<0,05 IgG2a so véi IgG2b, IgG3 hodc IgM).

Céac chuan d6 IgG dugc kich thich sau ba lan tiém ACI-33 dudi da cling
duoc phan tich ddi véi cac peptit Tau khac nhau (khang Tau5-20 [pY18] va
khang Tau5-20) va céc protein (khang protein Tau c6 do dai day du (441aa)
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dugc phosphoryl hod = khang protein tau va khéng protein Tau c6 d6 dai day du
(441 aa) = khéang protein Tau (Fig.37). Khong c6 khac biét vé cac chuan do ddi
V01 cac peptit va protein khac nhau gilta chudt trui va chudt wt, & nhém chudt
chudt trui c6 su khac nhau déng ké giita cac chudn do khang Tau5-20 [pY18]
cao hon cac chuin do khang Tau5-20 (Fig.37, 1-way ANOVA, P<0,05 cac
chudn d6 khang Tau5-20 [pY18] so véi céc chuan do khang Tau5-20).

11.3 Két luan

Maic du ty 1¢ phﬁn tram cta cac té bao CD3+ va CD4+ nho & chudt trui,
thi vacxin ACI-33 van kich thich dap tmg IgG khéng Tau5-20 [pY18] manh.
Tinh 6n dinh ctia dap Gmg khang thé va phan bd isotyp IgG la gibng nhau &
chudt kiéu dai (wt) va chudt trui 48 xuét rang cac thong sb nay doc lap déi voi
cac té bao T trong pham vi tiém ching ACI-33. So vdi chudt ¢co hiéu_luc mién
dich, viéc tao mién dich ACI-33 kich thich chuin do khang thé giéng nhau va
dong luc véi profin IgG giéng nhau & chudt thiéu hut t& bao T. Ngoai ra, céc
chuan do khang thé dbi v6i cac peptit Tau va protein khac nhau la giong nhau
gitra chuot thiéu hut t& bao T va c6 hiéu luc mién dich. Dir liéu nay ching to
rang ACI-33 kich thich dap tng khang thé khéng phu thudc té bao T & ca chudt

trui va chudt wt.
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YEU CAUBAO HQ

1. Peptit khang nguyén c6 thé thu duoc tir protein tau dugce hoan nguyén trong
liposom, trong d6 peptit khang nguyén nay dugc cai bién théng qua lién két
vl géc wa chit béo hoic ky nudc ma tao thuan tién cho viéc xen doan vao 1ép
kép lipit ctia liposom sao cho peptit khang nguyén c6 mit trén bé mit cua
liposom, va trong d6 peptit khdng nguyén bao gdém trinh tu axit amin dugc
chon tir mét trong sé SEQ ID NO: 2 d&én SEQ ID NO: 9, va cic méanh bién thé
cai bién ciia chung, manh bién thé cai bién nay dwoc cai bién nho thay thé

hoac lam khuyét bao toan it nhit mot nhung khéng nhiéu hon 5 axit amin.

2. Peptit khang nguyén theo diém 1, trong d6 peptit ndy c6 kha ning tao ra dép -

mg mién dich khong phu thudc té bao T va/hodc dic hidu ciu hinh.

3. Peptit khang nguyén theo diém 1, trong d6 peptit khang nguyén la SEQ ID
NO: 5.

4. Peptit khang nguyén theo diém 1, trong d6 gbc ua chit béo hoic ky nudce la
axit palmitic, axit stearic, axit myristic, axit lauric, axit oleic, axit linoleic, axit
linolenic va cholesterol, hodc 1,2-distearoyl-sn-gylcero-3-

phophatidyletanolamin (DSPE). -

5. Peptit khang nguyén theo diém 4, trong d6 gbc ua chit béo hodc ky nudc 1a

axit palmitic.

6. Peptit khang nguyén theo diém 1, trong dé peptit khang nguyén duoc lién

két voi it nhat bon goc wa chat béo hoac ky nudec.

7. 'Du(_yc phdm bao gdm peptit khang nguyén c6 thé thu duogc tir protein tau
duoc hoan nguyén trong liposom va chit mang duoc dung, trong dé peptit
khang nguyén nay dugc cai bién thong qua lién két v6i gbc wa chit béo hodc
ky nudc ma tao thuan tién cho viéc xen doan vao 16p kép lipit cua liposom sao |

cho peptit khang nguyén c6 mat trén bé mit cta liposom, va trong do peptit
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khang nguyén bao gém trinh tu axit amin dugc chon tir mot trong s6 SEQ ID
NO: 2 dén SEQ ID NO: 9, va cac manh bién thé cai bién cua ching, manh bién
thé cai bién nay dugc cai bién nho thay thé hodc 1am khuyét doan bao toan it

nhit mot nhung khong nhiéu hon 5 axit amin.
8. Dugc pham theo diém 7, trong d6 peptit khang nguyén 1a SEQ ID NO: 5.

9. Duoc phim theo diém 7, trong d6 dugc phim nay con bao gdbm chét phuy trg

dugc dung, chit didu bién mién dich hoic t6 hop clia chung.

10. Dugc pham theo diém 7, trong d6 dugc phdm nay con bao gdm it nhat mot

trong s6 chat pha lodng va ta dugc.
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<120> Peptit khang nguyén thu duoc tir protein Tau va dugc phdm chira
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ACI-33-LEGTEGG-003 IgG khéng-Tau5-20 [pY18]

0.D véi ty 1& pha lodang 1/160

ACI-33; trong mang bung

FI1G.1a

ACI-33-LEGTEGG-007 IgG khang-Tau5-20 [pY18]

20 -

3

0.D véi ty 1& pha loding 1/100

ACI-33; trong mang bung

FIG.1b
-139-




20141

ACI-35-LEGTEGG-001 IgG khdng-Tau393-408 [pS396/pS404]
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FIG.2a
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ACI-36-LEGTEGG-003 IgG khang-Tau401-418 [pS404/pS409]
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ACI-41-LEGTEGG-003 IgG khang-Tau206-221 [pT212/pS214]
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ACI-41-LEGTEGG-007 IeG khdng-Tau206-221 [pT212/pS214]
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ACI-35-LEGTEGG-001 céc isotyp IgG va IgM
khang-Tau393-408 [pS396/pS404]
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