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(57) Sang ché& dé cap dén phuong phép va ché phdm dé sir dung trong diéu tri va
chdn dodn cdc bénh va cic 16i loan do hoic ¢6 lién quan dén céc protein dang
tinh bot hoadc twong tu tinh bot bao gébm ching thoai ho4 dang tinh bot, nhém céc
r6i loan va bat thuong lién quan dén protein dang tinh bot nhu bénh Alzheimer.
Séng ché€ dé xuat cdc phuong phdp va ché€ phdm chita khang thé c6 hiéu qua va
dac hiéu c6 kha nang nhan dién va gin két dac hiéu véi cic epitop dic hiéu tir
céc loai protein dang tinh bot B. Theo sang ché, cdc khang thé c6 kha nang dugc
stt dung dé diéu tri cc bénh va céc r6i loan do hodc lién quan dén céc protein
dang tinh bot hoac twong ty tinh bot bao gom ching thodi hod dang tinh bot,
nhém cac bénh va céc r6i loan lién quan dén su hinh thanh mang tinh bot bao
gom chimg thodi hod dang tinh bot thit phat va thodi hod dang tinh bot lién quan
dén tudi bao gdm, nhung khong chi giéi han &, cic 16i loan than kinh nhu bénh
Alzheimer (AD).
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Linh vie k§ thuat dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén cac phuong phap va ché pham sir dung trong diéu tri
va chin doan cic bénh va céc rbi loan do hodc co lién quan dén protein dang
tinh bt hodc tuong ty tinh bdt bao gém ching thoai hoa dang tinh bdt, nhom
cac rbi loan va bit thuong lién quan dén protein dang tinh bot nhu bénh

Alzheimer.

Tinh trang k¥ thuit cia sang ché

Chung thoai hod dang tinh bot khong phai 1a mdt dang bénh riéng biét ma
]2 mot nhém bao gdm nhidu qua trinh tién trién bénh dic trung boi cac chét ling
can trong md ngoai bao gém sap, protein tuong tu tinh bot goi la dang tinh bot,
tich tu & mdt hodc nhiéu co quan hoic trong co thé. Khi céc chit ling cin dang
tinh bt tich tu, chung s&€ gdy can trd chic ning binh thudong cta cac co quan
hodc co thé. C6 it nhit 15 loai ching thoéi‘hoé dang tinh bot. Cac dang chinh la
thoai hoa dang tinh bdt nguyén phat khong c6 tién sir da biét, thodi hoa dang tinh
bot thir phat xay ra sau mot sd tinh trang khéc va thoai hod dang tinh bot di

truyén.

Thoai hoa dang tinh bot thir phat xuat hién ¢ ngudi bi bénh viém nhiém
hozc 1ay nhiém man tinh, nhu bénh lao, bénh nhiém khuén goi 14 s6t Dia Trung
Hai, cc bénh nhiém khuan xwong (viém xuong tuy), viém da khép dang thép,

viém rudt non (viém hdi trang u hat), bénh Hodgkin va bénh phong.

Thong thuong, céc chit ling can dang tinh bot bao gdm ba thanh phan. Céc
so1 protein manh dang tinh bot, né chiém khoang 90% chét tinh bot, bao gém
mdt trong sd vai loai protein khac nhau. Cac protein d6 c6 kha nang gap nép goi
1a cAc soi tAm "xép nép", cdu hinh protein duy nhét c6 cac diém gén két cho mau
do Congo tao ra cac diac tinh nhudém déc nhét cla protein dang tinh bot. Ngoai

ra, cac chat lang can dang tinh bot lién quan maét thiét dén hop phén tinh bot
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(AP) P (nam goc), glycoprotein lién quan dén dang tinh bot trong huyét thanh
binh thuong P (SAP), va voi cac glycosaminoglycan sulfat hod (GAG), cac

cacbohydrat phirc hop ciia mé lién két.

Nhiéu bénh do tudi gia do hodc ¢6 lién quan dén cac protein tuong tu tinh
bot va duoc dédc trung, phﬁn nao boi su tich tu cia cac chit léng can ngoat bao
chua protein dang tinh bot hodc chat tuong tu tinh bot co thé gop phan lam phat
sinh bénh, cling nhu sy tién trién cua bénh. Cac bénh do6 bao gém, nhung khong
chi giéi han &, cac roi loan than kinh nhu bénh Alzheimer (AD), bao gdm céc
bénh hogc tinh trang dac trung boi sy mat kha ning nhé lién quan dén nhan
thirc, vi du nhu, suy giam nhén thicc nhe (MCI), sa sut tri tué thé Lewy, hoi
ching Down, chirg xuat huyét nio di truyén voi ching thodi hoa dang tinh bot
(loai Dutch); bénh phuc hgp Guam Parkinson-Dementia. Cac bénh khac do hoac
lién quan dén cac protein tuong tu dang tinh bot nhu liét trén nhén tién trién,
bénh xo cing rai rac; bénh Creutzfeld Jacob, bénh Parkinson, sa sut tri tué lién
quan dén HIV, ALS (x0 clng cOt bén teo co), viém co thé vui ((IBM), bénh tiéu
duong bét dau tudi truong thanh; thoai hoa dang tinh bot tim 140 suy; cac khoi u

no1 tiét, va cac bénh khac, ké ca bénh thoai hoa diém vang.

Mdc du sy phat sinh cta cac bénh cé thé thay ddi khac nhau, nhung céac
chat lang cin dic trung cta ching thuong cé nhidu phan tu thé phan tu chung.
Vo1 mac dang ké, dugc cho la do hoat su hoat hod cuc bo ctia qua trinh tién
viém nén dan dén xut hién su léng dong cua cac hop phén hoat hoa bo sung,
cac chét phan mg giai doan cép tinh, cac chat diéu hoa mién dich va céc chat

trung gian gy viém nhiém khac (McGeer et al., 1994).

Bénh Alzheimer (AD) la mdt rdi loan thin kinh vé& co ban duoc hiéu la do
cac mang tinh bot gdy nén, sy tich tu cua chét ling cin bat thuong cta cac
protein trong ndo. Loai tinh bot thuong thiy trong ndo cua ca thé méc bénh vé
co ban bao gém céac soi manh AB. Céc bang chung khoa hoc da chung minh
rang viéc gia tang su san sinh va tich tu protein dang tinh bt beta trong cac

mang gay chet t€ bao than kinh, gop phan vao su phat trién va tién trién cua
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bénh Alzheimer. Sy suy giam té bao than kinh & cac vung nao chién luoc, kéo
theo gidm chat truyén than kinh suy giam tri nhé. Céc protein chi yéu gay ra su
tich tu mang bao gébm protein tién chit tinh bot (APP) va hai presenilin
(presenilin 1 va presenilin II). Su phan giai lién tiép cua protein tién chét tinh bot
(APP), co ban duoc biéu hién va di hoa & hau hét cac té bao, béng cac enzym f3
va secretaza y dan dén viéc giai phong peptit AP tir axit amin 39 dén 43. Su suy
thodi APP ¢6 kha nang lam ting xu huéng tip hop tai cic mang. Cu thé 1 phan
AB(1-42) c¢6 xu hudng hinh thanh céc khdi két tu 1on do hai gdc axit amin rat ky
nude tai dau C cua nd. Vi thé phan AB(1-42) duoc cho 1a ¢o lién quan chinh va
gay ra su khoi ddu cua qué trinh hinh méng viém than kinh & bénh Alzheimer va
vi vy c6 kha ndng bénh 1y cao. Do d6, cin c6 khang thé dic hiéu ma co thé

hudng dén va khuéch tan sy hinh thanh mang tinh bot.

Cac triéu chimg 10 rang ctia bénh Alzheimer tién trién chim va triéu chung
dAu tién co thé chi 14 tinh dang tri. O giai doan nay, cac ca thé c6 thé quén nhiéu
su kién, hoat dong mdi xay ra, tén cia moi ngudi trong gia dinh hoic moi thu va
co thé khoéng thé giai dugc cac bai toan don gian. Khi bénh tién trién, cac triéu
chtimg dé nhan biét hon va trd nén nghiém trong dén muc khién nguoi bénh
Alzheimer hodc cac thanh vién trong gia dinh cua ho can dén su tro gitip y té.
Cac triéu chtiing gitra thoi ky cia bénh Alzheimer bao gé)ln quén lam céc tac vu
don gian nhu cach chai 16ng ngua, va anh huéng dén phat am, hiéu, doc, hoac
viét. Giai doan cudi cua bénh Alzheimer khién bénh nhan co6 thé trd nén lo au
hoic kich dong, co thé bo nha di lang thang va cudi cung thi cin su cham séc

tuyét doi.

Hién nay, chi cé cach xac dinh dé chan doan bénh Alzheimer 1a nhan dang
cac mang va cac cum rdi trong méd ndo khi kham nghiém tr thi nguoi da chét. Vi
viy, cac bac s§ chi thuc hién chan doan vé bénh Alzheimer 13 “c6 nguy co” hodc
“c6 kha niang” néu ngudi bénh van con song. Nho st dung cac phuong phap
hién tai, cac bac sy co thé chan doan bénh Alzheimer dung dén 90 phén tram so

vol vige su dung cac cong cu khiac dé chan doan “cd kha ning” mac bénh
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Alzheimer. Céac bac sy tién hanh cac cau hoi vé strc khoé ca nhan, tién st y hoc,
va lich st clia cac van dé ma ca nhan gap phai khi thuc hién céc hoat dong hang
ngay. Cac thu nghiém vé tap tinh ghi nhd, cach giai quyét van dé, kha ning chu
¥, tong s6 dém va ngdn ngit dé dua ra thong tin vé suy giam nhan thtc va thir
nghiém y hoc nhu cac thur nghiém mau, nuéc tiéu, hoac dich tuy va scan ndo ¢o

thé cung cap thém mot so6 thong tin bo sung.

Viée kiém soat bénh Alzheimer bao g61n cac cach diéu tri dua vao thude va
khong dua vao thude. Cac cach diéu tri ndy gitp thay doi tién trinh co ban cua
bénh (lam cham hodc dao nguoc tién trinh) trong chung muc khong thanh céng
16m. Cac loai thude phuc hoi nhiing thiéu hut (nhuoc diém), hodc su rdi loan,
trong cac chat truyén tin hod hoc ctia cac té bao thin kinh (céc chét dan truyén
tin hiéu than kinh), cu thé 1a cac chét tc ché cholinesteraza (ChEls) nhu tacrin
va rivastigmin da c6 kha ning cai thién nhiéu triéu chting. Cac ChEl lam can tro
su thodi hod enzym cua cic chat dan truyén than kinh nhe @6 lam tang luong cac

chét truyén tin hod hoc ¢6 tdc dung truyén cac tin hiéu than kinh & nio.

D61 véi mot sb nguol ¢ cac giai doan som va giai doan gilta ctia bénh, cac
loai thudc tacrin (COGNEX®, Morris Plains, NJ), donepezil (ARICEPT®,
Tokyo, JP), rivastigmin (EXELON®, East Hanover, NJ), hodc galantamin
(REMINYL®, New Brunswick, NJ) c6 thé ngan ngtra mot so triéu ching khong
dé tro qua nghiém trong trong khoang thoi gian nhat dinh. Dugc chét khéc,
memantin (NAMENDA®, New York, NY), duoc Chép thuan dé diéu tri nham
giam muc do nghiém trong ciia bénh Alzheimer. Ngoai ra, mot sb loai thudc co
thé gitip kiém soét cac triéu chimg hanh vi cua bénh Alzheimer nhu ching kho
ngu, boi rdi, lo dang, lo 4u va trAm cam. Viéc diéu tri cac triéu chiing d6 thuong
lam cho cac bénh nhan cam théy thoai mai hon va dé chiam séc nguodi bénh dé
hon. Bang tiée, mic du viéc diéu tri duogc cai thién déang ké chung to 1‘5ng cac
tac nhan nay thich hop hon céc tdc nhan trong thudc tran an, nhung bénh van

tiép tuc tién trién, va tac dung trung binh doi véi chirc ning tinh than chi & mic
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vura phai, ChEIs con c6 céc tdc dung phu bao gom sy ro6i loan chitc ning da day-

rudt non, dac tinh doc trong gan va giam can.

Cac bénh khac do hoac ¢6 lién quan dén su tich tu va léng dong cua protein
tuong tu tinh bot 1 chimg suy giam nhan thuc nhe, sa sut tri tué thé Lewy
(LBD), xo cling ¢t bén teo co (ALS), viém co thé vui ((IBM) va thoai hoa diém

vang, cu the la thoai hod diém vang c6 lién quan dén tudi (AMD).

Ching suy gidm nhén thirc nhe (MCT) 1a thuat ngir chung nhét thuong dinh
nghia mot roi loan trf nhé vira phai, nhung kho théy. Mot nguotl bi MCI cam
thdy co nhiéu van dé v& tri nhé so véi muc d6 chung trong cung d6 tudi, nhung
khong thé hién céc triéu chung khac cua viée sa sut tri tu¢, nhu kha nang phan
doan hodc giam sut kha ning 1ap luan. MCI 1a tinh trang thuong xuyén phan anh

gial doan tién 1am sang cua AD.

Su lang dong cua tinh bot B 6 vo entorhinal (EC) dugc cho la dong vai tro
chinh trong qua trinh phat trién cua chirng suy gidm nhén thic vira phai (MCI) ¢
nhitng nguoi 16n tudi. D6 1a duong ké duoc quan sat thay véi cac miae CSF-A
AB(1-42) suy giam dang ké khi AD tro nén rd rang vé mat 1am sang. Nguoc lai
cac mic CSF- AB(1-42) CSF-tau ting dang ké & giai doan MCI, va sau dé cac
gid tr nay tiép tuc gia tang, didu do ching t6 rang cac mirc cua CSF-tau cao c6

thé gitip phat hién cac dbi twong MCI ma dyu doan sé& phat trién thanh AD.

Sa sat tri tué thé Lewy (LBD) 1a réi loan thodi hod thin kinh c6 thé xut
hién ¢ nguoi gia trén 65 tudi, nd thuong gy ra cac triéu ching suy gidm nhan
thire (suy nghi) va thay d6i tap tinh bét thuong. Céc triéu ching c6 thé bao gém
suy giam nhan thire, cac ddu hiéu than kinh, cac rdi loan ngl va thiéu kha nang
tu chi. Suy giam nhén thtc 1a dic trung co ciia LBD & hau hét cac truong hop.
Cac bénh nhéan c6 cic giai doan tai phat ching G 1an s& co tién trién xau hon.
Bién d6i bat thuong vé kha ning nhan thic thuong ¢6 lién quan dén mic do
thay doi su tap trung va tinh tdo. Suy giam nhan thic va cac bién d6i bat thuong

ve suy nghi 6 thé xay ra trong nhiéu phut, gio, hodc ngay.
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Céc thé Lewy dugc tao ra tir cac protein to than kinh duoc phosphoryl hod
va khong duoc phosphoryl hoa; chiing chira protein tiép hop alpha-synuclein
cling nhu ubiquitin, né lién quan dén viéc loai bd cac protein hu hai hodc bat
thuong. Ngoai ra cac thé Lewy, cac soi truc than kinh Lewy, thi cac thé vui
trong cac qué trinh té bao cia céc té bao than kinh, co thé cling c6 mat. Céc
mang dang tinh bot co thé tao ra & néo cua bénh nhan bi mic DLB, tuy nhién
chung thuong c6 xu hudng it hon lwong duoc tim thay trong cac bénh nhan bi
bénh Alzheimer. Cac mé rdi to than kinh, ddu hiéu phén biét bénh vi md khac
cia AD, khong phai la ddc diém chinh ctia DLB, nhung thuong cd mat cung voi

cac mang dang tinh bot.

Bénh xo cung cdt bén teo co (ALS) dugc dac trung boi su thodi hod cla
cac té bao than kinh van dong '[l‘él‘l va dudi. O mot sb bénh nhan ALS, ching sa
stt tri tué hodc mat kha ning phat am c6 thé xut hién (ALS-D). Chung sa sut tri
tu¢ tran-thai duong phd bién nhéat (FTD), va nhiéu truong hop trong sb cac
truomg hop do co cac thé vui duong tinh ubiquitin, am tinh tau trong cac té bao

than kinh ctia céc 16p hoi rang va b& mit cia thuy tran va thuy thai duong

Viém co thé vui (IBM) 1a bénh giy tn thuong & chan thudng duoc thiy &
nguoi trén 50 tudi, & d6 cac soi co bi viém nhiém va bat dau teo, nhung trong dé
ndo khong bi anh huéng va bénh nhan van duy tri dugc nhéan thuc dﬁy du. Hai
enzym lién quan dén su san sinh protein dang tinh bot B dugc thiy gia ting
trong cac t& bao co cua bénh nhan véi bénh co tién trién, thuong tim thay trong

nguot gia, ma tai do dang tinh bot B cling gia tang.

Bénh khéc do su tich tu hodc lang dong cua protein twong tu tinh bot gay ra

hodc ¢o lién quan dén la chiing thoai hoa diém vang.

Thoai hoa diém vang la bénh mat thong thuong gy ra ton hai cuc b, do 1a
ving tdm ctia vong mac (md méng nhu gidy & ding sau ciia méit noi cac té bao
nhay anh sang glri céc tin hiéu thi giac dén ndo). Kha ning nhin sic nét, trong,
“thang vé phia trude” duge xu Iy bdi diém vang nay. Su ton thuong diém nay

gay ra difm mu va khién nhin mo khong rd nét hodc hinh anh bi méo mo. Thoai
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hoa diém vang lién quan dén do tudi (AMD) la nguyén nhan chinh ctia su suy
giam thi lyc & ngudi My va d6i v6i nguoi trén 65 tudi thi nd 1a nguyén nhan
chinh gdy mu & ngudi Cép-ca. Khoang 1,8 triéu ngudi M 16n hon hodc bang 40
tudi bi mic AMD som, va 7,3 tri€u nguoi khac bi AMD giai doan gitta & giai
doan nguy hiém 12 nguyén nhan chinh din dén mat thi luc. Chinh phu du tinh
rang dén nam 2020 s& co khoang 2,9 triéu nguoi bi AMD sém. Cac nan nhan
cia AMD thudng bat ngd va thit vong khi phat hién ra Ia biét qua it vé cac

nguyén nhan va cach dicu tri tinh trang mu nay.

C6 hai dang thoai hoa diém vang: thoai hoa diém vang kho va thoai hoa
diém vang udt. Dang kho, trong d6 cac té bao diém vang bat dau tur tir v, duoc
chan doan 1a chiém khoang 85% céc truong hop thoai hoa diém vang. Ca hai
mit thuong bi tdc dong béi AMD khd, mic di mot mat co thé mat thi luc trong
khi mat kia van khong bi anh huong. Drusen, 1a cac chit ling can mau vang
dudi vong mac, thuong 1a cac diu hiéu biéu hién sém ctia AMD kho. Neuy co
phat trién ctia AMD khd sém hodc AMD uét tang khi sb luong hoac kich ¢& cua
drusen tang. Ddi v6i AMD kho né c6 thé 1a lam ting hoic gdy mat thi luc ma
khong chuyén thanh dang uét cta bénh; tuy nhién, d6i véi AMD kho giai doan

sém thi co thé thay doi dot ngot thanh dang uot.

Dang u6t, mic du chi chiém khoang 15% cac truong hop, nhung lai chiém
t61 90% bi mu, va duge coi la AMD sém (khong phai la giai doan sém hoic giai
doan gitra cua AMD u6t). AMD udt thuong xay ra trude dang khd cua bénh.
Khi dang kho tré nén nang hon thi mot $6 nguoi xuét hién cac mach mau bat
thuong 16n 1én phia sau diém vang. Céc mach mau nay rat yéu va sé bi ro dich
va mau (vi thé goi 14 thodi hod diém ving wdt), nhanh chéng gay tén thuong

diém vang.
Dang khd cia AMD s€ thuong khién thi luc bi md nhe. Cu thé tdm cua thi
gidc bl mo va vung nay tré nén 16n hon khi bénh ticn trién. Khong co cac triéu

ching dugc cha y néu chi mot mét b1 anh hudng. O dang AMD uot, cac duong
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thang c6 thé xuat hién gon song va viéc mat thi giac tdm c6 thé xuat hién nhanh

chong.

Su chan doan bénh thoai hoa diém vang thuong bao gém viée kiém tra do
co gian cua 6611g tir, thir nghiém d6 tinh nhanh cta thi luc, va tdm nhin nguoc
ctia mat nho s dung phuong phéap goi 14 soi day miat dé giup chan doan AMD,
vd - néu AMD u6t duoc nghi ngd thi c6 thé tién hanh chup tia X mach
floresxein. Néu AMD khé & giai doan sém thi khong cé phuong phap diéu tri
théng dung nio dé ngin ngira mét thi lyc. Tuy nhién, ché pham liu cao dic hiéu
chira cac chat chdng oxy hoa va k&m ¢6 thé 1am cham tré hodc ngan ngra AMD
giai doan gilta tir giai doan som. Macugen® (dung dich tiém truyén natri
pegaptanib), liéu phap quang dong va quang dong tu laze co thé kiém soat su
hinh thanh mach mau bat thuong va sy chay méau trong diém vang, n6 ¢6 ich voi
mot sb nguot bi AMD uét; tuy nhién, thi giac da mét s& khong phuc hdi duoc
bang cac ky thuat nay. Néu thi gidc dd mat, cdc phuong tién tro gitp thi giac

kém da biét co the gitp cai thién chat lugng cudc song.

Mot trong cic dau hiéu sém cua thoai hod diém vang lién quan dén tudi
(AMD) 1a su tich tu cta cac chét léng can ngoai bao da biét nhu drusen gifra
phién nén cua epitheli tao mau vong mac (RPE) va mang Bruch (BM). Cac
nghién ctru moi day cua Anderson va cdng sy da khang dinh ring drusen chira

beta dang tinh bot. (Experimental Eye Research 78 (2004) 243-256).

Nghién ctru dang trién khai tiép tuc cac nghién ctu thim do v& cac nhan
mdi truong, di truyén va ché do an ubéng ma co thé gay ra AMD. Cac phuong
phap diéu tri mai cling duoc khao sét, gdm co cdy ghép té bao vOng mac, cac
duoc chét s& ngan ngua hodc lam cham lai qua trinh tién trién cla bénh, liéu
phap buc xa, cac liu phap gen, chip may tinh ciy vao vong mac dé co thé giup
kich thich thi gidc va cac tac nhan s& ngan ngura sy hinh thanh cta cac mach mau
méi dudi diém vang.

Nhan t6 quan trong dé cin nhéc khi trién khai cac dugc chat méi 1a d& su

dung cho cac bénh nhan dich. Dang phan phdi duoc chét qua duong miéng, cu
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thé 1 cac vién nén, vién nang va gel mém, chiém 70% tat ca cac dang liéu su
dung vi su tién loi cho bénh nhan. Cac chuyén gia déng ¥ rang cic bénh nhan
thich cach st dung qua dudng miéng hon st dung qua duong tiém truyén hoic
cach khac, cling nhu cac dang st dung thudc xam nhap. Cac ché pham voi cac
khodng thoi gian lidu giai phong cham (nghia 1a giai phong ngay mot l1an hodc
giai phong kéo dai) cling thich hgp. Cac khang thé d& s dung dudi cac dang
lidu str dung qua duodng miéng lam tang su chap thuin cua bénh nhan trong qua
trinh diéu tri.

Diéu can thiét 1a cac phuong phap va cic ché pham hiru hiéu dé lam phat
sinh cac khang thé rit dic hi€u va c6 hiéu qua cao, d6 la diéu kién tién quyét néu
cac khang thé duoc cung cap dudi dang su dung qua duong miéng. Tét hon néu
cac khang thé do s& nhan dang cdc epitop trén cac khang nguyén khac nhau nhu

protein dang tinh bot.

Vi vay, diéu can thiét 1a cc ché phim va phuong phép hiru hiéu nham vao
bién ching c6 lién quan dén cac bénh va cac rdi loan do hodc hodc c6 lién quan
dén cac protein dang tinh bdt hodc twong tu tinh bot gdm co ching thoai hoa
dang tinh bot, nhom cac bénh va cac réi loan lién quan dén sy hinh thanh mang
dang tinh bot bao gdm thoai hoa dang tinh bot thir phat va thoai hoa dang tinh
bot lién quan dén tudi bao gdm, nhung khong chi gi¢i han &, cac roi loan than
kinh nhu bénh Alzheimer (AD), bao gém cac bénh hodc tinh trang dac trung boi
su mat kha nang tri nh¢ lién quan dén nhan thie vi du nhu, suy giam nhan thirc
nhe (MCI), sa sut tri tué thé Lewy, hoi chting Down, xuat huyét ndo di truyén
vO1 thodai hod dang tinh bot (dang Dutch); bénh phitc hop Guam Parkinson-
Dementia; cling nhu cac bénh khac can cr vao hodc lién quan dén cac protein
tuong tu dang tinh bot nhu bénh 1iét trén nhan tién trién, bénh xo cung rai rac;
bénh Creutzfeld Jacob, bénh Parkinson, sa sut tri tué lién quan dén HIV. ALS
(xo clmg cdt bén teo co), viém co thé vai (IBM), bénh tiéu duong bat dau tudi
truong thanh; ching thodi hoa dang tinh bt tim 130 suy; cac khéi u noi tiét, va

cac bénh khéac, ké ca bénh thoai hod diém vang. Cu thé diéu can thiét 13 cac
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khang thé c6 hiéu qud cao va dac trung c6 kha nang chong lai cac triéu ching
sinh ly cta bénh nhu su hinh thanh cidc mang cé lién quan dén su két tu cta cac

so1 peptit dang tinh bot hodc tuong tu dang tinh bot.

- Céc khang thé khang dang tinh bot dugc tao ra bang cach tiém chung APB,.
4 trdn cung ta dugce Freund day du va khong day du duoc chimg minh 1a ¢6 kha
nang lam giam lugng tinh bot tich tu & chudt chuyén gen d6i véi bénh

Alzheimer & nguoi (Schenk et al., 1999).

Viée tiém chung trong bung AB,_is tetrapalmitoyl hoa hdi phuc trong cac
liposom dbi vai chudt chuyén gen NORBA tao chuan d6 khang thé khéng tinh
bot ddng ké, no ciing chirng minh rang c6 kha ning 1am tan cac soi va céc mang

dang tinh bot in vitro va in vivo. (Nicolau et al., 2002).

Co ché thich hop nho d6 lam tan céc sgi va cac mang dang tinh bot phat
sinh trudc tién duoc Bard va cong sy (2000) dé xiaat, nguo1l da dua ra két luan,
dua vao théng sb cta chung, rang cac khéng thé opsonin ho4 céc mang, sau do
chung bi pha huy béi céc dai thuc bao cuia cac vi té bao than kinh. De Mattos va
cong su (2001) cho rang MAD truc tiép khang lai ving tdm cua dang tinh bot
c6 the gin két va co lap hoan toan tinh bot trong plasma. Ho cho rang rang su c¢6
mat cua cdc mAb do trong qua trinh tudn hoan lam chuyén roi trang thai can
bang cuia AB gitta ndo va plasma, gitp cho viéc lam sach va dao thai ra ngoai

thay vi lang dong trong néo.

Bin chit k§ thuit cia sang ché

Sang ché dé xuit cac phuong phép va cac dugc pham bao gdm cic khang
thé dic hiéu va cé hi¢u qua dbi v4i kha nang nhan dang va gén két dac hiéu voi
cac epitop dac hi€u tir cac loai khang nguyén dang tinh bot B-. Cac khang thé
dugc kha dung theo sang ché duoc cu thé st dung dé diéu tri cac bénh va céc rdi
loan do hodc c¢6 lién quan dén cac protein dang tinh bdt hoac dang tuong tu tinh
bot, bao g61n chirng thoai hoa dang tinh bot, nhém cac bénh va cac rdi loan lién

quan dén su hinh thanh mang dang tinh bot, bao gém thoai hoa dang tinh bot thir
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phat va thoai hoa dang tinh bot lién quan dén tudi tac bao gdm, nhung khong chi
gi6i han ¢, cac rdi loan than kinh nhu bénh Alzheimer (AD), bao gém cac bénh
hodc tinh trang dic trung bai sy mat kha ning tri nhé lién quan dén nhan thire vi
du nhu, suy giam nhan thitc nhe (MCI), sa sat tri tué thé Lewy, hoi chung
Down, xuét huyét nio di truyén véi thoai hod dang tinh bdt (dang Dutch); bénh
phttc hgp Guam Parkinson-Dementia; cling nhu cdc bénh khac dua trén hoic
lién quan dén protein twong tu dang tinh bt nhu bénh 1iét trén nhan tién trién,
bénh xo clng rai rdc; bénh Creutzfeld Jacob, bénh Parkinson, sa st tri tué lién
quan dén HIV, ALS (xo clng cdt bén teo co), viém co thé vui ((IBM), bénh tiéu
duong bat dau tudi truong thanh; thoai hoa dang tinh bot tim 130 suy; cac khdi u
ndi tiét, va cac bénh khac, ké ca bénh thoai hoa diém vang, trong sO cac bénh
khac.

Ngoai ra, sang ché dé xuat cac phuong phip va ché phdm dé duy tri hodc
lam tang kha nang nh¢ lién quan dén nhan thic & dong vat co vu biéu hién bénh
hodc tinh trang lién quan dén dang tinh bot, bao g61n budc cho dong vat, cu thé
la dong vat c6 vi, cu thé hon 1a ngudi can diéu tri nay bang cach sir dung mot

luong diéu tri hitu hi¢u khang thé don dong theo sang ché.

M5 ta vin tit cac hinh vé
Fig.1: Céc peptit thu dugc tir cac trinh tu AB 1-15, 1-16 va 1-16(A14), 22-
35 va 29-40.

Fig.2: Gén két cia khang thé don dong mACI-01-Ab7 C2 véi loai tinh bot

trong phép tham tach Western va diém.

Fig.3: Gan két cia khang thé don dong mACI-01-Ab7 C2 céc soi tinh bot

bang phuong phap hién vi dién t truyén qua.

Fig.4: Cac két qua cua thu nghiém dau ndi dau gitra thtr nghiém huynh
quang Th-T va NMR trang thai ran ctia peptit dang tinh bot B 1-42 danh du U-
BC Tyr10 va Val 12-.

SEQ ID NO:1: Peptit khang nguyén AB;_;s
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SEQ ID NO:2: Peptit khang nguyén AB;_.

SEQ ID NO:3: Peptit khang nguyén AP 1_16a14).

SEQ ID NO:4: Peptit khang nguyén A 5;.3s.

SEQ ID NO:5: Peptit khang nguyén A9.40.

SEQ ID NO:6: Peptit khang nguyén ABi.y7.

SEQ ID NO:7: Trinh ty axit amin cua vung bién ddi chudi nhe chudt C2.

SEQ ID NO:8: Trinh tu axit amin cia vung bién d6i chudi nang chudt C2

SEQ ID NO:9: Trinh tu nucleotit cua viung bién ddi chudi nhe chudt C2

SEQ ID NO:10: Trinh ty nucleotit ciia vung bién d6i chudi nhe chudt C2
bao gom cac trinh tu tin hiéu. |

SEQ ID NO:11: Trinh ty nucleotit ving bién di chudi ning chudt C2.

SEQ ID NO:12: Trinh ty nucleotit ving bién ddi chudi ning chudt C2 bao
gbm cac trinh ty tin hiéu.

SEQ ID NO:13-20: cac thé bién di trinh tu axit amin cuvung epitop trén
peptit AP.

SEQ ID NO:21: Trinh tu axit amin cta chudi nhe chudt C2.

SEQ ID NO:22: Trinh ty axit amin ctia chudi ning chudt C2.
MG ta chi tiét sang ché

Sang ché tan dung céc boc 16 ctia khang nguyén lam tdng cudng su tiép xuc
va tinh On dinh cta cu hinh khang nguyén uu tién, cudi cing thi né tao ra dap
tmg mién dich dic hiéu cao va hinh thanh cac khang thé c6 cac dic tinh duy
nhét.

Theo mot phuong én, sing ché dé xuét khang thé bao gdm khéng thé tuong
duong chirc bt ky hoidc cic phan chirc ning ctia ching, hodc cu thé hon, dé cp
dén khang thé don dong gdm c6 khang thé tuong duong chic bt ky hodc cac

phan chtrc ning cua chang, ching dugc lam ting 1én khang lai cu tric khéng
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nguyén siéu phan tir bao gdm peptit khang nguyén tuong umg véi trinh ty axit
amin cta peptit dang tinh bot B-, cu thé 1a clia peptit dang tinh bot B- ABy.is, AP
16 Va APi.16a14), dugc cai bién béng cac géc ky nudc, vi du axit palmitic hodc
gbc wa nuéce, vi dy ponetylen glycol (PEG) hodc hdn hop ctia ca hai, trong d6
gbe ky nude va ua nudc ndy tuong tng lién két cong hoa tri véi timg dau cua
peptit khéang nguyén bang it nhét mot, cu thé 1a mot hodc hai axit amin, vi du
nhu lysin hodc axit glutamic va xystein hodc axit amin bét ky thich hop hoic
chét twong tu axit amin c6 kha ning st dung nhu cong cu lién két dé két hop gbc
ky nudc va ua nudc véi phan peptit. Khi PEG duoc st dung lam gdc wa nudc,
céc dau PEG duogc lién két cong hoa tri véi phosphatidyletanolamin hosc hop
chét bét ky thich hop dé thuc hién chic nang nhu thanh ph?m neo, vi du, dé gén

vao ciu tric khang nguyén trong 16p kép cua liposom.

Theo mot phuong an khac, sang ché dé xuét khang thé, cu thé 13 khang thé
don dong, bao gébm khéang thé tuong duong chirc bit ky hodc cac phan chirc
ning cta ching , n6 chip nhén ciu hinh tu nhién cta tinh bt & chd noé lién két
dac hiéu véi cac oligome va cac soi tinh bot, nhung khéng chuyén thanh dang

thang véi loai tinh bét.

Theo mot phuong an khac, sang ché dé xuét khang thé, cu thé 1a khang thé
don dong, bao gébm khang thé twong dwong chirc bit ky hodc cac phan chirc
ning cta chiing theo sang ché va nhu dugc mé ta trén déy, khang thé hodc phan
d6 gén két v6i chét don phan AP bang i luc gin két it nhit bang khoang tur
110 dén it nhat khoang 1x10™®, cu thé it nhit khoang 1x107 t6i it nhat khoang
1x107, cu thé hon it nhét khoang 1x107 dén it nhat khoang 1x10®, tham chi cu
thé hon 1a it nhat khoang 1x107 dén it nhét khoang 4x107, nhung tét hon néu
khong c6 kha nang phan tng chéo vai protein tién chét tinh bot (APP).

Theo mdt phuong an khac, sang ché dé xuét khang thé, cu thé 1a khang thé
don dong, bao gébm khang thé twong duwong chirc bat ky hodc cac phén chirc
ning cua ching theo sang ché va nhu duoc mé ta trén day, khang thé hoic phan

do gan két véi soi, soi nho hodc soi manh AP bang ai luc gan két bang it nhat
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khoang tir 1x107 dén it nhit khoang 1x107, cu thé it nhat khoang tir 1x107 dén
it nhét khoang 1x10®, cu thé hon 14 it nhit khoang tir 1x10™® dén it nhat khoang
1x 107, tham chi t8t hon 1a it nhit khoang tir 1x10™® dén it nhat khoang 5x107,
nhung t6t hon 1a khéng c6 lién két chéo bt ky déng ké vdi protein tién chét tinh

bot (APP).

Theo mot phwong an khéc, sang ché dé xuat khang thé, cu thé 1a khang thé
don dong, bao gébm khang thé twong duwong chirc bat ky hodc cac phan chic
ning cua ching theo sang ché va nhu dwoc mé ta & trén, khang thé hodc phan
thé hién 4i luc gin két véi soi, soi nhé hodc sgi manh AP cao hon it nhét 1a 5
14n, cu thé it nhat 12 10 14n, cu thé hon it nhat 14 15 1an, so voi & luc gén két vai

chét don phan AB. .

Céc khang thé theo sang ché c6 kha ning Gc ché, in vitro va in vivo, su két
tu clia cac peptit don phan tao tinh bot, cu thé 1a cac peptit don phan dang tinh
bdt B-, vi du nhu cac peptit don phan AB 1-39; 1-40, 1-41, 1- 42, hoac 1-43, cu
thé 1a céc peptit don phan AP, trong cc soi nhd hodc cc soi polyme dang

tinh bdt cao phéan tur.

Theo mét phuong 4n cu thé, sang ché dé xuét khang thé, cu thé 1a khang
thé don dong bao gém khang thé twong duong chic bat ky hodc cac phan chirc
ning ctia ching, khang thé dé, khi cting 0 v6i peptit don phan dang tinh bot, cu
thé 1a cac peptit don phan dang tinh bdt p-, vi du nhur cac peptit don phan Ap 1-
39; 1-40, 1-41, 1-42, hodc 1-43, cu thé 1a cac peptit don phan AP;.4, Gc ché su

két tu ctia céc chat don phan AP trong céc soi nho polyme cao phan ti.

Theo mot phuong 4n khac nira, sang ché dé xuat khang thé, cu thé 1a khang
thé don dong gdm c6 khang thé twong duong chirc bt ky hodc céc phén churc
nang cua chung, khang thé do, khi cung U, tot hon 1a G véi ty 1€ néng do mol lén
dén 1:100, t6t hon nira 12 vai ty 18 ndng d6 mol khoang 1:30 va 1:100, nhung tdt
hon nita 1 véi ty 18 ndng d6 mol khoang 1:100, véi céc peptit don phan dang
tinh bét, tt hon 13 cac peptit don phan dang tinh bot -, vi du nhur cac peptit don
phan AB 1-39; 1-40, 1- 41, 1-42, hodc 1-43, nhung cu thé 13 c4c peptit don phan
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APy, trc ché su tich tu clia cic chat don phan AP trong céc soi nhd polyme cao
phan tir. Cu thé, cac luong e ché nay it nhét 1a 50%, tot nhét 14 it nhat 14 65%,
t6t hon it nhat 1a 75%, tham chi t5t hon it nhat 13 80%, nhung tot hon it nhat 1a
85-90%, hodc nhiéu hon khi so véi cac chat don phan peptit dang tinh bot trong
tng U trong dung dich dém (ddi chung).

Cu thé, qua trinh cling & cua khang thé theo sang ché véi cac peptit don
phan dang tinh bot c6 thé duoc tién hanh trong khoang tir 24 gid dén 60 gio, cu
thé 1a trong khoang tir 30 gid dén 50 gio, t6t hon 14 trong 48 gid & khoang 28°C
va 40°C, tét hon trong khoang 32°C va 38°C, tét hon nita 1a & 37°C.

Theo mdt phuong an khéc nita, sing ché dé xuit khang thé, tét hon 1a
khang thé don dong bao gdm khéang thé twrong dwong chirc bat ky hodc cac phan
chirc ning ctia chung, khang thé do, khi cung 1, cu thé khi cing U trong 48 gid &
37°C véi ty 1€ néng dd mol 1:100, cung céc peptit don phan dang tinh bot, cu thé
la cac peptit don phéan dang tinh bdt -, vi du nhu cac peptit don phan Ap 1-39;
1-40, 1- 41, 1-42, hodc 1-43, nhung tot hon 13 cac peptit don phan AB,_s, ¢6 kha
nang Uc ché su tich tu cia cac chét don phan dang tinh bot, cu thé 14 sy tich tu
cua cac peptit don phan dang tinh bot -, vi du nhu cac peptit don phan Ap 1-39;
1-40, 1- 41, 1-42, hodc 1-43, va cu thé 1a cac peptit don phan AB;.4, trong cac
soi nho hodc céac s¢i polyme cao phan tir bang it nhit 1a 85%, cu thé it nhét 1a
89% va cu thé hon it nhét 13 95% nhu so v6i céc chit don phan peptit dang tinh

bot twong ung 0 trong dung dich dém (d6i chimg).

Theo mdt phuwong 4n cu thé, sing ché d& xuét khang thé, cu thé 1a khéng
thé don dong, bao gém khéng thé twong duong chirc bt ky hodc cac phan chirc
nang cua ching, ma thé hién tinh dic hiéu cao vdi cac peptit don phan AB,.4,,
nhung vé co ban khéng c6 hodc chi c¢6 kha ning phan tng chéo yéu véi cac
peptit don phan AB;_ss, ABi30, AP0, vi/hodc APy, cu thé 12 khang thé, cu thé
la khéng thé don dong, gdbm c6 khang thé tuong duwong chirc bat ky hodc cac
phan chirc nang cia ching, khang thé d6 nhay cam gép 100 lan, cu thé tir 50 dén
100 1an, cu thé hon 1 tir 80 dén 100 lan, nhung cu thé 1a 100 1an véi peptit dang
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tinh bot AP S0 vOi ABi.3s, ABi1.39, APiao, APisr va t6i 1000 1an, cu thé tir 500
dén 1000 14n, cu thé hon la tir 800 dén 1000 1an, nhung cu thé 1a 1000 lan véi
peptit dang tinh bot AB,.4, nhu so véi AB;.3s, va vi vay co kha nang uc ché, in
Vitro va in vivo, su két tu cua céc peptit don phan tao tinh bot, cu thé 1a cua

peptit dang tinh bot AB ;4.

Theo mdt phuwong 4n cu thé khac, sang ché dé xuét khang thé, cu thé 1a
khang thé don dong, gdbm c6 khang thé tuong dwong chirc bat ky hodc cac phén
chtrc ning ctia chiing, khéng thé d6 ¢ tinh nhay cam gén két cao véi peptit dang
tinh bot A4, va c6 kha nang phat hién cc soi AP;.4, v6indng do dudi it nhat
0,01ug, cu thé véi giéi han ndng d6 ndm trong khoang 0,5ug va 0,01pg, cu thé
hon trong khoang 0,1pg va 0,01pg, cu thé 13 véi ndng do 1a 0,001 pg.

Theo mét phuong an rat cu thé, sang ché dé xuit khang thé, cu thé 1a khang
thé don dong, gdm co khang thé twong dwong chiic bat ky hodc cac phan chirc
nang cua ching, khang thé d6 c6 kha ning phat hién cac soi AP, v6i nong do
duéi ngudng 13 0,001pg va cac soi AP voindng do dudi ngudng 1a 0,1ug va

cac sgi AP35 voinong do dudi ngudng la 1pg luong cac soi.

Lién két cua cac khang thé theo sang ché va nhu duoc mé ta trén day véi
céc peptit don phén tao tinh bdt, cu thé véi dang tinh bot (1-42) dan dén Gc ché
su tich tu ctia cac peptit tao tinh bt don phan vé1 céac sgi1 hodc cac soi to phéan tu
cao. Mac du viée tc ché su két hop cua céc peptit don phan tao tinh bot voi cac
khang thé theo sang ché c6 thé ngan ngira hodc lam cham lai qué trinh hinh
thanh cac mang tinh bdt, cu thé dang tinh bot (1-42) ma duogc biét 1a bat dau tro
nén khéng tan boi su thay ddi cdu hinh thir cdp va 1a phan chinh cta céc mang

tinh bt & ndo ctia dong vat hodc nguoi bi bénh.

Kha nang tc ché su két tu cua khang thé theo sang ché ¢6 thé duoc xac
dinh bang phuong phép bét ky dé biét trong linh vuc k§ thuat nay, cu thé la bang
cach 1am siéu ly tdm ty trong-gradien tiép theo 1a phan tich sa ling SDS-PAGE
trén gradien da tao ra trudc va/hodc bing thir nghiém huynh quang thioflavin T

(Th-T).
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Sang ché con dé xuit cac khang thé, khang thé d6 khi cung u v&i cac soi
nho polyme dang tinh bt cao phén tir tao ra trudc do hodc cac soi dugc tao ra
brimg su két tu cua cac peptit don phan dang tinh bot, cu thé 14 céc peptit don
phén dang tinh bot B-, vi du nhu cac peptit don phan AB 1-39; 1-40, 1-41, 1-42,
hodc 1-43, cu thé 14 cac peptit don phin AP,_4,, c6 kha ning chéng lai su két tu

cac so1 nho hodc cac soi polyme dang tinh bdt cao phan tir nay.

Theo mot phuong an khac, sang ché dé xuit khang thé, cu thé Ia khang thé
don dong bao gdbm khang thé tuong duong chic bat ky hoic cac phan chirc nang
cua chung, khang thé do, khi cung u voi ty 1€ n6ng dd mol 1:100, cu thé hon & ty
lé 11611g dd mol trong khoang 1:30 va 1:100, cu thé 1a & ty 1€ 11611g do mol la
1:100, v61 cac soi nhd polyme dang tinh bot cao phan tir tao ra trude d6 hoic cac
so1 duoc tao ra béng su két tu clia cac peptit don phan dang tinh bot, cu thé cac
peptit don phén dang tinh bt B-, vi du nhu cac peptit don phan AB 1-39; 1-40,
1-41, 1-42, hodc 1-43, cu thé 1a cac peptit don phan AB,4,, c6 kha ning chéng
két tu cac so1 nho polyme hodc céac soi da tao ra trudc dd vao khoang it nhét
35%, cu thé vao khoang it nhét 40%, cu thé hon vao khoang it nhat 50%, tham
chi cu thé hon vao khoang it nhat 60%, cu thé 1a vao khoang it nhat 70% hodc

nhiéu hon.

Cu thé, khang thé theo sang ché duoc cung u vdi cac so1 nho hoac cac soi
polyme dang tinh bot cao phén tir tao ra trude d6 trong 12 gi dén 36 gio, cu thé
trong khodng 18 gio dén 30 gio, cu thé hon 1a 24 g10 ¢ nhi¢t do khoang 28°C va
40°C, cu thé trong khoang 32°C va 38°C, cu thé hon ¢ 37°C.

Theo mot phuong 4n cu thé, sang ché dé xuét khang thé, cu thé 1a khang
thé don dong, bao gdm khang thé tuong duong chire bat ky hodc cac phan chirc
nang cua ching, khang thé d¢, khi cliing 0 trong 24 gio & 37°C & ty 1& ndng do
mol 1a 1:100 véi cic soi nho polyme dang tinh bot cao phan tir tao ra trude do
hoac cac so1 dugc tao ra béng su két tu cua céc peptit don phan dang tinh bot, cu
thé cac peptit don phén dang tinh bot 8-, vi du nhu céc peptit don phan Ap 1-39:
1-40, 1-41, 1-42, hoic 1-43, cu thé 1a cac peptit don phan A, c6 kha ning
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chong két tu cac soi nho hodc céc soi polyme dang tinh bdt cao phéan tir tao ra
trude do nay vao khoang it nhat 35%, cu thé vao khoang it nhat 40%, cu thé hon
vao khodng it nhét 50%, tham chi cu thé hon vao khoang it nhét 60%, cu thé 1a
vao khoang it nhéat 70% hozc nhiéu hon nhu so véi cac so1 nhé hoac cac soi
polyme dang tinh bot dugc tao ra trudc dd twong tmg duoc G véi chat dan ddi

ching (chi dang tinh bot) (ddi chimg).

Kha ning tc ché su két tu cua khang thé theo sang ché c¢6 thé duoc xac
dinh bang phuong phap bit ky thich hop da biét nao trong linh vuc k¥ thuat, cu
thé 12 bang cach 1am siéu ly tdm ty trong-gradien tiép theo la phan tich sa lang
SDS-PAGE trén gradien da tao ra truéc va/hodc bang tha nghiém huynh quang
thioflavin T (Th-T).

Sang ché con d¢ xuat cac khang thé hodc cac phan chic nang cia chung

nhay cam vé mat cau hinh riéng.

Theo mdt phuong an khéc, sdng ché dé xuit khang thé, cu thé 1a khang thé
don dong gom co khang thé tuong duong chirc bat ky hoic cac phan chiic ning
ctia ching, khang thé do, khi cung u voi cac soi nho polyme dang tinh bot cao
phan tir tao ra trudc d6 hodc cic soi duge tao ra bang su két tu cia cac peptit
don phan dang tinh bot, cu thé 1a cac peptit don phan dang tinh bot -, vi du nhu
cac peptit don phan A 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, hodc 1-43, cu thé 1a céac peptit
don phan AP, c6 kha ning kich thich su déng hoan cua chu hinh tdm B-
huéng vé ciu tric xodn o va/hodc cu tric xodn ngau nhién, cu thé 1a cdu truc
xo0dn ngau nhién, cu thé 1a cAu hinh tric ngau nhién tai vi tri 4 cho trong phan
ti, cu thé trong moi truong Val 12 cta protein AB, n6 1am ting cau tric xodn
ngau nhién do cdu hinh tdm B- tao ra va tang cuong su hoa tan cua cac soi nho
hodc cdc sgi polyme dang tinh bot cao phan tir da tao ra trude. Cu thé lam giam
cac luong cu hinh tAm B- dén it nhat 30%, cu thé dén it nhit 35%, cu thé hon
dén it nhat 40% va nhiéu hon so v&i cac so1 nho polyme dang tinh bdt da tao ra

truoc do tuong ung hodc céc soi u trong dung dich dém (doi ching).
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Cu thé, khang thé theo sang ché duoc cung u vo1 cac soi nho hoac cac soi
polyme dang tinh bot cao phan ti tao ra trude d6 trong 12 gio dén 36 gio, cu thé
trong khodng 18 gid dén 30 gio, cu thé hon 13 24 gid ¢ nhiét do khoang 28°C va

40°C, cu thé trong khoang 32°C va 38°C, cu thé hon & 37°C.

Cu thé, sang ché d& xuét khang thé, cu thé 1a khang thé don dong, gdm co
khang thé tuong duong chire bat ky hodc cic phan chirc ning cua ching, khang
thé d6, khi cing @ trong 24 gid & 37°C ¢ ty 1& ndng do mol 14 1:100 véi cac soi
nho polyme dang tinh bdt cao phan tir tao ra trudc dé hodc cac soi duoc tao ra
bang su két tu cta cac peptit don phan dang tinh bot, cu thé cac peptit don phéan
dang tinh bot B-, vi du nhu cac peptit don phan AR 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, hoic
1-43, cu thé 1a cac peptit don phin AP, ¢6 kha ning kich thich sy dong hoan
cia cau hinh tim B- hudéng vé cau hinh xoén o va/hodc cu hinh xo#n ngau
nhién, cuAth‘é] 1a cAu hinh xodn ngau nhién, tham chi cu thé hon 14 cAu hinh xo#n
ngau nhién tai vi tri dd cho trong phan t, cu thé trong moi truong Val 12 cua
protein AB, n6 lam ting cAu hinh xodn ngau nhién do cau hinh tdm B- tao ra, voi
loai sau dugc giam dén it nhét 30%, cu thé it nhét 35%, va cu thé hon it nht
40% va nhiéu hon so véi cac so1 nhé polyme dang tinh bdt da tao ra trudc do

twong Gmg hodc cac soi  trong dung dich dém (ddi chimg).

Kha ning ctia khang thé dé kich thich su d6ng hoan céu hinh c6 thé duoc
xac dinh bang phuong phép thich hop bat ky da biét trong linh vuc k¥ thuat, cu
thé bang phép phd hoc trang thai ran 13C NMR, cu thé, bang cach xac dinh céac
cudng do tich hop cua cac cu hinh cua Val 12 CPB trong peptit AP, cu thé 1a cac
peptit AR 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, hodc 1-43, cu thé 1a trong peptit don phan Af,.
4

Béng cach chéng su tich tu cta cdc sgi nho hodc cac soi polyme tao tinh
bot, cac khang thé theo sang ché co kha nang ngan ngura hodc lam cham lai qua
trinh hinh thanh cdc mang dang tinh bot din dén lam giam céc triéu ching lién

quan dén bénh va lam cham hodc dao nguoc qua trinh tién trién ctia no.
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Vi vay, phuong én khac ctia sang ché 14 dé xuat khang thé, cu thé 1a khang
thé don dong, bao gdm khang thé twong duong chire bit ky hodc cac phan chirc
ning ctia ching nhu dugc md ta trén day, khang thé d6 c6 kha ning lam giam
luong téng cia AP trong ndo cua dong vat, cu thé 1a dong vat co6 vua, cu thé 1a

nguoi bi bénh hodc tinh trang dan dén lam ting nong do cua AP trong nio.

Theo mot phuong an khac, sang ché dé xuét khang thé, cu thé 1a khang thé
don dong, bao gém khang thé tuong duong chiic bat ky hodc cic phan chuc
nang ctiia chung nhu dugc mé ta trén day, khang thé d6 c6 kha ning 1am dat gay
cac mang nhd d6 lam giam sy tich tu clia mang trong nio ctia dong vat, cu thé 1a
dong vat co vu, cu thé 1a ngudi bi bénh hoic tinh trang dan dén lam tang luong
mang tich tu trong ndo. Khang thé theo sang ché bao gom khang thé tuong
duong chic bat ky hodc cac phan chirc ning cua chung lam giam luong mang
tich tu trong nao dén it nhat 20%, cu thé dén it nht 25%, cu thé hon dén it nhét

30%, tham chi cu thé hon la nhiéu hon 30%.

Van theo mot phuong an khéc, sang ché dé xuét khang thé, cu thé 1a khang
thé don dong, bao gdm khang thé twong duong chirc bat ky hodc cac phan chirc
nang cua ching nhu dugc md ta trén diy, khang thé d6 co kha ning lam tan céc
mang dan dén lam giam luong cac mang trong ndo cia dong vat, cu thé 1a dong
vat c6 vu, cu thé 1a ngudi bi bénh hodc tinh trang dan dén lam tang lugng mang
tich tu trong ndo. Khang thé theo sang ché bao gom khang thé tuong duong chic
bat ky hodc cac phan chuc nang cua ching lam giam lugng cac mang trong néo

dén it nhét 10%, cu thé dén it nhat 15 %, cu thé hon dén it nhat 20%.

Can hiéu rang khang thé theo sang ché co thé thé hién mot, hai hoic nhiéu
cac dac tinh dac hiéu dugc mo ta trén day vaéi cac dang két hop khac nhau ctia

chung.

Vi du, theo mot phuong an, sang ché dé xuat cac khang thé, cu thé 1a cac

khang thé don dong bao g6m khang thé twong duong chirc bat ky hodc cac phan

chirc nang ctla chiing, cac khang thé d6 c6 chac ning kép & chd chiing thé hién
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ca dac tinh uc ché su két tu cling nhu dac tinh chong két tu nhu dugc xac dinh

trén day, cu thé lién ket voi mirc d6 cao cua tinh nhay cam cau hinh.

Van theo mdt phuong 4n khac, sang ché dé xuét khang thé chirc nang kép
bao gdm khéang thé tvong dwong chirc bat ky hodc céc phan chuc nang cua
ching, cu thé 1a khang thé don dong chtic ning kép bao gdm khang thé tuong
duong chiic bat ky hodc cac phan chic ning cua chung, khang thé do, khi cung
i vGi cdc peptit don phan dang tinh bot, cu thé B-cac peptit don phan dang tinh
bot vi du nhu céc peptit don phan AB 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, hodc 1-43, cu thé 1a
céc peptit don phan AP, uc ché su két tu cua chit don phan AP voi cac soi
nho hodc cac so1 polyme cao phan tir va, ngoai ra khi cung u véi cac soi nho
polyme dang tinh bdt cao phén tir tao ra trude dé hodc cac soi duoc tao ra béng
su két tu cua céc peptit don phan dang tinh bot, cu thé cac peptit don phan dang
tinh bot B-, vi du nhu céac peptit don phan AP 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, hoic 1-43,
cu thé 1a cac peptit don phan AB,_,, c6 kha nang chéng két tu cac soi nho hodc

cac soipolyme da tao ra trudce do.

Theo mdt phuong an cu thé, sang ché dé xuit qué trinh cung U cua khang
thé chic nang kép theo sang ché, cu thé 1a cua khang thé¢ chic nang kep don
dong theo sang ché voi cac peptit don phan dang tinh bdt va cac soi nho hodc
cac soi polyme dang tinh bt cao phan tir tao ra trudc d6 twong ung, dién ra voi
ty 1€ néng dd mol 1:100, cu thé véi ty 1& trong khoang 1:30 va 1:100, va cu thé
hon véi ty 1€ 1:100.

Cu thé, qua trinh cing U cua khang thé theo sang ché véi cac peptit don
phan dang tinh bdt dugc tién hanh trong 24 gid dén 60 gio, cu thé trong 30 gid
dén 50 gio, cu thé hon trong 48 gid ¢ nhiét do khoang 28°C va 40°C, cu thé
trong khoang 32°C va 38°C, cu thé hon ¢ 37°C, trong khi qua trinh cung U véi
cac soi nho hodc céc soi polyme dang tinh bot cao phan tir tao ra trudc dé duoc
tién hanh trong 12 gio dén 36 gio, cu thé trong 18 gid dén 30 gid, cu thé hon
trong 24 gio ¢ nhiét do khoang 28°C va 40°C, cu thé trong khoang 32°C va
38°C, cu thé hon ¢ 37°C.
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Van theo moét phuong an cu thé khac, sang ché dé xuét khang thé chirc
ning kép theo sang ché, cu thé 1a khang thé chirc ning kép don dong theo sang
ché, bao gdm khang thé tuong duong chirc bat ky hoic cac phan chic nang cua
chung, c6 kha nang chéng két tu cac s¢1 nho polyme hoac cac soi tao ra trudc do
vao khoang it nhat 10%, cu thé vao khoang it nhat 25%, cu thé hon vao khoang
it nhét 35%, tham chi cu thé hon vao khoang it nhét 50%, cu thé 13 vao khoang it

nhét 60-70% hoac nhiéu hon.

Van theo mot phuong an cu thé khac, sang ché dé xuit khang thé chtrc
niang kép theo séang ché, cu thé 1a khang thé chirc nang kép don dong theo sang
ché, bao gdbm khang thé tuong duong chirc bat ky hoic cac phan chirc nang cua
ching, e ché su két tu cua cac peptit don phén dang tinh bot, cu thé cac peptit
don phén dang tinh bot -, vi du nhu céc peptit don phan AP 1-39; 1-40, 1-41, 1-
42, hoac 1-43, cu thé 1a céc peptit don phan A4, vao khoang it nhét 50%, cu
thé vao khoang it nhét 65%, cu thé hon vao khoang it nhét 75%, tham chi cu thé
hon vao khoang it nhat 80%, cu thé 1a vao khoang it nhét 85-90%, hoic nhidu
hon nhu so véi cc chat don phan peptit dang tinh bot twong Umg u trong dung

dich dém (doi chung).

Cu thé, sang ché dé xuét khang thé, cu thé 1a khang thé chuc nang kép, cu
thé 1a khang thé don dong, cu thé 1a khang thé chuc nang kép don dong, bao
gom khang thé tuong duong chirc bat ky hodc cac phan chtic nang cua ching,
khéng thé d6 tao ra su Gc ché qua trinh polyme hod ctia cac peptit don phan
dang tinh bot, cu thé la cac peptit don phan dang tinh bot -, vi du nhu cac peptit
don phan AB 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, hodc 1-43, cu thé 1a cac peptit don phéan
APi.42 va/hodc kich thich qua trinh 1am tan cac soi nhé polyme dang tinh bot cao
phén tir tao ra trudc d6 hodc céc soi dugce tao ra béng su két tu cua cac peptit
don phan dang tinh bot, cu thé cac peptit don phan dang tinh bot B-, vi du nhu
cac peptit don phan AP 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, hodc 1-43, cu thé la cac peptit
don phan AP, .4, nho su gén két dac hi¢u va truc tiép cua khéng thé voi cce SOl

AP, n6 tao ra sy dong hoan cua cau hinh thi cap.
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Sang ché con dé xuét khang thé, cu thé 1a khang thé chire nang kép, cu thé
la khang thé don dong, cu thé Ia khang thé chuc nang kép don dong, bao gom
khang thé twong duong chirc bat ky hodic cac phan chic ning cua chung, khéng
thé do gén két truc tiép va dac hi€u v6i cac soi dang tinh bot B-, vi du nhu cac
so1 bao gém cac peptit don phan AB 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, hodc 1-43, cu thé la
vO1 cac soi1 bao gén& cac peptit don phan AB;.4, va/hodc kich thich qua trinh lam
tan cac so1 nho polyme dang tinh bdt cao phan tir tao ra trudc dé hoic cac soi
duoc tao ra béng su két tu cla céc peptit don phan dang tinh bot, cu thé cac
peptit don phan dang tinh bt B-, vi du nhu céac peptit don phan AP 1-39; 1-40,
1-41, 1-42, hoac 1-43, cu thé 1a cac peptit don phan A4, br?mg cach nhim vao
va gan két dac hiéu véi epitop trong viing epitop cua protein dang tinh bot B-. cu
thé 1a ving epitop ctia polypeptit AR duoc gidi han bdi cac gde axit amin aa,-
aa,, voin 1a sb nguyén trong khoang 2 va 16, cu thé trong khoang 5 va 16, cu thé
hon trong khoang 8 va 16, tham chi cy thé hon trong khoang 10 va 16 va m 14 s6
nguyén trong khoang 3 va 25, cu thé trong khoéng 3 va 23, cu thé trong khoang
3 va 20, cu thé trong khoang 3 va 17, cu thé trong khoang 6 va 17, cu thé hon
trong khoang 9 va 17, tham chi cu thé hon trong khoang 11 va 17, trong d6 n va
m khong thé 1a cic sé gidng nhau va n phéi ludn 14 sé nhé hon m, véi hidu sb

gitan vam >2.

Theo mdt phuong an cu thé cua sang ché, n 1a sb nguyén trong khoang 13

va 15, cu thé 1a 14 va m 1a s6 nguyén trong khodng 22 va 24, cu thé la 23.

Su gan két ctia khang thé theo sang ché co thé lam giam sy doéng hoan ciu
hinh trong protein di néu, cu thé 1a sy déng hoan ctia cAu hinh tim B hudng vé
cAu hinh vong x04n y- va’hoac ciu hinh xodn ngﬁu nhién, cu thé 1a cAu hinh
X04n ngau nhién, thdm chi cu thé hon 1a cdu hinh xoin ngau nhién tai vi tri da

cho trong phén tir, cu thé trong moi truong Val 12 clia protein Ap.

Theo mot phuong an khéc, sang ché dé xuét khang thé don dong bao gom
khang th¢ tuong duong chirc bat ky hodc cdc phan chiic ning cua ching, khang

thé do két hop it nhat mot trong cac dac tinh dugc chon tir nhém bao gém dac
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tinh Gc ché su két tu, chéng két ty, kich thich su déng hoan céu hinh, nhan dang
va gan két truc tiép vai epitop, cu thé 1a epitop ciu hinh gian doan ¢ ving 14-23,
cu thé & vung 14-20, ngan chdn hoac lam cham lai sy hinh thanh ctua cac mang
dang tinh bot, 1am giam luong tong cia AP tan trong ndo, 1am giam su tich tu
cua mang trong ndo, lam nho luong cdc mang trong ndo, duy tri hodc lam tang
kha ning nh¢ lién quan dén nhan thirc, cu thé 1a két hop cua hai hodc nhidu céc

dac tinh néu trén.

Theo mdt phuong an cu thé, sang ché dé cap dén khang thé, cu thé 1a khang
thé don dong, bao gdbm khang thé tuong duong chuc bét ky hodc cac phan chiic
nang cua ching, khang thé do két hop it nhét 2, cu thé it nhét 3, cu thé hon it
nhét 4, thaim chi cu thé hon it nhat 5, 6, 7 hodc 8, cu thé 1a toan bd cac dac tinh

néu trén.

Theo mdt phuong an cu thé, sang ché dé xuét khang thé chtrc ning kép, cu
thé la khang thé don dong, cu thé 1a khang thé chuc ning kép, gom co khang thé
tuong duong chtc bat ky hodc cac phan chuc ning cua chung, chung thé hi¢n
tinh ddc hiéu cao v6i cac peptit don phan AP, nhung vé co ban khong c6 hoac
chi c6 kha nang phan tng chéo yéu voi cac peptit don phan APBi3s, APi3g, APy
40, va/hodc AP, cu thé la khang thé, cu thé la khang thé don dong, gdm co
khang thé tuong duong chirc bt ky hodc cac phan chirc nang cua chung, khang
thé d6 nhay cam gap 100 lan, cu thé tir 50 dén 100 1dn, cu thé hon 1a tir 80 dén
100 1an, cu thé 1a 100 1in véi peptit dang tinh bot AB;, s0 v&i ABiss, AB s,
AP0, ABias va t&i 1000 lan, cy thé tir 500 dén 1000 1an, cu thé hon 1a tir 800
dén 1000 lan, cu thé 1a 1000 lan véi peptit dang tinh bot AP, .4, nhu so véi AR,
38, va vi vay c6 kha nang tc ché, in vitro va in vivo, su két tu cla cac peptit don
phéan tao tinh bot, cu thé 1a cua peptit dang tinh bot AR 4.

Theo mdt phuong an cu thé khac, sang ché dé xuit khang thé, cu thé 1a
khang thé chtic nang kép, cu thé 1a khang thé don dong, cu thé 1a khang thé don
dong chtic ning kép, gdm cé khang thé twong duong chirc bat ky hodc cac phan

chire néng cla chiing, khang thé d6 c6 ai luc gin két cao véi peptit dang tinh bot
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AB).42 va 6 kha nang phat hién cac sgi AP, vindng dd dudi it nhat 0,001ug,
cu thé véi 2161 han 11611g d6 nam trong khoang 0,5ug va 0,001ug, cu thé hon

trong khodng 0,1ug va 0,001pg, cu thé 1a v6i ndng do 1a 0,001 png.

Theo mot phuong an rat cu thé, sang ché dé xuat khang thé, cu thé la khang
thé chie nang kép, cu thé 1a khang thé don dong, cu thé 1a khang thé don dong
chirc niang kép, gom c6 khang thé twong duong chiic bat ky hoic cac phan chuc
ning ctia chiing, khang thé dé c6 kha ning phat hién cac soi AB4> v6i ndng d6
dudi ngudng 1a 0,001ug va cac sgi AP voindng do dudi ngudng 1a 0,1pg va

cac so1 ABy3g véinong do dudi ngudng la 1ug lugng cac soi.

Theo mot khia canh cu the, sang ché d¢ cdp dén khang thé hodac mot phan
cua chung, chiung c6 thé nhan dang va gan két vdi it nhat mot diém gan ket doc

lap, cu thé voi hai diém gén két doc 1ap trén protein dang tinh bot p-.

Theo mdt phuong an cu thé, sang ché dé cap dén khang thé bao gdm khan g
thé tuong duong chirc bit ky hodc cac phan chtic ning cla chung, khang thé do
nhan dang va gén két véi it nhit mot diém gén két doc 1ap, cu thé v6i it nhit hai
diém gén két doc lap trén protein dang tinh bot B-, trong dé it nhéat mot hoac it
nhat hai diém gin két doc 1ap néu trén bao gom it nhit mot gbe axit amin va it
nhat hai gbc axit amin ndi tiép twong tmg, chu yéu lién quan dén gan két khang
the, trong do, theo mot phuong 4n cu thé, it nhat mot gbc bao gbm diém gan két
doc 1ap thtr nhat 1a Leu va it nhat hai gdc axit amin ndi tiép bao gdm diém gén

két doc lap thu hai, la -Phe-Phe- gén vao trinh tu 161 dudi day:
- Xaa,-Xaa,-Xaas-Leu -Xaas-Phe-Phe-Xaas-Xaag- Xaas-
trong do:

Xaa, la géc axit amin dugc chon tir nhom bao gém His, Asn, Gln Lys, va
Arg;

Xaa, 1a goc axit amin dugc chon tir nhém bao gdbm Asn va Gln;

Xaaz la goc axit amin dugc chon tr nhém bao gom Lys, His, Asn, Gln va

Arg;
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Xaay la goc axit amin dugc chon tor nhém bao gom Ala, Val, Leu,

norleuxin, Met, Phe, va Ile;

Xaas la goc axit amin dugc chon tir nhom bao géom Ala, Val, Leu, Ser va

Ile;
Xaag 1a goc axit amin dugc chon tir nhom bao gom Glu va Asp;
Xaa; la goc axit amin dugc chon tr nhom bao gom Glu va Asp.

Cu thé, sang ché dé cap dén khang thé hodc mot phin ciia chung, chung c6
thé nhén dang va gén két vé6i it nhat mdt diém gén két doc lap, cu thé véi it nhit
hai diém gfm két doc 1ap trén protein dang tinh bot -, trong d6 it nhat mot hodc
it nhat hai diém gan két doc 1ap néu trén bao gdm it nhit mot gdc axit amin va it
nhat hai gdc axit amin ndi tiép tuong tmg, chi yéu lién quan dén gan két khéang
thé, trong do, theo mot phuong an cu thé, it nhAt mot géc cAu thanh diém gén két
doc lap thir nhat 12 Leu va it nhét hai gbc axit amin ndi tiép cu thanh diém gan

két doc 1ap thu hai, 1a -Phe-Phe- grfm vao trinh tu 161 dudi day:
- Xaa-Xaay-Xaas-Leu -Xaas-Phe-Phe-Xaas-Xaag- Xaa;-
trong do:

Xaa, la goc axit amin duoc chon tir nhém bao gom His, Asn, Gln Lys, va

Arg;
Xaay la goc axit amin duogc chon tir nhom bao gom Asn va Gln;

Xaasz la goc axit amin dugc chon tir nhom bao gom Lys, His, Asn, Gln va
Arg;

Xaay la goc axit amin dugc chon tir nhom bao gom Ala, Val, Leu,

Norleuxin, Met, Phe va Ile;

Xaas la goc axit amin dugc chon tr nhom bao gom Ala, Val, Leu, Ser va

Ile;

Xaag la goc axit amin dugc chon tir nhom bao gom Glu va Asp,
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*
Xaas la goc axit amin dugc chon tir nhom bao gdom Glu va Asp.

Theo mot phuong an khac, sang ché dé xuat khang thé hoic mot phan cua

chung, trong do:

Xaa, 1a His hoac Arg, cu thé 1a His;
Xaa, 1a Gln hodc Asn, cu thé 1a Gln;
Xaaj la Lys hoac Arg, cu thé 1a Lys
Xaay 1a Val hodc Leu, cu thé 1a Val;
Xaas la Ala hodc Val, cu thé 1a Ala;
Xaag la Glu hodac Asp, cu thé 1a Glu; va
Xaa; 1a Asp hoic Glu, cu thé 1a Asp.

Theo mot khia canh khac, sang ché @é cap dén khéang thé hodc mot phén
cua ching, ma co thé nhan dang va gén két v6i it nhét mot diém gén két doc lap,
cu thé vé6i it nhat hai diém gén két doc 1ap, cu thé hon vdi it nhit ba diém gén
két doc lap trén protein dang tinh bdt B-, trong do6 it nhat mdi mdt hodc it nhét
hai hodc it nhit ba diém gan két doc 13p néu trén bao gdm it nhat mot gbe axit
amin, cu thé it nhét hai gbc axit amin ndi tiép twong mg chi yéu lién quan dén

gan két ctia khang thé.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé cap dén khéang thé hodc mot phén
ctia chiing gan két véi it nhét hai diém gan két doc 1ap trén protein dang tinh bot
B-, trong d6 it nhat mdi hai diém gan két doc 18p néu trén bao gdm it nhit hai
gbc axit amin ndi tiép twong Ung chu yéu lién quan dén gan két cua khang thé,
trong dé it nhat hai diém gan két doc 1ap duoc dit & vi tri gan voi mdi diém gan
két khac trén khang nguyén, doc 1ap bdi it nhat mot gbe axit amin khong lién
quan dén gin két khang thé hodc dén mot mic dd nhé hon dang ké so véi it nhat

hai gdc axit amin noi tiép ndy, nho d6 tao ra epitop cau hinh khong lién tuc.

Theo mot phuong an khéc, sang ché dé cap dén khang thé hodc mot phan

cua ching, chung nhén dang va gan két véi it nhat mot diém gan két doc lap, cu
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thé véi hai diém gén két doc lap, cu thé hon v6i it nhat ba diém gén két doc 1ap
trén protein dang tinh bot B-, trong d6 cc diém gin két doc 1ap bao gdm it nht
mot va it nhat hai gbc axit amin néi tiép, twong g, chi yéu khong lién quan
dén gan két cua khéng thé, trong d6 it nhat mot va it nhét hai axit amin ndi tiép,
dugc tach bdi it nhat mot ge axit amin khong lién quan dén gin két khang thé
hoic dén mot mie dd nho hon dang ké so vai cac gbe axit amin chu yéu lién
quan dén gin két cua khang thé, 1a -His- va -Lys-Leu- twong Umg, dwoc gan vao
trinh tu 161 dudi day:
-His-Xaa,-Lys-Leu-Xaas-Xaa,-Xaas-Xaas-Xaa;—Xaag-, trong do:

Xaay la goc axit amin dugc chon tir nhém bao gdm Asn va Gln;

Xaa; la goc axit amin dugc chon tor nhom bao gom Ala, Val, Leu,

norleuxin, Met, Phe, va Ile;

Xaay la géc axit amin duoc chon to nhém bao g?)m Ala, Val, Leu,

norleuxin, Met, Phe, va Ile;

Xaas la goc axit amin dugc chon tr nhom bao gom Ala, Val, Leu,

norleuxin, Met, Phe, va Ile;

Xaag 1a goc axit amin dugc chon tr nhém bao gom Ala, Val, Leu, Ser va

Ile;
Xaay la géc axit amin dugc chon tir nhém bao g61n Glu va Asp,

Xaag 1 gbc axit amin dugc chon tir nhom bao gdém Glu va Asp va trong do
cac géc axit amin nay Xaa,, Xaa; ,Xaas, Xaa;, Xaag khong lién quan dén gén két
khang thé hodc dén mot mirc d§ nho hon dang ké so v4i diém gén két -His- va
-Lys-Leu-.

Theo mot phuong an khac, sang ché dé cap dén khang thé hodc mot phan
cta chung, chung nhan dang va gan két v6i it nhat mot diém gan két doc 1ap, cu
thé v6i hai diém gén két ddc lap, cu thé hon v&i it nhat ba diém gén két doc lap

trén protein dang tinh bt B-, trong d6 cac diém gin két doc 13p bao gdm it nhit

-29-



20557

mot va it nhat hai gdc axit amin noi ti€p, tuong ung, chu yéu khong lién quan
dén gan ket khang the, trong do it nhat hai goc axit amin noi tiép thé hién diém
gan ket thr nhat 1a -Phe-Phe- va it nhat mt gdc axit amin 1a -His- duoc gin vao
trinh tu 161 dudi day:

Xaa,-His -Xaa;-Xaay-Xaas-Xaag- Phe-Phe-Xaa;-Xaag-Xaao-, trong do:

Xaa; la goc axit amin dugc chon tir nhom bao gom His, Asn, Gln, Lys va
Arg;

Xaaj la goc axit amin dugc chon tir nhom bao gdm Asn va Gln;

Xaay la goc axit amin dugc chon tir nhém bao gdom His, Asn, Gln, Lys va
Arg;

Xaas 1a gdc axit amin dugc chon tr nhom bao gom Ala, Val,Leu, Ser va
Ile;

Xaag la goc axit amin dugce chon tir nhom bao gdm Ala, Val, Leu va Ile;

Xaas la goc axit amin dugce chon tir nhém bao gom Ala, Val, Leu va lle;

Xaag la goc axit amin dugc chon tir nhém bao gdom Glu va Asp;

Xaay la gdc axit amin duge chon tir nhém bao gom Glu va Asp, va trong do
cac goc axit amin nay Xaa;, Xaas, Xaas, Xaa;, Xaag va Xaao, khong lién quan
dén gan két khang thé hodc dén mot muc dd nhd hon déng ké so véi diém gin

két His va -Phe-Phe-.

Theo mot phuong an cu thé, sang ché dé xuat goc axit amin it nhét cua it
nhat hai goc axit amin noi tiép chu yéu lién quan dén gan két cua khang thé bao
gom -Lys- va - Leu-, va goc axit amin tht hai cta it nhat hai goc axit amin ndi

tiép bao gdbm -Phe- Phe- dugc gan vao trinh tu 161 dudi day:
- Xaa-Xaa,-Lys-Leu-Xaa,s-Phe-Phe-Xaas-Xaag-Xaa,-

trong do:
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Xaa, la gbc axit amin dugc chon tir nhém bao gdm His, Asn, Gln Lys, va

Arg;
Xaa, la goc axit amin dugc chon tir nhém bao gom Asn va Gln;

Xaay la goc axit amin dugc chon ti nhom bao gom Ala, Val, Leu,
norleuxin, Met, Phe, va Ile;

Xaas la géc axit amin duoc chon tr nhom bao gém Ala, Val, Leu, Ser va
Ile;

Xaag 14 gdc axit amin duge chon tr nhém bao g6m Glu va Asp;

Xaa; 1a gdc axit amin dugc chon tir nhém bao goém Glu va Asp, va trong do
cac géc axit amin nay Xaa,, Xaas;, Xaa,, Xaas, Xaas, Xaa; khong lién quan dén
gan két khang thé hodc dén mot mic d6 nhé hon dang ké so v6i diém gan két
-Lys-Leu va -Phe-Phe-.

Theo mot phuong an khac, sang ché dé xuit khang thé hodc mot phan cia
chung, trong do:

Xaa, la His hoac Arg, cu thé 1a His;

Xaa, 1a Gln hodc Asn, cu thé la Gln;
Xaaj la Lys hodc Arg, cu thé 1a Lys;
Xaag 1a Val hodc Leu, cu thé 1a Val;
Xaas la Ala hoac Val, cu thé 1a Ala;
Xaag la Glu hodc Asp, cu thé 1a Glu; va
Xaa; 1a Asp hodc Glu, cu thé 1a Asp.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé cap dén khang thé hodc mot phan
cta ching gan két voi it nhét ba diém gan két doc lap trén protein dang tinh bot
B-, trong d6 it nhat ba diém gan két doc 1ap bao gdm it nhit mot gbc axit amin
va it nhat hai gdc axit amin ni tiép twong g, cac gbc d6 chu yéu lién quan dén

gan két cua khang thé, trong do it nhat ba diém gan két doc lap duoc dat ¢ vi tri
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gan voi moi diem gan két khac trén khang nguyén, doc 18p bdi it nhat mot goc
axit amin khong lién quan dén gan két khang thé hodc dén mot muc do nho hon
dang ké so voi it nhat hai goc axit amin nodi ti€p twong (ng nay, nhd do tao ra

epitop cau hinh khong lién tuc.

Theo mot phuong an cu the, sang ché dé xuat gdc axit amin it nhat cua it
nhat hai gdc axit amin noi tiép chu yéu lién quan dén gan két cua khang thé bao
gdm -Lys- Leu-, va goc axit amin thu hai cua it nhat hai goc axit amin noi tiép
bao gdm -Phe- Phe-, goc thtr ba cua it nhat mot goc amino bao gom -His- duoc
gan vao trinh tu 161 dudi day:

-His-Xaa,-Lys-Leu-Xaas-Phe-Phe-Xaas-Xaag-Xaas-
trong do:

Xaay la goc axit amin dugc chon tir nhom bao gom Asn va Gln;

Xaay la gdc axit amin dugc chon tr nhom bao gom Ala, Val, Leu,

norleuxin, Met, Phe va Ile;

Xaas la gdc axit amin dugc chon tir nhém bao gom Ala, Val, Leu, Ser va

Ile;
Xaag la géc axit amin dugc chon tir nhém bao gém Glu va Asp;

Xaay la gdc axit amin dugc chon tir nhom bao gom Glu va Asp, va trong do
cac goc axit amin nay Xaa,, Xaas;, Xaa,, Xaas Xaas, Xaa; khong lién quan dén
gan két khang thé hodac dén mot mic d6 nho hon dang ké so véi diém gan két -

His-, -Lys-Leu, va -Phe-Phe-.

Theo mot phuong an khac, sang ché dé xuit khang thé hodc mot phin cta

chung, trong do:
Xaa, 1a Gln hoidc Asn, cu thé 1a Gln;
Xaay 12 Val hoic Leu, cu thé 1a Val;

Xaas 1a Ala hoic Val, cu thé 1a Ala;
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Xaag 1a Glu hodc Asp, cu thé 1a Glu; va
Xaa; la Glu hoac Asp, cu thé 1a Asp;

Theo mot phuong an cu thé, sang ché dé xuét géc axit amin thtr nhét cua it
nhét hai gdc axit amin ndi tiép chi yéu lién quan dén gin két khang thé bao goém
-Lys-Leu-, va gbc axit amin th(t hai cua it nhat hai gdc axit amin ndi tiép bao
gdm -Phe- Phe-, va gbc thu ba cua it nhat mot gbc amino bao gdm -Asp- duogc

gin vao trinh tu 151 dudi day:

Xaa-Xaay-Lys-Leu-Xaa,s-Phe-Phe-Xaas-Xaag- Asp-

trong do:

Xaa; la géc axit amin dugc chon tir nhom bao gém His, Asn, Gln Lys, va
Arg;

Xaa, la géc axit amin duoc chon tir nhom bao g6m Asn va Gln;

Xaay la goc axit amin dugc chon tor nhom bao gom Ala, Val, Leu,

norleuxin, Met, Phe, va Ile;

Xaas la gbc axit amin dugc chon tor nhém bao gom Ala, Val, Leu, Ser va

Ile;

Xaag la goc axit amin dugce chon tir nhém bao gom Glu va Asp, va trong do6
cac gdc axit amin nay Xaa,, Xaas, Xaa, ,Xaas, Xaas, Xaa; khong lién quan dén
gan két khang th€ hodc dén mot mic d6 nho hon dang ké so voi diém gan két -

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

Theo mdt phuong an khéc, sang ché dé xuat khang thé hoic mot phan cua

chung, trong dé:
Xaa,; la His hodc Arg, cu thé 1a His;
Xaa, 1a Gln hodc Asn, cu thé 1a Gln;
Xaay 1a Val hodc Leu, cu thé 1a Val;

Xaas 1a Ala hodc Val, cu thé 1a Ala; va
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Xaa, 1a Glu hoac Asp, cu thé 1a Glu.

Theo mot khia canh khéc, séng ché dé cap dén khang thé hodc mot phﬁn
cta chiing gan két voi 4 diém gin két doc 1ap trén protein dang tinh bot B-, trong
d6 4 diém gin két doc 1ap nay bao gdm mot gdc axit amin va hai gdc axit amin
ndi tiép twong Gng, cac gbe do chu yéu lién quan dén gin két khang thé, trong
do 4 diém gén két doc 1ap nay duoc dat ¢ gﬁn véi mdi diém grfm két khac trén
khang nguyén, tach béi it nhat mot gbe axit amin khong lién quan dén gin két
khang thé hodc dén mot mirc do nhod hon dang ké so v6i mot gbe axit amin nay
va vi vay hai gbc axit amin ndi tiép nay cta 4 diém gan két ddc 1ap tao ra epitop

cau hinh khong lién tuc.

Cu th€, gbc axit amin thir nhat cta hai goc axit amin ndi tiép chu yéu lién
quan dén gan két khang thé 1a -Lys-Leu-, va goc axit amin thi hai cta it nhat hai
gdc axit amin noi ticp la -Phe-Phe-, goc axit amin thir nhét cua cic goc amino
don 1a -His- va gOc axit amin th\r hai cta cac goc amino don la-Asp- duoc gan
vao trinh tu 161 dudi day:

His - Xaa, - Lys - Leu -Xaay -Phe - Phe - Xaas-Xaag- Asp-
trong do:

Xaa, la goc axit amin duogc chon tir nhém bao gdbm Asn va Gln;

Xaay la géc axit amin dugc chon to nhém bao gém Ala, Val, Leu,

norleuxin, Met, Phe, va Ile;

Xaas la goc axit amin dugc chon tir nhém bao gom Ala, Val, Leu, Ser va

Ile:

>

Xaag la goc axit amin dugc chon tir nhom bao gom Glu va Asp, va trong dé
cdc gdc axit amin nay Xaa,, Xaa;, Xaa,, Xaas, Xaas, Xaa; khong lién quan dén
gan két khang theé hodc dén mot mic d6 nhoé hon dang ké so véi diém gan két

-His-, -Asp-, -Lys-Leu, va -Phe-Phe-.
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Theo mdt phuong 4n cu thé cia sang ché, cac diém nhéan dang va diém gan
két nhu duoge xéac dinh trén day tao ra epitop c4u hinh khong lién tuc duoc dat o
ving cua protein dang tinh bot B- trong khoang axit amin gbc 12 dén 24, cu thé
trong khoang cac gdc 14 dén 23, cu thé hon trong khoang cac gdc axit amin 14
va 20, trong d6 ba diém nhén dang va gan két doc 1ap bao goém 1 va 2 cac gbc
axit amin tuong ung, dugc dat & ¢ vi tri 16, 17, va & vi tri 19 va 20, va & vi tri
14, tuong tmg, cac goc d6 chu yéu lién quan dén gan két cua protein dang tinh
bot - va trong do6 ba diém nhan dang va gén két doc lap nay duogc doc 1ap bai
mot géc axit amin duoc dat ¢ vi tri 15 va 18 tuong ung, cac axit amin khong lién

quan dén gan két cua khang nguyén hodc, it nhat, t&i mot mirc vé co ban 1a nhd.

Theo mdt phuong an cu thé, cac gbe axit amin ndi tiép nay, cu thé 1a -Lys-
Leu- & vi tri 16 va 17 va -Phe- Phe- & vi tri 19 va 20, chi yéu lién quan dén gin

két cua protein dang tinh bot B-, dwoc gan vao ving tim dudi day:

Val  His His GIn Lys Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp
12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Theo mot phuong an cu thé khac nira, cac géc axit amin ndi tiép nay, cu thé
la -Lys- ¢ vi tri 16 va -Leu- ¢ vi tri 16 17 va -Phe- Phe- ¢ vi tri 19 va 20, va -
His- & vi tri 14, chu yéu lién quan dén gén két cta protein dang tinh bot -, duoc

gdn vao vung tam dudi day:

Val His His Gln Lys Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp
12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Theo mot phuong 4n cu thé cua sang ché, khang thé theo sang ché duoc

lam tang chdng lai phin khang nguyén khong chira diém gin két doc 1ap nay.

Su chuyén dich ving epitop co thé it nhit mot phan do viéc st dung cau
tric siéu phan ti khang nguyén bao gdm peptit khang nguyén tuong Ung vai
trinh tu axit amin cua peptit dang tinh bot -, cu thé 1a cua peptit dang tinh bot
B- ABi.is, duoc cai bién bang cac gbc wa nudc vi du nhu polyetylen glycol

(PEG), trong d6 goc ua nudc nay lién két cong hod tri vai dau cia peptit khang
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nguyén béng it nhat mot, cu thé 1a mot hodc hai axit amin, vi du nhu lysin, axit
glutamic va xystein hodc axit amin bat ky thich hop hoac chét tuong tu axit
amin c6 kha ning str dung nhu dung cu lién két dé két hop gbe wa nude véi phan
peptit, nhu dugc md ta dudi day trong qua trinh tao mién dich. Khi PEG duoc st
dung lam géc wa nudc, cac dau PEG tu do duoc lién két cong hoa tr1 vdéi
phosphatidyletanolamin hodc hop chat bat ky thich hop dé thuc hién chirc nang
nhu thanh phan neo, vi du, dé gan vao cu truc khang nguyén trong 16p kép cua

liposom nhu dugc mo ta & day.

Ciing str dung lipit A 1a mdt phin cua phuong phap tao mién dich co thé

gop phan vao su chuyén dich & vung epitop.

Theo mot phuong an cu thé, sang ché dé xuit khang thé, khang thé d6 bao

gdm ving bién déi chudi nhe (LCVR) 6 trinh tu néu trong SEQ ID NO:7.

Theo mot phuong an cu thé khac, sang ché dé cip dén vung bién doi chuoi

nhe (LCVR) ¢o trinh tu néu trong SEQ ID NO:7.

Van theo mot phuong an cu thé khac, sang ché dé xudt khang thé, khang
thé do bao gdm ving bién d6i chudi nang (HCVR) c¢6 trinh tu néu trong SEQ ID
NO:8.

Theo mot phuong an cu thé khac nira, sang ché dé cap dén vung bién doi

chudi ning (HCVR) ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO:8.

Theo mdt phuong 4n, sang ché d& cap dén khang thé, khang thé do bao
gdm ca ving bién ddi chudi nang co trinh ty néu trong SEQ ID NO:8 va ving
bién ddi chudi nhe c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO:7.

Ciing 1a mdt phan ctia sang ché 1a khang thé bao gdm ving bién ddi chudi
nhe (LCVR) hoac ving bién ddi chudi nang (HCVR) hoac ca hai, vung bién doi
chudi nhe (LCVR) va ving bién déi chudi nang (HCVR) tuong ddng véi peptit
bat ky trong cac peptit néu trong SEQ ID NO:7 va 8 tliorng ung.

Cu thé, sang ché dé cap dén khang thé hoiic mot phén cua ching, theo sang

ché va nhu duoc md ta trén day trong d6 ving bién ddi chudi nhe (LCVR) co
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trinh ty axit amin c6 muc do tuong déng 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% hoac 99% so vdi trinh ty néu trong SEQ ID NO:7.

Ngoai ra, sang ché dé cap dén khang thé hodc mot ph?m cua chung, theo
sang ché va nhu duoc md ta trén day trong do vung bién doi chudi nang
(HCVR) ¢6 trinh tu axit amin c¢6 mac dd tuong 6611g 90%, 91%, 92%, 93%,
94%., 95%., 96%, 97%, 98% hoac 99% so véi trinh tu néu trong SEQ ID NO:8.

Ngoai ra, sang ché dé cap dén khang thé hoac mot phﬁn cua chung, theo
sang ché va nhu duoc mo ta trén day trong d6 ving bién dbi chudi nhe (LCVR)
va vung bién doi chudi nang (HCVR) cung nhau ¢6 trinh ty axit amin ¢ muc do
twong dong 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% hodc 99% so voi trinh tu néu trong SEQ ID NO:7 va 8.

Theo mot phuong 4n cu thé khac, sang ché dé cap dén ving bién d6i chudi
nhe ¢6 trinh tu axit amin ¢6 mirc do tuwong déng 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% so véi trinh ty néu trong SEQ ID NO:7.

Theo mdt phuong an cu thé khac nita, sang ché dé cap dén vung bién doi
chudi nang co trinh ty axit amin c¢6 mtrc d6 tuwong déng 90%, 91 %, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% hoac 99% so v6i trinh tu néu trong SEQ ID NO:8.

Theo mot phuong an khéc, sang ché dé xuit polynucleotit bao gom trinh tu

nucleotit ma hoa khang thé theo sang ché nhu duoc md ta trén day.

Cu thé, sang ché dé cap dén polynucleotit bao gdm trinh tu nucleotit ma

hoa khang thé theo sang ché bao gdm:

a) it nhat trinh tu nucleotit cia vung bién doi chudi nhe néu trong SEQ 1D

NO:9;

b) trinh tu nucleotit khac véi trinh tu nucleotit ctia (a) trong trinh tu codon

do sy thodi hod ctia ma di truyén;

¢) trinh tu nucleotit véi trinh tu bd tro cho (a) va (b); hoac
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d) phan cia trinh ty nucleotit ctia (a), (b) hoic (c) bao gdm doan nucleotit
lién ké duoc chon ttr nhom bao gém c6 it nhét 20 nucleotit lién ké, it nhat 25
nucleotit 1ién k&, it nhat 30 nucleotit lién ké, it nhat 35 nucleotit lién ké, it nhat

40 nucleotit lién k&, it nhat 45 nucleotit lién k&, va it nhat 50 nucleotit lién ké.

Theo mot phuong an khéc, sdng ché dé xuit polynucleotit bao gdm trinh tu

nucleotit md hod khang thé theo sang ché nhu duoc mo ta trén day.
a) it nhét trinh tu nucleotit cia chudi nhe néu trong SEQ ID NO:10;

b) trinh tu nucleotit khac véi trinh tu nucleotit cta (a) trong trinh ty codon

do su thoai hoa ciia ma di truyén;

¢) trinh tu nucleotit vdi trinh tu bo tro cho (a) va (b); hoac

d) phan cua trinh tu nucleotit ciia (a), (b) hodc (c) bao gdm doan lién ké cua
cac nucleotit duoc chon tir nhdm bao gém it nhat 20 nucleotit lién ké, it nhat 25
nucleotit lién k&, it nhat 30 nucleotit lién k&, it nhét 35 nucleotit lién ké, it nhat
40 nucleotit lién k&, it nhat 45 nucleotit lién k&, va it nhat 50 nucleotit lién k&.

Van theo mdt phuong 4n khéc, sang ché d¢ cap dén polynucleotit bao gom
trinh ty nucleotit ma ho4 khang thé theo sang ché bao gom:

a) it nhét trinh tu nucleotit ctia ving bién d6i chudi ning néu trong SEQ ID
NO:11;

b) trinh tu nucleotit khdc véi trinh tu nucleotit ctia (a) trong trinh tu codon
do su thoai hoa cua ma di truyén;

¢) trinh ty nucleotit véi trinh tu b tro cho (a) va (b); hoac

d) phéan cua trinh ty nucleotit ctia (a), (b) hodc (c) bao gdm doan lién k& cua
cac nucleotit dugc chon tir nhém bao gém it nhat 20 nucleotit lién ké, it nhat 25
nucleotit lién k&, it nhat 30 nucleotit lién k&, it nhat 35 nucleotit lién ké, it nhat
40 nucleotit lién k&, it nhit 45 nucleotit lidn k&, va it nhat 50 nucleotit lién ké.

Van theo mdt phuong 4n khéc, sang ché d& cap dén polynucleotit bao gdbm

trinh ty nucleotit ma hoa khang thé theo sang ché bao gdm:
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a) it nhét trinh tu nucleotit ctia chudi nang néu trong SEQ IDNO:12 hoic

trinh tu bd tro;

b) trinh tu nucleotit khac véi trinh tu nucleotit cua (a) trong trinh tu codon

do su thoai hod ctia ma di truyén;
¢) trinh ty nucleotit véi trinh ty bd tro cho (a) va (b); hoac

d) phan cua trinh ty nucleotit ctia (a), (b) hodc (c) bao gdm doan lién ké cua
cac nucleotit dugc chon tir nhom bao gf“)m it nhat 20 nucleotit lién ké, it nhat 25
nucleotit lién k&, it nht 30 nucleotit lién ké, it nhat 35 nucleotit lién ké, it nhét

40 nucleotit lién ké, it nhit 45 nucleotit lién ké, va it nhat 50 nucleotit lién keé.
Séng ché ciing bao gdm polynucleotit chira:

a) trinh tu nucleotit ¢é trinh ty néu trong SEQ ID NO:9 mi hoa ving bién

doi chuoi nhe;

b) trinh ty nucleotit khac véi trinh tu nucleotit cia (a) trong trinh tu codon

do su thoai hod ctia ma di truyén;
¢) trinh ty b trg cho (a) va (b); hoic

d) phan cia trinh ty nucleotit ctia (a), (b) hodc (c) bao gdm doan lién ké cua
cac nucleotit dugc chon tir nhom bao gém it nhat 20 nucleotit lién ké, it nhat 25
nucleotit lién ke, it nhat 30 nucleotit lién k&, it nhat 35 nucleotit lidn k&, it nhét

40 nucleotit lién ké, it nhit 45 nucleotit lién ké, va it nhat 50 nucleotit lién ké.
Sang ché cling bao gdbm polynucleotit chira:
a) trinh tu nucleotit ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO:10 ma hoé chudi nhe;

b) trinh tu nucleotit khac véi trinh tu nucleotit cia (a) trong trinh tu codon

do su thoai hod ciia ma di truyén;
¢) trinh tu nucleotit véi trinh tu bo tro cho (a) va (b); hodc

d) phén cua trinh tu nucleotit ciia (a), (b) hodc (c) bao gdm doan lidn k& cua

cac nucleotit dugc chon tir nhom bao gém it nhit 20 nucleotit lién ké, it nhat 25
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nucleotit lién ké, it nhat 30 nucleotit lidn ké, it nhéat 35 nucleotit lién ké, it nhat
40 nucleotit lién ké, it nhat 45 nucleotit lién ké, va it nhat 50 nucleotit lién ké.

Séng ché cling bao gdm polynucleotit chira:

a) trinh tu nucleotit ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO:11 m3 hoa ving bién
doi chudi ning;

b) trinh tu nucleotit khac véi trinh tu nucleotit cua (a) trong trinh ty codon
do su thoai hod ctia ma di truyén;

¢) trinh ty nucleotit véi trinh tu bo trg cho (a) va (b); hoac

d) phén cua trinh tu nucleotit cua (a), (b) hodc (c) bao gdm doan lién ké cia
cac nucleotit dugc chon tir nhém bao gém it nhat 20 nucleotit lién ké, it nhét 25
nucleotit lién ké, it nhét 30 nucleotit lién ké, it nhat 35 nucleotit lién ké, it nhét
40 nucleotit lién k&, it nhit 45 nucleotit lién k&, va it nht 50 nucleotit lidn k&,

Séng ché ciling bao gdm polynucleotit chira:

a) trinh tu nucleotit ¢é trinh ty néu trong SEQ IDNO:12 m3 ho4 chudi nang

b) trinh ty nucleotit khac véi trinh tu nucleotit cia (a) trong trinh tu codon
do sy thoai hoa ctia ma di truyén;

¢) trinh tu nucleotit véi trinh tu b tro cho (a) va (b); hoac

d) phén cua trinh tu nucleotit cta (a), (b) hodc (c) bao gdm doan lién ké cua
cac nucleotit dugc chon tir nhém bao gém it nhat 20 nucleotit lién ké, it nhét 25

nucleotit lién ké, it nhat 30 nucleotit lién ké, it nhat 35 nucleotit lidn ké, it nhat

40 nucleotit lien k&, it nhat 45 nucleotit lién k&, va it nhét 50 nucleotit lidn k&,
Theo mét phuong an khéc nira, sang ché dé cap dén trinh tu nucleotit lai
VOI1:

a) trinh tu nucleotit theo sdng ché va nhu duoc néu trong SEQ ID NO: 9,
10, 11 va 12 tuong tng;
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b) trinh ty nucleotit khic véi trinh tu nucleotit cua (a) trong trinh tu codon

do su thodi hoa ctia ma di truyén;
¢) trinh tu b6 trg cho (a) va (b); hodc

d) phan ciia trinh tu nucleotit cia (a), (b) hodc (c) bao gébm doan lién ké cua
cac nucleotit dwoc chon tir nhém bao g6m it nhat 20 nucleotit lién ké, it nhat 25
nucleotit lién ké, it nhét 30 nucleotit 1ién ké, it nhat 35 nucleotit lidn ké, it nhat

40 nucleotit lién ké, it nhét 45 nucleotit lidn ké, va it nhat 50 nucleotit lién ke.

Cu thé, sang ché dé cap dén trinh tu nucleotit bt ky dugc lai trong céc diéu
kién lai thong thuong, t6t hon la trong cac diéu kién lai nghiém ngit, véi trinh tu
nucleotit theo sdng ché va nhu néu trong SEQ ID NO: 9, 10, 11 va 12 tuong

tng, cu thé véi doan nhiém sic bé tro cla chung.

Theo mot phuong an khac niva, sang ché dé cap dén trinh tu nucleotit bét
ky lai v&i trinh ty nucleotit theo sang ché va nhu néu trong SEQ ID NO: 9, 10,
11 va 12 tuong tng, cu thé doan nhiém sic bd tro cua chung, trong diéu kién lai
thong thuong, tai d6 dung dich 5XSSPE, 1%SDS, 1xDenhardts duoc st dt_mg
lam dung dich va/hogc nhiét do lai ndm trong khoang 35°C va 70°C, tét hon la
65°C. Sau khi lai, t6t hon qua trinh rtra dugc tién hanh 1an tha nhat bang dung
dich 2xSSC, 1% SDS va roi sau d6 bang 0,2xSSC & & nhiét d¢ lai ndm trong
khodng 35°C va 70°C, tot hon la & 65°C (lién quan dén thanh phan dung dich
SSPE, SSC va Denhardts, xem tai liéu Sambrook et al. loc. cit.).

Cu thé, sang ché dé cap dén trinh ty nucleotit bat ky lai véi trinh tu
nucleotit theo sang ché va nhu néu trong SEQ ID NO: 9, 10, 11 va 12 twong
tmg, cu thé voi doan nhiém sic bd tro cua chung, trong cac diéu kién lai nghiém
ngat nhu duoc mé ta trong tai liéu Sambrook et al, néu trén, cu thé hon trong cac
diéu kién lai nghiém ngit ma & d6 qua trinh lai va rira xuét hién & 65°C nhu néu
trén.

Theo mot phuong an cu thé sang ché dé xuét khang thé, cu thé 1a khang thé

chirc ndng kép, cu thé 1a khang thé don dong, cu thé 1a khéang thé chuc nang kép
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don dong, bao gbm khang thé trong duong chirc bat ky hodc céac phan chirc
nang cua ching, khang thé do6 co cac ddc tinh dédc trung cua khang thé duoc tao
ra boi dong té bao lai duge chon tir nhém bao gdm FP 12H3, FP 12H3-C2, va
FP 12H3-G2 ndp luu ngay 01/10/2005 va 09/10/2005 1a DSM ACC2752, DSM
ACC 2750 va DSM ACC2751 tuong ung.

Cu thé hon, sang ché dé cap dén khang thé bao gdm khang thé twong
duong chiic bét ky hodc cac phan chtc ndng cla ching duoc tao ra bsi dong té
bao lai FP 12H3, ndp Iuu ngay 01/12/2005 va 09/12/2005, twong ung la DSM
ACC2752.

Cu thé hon, sang ché dé cap dén khang thé don dong bao gdm khang thé
trong duong chirc bat ky hodc cac phan chirc nang cua chung duogc tao ra boi
dong té bao lai FP 12H3-C2, nop Iuu ngay 01/12/2005 va 09/12/2005, tuong
ung la DSM ACC2750.

Cu thé hon, sang ché dé cap dén khang thé don dong bao gdm khang thé
tvong duong chirc bat ky hodc cac phan chirc nang cua chung duoc tao ra boi
dong té bao lai FP 12H3-G2, nop luu ngay 01/12/2005 va 09/12/2005, twong
ung la DSM ACC2751.

Theo mot phuong an cu thé khac, sang ché dé xuét khéang thé, cu thé 1a
khang thé chirc nang kép, cu thé 1a khang thé don dong, cu thé 13 khang thé chirc
nang kép don dong, bao gdém khang thé trong dwong chirc bat ky hodc cac phan
chte nang cia ching, khdng thé d6 c¢6 cac dic tinh dac trung cua khang thé
duoc tao ra boi dong té bao lai ET 7E3 duoc nop luu ngay 08/12/2005 1a DSM
ACC2755.

Cu thé hon, sang ché dé cap dén khang thé don dong bao gom khang thé
trong duwong chirc bat ky hodc cac phan chirc nang cua ching duoc tao ra boi
dong té bao lai ET 7E3, dugc ndp luu ngay 08/12/2005 1a DSM ACC2755.

Theo mét phuong 4n cu thé khac sang ché dé xuét khéng thé, cu thé 1a

khang thé chtrc nang kép, cu thé 1a khang thé don dong, cu thé 1a khang thé chuc
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nang kép don dong, bao gdbm khang thé tuong duong chirc bat ky hodc cac phan
chue nang cua ching, khang thé d6 c6 cac dic tinh ddc trung ctia khang thé
duoc tao ra béi dong té bao lai EJ 7H3 duoc nop luu ngay 08, 2005 1a DSM
ACC2756.

Cu thé hon, sang ché dé cap dén khang thé don dong bao gdm khang thé
trong dwong chirc bat ky hodc cac phan chirc nang cua chung duoc tao ra boi

dong té bao lai EJ 7H3, duoc nop luu ngay 01/12/2005 1a DSM ACC2756.

Muc dich khéac ctiasang ché 1a dé xuét cac phuong phéap va ché phdm bao
gdm khang thé theo sang ché va nhu dugc mé ta trén day dé ngan ngua va/hoac
diéu tri va/hodc lam giam céc tac dong cua cac bénh va cac roi loan do hoac c6
lién quan dén cac protein dang tinh bdt hodc twong ty tinh bot bao gém ching
thoai hoa dang tinh bot, nhom céc bénh va céc ri loan lién quan dén su hinh
thanh mang tinh bot bao gdm ching thoai hoa dang tinh bot thi phat va thoai
hoa dang tinh bot lién quan dén tudi bao gdm, nhung khong chi gidi han ¢, cac
rdi loan than kinh nhu bénh Alzheimer (AD) va cac bénh va cac tinh trang dac
trung bdi sy mét kha ning tri nhé lién quan dén nhan thic, vi du nhu, suy giam
nhin thic nhe (MCI), sa stt tri tué thé Lewy, hoi chimg Down, chung Xuét
huyét nao di truyén vO1 thoai hoa dang tinh bot (loai Dutch); bénh phtrc hop
Guam Parkinson-Dementia cling nhu cdc bénh khac dya vao vao hoic lién quan
dén cac protein twong tu dang tinh bot nhu liét trén nhan tién trién, bénh xo
cung rai rac; bénh Creutzfeld Jacob, bénh Parkinson, sa sut tri tué lién quan dén
HIV, ALS (xo cling c0t bén teo c0), viém co thé vui (IBM), bénh tiéu dudong
bat dau tudi truong thanh; thoai hoa dang tinh bot tim lio suy; cac khdi u noi
tiét, va céc bénh khac, ké ca bénh thoai hod diém vang, vi du béng cach tao mién
dich thu dong cho nguoi hodc dong vt bang khang thé theo sang ché va nhu

dugc mo ta trén day.

Muc dich khac ctia sang ché 1a dé xuét phuong phap str dung khang thé don
dong va/hoic phan chirc nang cla chung theo sang ché va ché pham bao gom

khang thé theo sang ché va nhu duoc mo ta trén day dé chan doan va dicu tri cac
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bénh va céac rdi loan do hodc cé lién quan dén cac protein dang tinh bt hodc
tuong ty tinh bt bao gdm chirng thoai hoa dang tinh bot, nhom cac bénh va cac
roi loan lién quan dén su hinh thanh mang tinh bot bao gdm chung thoai hoa
dang tinh bot thir phat va thodi hod dang tinh bot lién quan dén tudi bao gom,
nhung khéng chi gidi han &, cac rdi loan than kinh nhu bénh Alzheimer (AD) va
cac bénh va cic tinh trang dic trung bdi su mit kha nang tri nhé lién quan dén
nhan thtrc, vi du nhu, suy giam nhan thitc nhe (MCI), sa sut tri tué thé Lewy, hoi
ching Down, ching xuét huyét ndo di truyén voi thodi hoa dang tinh bot (loai
Dutch); bénh phtrc hop Guam Parkinson-Dementia cung nhu cac bénh khéac dua
'vao vao hogc lién quan dén cac protein tuong ty dang tinh bot nhu liét trén nhan
tién trién, bénh xo clmg rai rac; bénh Creutzfeld Jacob, bénh Parkinson, sa sut tri
tué lién quan dén HIV, ALS (xo0 ctimg cdt bén teo co), viém co thé vui ((IBM),
bénh tiéu dudng bt dau tudi truong thanh; thodi hod dang tinh bot tim lio suy;

cac khoi u ndi tiét, va cac bénh khac, ké ca bénh thodi hoa di€ém vang.

Cu thé, muc dich cta sémg ché 1a d& xut phuong phép st dung khang thé
don dong va/ho#ic phan chuc ndng cla ching theo sang ché va _ché pham bao
g@)m khéang thé, cu thé 1a khéang thé dac hiéu kép va hai tac dung, cu thé 1a khang
thé don dong dac higu kép va hai tic dung theo sang ché va nhu dugc mo ta trén
day dé lam giam va ngan ngtra sy xuit hién cua cac réi loan than kinh, bao gdm

nhung khong chi gidi han 6 bénh Alzheimer.

Céc ché phim theo sang ché bao gdm khang thé, cu thé la khang thé dic
hi€u kép va hai tac dung, theo sang ché va nhu duoc md ta trén day bao gom
khang thé tuong duong chire bat ky hodc cac phan chirc nang cua chung, cu thé
v6i mdt luong dicu trj hitu hiéu hoiic, cu thé hon, khang thé don dong, cu thé 1a
khang thé don dong ddc hiéu kép va hai tic dung, theo sang ché va nhu dugc mo
ta trén day bao gdm khang thé twvong dwong chirc bat ky hodc cac phan chic
nang cua chung, cu thé véi mot luong diéu tri hiru higu va, tuy y, chét mang

dugc dung va/hoic chét pha loang va/hoac ta duogc.
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Cu thé, ché phdm theo sang ché bao gdm khang thé, cu thé khang thé don
dong bao gdbm khang thé trong duong chirc bat ky hodc cac phan chirc nang ctia
ching, c6 kha nang wrc ché su két tu cua cac peptit don phan dang tinh bot, cu
thé 1a cac peptit don phén dang tinh bot B-, vi du nhur cac peptit don phan AP 1-
39; 1-40, 1-41, 1-42, hodc 1-43, cu thé 1a céc peptit don phan AB; .4, trong cic
s nho hodc cic soi polyme dang tinh bdt cao phan tir va, tuy v, chat mang

dugc dung va/hodc chat pha loang va/hodc ta duoc.

Theo mot phuong an khéc nita, sang ché dé xuét ché pham bao gbm khang
thé, cu thé khang thé don dong, bao gém khang thé twong duong chirc bat ky
hoac cac phén chirc nang cua chling, khang thé do, khi cung 1, cu thé khi cung u
Vol ty 1€ néng dd mol 1:100, cu thé hon & ty 1€ néng do mol trong khoang 1:30
va 1:100, cu the 13 & ty 1¢ ndng do mol 1a 1:100, véi cac peptit don phan dang
tinh bot, cu thé cac peptit don phan dang tinh bot B-, vi du nhu cac peptit don
phén AR 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, hoac 1-43, cu thé 1a cac peptit don phan AB;.,,
Grc ché su két tu cia chit don phéan A véi cac sgi nho hodc cac soi polyme cao
phén tir. Cu the, céc luong e ché dén it nhat 50%, cu thé dén it nhét 65%, cu thé
hon 1a dén it nhat 75%, tham chi cu thé hon Ia dén it nhit 80%, cu thé 1a dén it
nhat 85%-90%, hodc nhidu hon nhu so véi cac chat don phén peptit dang tinh
bdt twong Gmg U trong dung dich dém (doi ching) va, tuy y, chat mang duoc

dung va/hodc chét pha loang va/hodac ta duoc.

Cu thé, qua trinh cung U cua khang thé theo sang ché véi cac peptit don

phan dang tinh bot duoc tién hanh trong 48 gid ¢ nhiét do 37°C.

Kha ning tc ché su két tu cia khang thé theo sang ché co thé duoc xac
dinh bang cach 1am siéu ly tdm ty trong-gradien tiép theo la phan tich sa ling
SDS-PAGE trén gradien da tao ra trudc va/hoic bang thir nghiém huynh quang
thioflavin T (Th-T).

Sang ché con dé& xuit ché pham bao gdm khang thé which c6 kha nang
chéng két tu céac s01 nho hodc cac sgi polyme dang tinh bt cao phan tir duoc tao

ra bang su két tu cia cac peptit don phan dang tinh bot, cu thé cac peptit don

-45-



20557

phan dang tinh bot -, vi du nhu cac peptit don phan AP 1-39; 1‘-40, 1-41, 1-42,
hodc 1-43, cu thé la cac peptit don phan AP, va, tuy v, chat mang dugc dung

va/hodc chét pha loang va/hoac ta duogc.

Béng cach chéng sy tich tu cua céac sgi nho hodc céac soi polyme tao tinh
bot, cdc khang thé theo sang ché c6 kha nang ngan ngura hodc lam cham lai qua
trinh hinh thanh cac mang dang tinh bot dan dén lam giam cdc tri¢u ching lién

quan dén bénh va lam chdm hodc déo nguoc quaé trinh tién trién ctia no.

Theo mét phuong 4n khéc, sang ché dé xuat ché pham bao gdm khéang
thé, cu thé khang thé don dong, bao gdm khang thé twong duong chirc bat ky
hodc cc phan chire nang ctia chung, khang thé do, khi cung U & ty 1é ndng do
mol trong khoang 1:30 va 1:100, cu thé & ty 1€ 1:100, véi cac sgi nho polyme
dang tinh bt cao phan tir tao ra trudc d6 hoac cac s¢i duoc tao ra béng su két tu
cua cac peptit don phin dang tinh bot, cu thé cac peptit don phan dang tinh bot
B- vi du nhu cac peptit don phan ABI1-39; 1-40, 1-41, 1-42, hodc 1-43, cy thé la
cac peptit don phan AP, cu thé khi cung u trong 24 gid ¢ nhiét do 37°C, ¢
kha nang chéng két tu cac so1 nho hodc cac sgi polyme tao ra trudc do dén it
nhat 35%, cu thé dén it nht 40%, cu thé hon dén it nhét 50%, tham chi cu thé
hon dén it nhét 60%, cu thé 1a dén it nhét 70% hodc nhidu hon va, tuy ¥, cht
mang duoc dung va/hoic chit pha loang va/hodc ta dugc.

Kha ning tc ché su két tu cua khéang thé theo sang ché co thé duoc xac
dinh bang cach 1am siéu ly tdm ty trong-gradien tiép theo la phén tich sa ling
SDS-PAGE trén gradien di tao ra trudc va/hodc bang thu nghiém huynh quang
thioflavin T (Th-T).

Sang ch€ con dé xuat ché pham bao gém khang thé hodc phan chic ning
cua chung, khang thé d6 nhay cam vé mit cu hinh riéng, cu thé 1a voi luong
httu hiu, cu thé hon v6i mot luong diéu trj hitu hiéu.

Theo mot phuong an khic niva, sang ché dé xuét ché pham bao gom khang

thé, cu thé la khang thé don dong, bao goém khang thé tvong duong chirc bat ky
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ho#ic cac phan chirc ning cla chung, khang thé do, khi cung u véi cac sgi nho
polyme dang tinh bot cao phén ti tao ra trudc d6 hoic cac soi duoc tao ra béng
su két tu cua cac peptit don phan dang tinh bot, cu thé cac peptit don phan dang
tinh bot -, vi du nhu cac peptit don phan AP 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, hoac 1-43,
cu thé 1a cdc peptit don phan AB,,, cu thé khi cing U trong 24 gio & nhiét do
37°C, c6 kha nang kich thich sy ddng hoan cua ciu hinh tAm B- hudéng vé cu
hinh xo0an o va/hodc ciu hinh xoin ngau nhién, cy thé 1a cdu hinh xodn ngau
nhién, cu thé 14 cAu hinh xoin ngau nhién tai vi tri da cho trong phan t, cu thé
trong moi truong Val 12 cua protein AB, n6 lam ting ciu hinh xoén ngau nhién
do cu hinh tAm B- tao ra va sy hoa tan cai thién cta cic soi nho hodc cac soi
polyme dang tinh bot cao phan tir da tao ra trudc, va tuy ¥, chat mang duoc dung
va/hodc chét pha loang va/hodc ta dugc. cu thé 1a lam giam cac lugng cau hinh
tAm B- dén it nhét 30%, cu thé dén it nhét 35%, cu thé hon dén it nhat 40% va
nhiéu hon so vé6i cac soi nhd polyme dang tinh bot di tao ra trude dé twong tng

hodc céc soi U trong dung dich dém (dbi chung).

Kha ndng cta khang thé dé kich thich su ddng hoan & cdu tric thu cap
duogc xac dinh béng phép phé hoc trang thai ran 13C NMR, cu thé, béng cach
xac dinh cdc cuong do tich hop cta cac ciu hinh cua Val 12 CPB trong peptit AB,.

42-

Sang ché con dé xuat ché pham bao gdm khang thé, cu thé khang thé don
dong, bao gém khang thé twong duong chirc bat ky hodc cac phan churc nang cua
chung, cu thé véi mot lwong diéu tri hitu hiéu, khang thé d6 co chuc nang kép o
¢hd né thé hién ca ddc tinh (rc ché su két tu cling nhur dic tinh chéng két tu nhu
dugc xac dinh trén day, cu thé cung véi muc dd cao cua tinh nhay cam cau hinh
va, tuy ¥, chat mang duoc dung va/hoic chét pha loang va/hodc ta duoc.

Van theo mdt phwong 4n khac, sang ché dé xuét ché pham bao gdm khang
thé chuc ning kép, cu thé la khang thé chirc nang kép don dong, bao gom khang
thé twong duong chiic bét ky hodc cac phan chirc ning cua chung, khang thé do,

khi cung 4 véi cac peptit don phan dang tinh bot, cu thé cac peptit don phan
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dang tinh bot B-, vi du nhu cac peptit don phan AB 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, hoic
1-43, cu thé 1a cac peptit don phan AP, 4, tc ché su két tu ctia chat don phan Ap
V01 cac sgi nho polyme cao phén tir va, ngoai ra, khi cung U with cac soi nhd
polyme dang tinh bt cao phan tir tao ra trude do hoac cac soi duoc tao ra bé“mg
su két tu cﬁa cac peptit don phén dang tinh bot, cu thé cac peptit don phan dang
tinh bot B-, vi du nhu cac peptit don phan AB 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, hoac 1-43,
cu thé 1a céac peptit don phan A4, c6 kha ning chong két tu cac s¢1 nho hoac
cac soi polyme tao ra trude d6 va, tuy ¥, chét mang dugc dung va/hodc chét pha

loang va/hoac ta duoc.

Theo mdt phuong 4n cu thé, sang ché dé xuit qua trinh cung u cta khang
thé chuc nang kép theo sang ché, cu thé 1a cua khang thé chuc nang kép don
dong theo sang ché vai cac peptit don phan dang tinh bdt va cac soi nho polyme
dang tinh bot cao phan tir tao ra trude dé hodc cac so1, tuong tng, dién ra voi ty
& nong do mol 1:100, cu thé véi ty I¢ trong khoang 1:30 va 1:100, va cu thé hon
vot ty 1€ 1:100.

Theo mot phuong an cu thé khac nita, sang ché dé xuét qua trinh cung u
vOi cac peptit don phan dang tinh bdt va cac s01 nho polyme dang tinh bot cao
phén tit tao ra trude d6 hodc cac soi duge tién hanh trong 48 gio va 24 gio twong
ung, 6 nhiét d6 37°C.

Van theo mot phuong 4n cu thé khéc, sang ché dé xuét ché pham bao gdm
khang thé chuc ning kép theo sang ché, cu thé 1a khang thé churc nang kép don
dong theo sang ché c6 kha ning chong két tu cac o1 nho hodc cac soi polyme
tao ra truc d6 dén it nhdt 10%, cu thé dén it nhit 25%, cu thé hon dén it nhat
35%, tham chi cy the hon dén it nhét 50%, cu thé 1a dén it nhit 60-70% hoic

nhiéu hon va, tuy v, chit mang duoc dung va/hoic chit pha loang va/hoic ta

duoc.

Van theo mot phuong 4n cu thé khac, sang ché dé xuit ché pham bao gdm
khang thé chtrc ning kép theo sang ché, cu thé 1a khang thé chuc nang kép don

dong theo sang ché tc ché su két tu cua cac peptit don phan dang tinh bot, cu
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thé cac peptit don phan dang tinh bot B-, vi du nhu céc peptit don phan AB 1-39;
1-40, 1-41, 1-42, hodc 1-43, cu thé 1a cac peptit don phan A4, vao khoang it
nhat 50%, cu thé vao khoéng it nhat 65%, cu thé hon vao khoang it nhat 75%,
thdm chi cu thé hon vao khoéang it nhét 80%, cu thé la vao khoang it nhat 85-
90%, hodc nhiéu hon nhu so vé&i gac chét don phén peptit dang tinh bot twong
ung u trong dung dich dém (déi ching) va, tuy v, chét mang duoc dung va/hodc

chat pha loang va/hoac ta duoc.

Cu thé, sang ché dé xuét ché pham bao gom khang thé, cu thé khang thé
don dong, bao gém khang thé trong duong chirc bat ky hodc cac phan chic
nang cua ching, khang thé d6 tao ra su tic ché qua trinh polyme hod cua céac
peptit don phan dang tinh bot, cu thé 1a cac peptit don phan dang tinh bot B-, vi
du nhu céc peptit don phan AP 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, hodc 1-43, cu thé 1 cac
peptit don phan AP, va/hodc kich thich qué trinh 1am tan céc so1 nho polyme
dang tinh bdt cao phan tir tao ra trudge do hodc cac soi duoc tao ra bﬁng su két tu
cua cac peptit don phan dang tinh bot, cu thé cac peptit don phan dang tinh bot
B-, vi du nhu céc peptit don phan AB 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, hoac 1-43, cu thé 1a
cac peptit don phan A4, nhd su gan két dic hidu va truc tiép cla khang thé
VvGi cac soi AP, no tao ra sy dong hoan cia cAu hinh thu cap, va, tuy y, chat

mang duoc dung va/hoidc chat pha loang va/hodc ta duoc.

Sang ché con dé xut ché pham bao gbm khang thé, cu thé khang thé don
dong, bao gdm khang thé twrong duong chic bt ky hodc cac phan chuc nang cua
chung, khéng thé d6 gin két truc tiép va dic hidu véi cac so1 dang tinh bot B-, vi
du nhu céc soi bao gém céc peptit don phan AB 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, hoic 1-
43, cu thé 1a véi cac so1 bao gém APi.4 cac peptit don phan va/hodc kich thich
qua trinh lam tan cac soi nho polyme dang tinh bot cao phan tu tao ra trude do
hodc cac soi duoc tao ra bang su két tu cia cac peptit don phan dang tinh bét, cu
thé cac peptit don phan dang tinh bot B-, vi du nhu céc peptit don phan AB 1-39;
1-40, 1-41, 1- 42, hodic 1-43, cu the¢ Ia cac peptit don phan AP, bing céch

nham vao va gan két dic hiéu vai vung epitop cua protein dang tinh bot B-, cu
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thé 1a ving epitop cua polypeptit A dugc gidi han bai cac gdc axit amin aa,-
aa,, v6in 1a sd nguyén trong khoang 2 va 15, cu thé trong khoang 5 va 15, cu thé
hon trong khoang 8 va 15, thdm chi cu thé hon trong khoang 10 va 15 va m 1a sb
nguyén trong khoang 3 va 17, cu thé trong khoang 6 va 17, cu thé hon trong
khoang 9 va 17, tham chi cu thé hon trong khoang 11 va 17, trong d6 n va m
khong thé 1a cac sb gidong nhau va n phai ludn 13 s6 nho hon m, véi hiéu suét
gilta n va m>2 va, tuy y, chat mang duoc dung va/hodc chat pha loang va/hoac

ta duoc.

Su gan két cua khang thé theo sang ché co thé lam giam su dong hoan ciu
hinh trong protein da néu, cu thé 1a su ddng hoan cua cu hinh tdm B hudng vé
cau hinh vong xoan o- va/hodc cAu hinh xoin ngau nhién, cy thé 1a cAu hinh
X0&n ngau nhién, thim chi cu thé hon 12 cAu hinh xo4n ngau nhién tai vi tri da

cho trong phan ti, cu thé trong mdi truong Val 12 cla protein AP.

Theo mot phuong én khic, sang ché dé xuat khang thé, cu thé la khang thé
don dong bao gdm khang thé tuong duong chiic bat ky hodc céc phan chtrc nang
cia ching, khang thé d6 két hop it nhit mot trong cac ddc tinh néu trén, d6 1a
dic tinh Gc ché su két tu, chéng két tu, kich thich su déng hoan ciu hinh, nhan
dang va gan két truc tiép voi vung epitop 4-16 va/hodc 14 dén 23, cu thé 1a vung
epitop 14-20, cu thé 1a két hop cta hai hodc nhiéu cac dac tinh néu trén va, tuy

v, chét mang dugc dung va/hodc chét pha loang va/hoac ta duoc.

Theo mdt phuong 4n cu thé, sang ché dé xuit khéang thé, cu thé 1a khéang
thé churc nang kép, cu thé 1a khang thé don dong, cu thé 1a khang thé don dong
chtrc ning kép, gobm cé khang thé twong duong chire bat ky hodc cac phan chirc
nang ctia chung, ching thé hién tinh dic hidu cao voi cac peptit don phan AR, .4,
nhung vé co ban khong ¢6 hodc chi c¢6 kha ndng phan ung chéo yéu véi cac
peptit don phan AR, sg, AB.30, ABjo, v&/hodc ARy, cu thé 1a khang thé, cu thé
la khang thé don dong, gdm cb khang thé trong duong chirc bat ky hodc cac
phan chirc néng cta chiing, khang thé dé nhay cam gap 100 lan, cu thé tir 50 dén

100 1an, cu thé hon 1a tir 80 dén 100 1n, cu thé 1a 100 Iin véi peptit dang tinh
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bot APis2 S0 Vi AB13s, AB1.30, ABiag, ABig; va t6i 1000 14n, cu thé tir 500 dén
1000 lan, cu thé hon la tr 800 d&n 1000 1an, cu thé 1a 1000 1an véi peptit dang
tinh bot AB;4, nhu so vdi APias, va vi vay ¢6 kha niang Gc ché, in vitro va in
vivo, su két tu cua cac peptit don phan tao tinh bdt, cu thé 13 cta peptit dang tinh
bot APy va, tuy v, chét mang dugc dung va/hodc chat pha loang va/hodc ta

duoc.

Theo mét phuong an cu thé khac, sang ché dé xuit ché pham bao g6m
khang thé, cu thé la khang thé chuc nang kép, cu thé 1a khang thé don dong, cu
ﬁthé 1a khang thé don dong chuie nang kép, gdm co khang thé tuong duong chuc
bat ky hodc cac phan chuc ndng cua ching, khang thé do co tinh nhay cam gin
két cao voi peptit dang tinh bot AP, va ¢ kha nang phat hién cac sgi AB; .4,
VOl néng do dudi it nhat 0,001ug, cu thé voi 2161 han 116ng dd nam trong khoang
0,5ug va 0,001ug, cu thé hon trong khoang 0,1ug va 0,001 pug, cu thé 1a véi nong
do 1a 0,001pg, va tuy y, chat mang duoc dung va/hodc chat pha loang va/hodc ta

duoc.

Theo mot phuong 4an rat cu thé, sang ché dé xuét ché pham bao gom khéang
thé, cu thé la khang thé chitc nang kép, cu thé 1a khéng thé don dong, cu thé 1a
khang thé don dong churc nang kép, gdm cé khang thé twong duong chuc bat ky
hodc cic phan chire ning cua chung, khang thé d6 c6 kha nang phat hién céc soi
ABi.42 v6i ndng d¢ dudi ngudng 1a 0,001pg va cde soi ABy.40 v6inong do duoi
nguong la 0,1pg va cac soi AB) .33 véindng do dudi nguong la 1ug lugng céc soi,

va tuy y, chét mang duoc dung va/hodc chat pha lodng va/hodc ta dugc.

Theo mot phuong an cu thé, sang ché dé cap dén ché pham bao gdm khéng
thé don dong bao gém khang thé tuong dwong chiic bat ky hodc cac phan chtrc
ndng ctia chung khang thé do6 co cac dac tinh déc trung cua khing thé duoc tao
ra béi dong t€ bao lai dugc chon tir nhém bao gdm FP 12H3, Fp 12H3-C2, va
FP 12H3-G2 ndp luu ngay 01/12/2005 va 09/12/2005 tuong tng,la DSM
ACC2752, DSM ACC2750 va DSM ACC2751 , va, tuy ¥, chat mang dugc dung

va/hodc chat pha loang va/hoic ta duoc.
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Cu thé hon, sang ché dé cap dén ché pham bao g6m khang thé don dong
bao gdém khang thé tuong duong chirc bat ky hodc céc phan chirc nang cua
chiing dugc tao ra béi dong té bao lai FP 12H3, nop luu ngay 01/12/2005 va
09/12/2005, twong ung la DSM ACC2752 va, tuy y, chat mang duoc dung

va/hoic chit pha loang va/hoic ta duoc.

Cu thé hon, sdng ché d¢ cap dén ché pham bao goém khang thé don dong
bao gdm khang thé tuong duong chuc bat ky hodc cac phan chirc nang cua
ching du’oé tao ra bai dong té bao lai FP 12H3-C2, ndp luu ngay 01/12/2005 va
09/12/2005, twong tng la DSM ACC2750 va, tuy y, chét mang duoc dung

va/hodc chit pha loang va/hodc ta duoc.

Sang ché con dé cap dén ché pham bao gom khang thé don dong bao gdém
khang thé tuong duong chirc bat ky hodc cac phan chirc nang cua chung duoc
tao ra boi dong té bao lai FP 12H3-G2, luu giit vao 01/12/2005 va 09/12/2005,
twong Gmg la DSM ACC2751 va, tuy ¥, chat mang duoc dung va/hoic chat pha

loang va/hoic ta duoc.

Theo mot phuong an cu thé khac sang ché dé cap dén ché pham bao gom
khang thé don dong bao gdbm khang thé twong duong chirc bat ky hodc cac phan
chirc nang ctia chiing khang thé d6 c6 cac dic tinh déc trung cia khang thé duoc
tao ra bdi dong té bao lai ET 7E3 duoc ndp luu ngay 01/12/2005 1a DSM

.ACC2755 va, tuy ¥, chat mang duge dung va/hodc chat pha lodng va/hoic ta

~duoc.

Sang ché con dé cap dén ché pham bao gom khang thé don dong bao gdm
khang thé tuong duong chirc bat ky hodc cac phan chuc nang cua chung duoc
tao ra boi dong té bao lai ET 7E3, duoc ndp luu ngay 01/12/2005 1a DSM
ACC2755 va, tuy v, chit mang duoc dung va/hodc chat pha loang va/hoic ta

duoc.

Theo mot phuong 4n cu thé khac sang ché dé cap dén ché pham bao gdm

khang thé don dong bao gém khang thé twong duong chirc bat ky hodc cac phan
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chirc nang cuia chiing khang thé dé co cac dic tinh ddc trung ctia khang thé duoc
tao ra boéi dong té bao lai EJ 7H3 dugc ndp Iuu ngay 01/12/2005 1a DSM
ACC2756 va, tuy y, chat mang duoc dung va/hoic chét pha loang va/hoac ta

duoc.

Séng ché con dé cap dén ché phim bao gdm khang thé don dong bao gom
khang thé tuong duong chirc bat ky hodc cac phan chirc nang cua chung duoc
tao ra boi dong té bao lai EJ TH3, dugc ndp luu ngay 01/12/2005 1la DSM
ACC2756 va, tuy v, chét mang duoc dung va/hodc chat pha loang va/hoac ta

duoc.

Khang thé, cu thé khang thé don dong theo sang ché bao gdém khang thé
tuong duong chirc bat ky hodc cac phan chuc ning cua ching c6 thé duoc cung
cap két hop v6i cac chit co hoat tinh sinh hoc khac va cac phuong phap dé diéu
tri cc bénh. Céc chat c6 hoat tinh sinh hoc khac cé thé 13 mot phin cia ché
pham tuong tu da chia khang thé theo sang ché, dudi dang hon hop, trong do
khang thé va chat co hoat tinh sinh hoc khac dugc tron 1an trong hodc voi dung
mdi va/hodc chat mang dugc dung twong tu hoic co thé dugc cung cép doc lap
nhu 14 mot phan cuia ché pham doc 1ap, co thé dugc cung cip doc lap hoac cung

nhau dudi dang bd dung cuy gém Cac ph?m.

Khing the, cu thé khang thé don dong theo sang ché bao gdm khang thé
trong duong chirc bat ky hodc cac phan chuc nang cua chiing cé thé duoc cung
cap dong thoi voi chit hodc cic chat c¢6 hoat tinh sinh hoc khac, khong lién tuc
hodc lién tuc. Vi du, khang thé don dong theo sang ché bao gdm khang thé
twong duong chirc bat ky hodc cac phan chiic nang cua ching cé thé duoc cung
cap dong thoi v6i chit co hoat tinh sinh hoc b6 sung thtr nhit khac hoac ngay
trudc hodc sau khi cung cap khang thé. Néu so db sir dung dugc chon trong do
nhiéu hon mot chit c6 hoat tinh sinh hoc dugc cung cap cung voi it nhat mot
khang thé theo sang ché, thi céc hop chét hodc cac chit co thé dugc cung cap

tirng phan dong thoi, tirng phan lién tiép trong cac hdn hop khac nhau.
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Muc dich khac ctia sang ché 1a dé xuét hdn hop cac khang thé bao gom it
nhét khang thé theo sang ché va, tuy y, mot hodc nhiéu chit co hoat tinh sinh
hoc khéc, ciing nhu dé& xuét phuong phép st dung cac khang thé riéng 1&, hoic
hdn hop ctia ching chira ché pham gdm c6 céac khang thé hodc cac hdn hop cua
cac khang thé dé ngan ngira va/hodc didu tri va/hodc lam giam cac tac dong cia
cac bénh va cac réi loan do hodc c6 lién quan dén cac protein dang tinh bot hoac
twong tu tinh bdt bao gém chung thoai hoa dang tinh bot, nhom cic bénh'va cac
roi loan lién quan dén sy hinh thanh méng tinh bot bao gdm chimg thoai hod
dang tinh bot thir phat va thoai hod dang tinh bot lién quan dén tudi gay ra bao
gom, nhung khong chi giéi han &, cac réi loan than kinh nhu bénh Alzheimer
(AD) va cac bénh va cac tinh trang dic trung boi su mat kha nang tri nho lién
quan dén nhan thire, vi du nhu, suy gidm nhan thic nhe (MCI), sa sut tri tué thé
Lewy, hdi chimg Down, chimg xuat huyét ndo di truyén véi thoai hod dang tinh
bot (loai Dutch); bénh phic hop Guam Parkinson-Dementia cing nhu cac bénh
khac dya vao vao hodc lién quan dén cac protein twong tu dang tinh bot nhu liét
trén nhan tién trién, bénh xo cung rai rac; bénh Creutzfeld Jacob, bénh
Parkinson, sa sut tri tué lién quan dén HIV, ALS (x0 ctrng cdt bén teo co), viém
co' the vui (IBM), bénh tiéu duong bit dau tudi truéng thanh; thoai hod dang
tinh bdt tim 130 suy; cac khdi u ndi tiét, va céac bénh khac, ké ca bénh thoai hoa

diém vang.

Céc hon hop theo séang ché c6 thé bao gdm, ngoai khang thé theo séng ché,
chit co hoat tinh sinh hoc vi du nhu cic hop chét da biét khac st dung lam thudc
chita cac bénh va céac rdi loan do hodc c¢6 lién quan dén cac protein dang tinh‘ bot
hodc tuong tu tinh bdt bao gém ching thodi hoa dang tinh bot, nhdm cac bénh
va céac roi loan lién quan dén protein dang tinh bdt va tuong tu tinh bot nhu

protein A lién quan dén bénh Alzheimer.

Theo mot phuong an khéc cta sang ché, chit co hoat tinh sinh hoc khac
hodc hop chét cling c6 thé 1a tac nhan diéu tri co thé duoc su dung dé didu tri cac

bénh va cac roi loan do hodc c¢6 lién quan dén cac protein dang tinh bt hodc
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tuong tu tinh bot bao gdm ching thoai hoa dang tinh bot do B dang tinh gy ra

hodc ¢6 the dugc st dung 1am thude chita cac rdi loan than kinh khac.

Chat hodc hop chit co hoat tinh sinh hoc khac c6 thé dua hiéu qua sinh hoc
cia n6 vao sir dung cling theo co ché dé hoic co ché tvong ty nhu khang thé
theo sang ché hodc co ché khong lién quan dén tac dong hodc bang vo s cac co

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

Néi chung, hop chit ¢ hoat tinh sinh hoc c6 thé bao gdm cac chit tang
cuong dan truyén notron, cac duoc chit chita bénh, cac chét (rc ché esteraza
axetylcholin, cac chét phong bé kénh canxi, cac amin ngudn goc sinh vat, cac
thuéc an than benzodiazepin, cac chat tong hop axetylcholin, cic chét ting
cuong tich luy hodc giai phong, cac chat dbi khang thu thé axetylcholin sau
khép than kinh, cdc chit ¢c ché monoamin oxidaza-A hodc -B, cic chit dbi
khang thy thé N-metyl-D-aspartat glutamat, cac duoc chét chéng viém khong

steroit, cac chat chéng oxy hod, va cac chat dbi khang thu thé tao serotonin.

Cu thé, hdn hop theo sang ché c6 thé bao g6m it nhat mot hop chét co hoat
tinh sinh hoc khac duoc chcjn tr nhém bao gém cac hop chat chéng lar ap luc
oxy hod, cac hop chat chéng apoptotic, cac chat chelat hoa kim loai, cac chat tc
ché stra chita ADN nhu pirenzepin va cic chét chuyén hod, axit 3-amino-1-
propansulfonic (3APS), 1,3-propandisulfonat ( 1,3PDS), cac chat hoat hoa
secretaza, cac chat e ché B- va y-secretaza, c4c tau protein, cac chit dan truyén
than kinh, cac chit nghién tim B-, cac phan tir chéng viém, hodc cac chat e ché
cholinesteraza(ChEIs) nhu tacrin, rivastigmin, donepezil, va/hodc galantamin va
cac dugc chat khic va cac chét bd sung dinh dudng, cung v6i vacxin chita bénh
theo sang ché va, tuy v chét mang duoc dung va/hodc chét pha loang va/hoac ta

duoc.

Theo mot phuong an khac nita, cac hon hop theo sang ché c6 thé bao gom
niaxin hodc memantin cing vé&i khang thé theo sang ché va, tuy y, chat mang

dwoc dung va/hodc chat pha loang va ta duoc.
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Theo mot phuong an khac nita, sang ché dé xuét cac hdn hop bao gém "céc
thudc chéng tim than khong dién hinh" vi du nhu clozapin, ziprasidon,
risperidon, aripiprazol hodc olanzapin dé diéu tri cac triéu chimg tam than
duong tinh va &m tinh bao gdm ao giac, hoang tudng, cac rdi loan suy nght (boc
16 boi y nghia khong mach lac 16 rét, chénh hudng, tangentiality), va tap tinh ky
di hodc pha rdi, cling nhu méit khodi cam, trAm cam, lanh dam, va rat khoi xa
ho1, cung vé6i vacxin chita bénh theo sang ché va, tuy ¥, chat mang duoc dung

va/hoic chat pha loang va ta duoc.

Theo mot phuong an cu thé, sang ché dé xuét cac ché pham va céc hon hop
theo sang cheé va nhu dugc mo ta trén day bao gom khang thé va cac chat co

hoat tinh sinh hoc twong g v&i mot lugng co6 tac dung diéu tri.

Céc hop chat khéac c6 thé duoc str dung thich hop trong cac hdn hop két
hop voi khang thé theo sang ché dugc mo ta, vi du, trong WO 2004/058258 (cu
thé xem céc trang 16 va 17) bao gdm céc thude diéu tri dich (trang 36-39), cac
axit alkansulfonic va axit alkanolsulfuric (cac trang 39-51), cac chét e ché
cholinsteraza (cac trang 51-56), cac chat doi khang thy thé NMDA (cac trang
56-58), estrogen (cac trang 58-59), cac duoc chét chéng viém khong steroit (cac
trang 60-61), cac chét chéng oxy hod (céc trang 61-62), cac chat ddi khang thu
thé hoat hoa bang cac chat tang sinh peroxisom (PPAR) (cac trang 63-67), cac
tac nhan lam giam cholesterol (cac trang 68-75); cac chét trc ché dang tinh bot
(cdc trang 75-77), céac chét tc ché hinh thanh tinh bot (cac trang 77-78), cac chat
chelat hod kim loai (cac trang 78-79), cc chat chéng thin kinh va cac thubc
chéng trdm cam (céc trang 80-82), cac chat bd sung dinh dudng (cac trang 83-
89) va céc hop chat lam tdng cac chat ¢6 hoat tinh sinh hoc va tinh ¢6 ich trong
ndo (xem cdc trang 89-93) va céc tién duoc chat (cac trang 93 va 94 ), tit ca cac

tai liéu nay duoc dua vao day bang cach vién dan.

Ngoai ra sang ché con dé xuét phuong phap dé tao ra khang thé, cu thé 1a
phuong phép dé tao ra khang thé don dong, gom c¢6 khéang thé tuong duong chirc

bat ky hodc céc phan chiic nang cua ching, phuong phéap d6 bao gém lam tang
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cac khang thé cu thé 14 cac khang thé don dong chbng lai ciu tric khang nguyén
siéu phan tir bao gdm peptit khang nguyén tuong Umg véi trinh tu axit amin cta
peptit dang tinh bot B-, cu thé 1a peptit dang tinh bot B- AB;.;s ABis va AP,
16(a14), dugc cai bién bang cac gbc ky nuée vi du nhu axit palmitic hoic goc ua
nuoc vi du nhu polyetylen glycol (PEG) hodc hon hop cua ca hai, trong dé gbc
ky nu6ce va ua nudce twong ing nay duoc lién két cong hoa tri véi dau bao gbm it
nhét mét, cu thé 1a mot hodc hai, axit amin, vi du nhu lysin hoic axit amin bat
ky hodc chit tuong tu axit amin c6 kha nang su dung nhu thiét bi két ndi hoac
phan tir lién két dé két hop gdc ky nuée va va nudce, vi du nhu axit glutamic

hoac xystein.

Ciing 1a mdt phan cua sang ché 1a viéc st dung khang thé don dong va/hoac
phan chirc ning cua ching theo sang ché va nhu dwoc mé ta trén day va/hoac
dugc pham, hoic hdn hop bao gdm khang thé nay, dé bao ché thudc didu trj va
lam gidm cac tac dong cua cdc bénh va cac rdi loan do hodc c6 lién quan dén cac
protein dang tinh bot hoép tuong ty tinh bot bao gom chirng thoai hoa dang tinh
bot, nhém cac bénh va céac rdi loan lién quan dén su hinh thanh mang tinh bot
bao gdm chimg thoai hoa dang tinh bot thit phat va thoai hoa dang tinh bt lién
quan dén tudi bao gom, nhung khong chi giéi han &, céc rdi loan than kinh nhu
bénh Alzheimer (AD) va cac bénh va cac tinh trang ddc trung boi sy mat kha
" nang tri nho lién quan dén nhén thic, vi du nhu, suy giam nhan thtc nhe (MCI),
sa sut tri tué thé Lewy, hoi chung Down, chimg xuat huyét ndo di truyén véi
thoai hod dang tinh bot (loai Dutch); bénh phirc hop Guam Parkinson-Dementia
cing nhu cac bénh khac dua vao vao hoic lién quan dén céac protein tuong tu
dang tinh bot nhu liét trén nhan tién trién, bénh xo cung rai rac; bénh Creutzfeld
Jacob, bénh Parkinson, sa sat tri tué lién quan dén HIV, ALS (xo cung cOt bén
teo co), viém co thé vii ((IBM), bénh tiéu duong bat dau tudi truong thanh;
thodi hod dang tinh bdt tim 130 suy; cac khdi u ndi tiét, va cac bénh khac, ké ca

bénh thoai hod diém vang.
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Theo mdt phuong 4n khac, sang ché dé xuét phuong phap bao ché duoc
pham st dung khang thé theo sang ché va/hoic phan chirc ning cua chung, cu
thé 1a khang thé don dong va/hodc phan chirc ning cua ching hoic khang thé
tuong duong chire, duge st dung dé diéu tri va lam giam cac tac dong cua cac
bénh va cac rdi loan do hoac c¢6 lién quan dén cac protein dang tinh bdt hoac
twong tu tinh bdt bao gém chirmg thoai hoa dang tinh bot, nhém cac bénh va cac
roi loan lién quan dén su hinh thanh méng tinh bot bao gdm chung thoai hod
dang tinh bot thir phat va thodi hoa dang tinh bot lién quan dén tudi bao gdm,
nhung khong chi gidi han &, cac rdi loan than kinh nhu bénh Alzheimer (AD) va
cac bénh va céc tinh trang dic trung bai su mat kha ndng tri nhé lién quan dén
nhén thire, vi du nhu, suy giam nhén thirc nhe (MCI), sa st tri tué thé Lewy, hoi
ching Down, chimg xuat huyét ndo di truyén véi thoai hod dang tinh bot (loai
Dutch); bénh phtic hgp Guam Parkinson-Dementia cling nhu cac bénh khac dua
vao vao hodc lién quan dén cac protein tuong ty dang tinh bdt nhu liét trén nhan
tién trién, bénh x0 clng rai rac; bénh Creutzfeld Jacob, bénh Parkinson, sa sut tri
tué lién quan dén HIV, ALS (xo cting ¢4t bén teo co), viém co thé vui ((IBM),
bénh tiéu dudng bat dau tudi truong thanh; thoai hod dang tinh bt tim 130 suy;
céc khdi u noi tiét, va cac bénh khac, ké ca bénh thodi hoa didm vang bao gdm

tao ra khang thé theo sang ché dudi dang duoc dung.

Cac khang thé va/hodc cac phan chirc ndng cta ching cu thé 1 cac khang
thé don dong va/hoic cac phan chic nang cua ching hodc khang thé tuong
duong chirc va cac ché phidm va cac hdn hop gdm co khang thé nay theo sang
ché c6 thé dugc st dung dé bao ché thudc ngin ngira, diéu tri va lam giam cac
tac dong cua cac bénh va cac rdi loan do hoic ¢ lién quan dén cac protein dang
tinh bt hodc tuong tu tinh bot bao gém chung thoai hoa dang tinh bdt, nhom
cac bénh va céc roi loan lién quan dén sy hinh thanh mang tinh bot bao g6m
chung thodi hod dang tinh bot thir phat va thodi hod dang tinh bot lién quan dén
tudi bao gém, nhung khong chi giéi han 0, cac rdi loan than kinh nhu bénh

Alzheimer (AD) va cac bénh va cac tinh trang dic trung boi su mat kha nang tri
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nho lién quan dén nhan thuc, vi du nhu, suy giam nhan thuc nhe (MCI), sa sut
tri tué thé Lewy, hoi ching Down, chiig xuat huyét ndo di truyén voi thoai hoa
dang tinh bot (loai Dutch); bénh phirc hop Guam Parkinson-Dementia cing nhu
cac bénh khac dua vao vao hodc lién quan dén cac protein tuong tu dang tinh
bot nhu liét trén nhan tién trién, bénh xo clng rai rac; bénh Creutzfeld Jacob,
bénh Parkinson, sa sut tri tué lién quan dén HIV, ALS (x0 cling cot bén teo co),
viém co thé vui ((IBM), bénh tidu duong bit ddu tudi truong thanh: thodi hoa
dang tinh bot tim 180 suy; cac khéi u ndi tiét, va cac bénh khac, ké ca bénh thoai

hoda diém vang.

Theo mot phuong an khac nita, sang ché dé xuat phuong phap lam giam
lugng mang tich tu trong ndo cua dong vat, cu thé 1a dong vat co v, cu thé la
nguoi bi bénh hodc tinh trang dan dén 1am tang lvong mang tich tu trong nio
bao g6m cho dong vat, cu thé 1a dong vat ¢ v, cu thé hon la nguoi can su diéu
tri ndy, mdt luong dicu trj hifu hiéu khang thé va/hoic phin chic ning cua
chung cu thé 1a cta khang thé don dong va/hoic phan chire nang cua chung hoac
cla khang thé tuong duong chirc theo sang ché va nhu duoc mo ta trén day,

hoic ché phdm hodc hdn hop bao gdm khang thé nay.

Cu thé, luong mang tich tu bi gidam vao khoang it nhét 20 %, cu thé vao
khoang it nhat 25%, cu thé hon vao khoang it nht 30%, tham chi cu thé hon 1a
giam t6i nhiéu hon 30%.

Theo mot phuong an khac nita, sang ché dé xuét phuong phap lam nho
luong cdc mang trong ndo cta dong vat, cu thé 1a dong vat co vu, cu thé 1a nguoi
bi bénh hodc tinh trang dan dén lam tang luong mang tich ty trong nio bao gdm
cho dong vit, cu thé 1a dong vat co vu, cu thé hon la nguoi can su diéu tri nay,
s dung mot luong diéu tr1 htru hiéu khang thé va/hoac phén chirc nang cua
chang cu thé 1a cua khang thé don dong va/hodc phan chic nang cua chung hodc
cia khang thé tuong dwong chirc theo sdng ché va nhu dugc mé ta trén day,

hodc ché pham hodc hén hop bao gdm khang thé nay.
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Cu thé, luong cua cac mang trong ndo duge giam dén it nhat 10%, cu thé l1a

dén it nhat 15%, cu thé hon 14 nhidu hon 15%.

Van theo mét phuong én khéc, sang ché dé xuét phuong phap lam giam
lwong tong cua AP tan trong ndo cua dong vat, cu thé 1a dong vat ¢6 vu, cu thé 1a
nguoi bi bénh hodc tinh trang dan dén lam tang cac néng do AP tan trong ndo
bao gém cho dong vat, cu thé 1a dong vat co vi, cu thé hon 13 nguoi can su diéu
tri nay, mot luong diéu tri hiru hiéu khang thé va/hoac phén chirc nang cua
chang cu thé 1a cta khéng thé don dong va/hoic phan chuc nang cua chiing hodc
clia khang thé tuong dwong churc theo sang ché va nhu duoc md ta trén day,

hodc ché pham hodc hdn hop bao gdm khang thé nay.

Muc dich cua sang ché 1a dé& xuét phuong phap dé ngan ngira, diéu trj va
lam giam cac tac dong cua cac bénh va cac réi loan do hoéc ¢6 lién quan dén céac
protein dang tinh bdt hodc twong tu tinh bot bao gom chirng thoai hoa dang tinh
bot, nhém cac bénh va cac i loan lién quan dén sy hinh thanh mang tinh bot
bao gém chimg thoai hoa dang tinh bot thir phat va thoai hoa dang tinh bt lién
quan dén tudi bao gom, nhung khong chi gi¢i han &, cac rdi loan than kinh nhu
bénh Alzheimer (AD) va cac bénh va céac tinh trang ddc trung bdi su mat kha
nang tri nhg lién quan dén nhén thirc, vi du nhu, suy giam nhén thic nhe (MCI),
sa sut tri tué thé Lewy, hoi chimg Down, ching xuét huyét nio di truyén véi
thoai hoa dang tinh bot (loai Dutch); bénh phirc hop Guam Parkinson-Dementia
cting nhu cac bénh trén co s hodc lién quan dén cac protein tuong tu dang tinh
bot nhu liét trén nhan tién trién, bénh xo cung rai rac; bénh Creutzfeld Jacob,
bénh Parkinson, sa stt tri tué lién quan dén HIV, ALS (xo cting cot bén teo o),
viém co thé vui (IBM), bénh tiéu duong bit diu tudi truong thanh; thoai hoa
dang tinh bot tim 130 suy; cac khéi u ndi tiét, va cac bénh khéc, ké ca bénh thoai
hoa diém vang, bang cach cung cp khang thé, cu thé 1a khang thé don dong
hodc ché phdm hodc hén hop gdm co khang thé nay theo sang ché cho dong vat
hodc nguoi bi tic dong boi rdi loan nay bao gém cho dong vat, cu thé 1a dong

vat ¢6 vi, cu thé hon 1a nguoi can sy diéu tri nay, st dung mot luong diéu tri
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httu hiéu khang thé va/hogc phan chire nang ciia ching cu thé 14 cua khang thé
don dong va/hoic phan chuc nang cla chiing hodc cta khang thé tuong duong
chtc theo sang ché va nhu duoc md ta trén day, hodc ché pham hoic hdn hop

bao gdm khéang thé nay.

Theo mot phuong an cu thé, sang ché dé xuét phuong phép dé duy tri hodc
lam tdng khd nang nh¢ lién quan dén nhén thic cua dong vat, cu thé 1a dong vat
c6 vi hodc ngudi bi suy giam tri nhé bang cach cho dong vat, cu thé 1a dong vt
co vu hoac nguoi can su diéu tri nay, st dung khang thé, cu thé la khang thé don
dong theo sang ché hodc ché pham hoic hdn hop bao gdm khang thé nay theo

sang ché va nhu duge md ta trén day.

Theo mot phuong an khic, sang ché dé xuat phuong phap bao ché duoc
pham st dung khang thé theo sang ché va/hodc phan chtc nang cua chung cu
thé 1a khang thé don dong va/hodc phan chire ning cua ching hoic khang thé
twong duong chirc dé ngan ngtra, diéu tri va lam giam c4c tac dong cua cac bénh
va cac roi loan do hodc co lién quan dén cac protein dang tihh bdt hoac tuong tu
tinh bot bao g6m chung thoai hoa dang tinh bot, nhom céc bénh va céc rdi loan
lién quan dén sy hinh thanh mang tinh bot bao gdm chirng thoai hoa dang tinh
bot thtr phat va thoai hod dang tinh bot lién quan dén tudi bao gom, nhung
khong chi gi¢i han &, cac rdi loan thin kinh nhu bénh Alzheimer (AD) va cac
bénh va cac tinh trang dic trung boi sy mét kha nang tri nhé lién quan dén nhan
thire, vi du nhu, suy gidm nhan thirc nhe (MCI), sa sut tri tué thé Lewy, hoi
ching Down, chimg xuat huyét nio di truyén voi thodi hoa dang tinh bot (loai
Dutch); bénh phtic hop Guam Parkinson-Dementia cung nhu cac bénh khac dua
vao vao hoac lién quan dén cac protein tuong tu dang tinh bot nhu liét trén nhan
tién trién, bénh xo clng rai rac; bénh Creutzfeld Jacob, bénh Parkinson, sa sut tri
tué lién quan dén HIV, ALS (xo cung cdt bén teo co), viém co thé vii ((IBM),
bénh tiéu duong bat dau tudi truong thanh; thoai hoa dang tinh bot tim 1o suy;

cac khoi u ndi tiét, va cac bénh khac, ké ca bénh thoai hoa diém vang.
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Theo modt phuong 4n cu thé, sang ché dé xut phuong phap dé bao ché
dugc pham str dung khang thé theo sang ché va/hodcphan chirc ning cua ching
cu thé 1a khang thé don dong va/hodc phan chic ning cua chiing hoic khang thé
tuong dwong chirc dé duy tri hodc 1am tang kha ning nhd lién quan dén nhén
thirc ctia dong vat, cu thé 1a dong vat c6 vl hodc ngudi, bi suy giam tri nhd bang
cach cho dong vit, cu thé 1a dong vat c6 vu hoac nguoi, khang thé, cu thé 1a
khang thé don dong hodc ché pham hozc hdn hop bao gém khang thé nay theo

sang ché va nhu dugc mo ta trén day.

Cac muc dich do va cac muc dich khac, cac diém dic trung va cac loi tich
cua sang ché s€ tr¢ nén hién nhién sau khi xem xét phan mo ta chi tiét dudi day

cua phuong an dé cap va cac yéu cau bao hd kém theo.

Cac thuat nglr "polypeptit", "peptit", va "protein", nhu dugc st dung theo
sang ché, c6 thé duoc st dung thay thé cho nhau va duoc xéac dinh cé nghia la

phan tir sinh hoc gdm c6 céc axit amin lién két bai lién két peptit.

Cac thuét ngt "phat hién" hodc "dugc phat hién" nhu duoc sir dung theo
sang ché c¢6 nghia 1a st dung cic k¥ thuat da biét dé phat hién cac phén tr sinh
hoc nhu cac phuong phap mién dich hoa hoc hodc md hoc va dé cap dén viéc
xac dinh s6 lwong va chat luong c6 mit hodc ndng d6 cua phan tr sinh hoc trong

qua trinh nghién ctu.

Thuat ngtt "B, AP dang tinh bdt hodc dang tinh bot B" 1a thuat nglt dugc
cong nhan trong linh vuc k¥ thuat va dé cap dén cac protein va cac peptit dang
tinh bot B, protein tién chat dang tinh bot p (APP), ciing nhu céc cai bién, cac
phan va cac thé twong duong chiic bat ky cua ching. Cu thé, bang B hoa dang
tinh bot, nhu dugc st dung theo sang ché c6 nghia 1a phan bt ky duoc tao ra
bang cach phén giai protein APP, cu thé 1a cac phan lién quan dén hoic két hop
v61 bénh hoc dang bot bao gém, nhung khong chi giéi han 6, ARz, AB;.30, AB,.
10 > AP 141 APz va ARy ;.
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Céu triic va céc trinh tu cla cac peptit dang tinh bt B nhu dé cip & trén 1a
da biét ddi voi ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét va phuong
phap d tao ra céac peptit nay hodc trich tir ndo va cac dic ta di duoc md ta, vi
du, trong tai li¢u Glenner and Wong, Biochem Biophys Res Comm129, 885-890
(1984). Ngoai ra, cac peptitdang tinh bot B cling san c6 trén thi truong dudi cac

dang khéc nhau.

Thudt nglt "soi nho AB" hodc "soi to AP filament" hodc "cac so1 nho dang
tinh bot" 1a cac dang polyme cta protein don phén tao thanh céac s¢i dang bo
hodc riéng ré voi duong kinh soi khong d6i khong tan trong mo1 trudong nudce va
chua luong 1ém cau tric lién két chéo B- & nhén cua chung; phan 16n ¢6 cac doan

nhiém séc beta lién két chéo véi truc soi 1.2,3)

Thuét ngt "AB don phan" hodc "chét don phan AB" 1a protein dang tinh bot

P hoan toan tan, khong tich tu cdc phirc chét trong moi truong nudc.

Thuét nglr “tinh bt tan polyme" va "AB oligome" va "oligom AB" d& cap
dén cac chét don phén tich tu cta cac peptit dang tinh bot, hodc cua cac peptit
tuong tu dang tinh bot, hodc cua ac peptit dang tinh bot duoc cai bién hodac cat
cut hodc cia cac dan xuit khac cta cac peptit dang tinh bot tao ra cic cau tric
oligo hodc polyme c6 thé tan ca trong mdi trudng nude in vitro va in vivo trong
co thé nguoi hodc dong vat cé va, cu thé l1a trong ndo, cu thé 14 t6i cac chat don
phén cua céac peptit § (AB) dang tinh bot hodc cua cac peptit cai bién hodc cit
cut B (AB) hodc cic dan xuét cua chiing, c6 thé tan trong co thé nguoi hoic dong
vét c6 v cu thé hon 1a trong nao tuong ung.

Bing cach "tich" c6 nghia 1a phan tr sinh hoc khong c¢6 it nhat mot sd
thanh phan véi chiing né xuat hién tu nhién.

Céc thudt ngit "khang thé" "cac khang thé" duoc st dung theo sang ché 1a
mat thuat nglt ky thuat dugc thira nhan va duoc hiéu la dé cap dén cac phan tir
hodc cac phéan hoat tinh cta cac phan tir gan két vdi cac khang nguyén da biét,

cu thé 1a voi cac phan tr globulin mién dich va véi cac phan hoat tinh mién dich
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cla cac phan tir globulin mién dich, nghia la cac phan ti chira diém gin két két
hop mién dich dic hi¢u véi khang nguyén. Globulin mién dich theo sang ché co
thé 1a loai bt ky (IgG, IgM, IgD, IgE, IgA va IgY) hodc 16p (IgG1, 1gG2, IgG3,
IgG4, IgA1 va [gA2) hodc cac 16p phu ctia phan tir globulin mién dich.

Thuat nglt "cac khang thé" nim trong pham vi cia sang ché bao gdm céc
khang the don dong, cc khang thé da dong, dang kham, chudi don, dic hicu
kép, khi hod, nguoi hoac ngudi hoa ciing nhu cdc phan hoat tinh cia chung. Cac
vi du vé cac phdn hoat tinh ctia cac phan tir gin két v6i cac khang nguyén da biét
bao gdm céc phan Fab va F (ab")2, ké ca cac san pham cta thu vién biéu hién
globulin mién dich va cac phan gan két epitop cua cac khang thé va cac phan bat
ky néu trén.

Cac phan hoat tinh d6 c6 thé thu duoc tir khang thé bat ky theo sang ché
bang mot s6 k¥ thudt. Vi du, cac khéng thé don dong tinh sach c6 thé duoc cat
bang enzym, nhu pepsin, va dugc chuyén sang loc gel HPLC. Sau d6, cac phan
Fab chira doan thich hop c6 thé duoc thu gom va cd bang cach loc mang va cac
phuong phép tuong ty. DEé mo ta thém cac ky thuat chung dé tach cac phan hoat
tinh cua cac khang thé, vi du xem tai liéu Khaw, B. A. et al. J. Nucl. Med.

23:1011-1019 (1982); Rousseaux et al. Methods Enzymology, 121 :663-69,
Academic Press, 1986.

Thuét nglt "khang thé duoc lam gidng nhu cua ngudi" dé cap dén loai
khang thé duoc xur 1y k¥ thudt c6 cac CDR cia né thu duoc tir globulin mién
dich thé cho khong phai la nguoi, cac phan thu duoc tir globulin mién dich con
lai cua phan tr duoc tao ra tir méot (hoac nhiéu) globulin mién dich nguoi. Ngoai
ra, cac goc do khung c6 thé duoc thay d6i dé bao toan ai luc gan két. Céc

phuong phap dé thu duoc “cac khéang thé duoc lam gidng nhu cua nguoi" la da

biét 15 dbi voi nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc ky 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)).
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“Cac khang thé duoc 1am gidng nhu cta nguoi" ciing co thé thu duoc bang
phuong phap ky thuat di truyén c6 thé tao ra cac khang thé da dong tuong tu
nguoi truong thanh 4 luc & dong vat 16n, vi du nhu tho

(http://www .rctech.com/bioventures /therapeutic.php).

Thudt ngt "khang thé don dong" cling da duoc biét rd trong linh vuc ky
thudt va dé cap dén khang thé duoc tao ra hang loat trong thu vién tir dong don
tinh va dugc thtra nhan chi 1a mot khang nguyén. Cac khang thé don dong
thuong duoc tao ra béng cach hop nhét té bao tao ra khang thé B, ton tai trong
mot thoi gian ngan voi té bao sinh truong nhanh, nhu t bao ung thu (d6i khi
duoc dé cap t6i nhw 14 té bao “bit ti"). Té bao lai thu duoc, hode khdi té bio lai,
tang 1én nhiéu l4n nhanh chong, tao ra dong vo tinh san sinh céc sb luong 16n

khang thé.

Déi voi muc dich ctia sang ché, "khéng thé don dong" ciing bao ham cac
khang thé duoc tao ra boi dong vo tinh gbc chua dat téi tinh don dong hoan

toan.

Thuét ngtt "khang thé twong dwong chirc" duoc hiéu nam trong pham vi
cla sdng ché dé cap dén khang thé vé co ban ¢6 cung it nhat mot dic tinh chc
quan trong véi khang thé néu trén va dugc mo ta & day bao gom: gin két dic
hi€u véi protein dang tinh bot B, cu thé véi protein AP 4, va cu théhcm la gén
vO1 vung epitop 4-16 clia protein AP, 4, tinh phan tmg mién dich in vitro, (tc ché
su tich tu cla cac monome AP 4,, trong cac soi nho polyme cao phan tr va/hoic
khong tich tu cac sgi nho polyme A4 hinh thanh trudce, va/ hodc dic tinh lam
gdy tam P va lam giam bét cac tic dong cia cac rdi loan cé lién quan dén thodi
hoa dang tinh bdt, nhom cac bénh va cac réi loan lién quan dén su hinh thanh
mang dang tinh bot bao gdm thodi hoa dang tinh bot thir phat va thoai ho4 dang
tinh bot lién quan dén tudi bao gom, nhung khong chi gigi han o, cac rdi loan
than kinh nhu bénh Alzheimer (AD) va cac bénh va céc tinh trang dic trung baoi
su mat kha ndng tri nh¢ lién quan dén nhan thic, vi du nhu, suy giadm nhan thue

nhe (MCI), sa st tri tué thé Lewy, hoi chimg Down, ching xuat huyét nio di
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truyén voi thoai hod dang tinh bot (loai Dutch); bénh phttc hop Guam
Parkinson-Dementia cling nhu cic bénh khac dya vao vao hoic lién quan dén
cdc protein tuong ty dang tinh bot nhu liét trén nhan tién trién, bénh xo cling rai
rac; bénh Creutzfeld Jacob, bénh Parkinson, sa sut tri tué lién quan dén HIV,
ALS (xo cling ¢t bén teo co), viém co thé vui ((IBM), bénh tiéu duong bét dau
tudi truéng thanh; thodi hod dang tinh bdt tim 130 suy: cac khdi u noi tiét, va cac
bénh khac, ké ca bénh thoai hoa diém vang, khi dugc st dung phong ngira hoiic
dicu tri. Cac khang thé c6 thé 1a 16p bat ky nhu IgG, IgM, hodc IgA,.v.v.. hodc
16p phu bat ky nhu IgG1, IgG2a,v.v.. va cac 16p phu khac néu trén hoic da biét
trong linh vuc k¥ thuat, cu thé 1a 16p 1gG2. Ngoai ra, cac khang thé c6 thé duoc
tao ra bo1 phuong phap bat ky, nhu biéu thi thé thuc khuan, hoac duoc tao ra
trong sinh vat bat ky hodc dong té bao, ké ca vi khuén, con trung, dong vat c6 vi
hoic loai khac cua té bao hodc dong té bao tao ra cac khang thé véi céac dac tinh
mong mudn, nhu céc khang thé duoc ngudi hod. Cac khang thé co thé cling

duoc tao ra bang cach két hop phan Fab va vung Fc tu loai khac nhau.

Thuét ngit "ddc hiéu kép" hodc "chirc ning kép" va "hai tac dung" duoc su
dung dong nghia véi pham vi clia sang ché nay dé dac trung hoa khang thé c6 ca
dic tinh tc ché dbi voi su hinh thanh soi tinh bdt hodc tuwong tu tinh bot cling

nhu dic tinh két tu so1 tinh bot hodc tuong tu tinh bot.

Thuat ngl "khang nguyén" dé cap dén thuc thé hoic phan cua ching c6 thé
kich thich dp img mién dich & sinh vat, cu thé dong vat, cu thé hon 1a & dong
vat c6 vii ké ca nguoi. Thuat ngit bao gdm cac chit sinh mién dich va céc vung
tao ra tinh khang nguyén hoic cac yéu tb di truyén khang nguyén.

Theo sang ché, thudt nglt "hoa tan" c6 nghia 1a hoa tan mot phén hoac hoan
toan trong dung dich nudec.

Cing theo sang ché, thuat nglt "tao mién dich" dé cap dén cac chat tao ra
hodc tang cuong san sinh cac khang thé, cac té bao T va cac t& bao midn dich
phan ung khac truc tiép chéng lai tic nhan tao mién dich va gop phan vao dap

ng mién dich & ngudi hodc dong vat.
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DPap ing mién dich xuét hién khi ca the tao ra cac khang thé, cac té bao T
va céc té bao mién dich phan Umg khac du khang lai cac ché pham tao mién dich

st dung theo sdng ché lam nhe hodc giam bét rdi loan cin didy tri.

Thuat ngir “tinh bot tan polyme" dé cip dén cac chét don phan tich tu cua
cac peptit dang tinh bot, hodc cia cac peptit tuong tu dang tinh bot, hodc cua cac
peptit dang tinh bt duogc cai bién hodc cat cut hodc cua cac dan xuat khac cua
cac peptit dang tinh bot tao ra cac ciu tric oligome hodc polyme c6 thé tan trong
co the ngudi hode déng vét c6 vi, cu thé hon 1a trong ndo, cu thé 14 ti cac chit
don ‘phén cua cac peptit B (AB) dang tinh bot hodc cua cac peptit cai bién hodc
cit cut B (AP) hodc cac din xuét cia chiing, c6 thé tan trong co thé nguoi hodc

dong vat ¢o6 vu cu thé hon 1a trong nao.

Thuat nglr "t€ bao lai" duoc thtra nhan trong Iinh vuc ky thuat va duoc
ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat hiéu rang dé cap dén té bao
duoc tao ra béng cach hop nhat té bao tao ra khang thé va té bao bat tir, vi du té
bao u tuy. Té bao lai nay c6 thé tao ra ngudn cung cap khang thé lién tuc. Xem
dinh nghia "khéng thé don dong" néu trén va cac Vi du dudi day vé mo ta chi

tiét hon phuong phap hop nhét.

Thuét ngit "chat mang" theo sang ché c6 nghia 1a ciu truc, trong do peptit
khang nguyén hoic cdu tric siéu phén tir ¢6 thé dua vao hoic co thé két hop,
nhd d6 thé hién hodic boc 1 cac peptit khdng nguyén hoidc mot phan cua peptit
v6i hé mién dich cua nguoi hodc dong vat. Hat bt ky c6 thé duoc st dung thich
hop trong li¢u phéap cho dong vat hoic nguoi, vi du nhu ti nho, hat hoac thé hat
c6 thé duoc su dung lam chat mang trong pham vi cua sang ché.

Thuét ngir "chat mang" con bao gdom cac phuong phap dé phan phéi, trong
d6 cac ché phim ciu tric khang nguyén siéu phén tr bao gdm peptit khéng
nguyén co thé dugc van chuyén t6i cac diém mong mubn bing cac co ché phéan

phdi. Mot vi du vé hé phan phdi nay str dung cac kim loai keo nhu vang keo.
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Ngoai ra, thuat ngit "chat mang" con bao gdm céc co ché phan phdi da biét
d6i voi nguoi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vyc ky thuat, nhung khong chi
gi61 han ¢, keyhole lympet hemoxyanin "KLH", albumin huyét thanh bo "BSA"

va cac ta duoc khac.

Trong cau tric khang nguyén siéu phan tir theo sang ché, liposom ¢6 thé c6
chtic nang kép & chd no co thé duoc st dung nhu chat mang bao 'gck)m cdu tric
siéu phan tir nhu duwoc mo ta trén day va, dong thoi chic ndng nhu chét phuy trg
dé lam tang hodc kich thich dap ng mién dich & dong vat hodc nguoi dich can
didu trj bang vacxin chita bénh theo sang ché. Ciing can hiéu rang cac ché pham
cau tric khang nguyén siéu phan tir theo sang ché ¢6 thé con bao gbm cac chat
phu tro khéc ké ca, nhung khéng chi gidi han &, vi du nhu lipit A, phén, canxi
phosphat, interleukin 1, va/hoic cac vi nang chira polysacarit va protein, cu thé
Ia lipit giai doc A, nhu monophosphoryl hoic diphosphoryl lipit A, hodc phén,
cac chat bao quan khéc, cac chit pha lodng, cac chat nhi tuong, cac chat lam 6n
dinh, va céac thanh phan khac di biét va duoc st dung trong cac vacxin clia giai
phap k¥ thuat da biét. Ngoai ra, hé ta duogc bat ky da biét trong linh vuc ky thuat
c6 thé duogc su dung trong ché phdm theo sang ché. Cac ta duoc nay bao gom,
nhung khong chi gi¢i han &, ta duoc Freund khong hoan chinh, ta dugc Freund
hoan chinh, manan axetyl ho4 lién két B-(1,4) ("Acemannan"), TITERMAX®
(cac chat phu tro polyoxyetylen-polyoxypropylen copolyme cua CytRx
Corpochudtion), cac chat phu trg 16ng cai bién cua Chiron Corporattion, cac
chit phu tro din xuét tur saponin cua Cambridge Biotech, Bordetella pertussis
chét, lipopolysacarit (LPS) cta vi khuin gram am, cac anion polyme nhu

dextran sulfat, va cic gel vo co nhu phén, nhom hydroxit, hoac nhém phosphat.

Céc protein chét mang c6 thé duoc st dung trong cdc ché phidm céu tric
khang nguyén siéu phén tir theo sang ché bao gom, nhung khong chi giéi han 4,
protein gan két maltoza "MBP"; albumin huyét thanh bo "BSA"; hemoxyanin
cua con ha "KLH"; long trang tring; flagellin; thyroglobulin; albumin huyét

thanh cta loai bat ky; gama globulin cta loai bat ky; cac té bao cung loai; cac
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khang nguyén Ia mang céc t€ bao cung loai; va cac polyme cua cac axit amin D-

va/hoac L-.

Ngoai ra, thuat ngit "luong hiru hiéu" dé cap dén luong khang thé ma khi
dugc cung cip cho nguoi hodc dong vat, tao ra ddp img mién dich du dé tao ra
hiéu qua diéu tri & nguoi hoac dong vat. Luong hitu hiéu duoc xac dinh nhanh
bdi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuét theo cac phuong phap

thong thuong.

Thuat ngir “murc do twong dong” gitra hai trinh tu dugc xac dinh bang tinh
déng nhét trinh tu. Néu hai trinh tw dugc so sanh vdi nhau khac nhau vé do dai,
thi t6t hon tinh dong nhit trinh tu dé cap dén ty 1& gde nucleotit cua trinh tu ngin
hon d6ng nhét véi cac gbc nucleotit cia trinh tur dai hon. Tinh déng nhét trinh tu
c6 thé duoc sir dung thong thuong bang cach st dung cac chuong trinh may tinh
nhu chuong trinh Bestfit (Wisconsin Sequence Analysis Package, Version 8 for
Unix, Genetics Computer Group, University Research Park, 575 Science Drive
Madison, W153711). Bestfit st dung thuat toan tuwong déng cuc bo cua Smith va
Waterman, Advances in Applied Mathematics 2 (1981), 482-489, dé tim ra doan
cO muc do tuong démg vé trinh tu cao nhat gitta hai trinh ty. Khi s dung
chuong trinh Bestfit hodc chuong trinh sip xép trinh tu khac dé xac dinh c6 hay
khong trinh tu cu thé c6 muc do tuong d6ng 95%, chéng han véi trinh tu tham
khao theo sang ché, tbt hon 1a cac thong s6 duge diéu chinh dén muc ty 1& dong
nhét duoc tinh toan nho do dai hoan toan cua trinh tu tham khao va cac thiéu hut
tuong dong 1én dén 5% tong sb cac nucleotit trong trinh tu tham khao duoc thira
nhén. Khi sir dung chuong trinh Bestfit, tdt hon cai goi la céc thong s, tuy y, dé
theo céc gia tri dat trudc cua chung ("mac dinh"). Cac d6 chénh xuat hién khi so
sanh gilta trinh tu dd cho va cac trinh ty mé ta & trén theo sang ché c¢o thé duoc
tao ra bﬁmg cach bd sung, lam khuyét doan, thay thé, xen doan hoic tai két hop.
Tét hon 1a qua trinh so sanh trinh ty con c6 thé duoc tién hanh bang chuong
trinh "fasta20u66" (version 2.0u66, September 1998 by William R. Pearson and
the University of Virginia; ciing xem tai lieu W. R. Pearson (1990), Methods in
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Enzymology 183, 63-98, cac vi du kém theo va http://workbench.sdsc.edu/). Boi

vo1 muc dich nay, cac diéu chinh thong sO "mac dinh" c6 thé dugc sur dung.

Thuat ngtr "lai" theo sing ché dé cap dén cac diéu kién lai thong thuong, tot
hon 1a cac diéu ki¢n lai tai d6 dung dich 5xSSPE, 1%SDS, 1xDenhardts duoc s
dung lam dung dich va/hodc nhiét do lai nam trong khoang 35°C va 70°C, tbt
hon 1a 65°C. Sau khi lai, tot hon qué trinh rira duoc tién hanh I3n thtr nhét bing
dung dich 2xSSC, 1% SDS va r6i sau d6 bang 0,2xSSC ¢ nhiét d¢ lai ndm trong
khoang 35°C va 70°C, tot hon 1a & 65°C (lién quan dén dinh nghia dung dich
SSPE, SSC va Denhardts (xem tai liéu Sambrook et al. loc. cit.). Cac diéu kién
lai nghiém ngat, vi du nhu duoc mé ta trong tai li¢u Sambrook et al, supra, cu
thé duogc wu tién. Cac diéu kién lai nghiém ngit cu thé duoc uu tién, vi du co
mit néu qua trinh lai va rora xuét hién & 65°C nhu néu trén. Cac diéu kién lai
khong nghiém ngit, vi du véi qua trinh lai va rira xuét hién & 45°C hoac thép

hon dugc wu tién va ¢ 35°C hoic tham chi thap hon.

Séng ché c6 thé dugc hidu dé dang hon bang cach tham khao mo ta chi tiét
cac phuong 4n cu thé & day. Mic du sang ché duoc mo ta bang cach tham khao
chi tiét cu thé cua mot sb phuong an cia nd, nhung cac chi tiét do sé khong

nham lam giéi han pham vi cua sdng ché.

Séng ché dé xuit cac khang thé va céc phan chic nang cua ching la céac
khang thé nhay cAu hinh. Cac khéng thé d6 nhan dang céc epitop dic hiéu ddi
v6i nhiéu loai khang nguyén protein dang tinh bdt. Cac khang thé dé duoc st
dung dé chan doan va diéu tri cdc bénh va cac rdi loan do hodc ¢6 lién quan dén
cac protein dang tinh bot hoic tuong tu tinh bot bao gém chimg thodi hoa dang
tinh bot, nhom cac bénh va cac i loan lién quan dén protein dang tinh bot va

tuong tu tinh bt nhu protein AP lién quan dén bénh Alzheimer.

Cac khang thé dugc cung cép cho cac ca thé dé tao mién dich thu dong
nham khang lai cac bénh hoic céc rdi loan, bao gém, nhung khong chi gidi han

0, cac bénh lién quan dén protein dang tinh bot nhu bénh Alzheimer.
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Cac khang thé duoc cung cap ¢ ddy 1a khang thé don dong hodc da dong c6
tinh dac hiéu gén két dbi voi cac peptit khang nguyén dai dién cho cac réi loan

khac nhau c6 lién quan dén protein dang tinh bot vi du nhu bénh Alzheimer.

Céac khang thé theo sang ché duoc tao ra béng cach tao mién dich cho dong
vat, nhu chudt nhat, chudt, thé hodc loai dong vat bat ky co thé tao ra cac khéang

thé ngyén thé hodc ngudi, bang ché pham ciu triic khang nguyén siéu phan tir.

Cac cdu tric khang nguyén siéu phan tir nhw d& cap ¢ day thuong bao gdm
cac peptit cai bién dé tang cuong hi€u qua khang nguyén trong d6 cac peptit do
duoc cai bién bang cach pegyl hod (nho st dung polyetylen glycol hodc
polyetylen glycol cai bién), hodc cai bién bang cac phuong phép khac nhu axit
axit palmitic, cac axit poly-amino (vi du poly-glyxin, poly-histidin), cac poly-
sacarit (vi du axit polygalacturonic, axit polylactic, polyglycolit, chitin,
chitosan), cac polyme tong hop (céac polyamit, cac polyuretan, polyeste) hoic
cac co-polyme (vi du poly(axit metacrylic) va N-(2-hydroxy) propyl

metacrylamit) va cac loai tuong tu.

Qua trinh cai bién bang axit palmitic (palmitoyl hod), trong khi tao ra neo

cho peptit trong 16p kép liposom, do do dai cua gbc axit béo Cg0 giam tuong
' d6i din dén peptit hau nhu nim trén bé mat liposom. Vi vay, cac té bao xir ly
khang nguyén s& phai hap thu toan bo liposom voi peptit, trong phan 16n céac
truong hop, n6 sé€ lam chdm hon dap tng mién dich theo cac dinh nghia lién

quan.

Theo mét phuong an cua séng ché, peptit dang tinh bot cai bién 1-15 duoc
st dung dé tao ra khang thé, cu thé khang thé don dong theo sang ché. Peptit
dang tinh bot cai bién 1-15 ¢6 thé tong hop theo phuong phap néu trong tai liéu
Nicolau et. al. 2002. Phuong phép néu trong tai liéu ctia Nicolau va cong su tao
ra cai bién peptit khang nguyén bang ghép trén nhua gdc wa chit béo hozic goc
ky nudc, véi cic gbe axit amin & dau cia peptit tao ra trude do khién tang dang
ké do tinh sach cua san phém. Cu thé, axit amin bao vé, cu thé 1a axit amin bao

vé béng Fmoc-, dugc gén voi nhua nho st dung hoa hoc két hop. Nhom bao vé
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dugc loai bé va gbc axit amin bao vé thi hai duge két hop. Phuong phap tong
hop peptit tu dong chuén nho st dung ho4 hoc bao vé da biét, cu thé 1a hoa hoc
Fmoc/tBu, va cac nhom bao vé mach bén chuan sau d6 dugc st dung dé téng
hop peptit khang nguyén AB,.;5s bang cach két hop trén cac axit amin tir | dén 15
cta protein dang tinh bot A B4, dé tao ra phén peptit vai trinh tu néu trong SEQ
ID NO:1. O buéc cubi cung, hai axit amin bao vé khac duoc két hop véi phﬁn
peptit sinh trudng. Sau do, cac nhom Mtt ¢6 thé dugc phan giai chon loc va két
hop véi axit palmitic. Sau khi rira nhura, nhom bao vé duoc loai bo va nhyua duoc
phan giai d6ng thoi, tiép theo 1a cac qua trinh khtr bao vé mach bén nho st dung
phuong phap chuin. Sau d6 san pham cubi cung c6 thé thu duge voéi do tinh
sach cao va do ddng nhét ciia no dugc khang dinh bang cac phuong phap da biét

trong linh vuc k§ thuét, vi du nhu phép do phd khéi dién phun.

Gbc ua chat béo hodc gbc ky nudc theo sang ché co thé 1a axit béo,
triglyxerit hodc phospholipit trong d6 khung chinh cacbon axit c¢6 it nhit 10
nguyén tir cacbon. Cu thé, gbc wa chit béo hodc goc ky nude 1a cac axit béo voi
khung chinh cacbon gdm it nhat 14 nguyén tr cacbon va 1én dén khoang 24
nguyén tir cacbon, véi mdi s6 nguyén tr cacbon riéng ré nim trong gi61 han nay
cling 1a mot phan cua sang ché. Cu thé hon, gbc wa chit béo hoic gbc ky nuéce
c6 khung chinh cacbon gdm it nhat 14 nguyén tir cacbon. Céc vi du vé cac gdc
ky nudc bao gém, nhung khong chi gidi han &, axit palmitic, axit stearic, axit
myristic, axit lauric, axit oleic, axit linoleic, axit linolenic va cholesterol hoac
DSPE. Theo mét phuong én cu thé sang ché dé xuét gdc ua chat béo hozc gdc
ky nudc 1a xit palmitic.

pé tdng cuong dap ung mién dich, doan dém/neo cé thé dugc st dung thich
hop dé hdi phuc peptit trong liposom, vi du polyetylen glycol (PEG).

PEG duogc gin két cong hod tri véi lién két gbc axit amin & ca hai ddu cua
peptit, cu thé 1a gbc axit amin Glu, Cys hodc Lys hodc gdc axit amin bat ky cé
thé duoc st dung thich hop dé lién két cong hoa tri PEG voi peptit. Tai dau khac

cua chudi gdc ky nudc cé thé duoc lién két cong hod trj dé hoat dong nhu thanh
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phan neo trong 16p kép liposom, vi du nhu phosphatidyl etanol amin (PEA). Vi
vay, liposom van tiép tuc c6 chic nang nhu mot ta duoc va peptit di xa 1op kép
co thé dugc xur ly riéng va vi vy lam tang tinh sinh mién dich ctia n6 so véi

khang nguyén palmitoyl hoa.

Theo mét sb phuong 4n, cac cAu tric khang nguyén si€u phan tr theo sang
ché bao gbm trinh tu peptit khang nguyén nhu dugc mo ta trén day, gin két cong
hoa trj voi lysin pegyl hod-it nhat 1a mdi diu cua chung. Do dai cia chudi PEG
(polyetylenglycol) c6 thé thay ddi tir n=8 dén n=150.000 hozc 16n hon, tt hon
la tr n = 10 dén n = 80.000, t6t hon 1a tir n = 20 dén n = 10.000. Theo mot
phuong an cu thé cua sang ché, do dai cua chudi PEG khong 16m hon n = 45, tdt
hon 1a khoang n = 5 va n = 40, tét hon 1a khoang n = 10 va n = 30, va tham chi

t5t hon 12 hon n = 10.

Céc céu truc siéu phan tir dugc md ta & day co thé duoc tong hop nho su
dung phuong phap tong hop peptit tu dong va hoa hoc bao vé da biét, cu thé la
hoa chét Fmoc/tBu, va cac nhém bao vé mach bén chuén. Thong thuong, qua

trinh pegyl hod cac peptit tao ra cidc hon hop cla cac chit d6ng phan vung.

Dé dat duogc su gan két dic hidu diém cla thé tiép hop PEG-lipit véi ca dau
C- va N- cua AP thi céc peptit bdo vé mot phan c¢6 thé duoc s dung. Déi voi
cac trinh tu peptit chira céc goc Lys hodc His bén trong, Lys(ivDde) bao vé truc
giao dugc thém vao mdi dau. Gly bo sung co thé duoc thém vao dau C dé tao
thuan 1oi cho qua trinh tong hop. Nhom bao v€ duoc loai bo va N-axetyl hod
nho s dung axetic anhydrit va tiép theo 1a phan gidi c¢6 chon loc cac nhém

ivDde.

Nhua, cu thé 1a nhya 2-chlorotrityl, duoc wa thich 1a nhay cam véi axit va
vi vay cho phép qua trinh tach cac peptit bao vé.

Theo mot phuong 4n cu thé cua sang ché, phan g két hop duoc tién hanh
trong pha dung dich. Qua trinh phén giai chon loc tir nhwa trong cac didu kién

binh thuong sau d6 giai phong cac peptit bao vé bén trong.
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Céc két hop pha long véi cac peptit thu duge tir trinh tu protein dang tinh
bot B- da dat duoc két qua, vi du nhu ABi.i6 (SEQ ID NO:2) voéi phan to PEG
cai bién bang axit béo-phosphatidylcholin, vi du nhu DSPE. Qua trinh tach céc
san phém két hop mot lan va hai 1an truée cac budce khi bao vé mach bén cudi
cung c6 thé dat duge nho sir dung phép séc ky trao di cation. Céc qua trinh khu
bao v& mach bén peptit tiép theo dan dén qué trinh tach cac thé tiép hop mong
mudn v6i do tinh khiét thich hop. Qua trinh tinh ché co6 thé dat duoc bang céac

phuong phap di biét 1 trong linh vuc k¥ thuat, vi du nhu HPLC.

Phuong phap nay tao ra cac khang nguyén dang tinh bot lipit-PEG B- dau
N- va C- nho st dung céc peptit bao vé co thé ap dung duogc véi rat nhiéu loai

trinh tu peptit

Cac khang nguyén liposomal theo sang ché sau d6 c6 thé dwoc didu ché
nhu dugc mo ta trong tai liéu cia Nicolau va cong su, 2002. Peptit khang
nguyén dang tinh bot AB cai bién, cu thé 1a peptit khang nguyén AP,.is, -AB,.s,
ABrisa14), APrss VA AProgg PEG- va palmitoyl hod cai bién co thé duge hdi
phuc trong cau trac gém ¢ cac liposom, cu thé 1a céc liposom duoc tao ra tir
dimyristoyl phosphatidyl cholin (DMPC), dimyristoyl phosphatidyl etanolamin
(DMPEA), dimyristoyl phosphatidyl glyxerol (DMPG) va cholesterol, tuy vy
chtra monophosphoryl lipit A.

Theo mdt phuong an cu thé cua sang ché, cac liposom véi lipit A duoc su
dung 1am ta dugc dé bao ché vacxin khang tinh bot. Dimyristoylphosphatidyl-
cholin, -glyxerol va cholesterol dugc tron, cu thé theo ty 1€ mol 1a 0,9:1,0:0,7.
Chét diéu hoa mién dich, vi du nhu monophosphoryl lipit A sau d6 duoc bé
sung véi ndéng do thich hop, cu thé & noéng d6 nam trong khoang 30 va
50mg/mmol, cu thé hon & nong do 40mg/mmol cua cac phospholipit. Sau do
peptit khang nguyén cai bién AP dugc bd sung vai ty 1€ mol peptit theo luong
phospholipit nim trong khoang 1:30 va 1:200, cu thé véi ty 1&é mol trong khoang
1:50 va 1:120, cu thé hon 1a 1:100. Cac dung moi duogc loai bo, vi du béng cach
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lam bay hoi, va mang thu duoc hydchudt hoa béng dung dich dém tiét tring, vi
du PBS.

Céc liposom ciing ¢c6 thé duoc diéu ché bang ky thuat phun dong truc giao
nhu duoc mo ta, vi du, trong tai lidu Wagner et al (2002) Journal of Liposome
Research Vol 12(3), pp 259 - 270. Trong qua trinh phun céc dung dich lipit vao
h¢ dém nudc, cac lipit ¢ xu hudng tao ra "cac chat két tua", tiép theo 1a tu sép
xép thanh cac tai nhé. Kich & cta tai nhoé thu duoc tuy thudc vao nhidu yéu té
nhu néng do lipit, tbe do khuéy, tbc do phun, va viéc lua chon lipit. Hé théng
bao ché gébm c6 modun phun dong giao nhau, cac thung cho pha phén cuc (vi du
dung dich dém PBS), thung chita dung dich etanol/lipit va thiét bi tang ap, cu thé
1a thiét bi tang ap nito. Trong khi dung dich nudc hodc phan cuc duge bom qua
modun phun dong giao nhau thi dung dich etanol/lipit dugc phun vao pha phan

cuc bang cach thay ddi ap sudt sur dung.

Liposom van hoat d6ng nhu mot ta duoc va peptit du xa 16p kép co thé
dugc xtr 1y riéng va vi vy lam ting tinh sinh mién dich cta né so véi khéang

nguyén duoc palmitoyl hoa.

Dau PEG tu do dugce gan két cong hoa tri véi phan tir clia phosphatidyl-
etanolamin (trong d6 axit béo c6 thé la: myristic, palmitic, stearic, oleic... hoic
hdn hop cua ching) ¢6 chirc nang nhu thanh phan neo. CAu tric siéu phan ti nay
c6 thé duoc neo bang cach hoi phuc trong cac liposom gdm c6 cac phospholipit
va cholesterol (phosphatidyletanol amin, phosphatidyl glyxerol, cholesterol vai
cac ty 1€ mol khac nhau. Cac phospholipit khac c6 thé duoc st dung. Lipit A
duoc st dung & nong do khoang 40pg/pmol céc phospholipit.

Theo mot sb phuong 4n, cac ciu tric khang nguyén paimitoyl hodc pegyl
hoa bao gém peptit trinh ty axit amin ctia dang tinh bot p-. Cac peptit con co thé
bao gém hodc tuong ung voi toan bd peptit beta dang tinh bot B va cac phan
hoat tinh ctia chung. Ngoai ra, cac peptit duoc st dung trong sang ché con bao
gém ABi.16 (SEQ ID NO:2); APi-16a14; (SEQ ID NO:3); AB,.;5 (SEQ ID NO: 1);

va cac phén hoat tinh cta chung.
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Dé tao ra va didu ché cac khang thé va dé xac dinh tinh sinh mién dich cta
ciu trac khang nguyén cai bién AP, dong vat thich hop duoc chon tir nhom bao
gSm chudt nhit, chudt, tho, lgn, chim, v.v., cu thé 1a chudt nhit, cu thé 1a chuot
nhit C57BL/6 dugc tao mién dich bing peptit khang nguyén, Tinh sinh mién
dich ctia cdu truc khang nguyén duoc x4c dinh do cadc miu huyét thanh trong cac
khoang thoi gian thich hop sau khi tao mién dich bﬁng thtr nghiém mién dich, vi

du nhu thtr nghiém ELISA.

Céc khang thé don dong cua sdng ché c¢6 thé duoc tao ra nho su dung cac
ky thuat hop hop nhat té bao va tach dong da biét ro trong linh vuc ky thuét.
Chat sinh mién dich (khang nguyén) quan tam, thuong duoc cung cép (vi du
bang cach tiém truyén trong bung) cho chudt nhat hoang dai va nhan gidng (vi
du chudt nhat BALB/c hodc cu thé 1a chudt nhit C57BL/6), chudt, tho hoic loai
dong vat khac hodc chudt nhat chuyén gen c6 thé tao ra céac khang thé nguoi
hodc nguyén thé. Chét sinh midn dich co thé duoc cung cap riéng ré€, hoac tron
lan voi ta duoc, hoic dugc biéu hién tir vat truyén (vat truyén replicon VEE,
vacxinia), hodac nhu ADN, hoic protein hop nhét dé kich dap ung mién dich.
Céc protein hop nhét bao gém peptit chong lai nd, mot dap tng mién dich duoc
mong mudn két hop véi cac protein thé mang, vi du nhu beta.-galactosidaza,
glutathione S-transferaza, keyhole lympet hemoxyanin "KLH", albumin huyét
thanh bo "BSA". Trong cac trudng hop d6, cac peptit duge st dung nhu cac
khang nguyén khong hoan toan véi cac protein thé mang. Sau khi dong vat duoc
su dung liéu tang, vi dy, hai hoic nhiéu lan, céac té bao lach dugc thu gom tur c4c
dong vat tao mién dich va cac té bao duoc tao ra béng cach hop nhat céc té bao
lach dd man cam voi dong té bao u tuy, nhu cac t& bao u tuy chuot SP2/0
(ATCC, Manassas, VA) nho str dung céc phuong phap da biét 15 cua Kohler va
Milstein (Nature 256: 495-497 (1975)) va Harlow va Lane (Antibodies: A
Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory, New York 1988)).

Theo mdt phuong én cu thé sang ché @& xuit ciu trac khang nguyén theo

sang cheé, cu the téi ché pham vacxin bao gdm cAu tric khang nguyén nay duédi
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dang dugc dung, dugc cung cép voi cac lidu nhic lai, cu thé véi tir 1 dén 15 liéu, ‘
cu thé hon v6i tir 2 dén 10 lidu, tham chi cu thé hon véi tir 3 dén 7 lidu cu thé 1a
voi tir 4 dén 6 lidu, véi cac khoang thoi gian nam trong khoang 1 va 10 tuan, cu
thé vdi cac khoang thoi gian nim trong khoang 1 va 6 tuan, cu thé hon véi cac
khoang thoi gian nim trong khoang 1 va 4 tuan, va thdm chi cu thé hon véi cac
khoang thdi gian nam trong khoang 2 va 3 tuan. Pap tmg mién dich duoc theo
ddi bang cach liy cac mau huyét thanh tai thoi diém thich hop sau khi dung tang
liéu, cy thé tir 3 dén 10 ngay sau khi dung ting lidu, cu thé hon 1a ti 4 dén 8
ngay sau khi stt dung ting liéu va cu thé hon l1a tir 5 dén 6 ngay ngay sau khi st
dung tang lidu va xac dinh tinh sinh mién dich cla cdu tric khang nguyén nho
su dung phuong phép da biét, cu thé mot trong s6 nhirng th nghiém mién dich

thuong si dung vi du nhu thit nghiém ELISA.

Qua trinh tao mién dich bang cAu truc khang nguyén theo sang ché, cu thé
la bang ché pham vacxin bao gdm céu truc khang nguyén theo sang ché dudi
dang duogc dung tao ra ddp tng mién dich & dong vat duoc diéu tr1. Bong vit, cu
thé 1a chudt nhit véi cac dd chun didu tri dugc chon cho sy hop nhit cia cac té
bao tao ra khang thé, cu thé 1a cac lympho bao B- véi dong té bao bat tir hoic
sinh trudng lién tuc, nhu dong té bao u tuy. Cac té bao d6 duoc kich thich dé
hop nhat bang cach bd sung polyetylen glycol. Do chuan diéu trj 1a do chuin tao
ra két qua duong tinh ¢ tha nghiém ELISA ¢ ty 18 pha loang la 1:4000 va
1:6000, cu thé trong khoang 1:4500 va 1:5500, cu thé hon 1a 1:5000.

Sau do6 cac té bao lai thu dugc duge tach dong theo phuong phép thong

thuong, vi du nho st dung chat pha loang gidi han, va cac vo tinh thu duorc, tao

ra cac khang thé don dong mong muon, dugc nuéi cdy.

Cac té bao lai thu dugc theo cach d6 dugc chon loc hoa hoc béng cach dan
mong cac té bao trong moi truong chon loc chira hypoxanthin, aminopterin va
thymidin (HAT).

Sau do, céc té bao lai duoc sang loc vé kha nang tao ra cac khang thé don

dong khang lai cac bénh hoic céc rdi loan lién quan dén dang tinh bot didc hiéu.
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Céc té bao lai tao ra cac khang thé quan tdm duoc tach dong, mé rong va gitt
dong lanh dé san xuét trong tuong lai. Céc té bao lai dugc uu tién tao ra khang

thé don dong c6 isotyp IgG, tot hon la isotyp IgG2.

Khang thé da dong duogc diéu ché bé“mg cach tao mién dich cho dong vat,
nhu chudt nhit hodc tho, hoic dong vat thich hop bat ky bang cac ché pham céu
tric khang nguyén siéu phan tir theo sang ché dugc md ta & trén. Sau do huyét
thanh dugc thu gom tir dong vat, va cac khang thé trong huyét thanh dugc sang

loc vé tinh phan g gan két chéng lai khang nguyén dang tinh bot.

Cac khang thé theo sang ché co thé duoc didu ché thanh ché pham chip
nhan duoc vé mit sinh Iy va co thé bao gdém chét mang dugc dung, chat pha
lodng va/hodc td dugc nho st dung cic ky thuat da biét. Vi du, khang thé theo
sang ché va nhu duge mé ta trén day bao gdm khang thé tuong duong churc bat
ky hodc cac phan chirc ndng cua chung, cu thé, khang thé don dong bao gém
khang thé tuong duong chirc bat ky hodc cac phan chuc nang cua chung duoc
két hop véi chét mang dugc dung, chat pha lodng va/hoic ta dugc dé tao ra ché
pham chita bénh. C4c chét mang, cic cht pha loang va/hodc ta dugc duoc thich
hop 14 da biét trong linh vuc k¥ thut va bao gom, vi du, cac dung dich nudc
mubi dém phosphat, nuéc, nhi twong nhu nhii tuong dﬁu/nu’é’c, cac loai chat

thdm u6t khac, cac dung dich tiét trung, v.v..

Qua trinh bao ché duogc phdm theo sang ché c6 thé dat duoc theo phuong

phap chuan da biét déi véi nguoi co hiéu biét trung binh trong 1inh vuc k¥ thuat.

Céc ché pham theo sang ché co thé duoc cung cép cho ddi tuong dudi dang
chit ran, chét 1ong hodc sol khi véi lidu duoc dung hitu hidu, thich hop. Céc vi
du vé cac ché phém ran bao g6n1 cac vién tron, kem, va cac don vi co thé céy
dudi da. Cac vién tron cé thé duoc cung cip qua duong mi¢ng. Kem chita bénh
c6 thé duoc st dung khu trii. Cac don vi c6 thé céy dudi da c6 thé duoc cung
cap cuc bo, vi du, tai diém khéi u, hodc co thé duoc ciy ghép dé giai phong ¢o
hé thdng ché pham chita bénh, vi du du6i da. Cac vi du vé cac ché pham 16ng

bao gém cac ché phém thich ing dé tiém trong co, dudi da, trong tinh mach,
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trong dong mach, va cac ché pham dé€ str dung cuc bd va trong mat. Cac vi du vé

cac ché pham sol khi bao gom cac ché pham xit d€ cung cap t6i phdi.

Céc ché pham c6 thé duoc cung cap bing céc cach si dung theo duong
chuan. Noéi chung, ché pham c6 thé duoc cung cap bang cach st dung cuc bo,
qua duong miéng, qua tryc trang, qua miii, trong da, trong bung, hodc ngoai
duong ti€u hoa (vi du, trong tinh mach, dudi da, hoic trong co). Ngoai ra, ché
pham cé thé duoc két hop thanh c4c chat nén giai phéng kéo dai nhu céc polyme
c6 thé thoai hod sinh hoc, cac polyme dugc ciy ghép & vung xunh quanh noi ma
mudn phan phdi thude, vi du, tai diém khéi u. Phuong phép bao gom cung cap
lidu don, cung cap cac lidu nhic lai & cac khoang thoi gian xdc dinh trude, va

cung cap kéo dai trong thoi gian dinh trude,

Chat nén giai phong duy tri, theo sang ché, 1 chit nén duoc tao ra tu cac
chét, thuong 1a polyme c6 thé thoai bién bang cach thuy phan enzym hoac
axit/bazo hoac béng cach hoa tan. Khi dua vao co thé, chit nén dugc hoat dong
bang cac enzym va cic dich co thé. Chat nén giai phéng kéo dai mong muén
duoc chon bang cac chét c6 thé twong thich sinh hoc nhu céc liposom, polylactit
(axit polylactit), polyglycolit (polyme cua axit glycolic), polylactit co-glycolit
(copolyme cua axit lactic va axit glycolic), polyanhydrit, poly(ortho)este, cac
polypeptit, axit hyaluronic, colagen, chondroitin sulfat, cac axit carboxylic, cac
axit béo, phospholipit, polysacarit, cac axit nucleic, cic axit polyamino, cac axit
amino nhu phenylalanin, tyrosin, isoleuxin, céc polynucleotit, polyvinyl
propylen, polyvinylpyrolidone va silicon. Chat nén c6 thé thoai bién sinh hoc vu
tién 1a chat nén hoic cta mot trong sé polylactit, polyglycolit, hodc polylactit
co-glycolit (copolyme ciia axit lactic va axit glycolic).

Da biét 15 ddi véi nguoi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ky thuat
thich hop rang lidu ché phim s& tuy thudc vao nhiéu yéu tét, vi du nhu tinh trang
duoc diéu tri, ché phém cu thé duoc st dung, va cac nhan té 1am sang khac nhu

trong luong, kich thude, gidi tinh va tinh trang stc khoé chung cua bénh nhan,
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dién tich bé mit co thé, hop chét hoic ché phém cu thé dugc su dung, cic duoc

chat khac duoc cung cap dong thoi, va cach st dung.

Ché pham c6 thé duoc cung cép két hop véi cdc ché pham khac bao gdm
chét co hoat tinh sinh hoc hodc hop chit, cu thé it nhat mot hop chét duoc chon
tr nhém bao gdm céc hop chit chéng lai stress oxy hod, cic hop chat chéng gay
chét té bao, cic chat chelat hoa kim loai, cdc chit tc ché sta chita ADN nhu
pirenzepin va cac chat trao ddi, axit 3-amino-1-propansulfonic (3APS), 1,3-
propandisulfonat (1,3PDS), c4c chat hoat ho4 secretaza, cac chat (e ché B-vary -
secretaza, cac protein stau, chit din truyén than kinh, céc chit lam gdy tam p-,
cac phan tir chéng viém, cac thube “chéng tdm than khong dién hinh" vi du nhu
clozapin, ziprasidon, risperidon, aripiprazol hoic olanzapin ho#ic cac chit trc ché
cholinesteraza (ChEIs) nhu tacrin, rivastigmin, donepezil, va/hoic galantamin va
cdc duoc chat khac va cac chit bd sung dinh dudng, vi du nhu vitamin B12,
Xystein, tién duoc chat axetylcholin, lexithin, cholin, Ginkgo biloba, axyetyl-L-
carnitin, idebenone, propentofylin, hodc din xuit xanthin, cing v&i khang thé
theo sang ché va, tuy v, chat mang duoc dung va/hoidc chét pha loang va/hoic ta

duoc va phuong phéap dé diéu tri cac bénh.

Chat hoat tinh duoc 6 protein ¢ thé c6 mit véi cac luong trong khoang tur
Ing va 10mg mbi liéu dung. Noi chung, ché do st dung s& nam trong khoang tur
0,1 pug dén 10mg khang thé theo sang ché, cu thé trong khoang tir 1,0pg dén
1,0mg, va cu thé hon nim trong trong khoang tu 1,0 ug dén 100 ng, voi tat ca
cac b luong cu thé ndm trong pham vi d6 cling 1a mot phan theo sang ché. Néu
viée st dung gbm ca truyén lién tuc liéu thich hop hon c6 thé nim trong gidi han
khoang 0,01 pug va 10mg don vi trén kilogam trong lugng co thé trén gio voi tat
ca cac sd luong cu thé ndm trong pham vi d6 cling 1a mot phan theo sang ché.

Noi chung c6 thé st dung ngoai duong tiéu hoa, vi du trong tinh mach. Cac
ché pham dé su dung ngoai dudng ti€u hoa bao gém cac dung dich huyén phu va
nhil twong nudc, tiét trung hodc khong chtra nude. Cac dung moi khong chira

nudc bao gdm nhung khong chi gidi han & no, propylen glycol, polyetylen
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glycol, dau thuc vat nhu dau oliu, va este hitu co thé su dung dé tiém nhu etyl
oleat. Cac dung moéi chira nudc ¢é thé dugce chon tir nhém bao gdm nudc, cac
dung dich rugu/nuréc, nhii tuong hodc huyén phu bao gdm bao gdm moi truong
nude mudi va dém. Cac chit dan su dung ngoai dudng tiéu hoa bao gdm dung
dich natri clorua, Dextroza Ringer, dextroza va natri clorua, Ringer lact hoa,
hodc dau khéng bay hoi. Céac chat dan dung trong tinh mach bao gém cac chét
lam dac va dinh dudng, cac chét 1am dac dién phan (nhu cac chat géc Dextroza
Ringer) va cic chit khac. Cac chit bao quan cling c6 thé c6 mit, vi du nhu cac
tac nhan diét vi khuan, cac tac nhan chéng oxy hod, céc tac nhan chelat ho4, cac

khi tro, v.v..

Duoc pham c6 thé con bao gom cac chat mang co protein vi du nhu
anbumin huyét thanh hodc globulin mién dich, cu thé c6 ngudn goc tir nguoi.
Ngoai ra, cdc tdc nhan c6 hoat tinh sinh hoc c6 thé c6 mit trong dugc pham theo

sang ché tuy thudc vao muc dich sir dung du dinh cua né.

Theo mot phuong an khac nita, sang ché dé& xuit cac phuong phap va cac
bd dung cu dé phat hién va chan doan céc bénh hodc cac tinh trang lién quan dén
dang tinh bot, dé chan doan bam chit tao ra bénh hodc tinh trang lién quan dén
dang tinh bot hodc theo ddi bénh con lai i thidu & bénh nhan hodc dy doan
trang thai ddp Gmg cta bénh nhéan véi viée diéu tri bang khang thé hodc ché
pham vacxin theo sang ché va nhu dugc mo ta trén day. Cac phuong phap dé
bao gdm cac phuong phap mién dich da biét thuong dugc sir dung dé phat hién
hoidc dé xac dinh sb lwgng cac chat trong cac mau sinh hoc hodc trong tinh trang

in vivo.

Phuong phap chan doan bénh hodc tinh trang lién quan dén dang tinh bot
hodc ciia badm chAt tao ra bénh hodc tinh trang lién quan dén dang tinh bot &
bénh nhan co thé dat duoc béng cach phat hién su gén két mién dich dac hiéu
cia khang thé don dong hodc phan hoat tinh cua ching véi epitop cta protein
dang tinh bdt trong mau hodc in vivo, phuong phap d6 bao gdm dua miu hodc

phan thé dic hidu hodc ving thé dic hiéu nghi ngo chira khang nguyén dang tinh
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bot tiép xtic voi khang thé gin két véi epitop cua protein dang tinh bdt, cho
khang thé gan két voi khang nguyén dang tinh bot dé tao ra mot phtrc hé mién
dich, phat hién su hinh thanh cta phic hé mién dich va lam tuong quan su co
mat hoac Véng mdt cua phic hé mién dich voi su c6 mit hoac véng mat cua
khang nguyén dang tinh bdt trong mau hodc phan hoic vung thé dic hiéu, tuy ¥
so sanh luong cta phtrc hé mién dich nay voi gia tri dbi ching thong thuong,
trong do viéc gia ting luong chét tich tu nay so véi gia tri dbi chung thong
thuong ching to rang bénh nhan nay bi hodc c6 nguy co phét trién bénh hodc

tinh trang lién quan dén dang tinh bot.

Phuong phap theo ddi bénh con lai tdi thiéu & bénh nhan sau khi diéu tri
bang khang thé hoic ché pham vacxin theo sang ché co thé dat duoc bang cach
phat hién gin két min dich dic hiéu khang thé don dong hodc phan hoat tinh
cua chung vdi epitop clia protein dang tinh bot trong mau hodc in vivo, phuong
phap do bao g@)m dua mau hoic phén thé dac hiéu hodc vung thé dac hiéu nghi
ngo chua khang nguyén dang tinh bot tiép xtc véi khang thé gan két vai epitop
‘cua protein dang tinh bot, cho khang thé gan két voi khang nguyén dang tinh bot
dé tao ra phirc hé min dich, phat hién sy hinh thanh cta phtrc hé mién dich va
lam twong quan su ¢6 mat hodc Véng mat cta phic hé mién dich véi su co mat
ho#c vang mat cua khang nguyén dang tinh bot trong mau hogc phan hodc ving
thé dic hiéu, tuy ¥ so sanh lugng cua phirc hé mién dich nay véi to gia trj ddi
chimg thong thuong, trong dé viéce gia ting lwong chét tich tu so voi gia tri ddi

ching thong thudong chimg t6 rang bénh nhan nay van tiép tuc bi bénh tbi thidu.

Phuong phap du doan trang thai dap Gmg cua bénh nhan véi cach diéu tri
bang ché pham vacxin theo sang ché co thé dat duoc bang cach phat hién su gan
két mién dich ddc hiéu khang thé don dong hodc phan hoat tinh cia ching voi
epitop cua protein dang tinh bot trong mau hoic in vivo, phuong phap do6 bao
g6m dwa mau hoac phﬁn thé dac hiéu hodc vung thé dic hi€u nghi ngo chira
khang nguyén dang tinh bot tiép xuc véi khang thé gin két véi epitop cua

protein dang tinh bot, cho khang thé gin két voi khang nguyén dang tinh bot dé
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tao ra mot phirc hé mién dich, phat hién sy hinh thanh cta phic hé mién dich va
lam tuong quan su ¢6 mat hodc Véng mat cta phirc hé mién dich voi sy co mat
hodc vang mit cua khang nguyén dang tinh bot trong mau hoac phan hoic vung
thé ddc hiéu, tuy ¥ so sanh lugng ctia phitc hé midn dich nay trudc va sau khi bét
dau diéu tri, trong d6 viée giam luong chat tich tu chtimg t6 rang bénh nhan nay
c6 kha ning dap mg cao véi viéc diéu tri.

Cac mau sinh hoc ¢6 thé duoc su dung dé chan doan bénh hodc tinh trang
lién quan dén dang tinh bot, dé chdn doan bim chét tao ra bénh hodc tinh trang
lién quan dén dang tinh bot hodc theo d&i bénh con lai toi thiéu & bénh nhan
hodc dy doan trang thai dap Ung ctia bénh nhan véi cac didu tri bing khang thé
hodc ché phém vacxin theo sang ché va nhu duoc mé ta trén day, vi du la cac
dich nhu huyét thanh, plasma, nudc bot, cac chit tiét xuat tur da day, niém dich,
dich nao tuy, dich bach huyét va cac dich tuong ty hodc cac mau mé hoic té bao
thu dugc tir cac bd phan nhu mo than kinh, ndo, tim hoac mach. Pé xac dinh su
¢6 mit hodc vang mit cia khang nguyén dang tinh bot trong mau thir nghiém
mién dich d3 biét ddi véi ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc ky thuét
(xem tai liu Harlow and Lane, Antibodies: A Laboratory Manual (Cold Spring
Harbor Laboratory, New York 1988 555-612)) c6 thé duoc su dung, vi du nhu
cac thtr nghiém sir dung cac phuong phap do gian tiép nho su dung cac chat
phan tmg béc hai cho céc thir nghiém ELISA va két tia mién dich va ngung két.
Viéc mo ta chi tiét cac thir nghiém do, vi du duoc néu trong W096/13590 cua

Maertens and Stuyver, Zrein et al. (1998) va W096/29605.

D¢ chén doan in vivo, khang thé hodc phéan chitc va c6 hoat tinh bat ky cua
chiing c6 thé duoc cung cap toi cac bd phan can dugc chan doan bang céc
phuong phép di biét trong linh vuc ky thuat, vi du nhu tiém truyén trong tinh
mach, trong mdii, trong bung, sao cho gin két dic hiéu gitta khang thé theo sang
ché véi vung eptitop trén khang nguyén dang tinh bot c6 thé xuét hién. Phic hé
khang thé/khang nguyén c6 thé duoc phat hién bang chat dong vi danh dau gin

két vi khang thé hoic phan chuc nang cua chuing.
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Cac thtr nghiém mién dich duoc su dung trong cac tng dung chan doan
hodc trong cac tng dung dé chan doan bim chat tao ra bénh hodc tinh trang lién
quan dén dang tinh bt hodc theo ddi bénh con lai tdi thidu & bénh nhan hoac du
doan trang thdi ddp ung ciia bénh nhan véi cach diéu trj bang khang thé hodc ché
pham vacxin theo sang ché va nhu duoc md ta trén day. Thong thuong dua vao
cac khang nguyén, cac khang thé danh diu, hoiic cac chat phéan ung bac hai dé
phat hign. Céc protein hodc cac chat phan ing c6 thé dugce danh diu bang cac
hop chat thuong da biét ddi voi nguoi ¢é hidu biét trung binh trong linh vuc ky
thuat bao gdm céc enzym, cac chit dong vi phong xa, va cac chat huynh quang,
cac chét phat quang va cac chat sinh mau bao gom céc hat tao mau, nhu cac hat
vang keo va latec. Trong sb do, chit dong vi phong xa c6 thé duoc st dung cho
hau hét céc loai thir nghiém va véi phan lon céc thé bién di. Céc chét dong bi két
hop enzym dugc st dung cy thé néu do phong xa phai duoc tranh hodc cin co
cac két qua nhanh. Céc chit gy huynh quang, mic du can thiét bj dit tién dé su
dung chung, thi tao ra phuong phap rit nhay dé do. Cac khang thé duoc su dung
trong cic thir nghiém bao gdm céc khang thé don dong, cac khang thé da dong,

va cac khang thé da dong tinh khiét 4i Iyc.

Theo cach khéc, khiang thé c6 thé duoc danh diu gian tiép bang cach phan
tmg véi cac chat danh dau c6 ai luc dbi véi globulin midn dich, nhu cac khang
thé thir cép hodc protein A hodc G. Khang thé c6 thé duoc két hop v6i chat tha
cap va duoc phat hién bang chét danh diu tha ba c6 ai luc dbi voi chét thi hai
két hop v6i khang thé. Vi du, khang thé c6 thé duoc co thé dugc két hop véi
biotin va thé tiép hop khang thé-biotin duoc phét hién nhe st dung avidin hodc
streptavidin danh dau. Tuong tu, khang thé c6 thé duoc két hop véi hapten va
thé tiép hop khang thé-hapten dugc phat hién nho st dung khéng thé khang
hapten danh dau.

Nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat s& biét rang cac chat
dong vi d6 va cac chit déng vi khéc thich hop cé thé duoc sir dung theo sang

ché. Vigc gan két cac chat dong vi véi cac khang thé hodc cac phan cta ching
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c6 thé dat dugc nho sir dung céc k¥ thuat chuan thuong da biét di véi nguoi cd
hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat. Céac k¥ thuét thong thuong duoc mo
ta boi Kennedy, J. H., et al.,1976 (Clin. Chim. Acta 70:1-31), va Schurs, A. H.
W. M., et al. 1977 (Clin. Chim Acta 81 :1-40). Cac ky thuat két hop néu sau
cung la phuong phap glutaraldehyt, phuong phéap periodat, phuong phap
dimaleimit, va cac phuong phap khac, tat ca cac phuong phap nay dugc dua vao

day bang cach vién dan.

Céac thtr nghiém mién dich hién nay str dung phuong phép khang thé kép dé
phat hién sy c6 mat cta chét phén tich, trong d6, khang thé duoc danh dau gian
tiép bang tinh phan tng v6i khang thé thit hai dugc danh diu bang chét ddng vi
¢ thé phét hién. Tt hon 1a khang thé thir hai 1a khang thé gin két véi cac khang
thé cua dong vt tir d6 khang thé don dong thu duoc. No6i cach khéc,I néu khang
thé don dong 1a khang thé chuot, sau d6 khang thé thtt hai, danh déu 12 khang
thé khang chudt. Dbi voi khang thé don dong dugc su dung trong thir nghiém
duoc mo ta dudi day, tdt hon néu chat dong vi nay 1a hat bao khang thé, cu thé
[a hat tur tinh. Dbi véi khang thé da dong duoc su dung trong thir nghiém mién
dich mé ta ¢ ddy, tot hon néu chét ddng vi 1a phan tir ¢6 thé phét hién duoe nhu

chét phéng xa, chét huynh quang hoic chit phat quang dién hoa.

Hé khang thé kép khac, thuong dé cap dén 1a cac h¢ dinh dang nhanh vi
chting thich img v&i cac qua trinh xac dinh nhanh su ¢6 mit cia chat phan tich,
con co thé duoc st dung trong pham vi cta sang ché. Hé ndy can co 4i luc cao
gitta khang thé va chét phan tich. Theo mdt phuong 4n ciia sang ché, su cé mat
cua khang nguyén dang tinh bot dugc xac dinh nho s dung cdp céc khang thé,
mdi cip dic hidu dbi voi khang nguyén dang tinh bot. Mot trong s6 cac cap
khang thé nay duoc dé cdp toi ¢ day la "khang thé do" va loai khac cua cap cac
khang thé duoc d& cap toi & ddy 1a "khang thé giit". Khéng thé don dong theo
sang ché c6 thé duoc sir dung hodc 1a khang thé gitt hodic khang thé do. Khang
thé don dong theo sang ché con co thé duoc sir dung cd 1a khang thé giit va

khang thé do, cung nhau trong thir nghiém don. Vi vy, mot phuong an cua sang
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ché su dung phuong phap khang thé kép nhiéu 16p dé phat hién khang nguyén
dang tinh bt trong mau cua dich sinh hoc. Trong phuong phap nay, chét phan
tich (khang nguyén dang tinh bt) duoc kep giita khang thé do va khang thé i,
khang thé gitt duoc lam bét dong khong thé dao nguoc trén 16p nén ran. Khang
thé do s& chtra chét déng vi ¢ thé phét hién duogc, dé nhén dang su c}c’) mat cua

16p khang thé-chat phan tich va vi vdy c¢6 mit chét phan tich.

Céc chat pha rén vi du bao gom, nhung khoéng chi gi6i han ¢, cac dia vi
chuan do, cac 6ng thi nghi€ém chira cdc ban va cac hat polystyren, thuy tinh‘hoeflc
chat déo, tir tinh da biét 13 trong linh vuc thir nghiém midn dich enzym va thu
nghiém chat mién dich phéng xa. Cac phuong phap dé két hop céc khang thé véi
c4c pha rin cling da biét r5 ddi véi ngudi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
ky thuat nay. Moi day hon, sb luong chat xép nhu nylon, nitroxenluloza,
xenluloza axetat, cac soi thuy tinhva cac polyme x6p khac duoc sir dung lam cac

chat nén ran.

Sang ché cling dé cap dén bo dung cu chan doan dé phat hién khang
nguyén dang tinh bot trong mau sinh hoc bao g6m ché pham nhu duoc xéc dinh
0 trén. Ngoai ra, sang ché con dé cap dén bd dung cu chan doan maoi day, ngoai
ché pham nhu dugc x4c dinh trén, con bao gdm chét phan g do nhu duoc xac
dinh ¢ trén. Thuat ngit "bo dung cu chan doan" noi chung dé cap dén bod dung cu
chin doan bét ky di biét nao trong linh vyc k¥ thuat. Cu thé hon, thuat ngir sau
dé cap dén bd dung cu chan doan nhu duoc md ta trong tai liéu Zrein et al.
(1998).

Muc dich khac nita cta sang ché 1a @& xuét cac miu lai thir mién dich maoi
va céc bo dung cu thtr nghiém dé phat hién va chan doan cac bénh va cac tinh
trang c6 lién quan dén dang tinh bot bao gdm cac khéng thé theo sang ché. Doi
v6i cac mau lai tha mién dich, cac khéng thé duoc truc tiép hodc gian tiép gin
vo1 phén tir bao cdo thich hop, vi du mot enzym hoic chét déng vi phéng xa. B
dung cu thir nghiém bao gdém binh chira gilr mot hozc nhiéu khang thé theo sang

ch€ va cac tai liéu chi dan sir dung céc khang thé nham muc dich gan két khang
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nguyén dang tinh bot dé tao ra phtrc hé mién dich va phét hién sy hinh thanh cua
phtic hé mién dich sao cho su c6 mit hodc ving mit ciia phitc hé mién dich

tuong quang véi sy ¢ mat hodc vang mat cua khang nguyén dang tinh bot.

Vi du thuc hién sang ché
Cac khang nguyén duoc st dung dé lam tdng cac khang thé don dong cua

chuot.

Bang 1. Céc khang thé va céu tric khang nguyén dugc str dung dé 1am tang cac

khang thé nay
, Chat phu
mAb chudt Khang nguyén/trinh tu | Lién két Neo tro

mACI-01-Ab7 ABi.i6 PEG DSPE Lipit A
mACI-02-Ab6 ABy_16p14) PEG DSPE Lipit A
mACI-11-Ab9 ABap.ss PEG DSPE Lipit A
mACI-12-Abl11 APr9.40 DSPE Lipit A
mACI-24-Ab4 ABiis Palm Lipit A

Vi du 1. Cac phuong phép tao ra cac ciu truc khang nguyén siéu phan tir

palmitoyl hod AB;_;s

Tong hop khang nguyén peptit tetra(palmitoyl lysin)-AB,_;s

Peptit dang tinh bot palmitoyl hoa 1-15 duoc tong hop theo phuong phap
bdo cdo méi cai tién mai day (Nicolau et. al. 2002). Phuong phap mdi nay bao
gom ghép trén nhua axit palmitic vvéi cac gbc tan cung Lys cua peptit dugc tao
ra trudéc d6 thay vi tong hop pha ran phan doan két hop axit amin 9-
fluorenylmetoxycarbonyl (Fmoc)-Lys(Pal)-OH. Phuong phap méi nay cai thién
hiéu qua két hop va tao ra san phdm c6 d6 tinh khiét cao mong mudn. Vi vay,
axit amin Fmoc-Lys(Mtt)-OH bao vé truc giao duoc gan v6i nhua Wang nho su
dung hoa hoc két hop [2-(1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3 ,3-tetrametyluroni hexaflo-
phosphat] (HBTU). Nhém Fmoc duoc loai bo nho sir dung 20% piperidin trong
DMF va gbc tht hai Fmoc- -Lys(Mtt)-OH duogc két hop. Qua trinh tong hop

peptit tw dong chuin nho sir dung hod hoc Fmoc/tBu va sau d6 cac nhom béao \
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mach bén chuén duoc su dung dé két hop trén 15 axit amin tiép theo dé thu duoc
trinh ty peptit nhur néu trong SEQ ID NO:1. Cubi cung, hai axit amin két hop la
Fmoc-Lys(Mtt)-OH. Sau d6 nhém Mtt dugc phan giai c¢6 chon loc nho sir dung
axit trifloaxetic 1% (TFA) trong diclometan dé giai phéng phan peptit va sau do
két hop véi axit palmitic nho st dung HBTU. Sau khi rira nhwa, nhom Fmoc
dugc loai bo bang piperidin 20% trong dimetylformamit (DMF) va cubi cung
phan giai nhyua déng thoi va cac qua trinh khir bao vé mach bén duoc tién hanh
nho st dung TFA trong cac diéu kién chuin. Qua trinh nghién thanh bot tur
dietyl ete lanh tao ra san pham 1a chit rén mau tréng. Phép do phd khéi dién
phun xac nhan do ddng nhit cta san pham (m/z mong doi: 1097,9 ([M]3+); phat
hién: 1096,8 ([M-3H]3+), khong cé cac peptit palmitoyl hoa ba, hai mot lan
duoc phat hién.

Vi du 2: Cac phuong phép tao ra cac ciu trac khang nguyén siéu phan tu
Tong hop khang nguyén peptit dang tinh bot pegyl hod B-

Pé ting cuong dap img mién dich, doan neo/dém khac duoc sir dung dé hoi
phuc peptit trong liposom, vi du polyetylen glycol (PEG). PEG duoc gan két
cong hoa tri voi lién két goc lysin ¢ ca hai du cia peptit. O ddu khéc cua chudi
(PEGn=70) phosphatidyl etanol amin (PEA) dugc gin két cdng hoa tri dé hoat
dong nhu thanh phan neo trong 16p kép liposom. Vi vdy, liposom van hoat dong
nhu mot chit phu tro va peptit d0 xa 16p kép co thé duoc xir ly riéng va vi vay

lam tang tinh sinh mién dich cua no so véi khang nguyén palmitoyl hoa.

Céc cu truc siéu phén tir dugc mo ta ¢ day co thé duoc téng hop duy nhat
nho su dung cdc qua trinh bdo mach bén axit amin Fmoc/tBu chuin. Thong
thudng, qua trinh pegyl hod cac peptit tao ra cac hdn hop ctia cac chat ddng phan
ving. O day phuong phap thuén tién cho viéc gin két didm dic hiéu cia thé lién
hop PEG-lipit vdi ca dau C- va N- ctia AP duoc thé hién nho st dung céc peptit

bdo vé mot phan.
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Déi véi cac trinh tu peptit chita cac gbc Lys hodc His bén trong (1-16, 1-
16A14, 22-35), Lys(ivDde) bao vé truc giao duoc thém vao mdi dau. Gly khac
duoc gén vao dau C dé tao thuan loi cho viéc téng hop. Nhom Fmoc duoc loai
bo bang 20% piperidin trong DMF va N-axetyl hoa nho st dung axetic anhydrit.
Qua trinh phéan giai ¢6 chon loc cac nhom ivDde dat dugc béng 3% hydrazin
hydrat trong DMF trong mot gio. Nhua 2-clotrity]l dugc wu tién hon so véi nhua
Wang da dugc st dung rat rong rdi do nhya 2-clotrityl thé hién kha nang chiu su
phan gidi bang hydrazino nhiéu hon. Ngoai ra, nhua 2-clotrityl la axit cuc ky
nhay va vi vdy, khac véi nhua Wang, 1am cho qua trinh tach cac peptit bao vé cé
thé thyc hién duoc. That vay, can thiét dé tién hanh phan tng két hop trong pha
dung dich khi viéc két hop peptit lién két nhua véi chat phéan tng lipit pegyl hoa
duoc hoat hoa truéc do DSPE-PEG-SPA khong lam tang san phdm két hop bét
ky. Vi vdy qua trinh phan giai chon loc tir nhua trong cac diéu kién binh thuong
(axit axetic/trifloetanol/diclometan, 1:1:8, 1 g10, nhiét d6 trong phong) tao ra cac
peptit bao vé bén trong. Cac két hop pha dung dich duoc thuc hién thanh cong
vO1 cac peptit thu dugce tir trinh tu AP, (SEQ ID NO:2) d¢én DSPE-PEG-SPA
trong DMSO va bazo du. Sau d6 phan Gng duoc toi bang cach bo sung

etanolamin du trong 2 gi¢ va dung dich duoc 1am dong kho nhanh.
Déi vdi trinh ty 29-40, khong can thiét phai c6 phuong phéap bao vé cu thé.

Qua trinh tinh ché béng HPLC (cot dao pha ban tuyén chon C,) tao ra cac
thé lién hop PEG-lipit diu N- va C- ¢6 do tinh khiét khoang 50-70% ma d6 ddng
nhét ciia nd dugc khing dinh bang MALDI (chat nén hd tro qua trinh khur ion
hoa giai hap bang laze). Mdi trinh tu thé hién su bién ddi dang ké vé& mirc do dé
dang cta phan tng két hop va céc diéu kién dugc diéu chinh theo (nhiét do, sé
cac duong luong mol DSPE-PEG-SPA, thoi gian). P6i vai qua trinh tach, lugng
DSPE-PEG-SPA du tir qua trinh tinh ché HPLC san pham mong mudn duoc st
dung. Qua trinh tich cac san pham két hop mot va hai lan trude cc bude bao \'E
mach bén cudi cung c6 thé dat duoc nho sir dung phép sic ky trao di cation.

Cac qud trinh bao vé€ mach bén peptit tiép theo va qua trinh tach luong du t6i
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DSPE-PEG-SPA tao ra sy qué trinh phén lap cia cac thé tiép hop mong mudn

voi d§ tinh khiét ¢6 thé chdp nhan duoc.

Phuong phép nay d¢ tong hop céc khang nguyén dang tinh bot lipit-PEG f-
c6 dau N- va C- nho st dung cac peptit bao vé co thé ap dung dbi voi nhidu loai

trinh tu peptit.

Vi du 3: Cac khang thé duoc tao ra bang cac sdu tric khang nguyén

siéu phan tu

3.1 Bao ché mAbs tdng cuong chéng lai ciu tric khang nguyén siéu phan tu
palmitoyl hoa AB,_is:

Khang nguyén palmitoyl hoa (ACI-24, A, s) duoc st dung dé tao mién
dich cho chudt nhit C57BL/6 trong cic khoang thoi gian 2 tuan. 10-12 con vat
duoc tao mién dich bang moi khang nguyén (thé tich tiém: 200ul chira 8 nmol
peptit). Lidu tiém cudi dugc tién hanh 4 ngdy trude khi giét cac con vat. Sau 5
lidu tiém chung cho chudt nhit bing cac d6 chuin didu tri (khi ndng d6 pha
lodng 1:5.000 ctia huyét thanh la duong tinh trong ELISA) duoc lua chon dé két
hop. Céc té bao lach duoc thu gom céc con vat duogc tao mién dich va cac té bao
lai duoc tao ra bang cach két hop céc té bao lach nhay cam véi dong té bao u
tuy. Qua trinh hop nhét cac t& bao lympho B ctia chudt nhét tir 14 lach duoc tién

“hanh véi cac t€ bao ciia dong té bao u tuy SP2-0. (ATCC, Manassas. VA) nho st

dung cic phuong phap da biét rd ctia Kohler va Milstein (Nature 256: 495-497
(1975)) va Harlow va Lane (Antibodies: A Laboratory Manual (Cold Spring
Harbor Laboratory, New York 1988)).

Cac t& bao duoc kich thich dé hop nhat bang cach bd sung polyetylen
glycol. Cac té bao lai thu dugc sau d6 dugc nudi ciy trong 10 + 14 ngay theo
cach thong thudng dé sinh truong vo tinh. Qud trinh lya chon vo tinh ban dau
duoc tao ra nho pha loang gidi han. Cac dong vo tinh lai tao ra IgG duoc chon

va th nghiém vé tinh gén két dic hiéu cua ching voi peptit AB,.4; bang ELISA
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va cac dong vo tinh thu dugc tao ra cic khang thé don dong mong mudn, duoc
nuoi cay.
Cac té bao lai thy duoc theo cach d6 duoc chon loc hoa bé‘mg cach dan

mong cac t€ bao trong mdi trudomg chon loc chira hypoxanthin, aminopterin va

thymidin (HAT).

Sau do, cac té bao lai duoc sang loc vé kha nang tao ra cac khang thé don
dong chéng lai cac bénh hodc céc rdi loan lién quan dén dang tinh bot dac hiéu.
Khi cac dong vo tinh géc dugc nhan dang, né duoc tach dong phu bbn 1an dé

dam bao tinh don dong va cho phép thé lai én dinh

Céac t€ bao lai tao ra cac khang thé quan tam duoc tich dong, mé rong va

gitr dong lanh dé san xut trong tuong lai.

Khéng thé duoc isotyp hod bang bd dung cu isotyp hoa dong v tinh chuot
co ban trén thi truong va dong vé tinh 6n dinh duoc lam thich ung voi moi
truong khong chira huyét thanh va dat trong binh phan ung sinh hoc dé tao ra

khang thé.

Té bao lai vu tién tao ra khang thé don dong c6 isotyp IgG, t6t hon nita 1a

isotyp IgG1.

3.2 Bao ché cac mAb tang cuong khang lai ciu tric khang nguyén siéu phan tu
palmitoyl hod PEG-AB,_ ;4 ABa 11 AByiss va Ao

Cac khang nguyén liposom dugc diéu ché nhu duoge mo ta (Nicolau et al.,
2002, PNAS, 99, 2332-37). Céc trinh ty PEG-AP,ys, ABa11 ,AB23s va ABagag
(Fig. 1) duoc hdi phuc trong cdu tric gdm c6 cac liposom duogc tao ra tu
dimyristoyl phosphatidyl cholin (DMPC), dimyristoyl phosphatidyl etanolamin
(DMPEA), dimyristoyl phosphatidyl glyxerol (DMPG) va cholesterol (cac ty 1¢
mol la 0,9:0,1:0,1:0,7) chua monophosphoryl lipit A (40 mg/mM céc
phospholipit). Cac khang nguyén va AP, pegyl hoa dugc st dung cho qua
trinh tao mién dich & chudt nhit C57BL/6 trong cac khoang thoi gian 2 tuan. 10-

12 con vat dugc tao mién dich bang ting khang nguyén. Sau 3 dén 6 lidu, chudt
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nhat vi cac do chudn didu tri (khi ndng do pha lodng ciia huyét thanh 1:5.000 1a
duong tinh trong ELISA) duoc chon loc dé két hop. Cac té bao lach dugc thu
gom tur cac con dugc tao mién dich va cac té bao lai tao ra bang cach két hop cac
t€ bao lach nhay cam véi dong té bao u tuy. Qué trinh hop nhat céc t& bao
lympho B clia chudt nhat tir 14 lach duoc tién hanh véi céc té bao cua dong té
bao u tuy SP2-0. (ATCC, Manassas, VA) nho st dung céc phuong phap da biét
ro cua Kohler va Milstein (Nature 256: 495-497 (1975)) va Harlow va Lane
(Antibodies: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory, New York
1988))

Cac té bao duoc kich thich dé hop nhét bang cach bd sung polyetylen
glycol. Cac té bao lai thu duoc sau dé duoc tach dong theo cach thong thuong,
vi du nho str dung pha lodng gi¢i han. Cac dong v tinh lai tao ra IgG dugc chon
va thir nghiém vé tinh gén két dc hiéu ciia ching véi peptit AP, 4, bing ELISA
va cac dong vo tinh thu duoc tao ra cac khang thé don dong mong mudn, duoc
nuol céy.

Cac té bao lai thu duoc theo cach d6 duoc chon loc hoa béng cach dan
mong cac té bao trong moi truong chon loc chira hypoxanthin, aminopterin va

thymidin (HAT).

Sau do, cac té bao lai dugc sang loc vé kha nang tao ra cac khang thé don
dong chong lai céc bénh hodc cac rdi loan lién quan dén dang tinh bot dic hiéu.
Céc té bao lai tao ra cac khang thé quan tdm duogc tach dong, mo réng va gilt
dong lanh dé san xudt trong tuong lai. Té bao lai wu tién tao ra khang thé don

dong ¢ isotyp IgG, t6t hon nita 1a 1sotyp IgG1

Vi du 4: Xéc dinh tinh ddc hiéu ctia khang thé mACl-24-Ab4

D& phan tich tinh ddc hiéu cia khang thé mACI-24-Ab4, cac nong do khac
nhau cua soi nho dang tinh bot 1-42, 1-40 va 1-38 tao ra trudc d6 duoc thim
tach trén mang nitroxenluloza Hybond ECL (Amersham Biosciences). Sau khi

phong bé bang 10% sita kho va 0,7% Tween 20, cic mang duoc i bang khang
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thé nguyén sinh véi 20 ng/ml trong 2 gid' & nhiét do trong phong. Sau khi rua,
cac mang dugc U bang khang thé ciru khang chu6t IgG két hop vé&i peroxidaza
cay cai cu cay (Amersham Biosciences) trong 1 gi® ¢ nhiét d trong phong, rira
va 1 voi dung dich phat quang hoa hoc tiép theo 1a cho mang tiép v4i mang tia
X.

Bé xac dinh sy gan két cia mAb mACI-24-Ab4 véi céc soi dang tinh bot B
1-42 , cac sgi AB 1-42, 1-40 va 1-38 dugc tao ra trude 7 ngay ¢ 37°C va thdm
tach trén mang. 20 pg/ml khang thé duoc su dung dé xac dinh kha ning gan két
va khang thé lién két duoc phat hién bang khang thé ctru khang chudt IgG két

hop véi peroxidaza cdy cai cay trong 20 phut phoi nhiém.

Nhu duge chimg minh bang cach phan tich Dot Blot, khang thé mACl-24-
Ab4 gén két véi cac s¢1 AP khéc nhau tao ra trude d6 ¢6 cac dd nhay khac nhau.
Khang thé thé hién d¢ nhay gén két cao nhét véi cac 501 APy, hon A4 hoac
ABiag. CO thé phat hién & it nhat 1a 0,001 ng cac soi AP 4, trong khi gidi han
phat hién cua khéng thé dbi véi cic sgi AP it nhat1a 0,1 pg va dbi véi cac soi
APi3s 1 pg, co nghia la do nhay it hon 100 1in dén 1000 1an so véi cac loai cia
cac soi dang tinh bot. Thong sd nay ching to rang khang thé ACI-24-Ab4 it nhit
nhay hon gap 100 1an so véi dang tinh bot (1-42) da duoc biét la khong tan do
su thay dbi cdu hinh tht cap va la phan chinh cua cac mang dang tinh trong ndo

bénh nhén AD.

Vi du 5: Gdn két clia khéng thé don dong mACI-01-Ab7 C2 mién dich AC v&i
loai tinh bot trong phép thidm tach Western va Dot

Dé xac dinh xem su gan két cua khang thé chuét mACI-01-Ab7 C2 co phu
thudc vao cau hinh ty nhién cta AB khong, so sanh gin két voi dang tinh bot
tuyén tinh bing phép thdm tach Western hodc dang tinh bot nguyén thé bing
phép tham tach Dot dugc tién hanh (cac Fig.2a va 2b).

Céc chét don phan dang tinh bot dugce tao ra bang cach hoa tan peptit AB.4;
trong HFIP va dung mdi duoc lam bay hoi dudi khi argon. Mang peptit kho
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duoc gilt & -80°C cho t¢i khi st dung. Dé tao ra cac chit don phan, mang peptit
dugc tai tao huyén phu trong DMSO téi nong do 1a 2,75 ng/ul va pha loang
trong PBS dén 1 ug/ul. P& diéu ché cac oligome, mang peptit dugc tai tao
huyén phu trong DMSO thanh 5SmM, siéu &m va PBS duoc thém vao dé dat
duoc 400 uM dang tinh bot tiép theo thém SDS t6i ndng do cudi cung 14 0,2%.
Sau 6 gio u ¢ 37°C, tinh bot duoc pha loang trong nudc toi néng dd cubi cung la
100 6M va 1 thém 18 gio & 37°C. Céc oligome tinh bot duoc duoc két tha béng
33% metanol 1am lanh bang nudc da, dung dich axit axetic 4% trong 1 gio &
4°C, quay gidm xudng 16200g trong 10 phut va cac vién duoc tai tao huyén phu
trong 5 mM Na,H,POy4, 35 mM NaCl pH 7,4 té6i néng do cudi cung la 1 nug/ul.
Dé diéu ché cac soi, mang peptit dugc pha lodng trong chat dém 50mM Tris-
HCI dé dat duoc noéng d6 1a 1 mg/ml tinh bét va i & 37°C trong S ngay. Céc éng
thir nghiém dugc quay ¢ 10000g trong 5 phiit va cac vién duoc tai tao huyén phu

trong 0,1 M chat dém cacbonat, d6 pH 9,6 dé dat t&i 1 pg/ul.

1 hodc 5 ug cac chit don phén, cac oligome hodc cac soi duge pha lodng
trong PBS va trong chit dém nap vao va st dung cho 12% SDS-PAGE va gel
duoc chuyén toi cac mang nitroxenluloza. Theo cach khac, 3 hodc 1 pg hodc
100 va 10ng loai tinh bdt dugc pha lodng PBS va duoc chdm truc tiép Ién cac
mang nitroxenlulozava cac mang duogc lam khé & nhiét do trong phong trong 1
gio. Sau khi phong bé trong 30 phiit bang dung dich Casein (Vat truyén), céc
mang dugc u trong 30 phit bang cac khang thé mACI-01-Ab7 C2 hoac 6E10
(Chemicon) pha lodng dén 1 ug/ml trong dung dich Casein. Sau 3 lan rua bang
dung dich Casein, cic mang dugc U ¢ nhiét do trong phong trong 30 phut voi
IgG dé khang chudt danh dau HRP (Dako Cytomation) pha lodng bang dung
dich Casein, rita 3 1an va mé rong bang chit nén DAB (Dako Cytomation).

Khang thé chudt don dong mACI-01-Ab7 C2 lién két diic hiéu véi chit don
phén, cac oligome va cic sgi trong thir nghiém Dot Blot nhu tién hanh véi
khang thé d6i ching duong tinh 6E10. Trai lai, khang thé mACI-01-Ab7C2

khong phat hién loai tinh bot tuyén tinh bang phép tham tach Western nguoc voi
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khang thé 6E10 d3 nhan dang 14 tit ca cac peptit tuyén tinh. Két qua nay ching
to 1‘§ng ge“in két cia mACI-01-Ab7 C2 véi tinh bot tuy thudc vao cau hinh tur

nhién cua tinh bot.

Vidu 6: cac tuong tac mACI-01Ab7 C2 —AB, 4

Céc tuong tac gilta khang thé dan ddu mACI-01-Ab7 C2 (mC2) ctia midn
dich AC v6i peptit dang tinh bot AP, duoc nghién ctru nho s dung cong
hudng plasmon bé mit. Su gan két cla khéng thé chuét mACI-01-Ab7 C2 hoac

vO1 cdce chat don phan cta chung hodc cac sgi AB,.4, dugc xac dinh.

Tt ca cac thi nghiém SPR duoc tién hanh béng dung cu Biacore X
(Biacore AB). Céc chat phan tng dé c¢é dinh (EDC, NHS va etanolamin), cac
chip cam bién CM5 va SA cling nhu chat dém mau va chat dém trung binh
HBS-EP dugc mua cua Biacore AB. Natri axetat (10 mM, pH 5,0) duoc str dung
lam chat dém két hop dé ting hiéu qua két hop. APy, soi nhé (BAchem) duoc
dicu ché bing cach b sung chét dém PBS vio AP, dén ndng d6 cudi cung 1a 3
mg/ml va dé cac lo thir nghiém ¢ 37°C trong 7 ngay. AB,.4; soi nho duoc két hop
voi chip cdm bién CMS5 chtia chit nén carboxymetyl dextran lién két bé mit.
APi.42 biotinyl hod don phan (Bachem) dugc két hop v6i chip cam bién SA gdm
c6 chat nén carboxymetyl dextran gan két cong hod tri véi streptavidin. Thong
thuong bén hodc nim nong d6 mAb duoc thir nghiém bang cac nong do pha
loang nhiéu bac c6 st dung chét dém trung binh. Viéc tiém truyén duoc tién

hanh bat dau tur n6ng do thép va duoc cho qua ca hai fc 1 va 2 véi tde do chay la

30 pl/phut trong 3 phut. Té bao dong 2 khong dwoc dan xuat va ldy fe 1 trir di

cac dap ing dé hiéu chinh am tap ctia dung cu va cac thay d6i khiic xa khéi. Sau
khi viéc tiém truyén két thic, cac bé mat dugc ria ngay bﬁng chat dém trung
binh trong 5 phit. Dé loai bo Lhémg thé gén két con lai khoi cac soi nho APy,
qué trinh tai sinh bé mit duoc tién hanh bang cach truyén vao cic mach 10 mM
NaOH. Phan tich dong hoc duoc tién hanh nho st dung thuat toan tich hop s6 va
phén tich toan b c6 st dung BIAevaluation 3.0. Céc duong cong thu dugc ddi

VOl cac qua trinh ti€m truyén chat phan tich véi cac nong do khac nhau duoc che
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va cac vach gidi han dugc diéu chinh dén 0. Dé diéu chinh duong cong, tat ca

cac thong sé duoc diéu chinh dong thoi t6i phirc hop ddng nhat 1:1.

Gén két cua khéang thé chudt mACI-01-Ab7 C2 véi dang tinh bot duogc xac
dinh 1a twong d6i manh. Nhu duoc chimg minh trong Bang 2, khang thé chudt
mACL-01-Ab7 C2 giin két ddc hiéu véi cac soi bit dong APy, voi hing sb két
hop trung binh (ka) 14 3,8 x 10™ M/s, héng 56 phan ly (kd)1a 1,1 x 10 s”' va cho
nén v6i muc trung binh thu dugc KD 14 3,5 x 10® M. Muc két hop ctia mACI-
01-Ab7 C2 véi chat don phén AB tuong tw nhanh hon mot chit véi ka trung
binh 14 1,6 x 10™ M/s nhung muc phéan ly nhanh hon tao ra KD 14 2,5 x 107 M.,

Bang 2. Dang soi

Céc chit don phan Céc soi

K, (I/Ms) | Kg(1/s) |KD (M) K, (I/Ms) | Ky(1/s) | KD (M)
mACI-01-Ab7 C2
Vidy 1 1,8E+04 | 2,7E-03 | 1,5B-07 | 2,4E+04 |9,9E-04 |4 4E-08
mACI-01-Ab7 C2 5,3E-03
Vidu2 1,5E+04 3,5E-07 | 5,6E+04 | 9,66E-04 | 1,73E-08
mACI-01-Ab7 C2
Vi du 3 3,26E+04 | 1,49E-03 | 4,58E-08
mACI-01-Ab7 C2 | 1,6E+04 | 4,0E-03 | 2,5E-07 | 3,8E+0,4 | 1,1E-03 | 3.5E-08
trung binh +0,21 1,84 1,41 1,41 0,3 1,51

Vi du 7: Gan két cua khang thé don dong mACI-01-Ab7 C2 v6i cac soi dang
tinh bot

Dé phén tich diém gan két phén tir ciia khidng thé ddi vdi cac soi da tao ra
trude do trai nguoc am, phuwong phap hién vi dién tir truyén qua (TEM) duoc

tién hanh (cac Fig.3a va 3b).

Khang thé, mACI-01-Ab7 C2, duoc két hop véi 8 nm vang keo theo *°.
Déi voi qua trinh cung U cdc soi dang tinh bt 1-42 (AB1-42), 6,65 uM cac sQ1
dugc U trong 24 gio ¢ nhiét d6 trong phong béi khang thé danh diu bang vang
vO1 ty 1€ mol 1a 1:100. Sau d6 5 ul mau duoc u trén ludi Cu phat séng mdi (mesh

200) dugc phu mang parlodi/C trong 45 gidy, ria 3 1an v6i nude va 1 1an bang
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2% uranyl axetat mdi pha lodng va loc. Cac miu dugc nhudém bang 2% uranyl
axetat trong 15-20 gidy. Luong du chat nhudm trén cac luéi duoc hit va nho
vay dugc lam kho br?mg khong khi. Ba Iuéi chira tirng mau duoc chuin bi. Céac

lu6i duge phan tich bang phuong phép hién vi dién t truyén qua Hitachi 7000.

Khéng thé don dong, mACI-01-Ab7 C2, gin két truc tiép véi cac soi AB,.
+- Hap dan la khang thé thé hién gén két khong déi ximg véi truc cia cac soi
don nhung gan két véi viing cu thé chir khong phai 1a tht ca cac ving cia chc
nhanh bén ctiia mang soi. C6 vé dudong nhu 1a khang thé nham t6i cac vung dac
hi¢u trong cac nhanh bén. Sy giai thich thuyét phuc 1a c4u truc phu dac hiéu chi
Xuat hién & cac nhanh bén dac hiéu. Gia thuyét nay duoc xac nhan bﬁng thongh
s6 NMR chiing t6 rang khang thé kich thich su dong hoan ddi véi cau hinh va vi
vay co kha nang su gén két ctia né tuy thudc vao ciu hinh cua s¢1 dang tinh bot

bao gdbm cau tric tam B-.

Vi du 8: Cat phan doan bang cach siéu ly tam ty trong-gradien

Cac déc tinh cta cac khang thé don dong dé uc ché qua trinh polyme hoa
soi AB,.va chong két tu cac soi ABy.4, duge nghién ctru bang céach siéu ly tam ty
trong-gradien (Rzepecki et al., 2004) dua trén nguyén 1y phan bé gitta cac soi
peptit ¢& khac nhau thu duoc sau khi G voi va hodc khong véi cac khang thé tiép
theo bang cach phan tich sa lang SDS-PAGE trén gradien so bd (OptiPrep™).
Phan tich d@)ng thoi cac quén thé cac so1 AB- tao ra trude do, cac dic tinh chéng
két tu va uc ché két tu cua cac khang thé cung U, va su gén két cta cac khang thé
V01 cdc s01 1o rang la c6 ich cla cac phuong phap nay.

Céc khang thé don dong dugc lam ting 1én chong lai AP s (mMACI-01-Ab7
C2), ABiisaisy (MACI- 02-Ab6), AB;s (MACI-24-Ab4), APyss (mACI-11-
Ab9), va AB,o.49 (MACI-12-Abl11) dugc phan tich tit ca trong cac thir nghiém
chéng két tu trong khi cac dic tinh (¢ ché két tu duoc nghién ctru chi ddi véi

khang thé don dong mACl-02-Ab6, mACl-24-Ab4, va mACI-01-Ab7 C2.
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DE tc ché sy két tu APy, cac chat don phan AB, ., duoc G v6i cac mAb &
hai ty 1¢ mol khac nhau (ty 1& mol ctia chat don phan A4, cao hon 30 hodc 100
lan mADb) v6i nong do cubi cang AP 1a 50 uM. Sau 24 0 & 37°C, cac miu duge
phu Ién gradien khong lién tuc ctiia Optiprep™ va cac ong thir nghiém duoc quay
¢ 259000 g trong 3 gidr & 4°C. 15 phéan dugc thu hoach (mdi phan 140 ul), phan
I 1a phan it dfc nhat tir dinh cua gradien va phdn 15 1a phin ddc nhét tir déy cua
gradien. Cé4c vién cling dugc thu gom. Cac phan thu gom duoc phan tich bang
SDS-PAGE c¢6 nhudm bac. Nong do AB .4 trong céc thir nghiém trc ché it hon 5
1an trong c4c thir nghiém chéng két ty 1am giam dong luc két tu tinh bot va dam

bao kich thudc nam trong pha tuyén tinh.

Dé chdng két tu cac soi nhé ABi.4; tao ra trudc d6 bang cach cung u voi cac
mAb (v61 hai ty I¢ mol khac nhau 1a 1:30 va 1:100, mAb+ Chéat don phan AB;_4,
v6i ndng do AP cubi cling 1 246 ©M), cac miu duoc U trong 24 gid ¢ 37°C. Sau
24 gi0, cac mau duoc chung cit bang cach siéu ly tim va tich bang SDS-PAGE

nhu dugc mod ta & trén va trude d6 (Rzepecki et al., 2004).

8.1. Thir nghiém trc ché két tu AP, 4,

C6 thé ching minh rang néu khong bd sung mAb, peptit AP két tu sau 24
gio i va hau hét protein duoc thiy trong cac phan 13-15, thé hién qué trinh
polyme hod hoan toan chéit don phéanpeptit AB. Viéc trc ché thanh cong va dang
ké su két tu s& lam cac 501 hodc protein (AB) polyme dang tinh bot tan B nho
hon, s& duoc thiy & cac phan voi ty trong thap hon (10-13). Dung vay su thay
d6i nay trong céc dai c6 thé duoc ching minh bang thu nghiém chéng két tu

chita mACI-01-Ab7 C2 ¢6 sy phan bd cua peptit AB trén cac phan 11, 12 va 13.

Diéu nay duoc khang dinh trong thtr nghiém tht hai trong d6 mACI-01-
Ab7 C2 lan nita gdy ra su thay doi & cac dai va phan 16n (dai manh nhét) tir 14
dén 13 va qua trinh lam tan dang ké cta cac dai tién hanh & phan 14 dé tao vién.
C6 nghia 1a mACI-01-Ab7 C2 thé hién kha ning manh dé Gc ché qui trinh
polyme ho4 chat don phan peptit AB thanh cac soi va thé hién tinh gan két dac

hiéu voi cac soi AB (0 phén 13).

-98-




20557

Cac quan sat tuong tr duoc tién hanh khi st dung khéng thé mACI-24-Ab4
va mACI-02-Ab6. Khdng bo sung mAb, peptit AP tich tu sau 24 gior i va phin
I6n protein duoc thiy & céac phan 13 chuyén thanh vién, (vién, rat it & phan 12),
thé hién qua trinh polyme hod hoan toan chat don phén peptit AB. Viéc tc ché
thanh cong va dang ké su két tu s& lam céc so1 hodc protein (AB) polyme dang
tinh bot tan B nho hon, s& dugc thiy & cac phan voi ty trong thip hon. Trong thwr
nghiém tc ché két tu, mACI-24-Ab4 tao ra sy thay ddi & cac dai & phan 16n (dai
manh nhat) tir 13 dén 11 va 12 va qua trinh Iam tan dang ké tién hanh & phan 13
dé tao vién trong khi mACI-02-Ab6 tao ra su thay d6i & cac dai tr 13 dén 10
nhung ngoai ra sy e ché hoan toan sy hinh thanh céc s0i 16n hon (chung cét &
phan 13 thanh vién). Thong s6 d6 bidu thi ring ca mACI-24-Ab4 va mACI-02-
Ab6 déu thé hién kha nang manh dé tc ché qua trinh polyme ho4 cua cac chat
don phan peptit AB thanh céc soi va thé hién tinh gan két dic hiéu véi cac soi

AB (& phan 11 va 12).

Nguoc lai, thir nghiém két tu c6 mACI-11-Ab9, véi ty 1é mol 1:30, thé hién
cac khéi két tu I6n hon trai gilta cac phan 12-15 va vién. Véi su cO mat cua
mACI-12- Ab11, 6 ty 1¢ mol 1:30, cac khéi két tu dugc két tu céc phin 11-15 va
vién, nhung v6i tin hi¢u manh nhat & cac phin 11 va 12. Cé nghia 1a mACI-01-
Ab7 C2 va mACI- 24-Ab4 thé hién kha nang wc ché manh nhét qua trinh polyme
ho4 chét don phén peptit AB thanh cac sgi. mACI-12-Ab11 ¢6 cac dac tinh tc
ché it hon dang ké so voi mACI-01-Ab7 C2, dé thu dugc hoat tinh Gc ché yéu
nay, can co ty 1& cao hon ba lan. Ngoai ra, muc tic ché nhé c6 thé dugc quan sat
thiy néu s0 vo1 mACI-11-Ab9 khong thé trc ché sy két tu soi peptit AB. Tat ca
mAb thé hién tinh gin két dc hiéu voi cac soi AB- (d6i voi mACI-01-Ab7 C2 &
phan 11 + 12; dbi v6i mACI-11-Ab9 & phan 12 va yéu ¢ phin 13: déi véi
mACI-12-Abl11 & phan 11 va 12).

Trong tat ca cac thir nghiém tc ché, peptit duoc phét hién ¢ cc phan day.
mAb khong lién két (37 kDa, 95 kDa va 16n hon 120 kDa) xuat hién ¢ nta phan

trén cung clia gradien (cac phan 3-9 va 4-8 tuong ung).
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8.2 Tht nghiém chéng két tu cac sO1 ARy

Do qua trinh polyme soi khong hoan toan su phan bé cua cac soi nhd APy
riéng thé hién gioi han rong hon cia cac phan (1 1-15). Vi vay, viéc thé hién su
thanh cong va cac dic tinh chdng két tu dang ké cta cac khang thé khi cung u
Vi cde s0i tao ra trude d6 kho hon nhidu bang phan tich két tu. Chi thay déi
phan 16n cac soi toi gan cac phan ¢6 ty trong thap hon nhung van nam trong gidi
han phﬁn tinh bot riéng ré s& biéu thi hoat tinh chéng két tu; ddi véi dang tinh
bot riéng €, dai chinh la phan 12. Viée bd sung mACI-01-Ab7 C2 véi ty 18 mol
1:100 chung t6 khong co su dich chuyén cac soi tinh bot tdi gan cac phan ¢ ty
trong thap (van gitra cac phan 11-15), nhung véi sy dich chuyén tin hiéu manh
hon trong giéi han tir 12 dén 11, néu so véi chi riéng tinh bét. Du céc tinh hudng
hinh thanh soi khéng day du khong t5i wu, thi mACI-01-Ab7 C2 biéu thi hoat

tinh chéng két tu thip nhung van c6 thé phat hién duoc.

Nguoc lai, qua trinh cung U cua cac soi nhod AP tao ra trude dé voi
mACI-02-Ab6 chimg t6 khéng c6 sw dich chuyén ciia céc dai t6i phan ty trong
thép hon khi 1 véi ty 1€ mol peptit dang tinh bot:khang thé tuong tu nhu mACl-
01-Ab7 C2. Chi khi ty 1&¢ mol cao hon 3 1an 14 1:30 duoc st dung thi cac soi tinh
bot dich tir 12-15 (chi riéng tinh bot khong c6 cung u v6i khang thé) t6i cac phan
11-15. Vi vay duong nhu 1a mACI-01- Ab7 C2 c6 ddc tinh chong két tu cao hon
mot chut so véi mACI-02-Abé.

Viéc phat hién céc dai tuong img véi mAb & mdt ntra thap hon cta gradient
thé hién sy gan két cia mACI-02-Ab6 va mACI-01-Ab7 C2 véi céc soi nho AP,
4> (cac phan 11 dén 15 fhodc ca hai mAb).

Dic tinh chong két tu ctia mACI-01-Ab7 C2 c6 thé dugc khang dinh trong
mot thtr nghi¢ém khac, trong d6 qué trinh polyme hoa soi c6 thé duoc ching
minh bang su phan b cua cac soi nho APi.42 ma khong c6 mit khang thé & cac
phan 13 dén P (vién). O day cac mirc dich chuyén cua cac soi toi gan cac phan
c6 ty trong thap hon biéy thi hoat tinh chong két tu cua khang thé, khi cung u

vO1 cdac soi tao ra trude. Viée bd sung mACI-01-Ab7 C2 véi ty 1¢ mol 1:100
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ching t6 c6 su dich chuyén phén 16n céc soi tinh bot tir 13 dén 12 va con ¢6 su
dich chuyén cta dai ¢6 ty trong thap nhat tir 13 t6i gin 11. Vi vAy, mACI-01-
Ab7 C2 ciing biéu thi hoat tinh chéng két tu manh.

Vi€c phat hién cac dai twong tmg véi mAb & mot nira thap hon cua gradient
thé hién su gén két cia mACI-01-Ab7 C2 vdi céc soi nhd ABi.4> (phan 11 dén P)
trong khi cdc ddi twong ng v6i mAb & cac phin 4 dén 7 thé hién khang thé
khong gan két.

Dé tom tit cac két qua, no c6 thé duoc ching minh mét cach thanh cong
rang khang thé don dong mACI-01-Ab7 C2 dich peptit dang tinh bot AB- gin
két v6i cac s01 tao ra trude do va cé thé e ché in vitro su két tu cua céc peptit

don phan A- vdi cac soi va cac soi khong keét tu tao ra trude do.

Cac quan sat tuong tu cling duoc tao ra khi str dung mACl-24-Ab4. Tuong
tu v6i thir nghiém két tu, qua trinh polyme hoa sgi hoan toan cé thé duoc thé
hién boi s phan bo cua chi céc soi nho APy, & cac phan 12 dén P (vién). O day
cac mure dich chuyén cua céc soi t6i gan cac phan c6 ty thﬂg thap hon biéu thi
hoat tinh chéng két tu cua khang thé, khi cung u voi cac sgi tao ra trude. Viée bd
sung mACI-24-Ab4 véi ty 18 mol 1:100 chimg t6 c6 su dich chuyén phan 16n
cac soi tinh bot tr 12 d&én 11. Vi vay, mACl-24-Ab4 ciing biéu thi hoat tinh

chéng két tu manh.

Vi du 9: Thtr nghiém huynh quang dé danh gid kha ndng Grc ché su két tu soi

A4 va chong két tu cac soi APj.4 tao ra trude do bang cach cung U v4i mAb

Thtr nghiém huynh quang BIS-ANS

Dé danh gid cac dic tinh e ché mAbD, thi nghiém huynh quang BIS-ANS
(LeVine, 2002) dugc st dung dé phét hién ddc higu chit don phan hodc chung
loai khdng phai dang soi cua cac soi AB;,. Trudce khi do huynh quang, cac chét
don phan AP, duoc u trude voi hodc chit dém, st dung lam doi chung, hoac

mAD (ty 1€ mol 1:100, mAb so véi peptit ABi.4) trong 14 gid ¢ 37°C. Céac don

-101-



20557

vi huynh quang tuong déi duoc tu dong ghi lai va cac két qua duoc thé hién 1a

murc thay d6i so v&i dbi ching theo ty 1& phan trim.

mACI-02-Ab6 c6 kha ning (e ché nhe néu so véi dbi chimg (125,8 +
28,5% s0 voi 100 + 29,5%). mACI-01-Ab7 C2 dudng nhu ¢6 hoat tinh yéu (108,
0 +30,0%) va khong c6 su cai thién so véi dbi chung co thé duoc quan sat théy
voi mAb mACI-11-Ab9 va mACI-12-Abl11 (93,5 £21,9% va 73,2 + 47,7%). Két
qua nay khang dinh thong sé siéu ly tAm, trong d6 mACI-01-Ab7 C2 thé hién
khé ning tc ché 16n hon so v6i mACI-11-Ab9 va mACI-12-Abl1.

Vi du 10: thtr nghiém huynh quang thioflavin T (Th-T)

DPé xac dinh ca hai dic tinh (¢ ché su két tu cling nhu chéng két tu cua
mADb, thtr nghiém phéat huynh quang Thioflavin T (Th-T) dugc st dung dé gin
két dic hiéu v6i cac phan ti AB,4, dang soi nhd va sau do cuong dd phat xa

huynh quang twong quan véi lugng cac soi AB)., c6 trong dung dich.

Trude khi do huynh quang, chat don phin A4 duoc U trudc véi hoac
chét dém (déi chirng), hodc mADb (ty 1€ mol 1:100, mAb so vdi peptit ABi.4)
trong 48 gior & 37°C. Céac don vi huynh quang twong dbi duoc tu dong ghi lai va

cac két qua dugc thé hién 1a mirc thay d6i so voi ddi chimg theo ty 1& phan tram.

mACI-01-Ab7 C2 thé hién kha ning tc ché dang ké néu so voi déi ching
(11,03 +20,7% so v&i 100 + 40,5%). Két qua nay khing dinh thong sb siéu ly
tam, trong d6 mACI-01-Ab7 C2 thé hién kha ning e ché.

DPé xac dinh cac dac tinh ché)ng két tu cua mAb, thtr nghiém phat huynh
quang Thioflavin T (Th-T) dugc sir dung dé gian két dic hidu véi cac phan tu
ABi.4; dang soi nho va sau dé cuong do phat xa huynh quang tuwong quan véi
luong céc sgi A4y c6 trong dung dich. Trude khi do huynh quang, soi AP
duoc tao ra trude trong 7 ngdy (¢ 37°C trong PBS, do pH 7,1) va sau d6 duoc
trudc voi mAb hodc chat dém (d6i chiing 4m) trong 24 gir & 37°C véi ty 1¢ mol

1:100 (mAb so voi peptit ABi4,;). Cac don vi huynh quang twong dbi duoc tu
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dong ghi lai béng dau doc dia vi chuan do va cac két qua duoc thé hién la muc
thay doi so véi d6i ching theo ty 1¢ phan tram.

Phu hop v6i thong s6 siéu ly tim mACIL-01-Ab7 C2 cling thé hién trong thir
nghiém chong két tu Th-T ¢ hai ther nghiém déc 1ap cac kha ning tot nhét 1a 35
£ 11 % va 64,57 = 13,58% (so v6i 100,0 + 15,37%) tuong mg, kha niang chéng
két tu so véi dbi chimg.

mACI-24-Ab4 ciing the hién cac dic tinh chdng két tu (62,99 + 10.34% so
v61100,0 +10,03%; p<0,0001) trong thir nghiém Th-T.

mACI-11-Ab9 ¢6 hoat tinh it hon mét chut bang 28 + 14%, trong khi ACI-
02-Ab6 va ACI-12-Ab11 khong thé hién cc dic tinh chéng két tu dang ké (17 +
12% va 13 £ 11% tuong tmg).

Khi tém tit cac thir nghi€ém phat huynh quang mACI-01-Ab7 C2, mACI-

01-Ab6 va mACI-24-Ab4 thé hién cac kha nang hai chitc c6 thé te ché sy hinh

thanh soi va lam ngin céc soi APi.42 da tao ra trudc d6 trong thir nghiém ly tam
ma c6 thé duoc kha dinh bang thir nghiém phat huynh quang. Ngoai ra, thu

nghiém ly tdm ching té su gén két dac hiéu cia mADb véi céc soi tinh bdt.

mACI-11-Ab9 thé hién kha ning e ché thip hon dang ké trong qua trinh
siéu ly tim, néu so véi mACI-01-Ab7 C2 tham chi ndng d6 con cao hon ba lan,
diéu nay cé thé duoc khang dinh bang thir nghiém BIS-ANS. Déi véi phan tich
chéng két ty mACI-01-Ab7 C2 thé hién trong ca phan tich ly tim va thir nghiém
cac ddc tinh lam rat ngin céc soi AB142. mACI-02-Ab6, c6 nong dd gap ba lan
trong thu nghiém ly tdm, cling duong tinh trong ca hai thtr nghiém nhung manh

hon nhiéu trong thtr nghiém ly tam.

Tu cac két qua néu trén 13 rang la mACI-01-Ab7 C2 va mACI-02-Ab6 chi
1a cac khang thé thé hién hoat tinh duéi dang hai chirc dé tuong tac voi cac soi

APi.42, e ché sy két tu va chong két tu céc soi da tao ra trude do.

Vi du 11: NMR va ddc trung huynh quang cua twong tac cua khang thé don
dong mACI- 01-Ab7 C2 véi peptit dang tinh bot B 1-42 danh diu '*C
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Pé danh gia co ché hiéu nghiém nho d6 mAb lam tan cac soi di tao ra
trudc d6 hoic (e ché su hinh thanh soi, so sanh dau déi dau cua thi nghiém
huynh quang Thioflavin-T (Th-T) va NMR trang thai rdn cia peptit dang tinh
bot AB 1-42 danh dau U-""C Tyr10 va Val12 duoc tién hanh (Fig.4). Vi vy muc
dich cta viéc nghién ctru ndy theo sy dong hoan tim B bang phép nghién ciu
pho trang thai rin NMR trong peptit dang tinh bét B- va véi su ¢6 mit cua khang
thé don dong va so sanh truc tiép kha nang nay voi kha nang chong két tu duoc

xac dinh bang thu nghiém huynh quang Th-T.

Phép nghién ctru phd NMR trang théi rén khong chi phat hién su ddng hodn
& cau truc thu cap, ma con cho phép dinh vi cdc ving cua peptit ARy, ma c6 thé
khéng ché sy ddng hoan cdu tric. NMR trang thai ran d duoc ching minh vé
tinh ¢6 ing dung cua n6 déi véi cic van dé khi né gitp xac dinh ciu tric cta cac
so1 APy (Petkova et al., 2004, Petkova et al., 2002). Cu thé 1a su twong quan
gitta murc dich chuyén ho4 hoc '*Cé va Cp v6i cau tric tha cap (Cornilescu et
al., 1999, Luca et al., 2001 , Iwadate et al, 1999) 1a cong cu c6 ich dbi voi cac

bién déi thu nghiém ctia ciu trac tha cép trong peptit.

Viéc tong hop peptit danh ddu bao gdm valine danh dau truée °C & Vi tri
12 ("*Val) va tyrosin danh déu trude °C 6 vi tri 10 ("°Tyr) duoc tién hanh bang
phuong phép tong hop Fmoc. Tinh dong nhat va tinh khiét cia peptit duogc
khang dinh bang phép phd nghiém khdi luong MALDIL. Peptit dang tinh bot
danh dau B- (1-42) dugc st dung d tao ra cac soi bang cach u dung dich peptit
trong chat dém PBS trong 1 tuan & 37°C. Van dé chinh, d¢ tan kém cua peptit
dang tinh bt B- trong chat dém PBS, c6 thé dugc dugc giai quyét theo cach
dudi day: gia tri pH cua chat dém PBS duoc tdng tam thoi bang cac luong rat
nhé amoniac dé hoa tan peptit dang tinh bot . Gid trj pH gdc ctia chat dém PBS
duoc quay lai béng cach U mau va6i sy ¢6 mat cta bé PBS 16n hon ¢é st dung

dac tinh de bay hoi cia amoniac.

Dé xéc dinh hiéu qué cta cac khang thé 1am giy tam P, dung dich chira cac

so1 duoc U v6i khang thé trong 24 ¢gio ¢ 37°C trong ca hai thir nghiém NMR va
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Th-T. Dé so sanh thoi gian thuec, phén dung dich mau tuong tu dugc su dung .
cho thtr nghiém huynh quang Th-T va dung dich con lai dugc lam déng kho

nhanh cho cac phép do NMR.

Sau khi phan tich cdc kha ning chdng két tu thtr nhit cia mACI-01-Ab7 C2
br?mg cach cung U voi cac sgi dang tinh bt B- danh dau 13C da tao ra trude do
nho st dung thir nghiém huynh quang Th-T, c6 thé ching t6 ring mAb chéng
ket tu cac soi toi 38%. Sau d6, phan tich quang phé NMR duoc tién hanh,

Dé kiém tra cac khac biét gilta PBS (d6i chimg) va mAb quang phd cua

ting qud trinh U duoc khu vong xoan nhd sir dung PeakFit
(http://www.systat.com/-products/PeakF it). Cac duong duoc lam thich tmg bang
cach s dung phuong phap diéu chinh két hop Lorentzian/Gaussian, cac két qua
cua chiung duoc thé hién trén Fig.4. Cac két qua do duoc tom tit trong Bang 3
nhung phan 16n khac bi€t rd rang la cac cudng do tich phan cua hai chung loai
can duoc diéu chinh quanh dinh kép 30-33 ppm. Pinh & ¢33 ppm tuong Ung voi
cau hinh tim B cua cac soi trong khi dinh ¢ 30 ppm 14 két qua ctia cAu hinh xoin
ngau nhién. Mau dugc u trong PBS thé hién phin 16n chét dong vi danh diu
trong cdu hinh tdm B (81,7%) (dinh Fig.2) duoc giam khi mau duoc u véi
mACI-01-Ab7 C2 (53,5%) (day Fig.4). Mic giam & chung loai c4u hinh tAm B
theo hudng cau hinh xoén ngau nhién nhu duoc xac dinh bang nghién ctru Val

12 CP 12 t61 35% va nh do gan véi cAu hinh duge xac dinh nh st dung su phat

huynh quang.
PBS mACI-01-Ab7-C2
Cong hudng Cuong Cuong
- 6 ISO |FWHH| dotich | & ISO |FWHH | db tich
(ppm) | (Hz) | phan% | (ppm) | (Hz) | phan %
Val CB—tam | 32,60 | 479 81,7 33,09 | 366 53,5
Val Cf3 —
ngau nhién 30,27 | 200 18,3 30,27 | 340 46,5

Bang 3. So sanh cac thong sb thich hop cho hai cau hinh cta Val 12 CB. Cac
murc chuyén doi hoa hoc thich hop d6i voi hai cAu hinh 13 hoan tuong tuong tu

nhung cdc cuong do tich phan la rat khac nhau, cho thiy muc giam & cdu hinh
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tim beta gdc tGi khoang 35% (1-(53,5/81,7)). Diéu nay rat gan voi gia tri thu
dugc tir phép do phat huynh quang.

Dé tom tit cac két qua, c6 thé duoc chirng minh mot cach thanh cong ring
khang thé don dong mACI-01-Ab7 C2 dich ving tdn cung N 1-16 ciia peptit
dang tinh bot Ap- gén két véi cac soi tao ra trudc do va cé thé e ché in vitro su
két tu cta cac peptit don phan AB- voi cac soi va cac soi khong két tu tao ra
trudc do, nhw dugc minh hoa bang thir nghi¢m siéu ly tdm gradien ty trong cling
nhu bang thir nghiém phat huynh quang Th-T. Ngoai cach gin két khang thé nay
vGi cac soi da tao ra trude do, su dong hodn tir phan 16n tim B thanh moi truong
cau hinh thu cap cudn ngiu nhién ctia Vall2 co thé duoc kich thich. D6 co thé 1a
co ché hiéu nghiém ma nhd d6 cac soi ¢ thé duoc lam tan nho gén két cua
khang thé don dong mACI-01-Ab7 C2 con do phan tich chi tiét dinh Val 12 Cp

thé hién mitc giam thanh phan tim B t6i 35% la gin voi théng s huynh quang.
Vi du 12: Tinh chtc cia mACI-01-Ab7 C2 ddi voi cac soi1 tinh bot

12.1 Qua trinh cai bién céu hinh cta cic sgi AP, va qud trinh bt diu chéng
két tu sau gan két ciia khéng thé mACI-01-Ab7 C2

D¢ danh gid co ché nho d6 khang thé ¢6 thé chdng lai su két tu ciia céc soi
tinh bot B da tao ra trude do (APy.e), so sanh dau d6i ddu cua thir nghiém huynh
quang Thioflavin-T (Th-T) duoc tién hanh xac dinh muc chbng két tu va cong
huong tir hat nhén trang thai ran (NMR) cua ciu hinh tha cép phan tich peptit
AP1-42 dénh diu bang U-""C Tyrosin 10 va Valin12. Khang thé 1am tan 35.4%
cac so1 AP1-42 tao ra trude d6 va dong thoi kich thich su thay déi cAu hinh thi
cap tir tAm B thanh cudn ngau nhién. Viéc 1am giam chung loai ctia c4u hinh tAm
B vé cudn ngau nhién toi 35% va vi vay gan v6i ciu hinh duoc x4c dinh nho su
dung thtr nghiém phat huynh quang Th-T. Thong sd nay ching t6 rang viéc gin
két cia khang thé khoi dau su dong hoén cia cdu tric thi cip ma c6 kha nang
tao ra sy mat on dinh cua viée sap xép gitta cac phan tu tuong duong cua cac

tam {3 dan den lam gdy cac soi kéo dai thanh cac phan ngan hon.
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12.2 Ai lyc gén két phu thudc ciu hinh cta khang thé mACI-01-Ab7 C2

Do da biét rd trong tai liéu khoa hoc chuyén nganh rang phan nang luong
gan két khang thé—khéng nguyén co6 thé duoc su dung tao ra cai bién phu thudc
nang lugng cua khang nguyén °, thir nghiém so sanh ai luc gan két cua khang thé
mACI-01-Ab7 C2 v6i toan bd protein AP4, va voi axit amin tht chin, nho hon,
kéo dai, peptit bao gém epitop clia khang thé dwoc tién hanh. Péi voi so sanh
nay, cac 4i lyc clia khang thé mACI-01-Ab7 C2 duoc phan tich bing ELISA nho
su dung cac peptit biotinyl hod bao trum trinh tu axit amin cia epitop cua
mACI-01-Ab7 C2 (cac axit amin 13-21 cta trinh tw ABj4,, duoc tao ra boi
Mimotopes va dugc mua cia ANAWA Trading SA) va peptit biotinyl ho4 hoan
toan AB1-42 (Bachem). Phén tich duoc thuc hién theo céc chi din cta nha san
XUt (Mimotopes). Khéang thé gin két voi peptit bao gom epitop dac hi€u cua no
(cac axit amin 13-21 cua trinh ty ABj.4) co ai luc cao hon 38,40% so voi protein
APi.4. Vi vay ¢6 goi ¥ rang su khac biét vé nang luong i luc gan két duoc sir
dung cho sy dong hoan ning luong-stt dung ctia ciu hinh thu cap cua protein
dang tinh bot thé hién khang nguyén & vi tri thich hop hon déi véi tuong tac
khang thé. Pidu nay giai thich tai sao ai luc cua khang thé ddi véi loai tu nhién

(toan bo protein dang tinh bot) thip hon dbi véi cu tric siéu phan tir phan lap.

Vi du 13: Cau hinh-gén két dic hidu cia mACI-01-Ab7 C2 véi cac loai protein
dang tinh bdt khac nhau

bé danh gia tinh dac hiéu cia mACI-01-Ab7 C2 téi cac tang khéc nhau cta
protein dang tinh bot polyme ho4, tinh bot don phan va polyme tan, cu thé, 1a
protein tinh bt B (AB), va tinh bot soi nho, ELISA duoc bao béng cac téng khac
nhau cua dang tinh bot polyme B- duoc tién hanh. Cac chét don phén duoc diéu
ché theo phuong phép cai bién duoc cong b bai ', tinh bot polyme tan, cu thé,
tinh bot B (AB) theo *, trong khi céc soi duoc tién hanh bing céch G tinh bot
(Bachem, Switzerland) voi nong do cudi cung 14 1 pg/ul trong Tris/HCI pH 7.4
¢ 37°C trong 5 ngay tiép theo 1a budc lam ly tdm (10.000 vong phut trong 5
phit). Sau d6 polyme tinh bot duoc phu [én cac dia ELISA véi né)ng do cudi
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cung 14 55 pg/ml va ai luc gan két ELISA nho st dung khang thé don dong 19G
khang chudt (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.) danh diu bang
phosphat kiém duoc tién hanh. Khang thé gén két véi protein tinh bot polyme
tan B (AB) (IC50 = 2,53nM) véi &i luc cao hon cac s0i (IC50 = 5,27nM) va thap
nhét véi céc chit don phén (IC50 = 8,3nM). Théng s6 dé ching t6 rang gin két
cta khang thé bj tac ddng so vdi epitop cua n6 boi ciu hinh cta cac chat két tu

dang tinh bot khac nhau.

Vidu 14: v& ban dd epitop cta khang thé don dong mACI-01-Ab7 C2

V& ban dd epitop cua khang thé don dong mACI-01-Ab7 C2 duoc tién
hanh bang ELISA nho sir dung ba thu vién peptit khdc nhau. Mot thu vién bao
gom tit ca 33 peptit biotinyl hoa bao c4 trinh tu axit amin hoan toan (aa) cua
APy.4; (duoc tao ra boi Mimotopes va mua cia ANAWA Trading SA), thu vién
thr hai ¢6 cac peptit biotinyl hod nho st dung peptit 12 (aal2-20 cia AB) tu thu
vién peptit thir nhat va thay thé mdi axit amin trong trinh ty bang alanin (xem
bang 41 dudi day), va thu vién thir ba co cac peptit biotinyl hoa 13, 14, hoic 15
(aa 13-21, 14-22 hodc 15-23 cua AB) va thay thé trong mdi truong hop cac axit
amin cudi cung dén alanin hodc dén glyxin bang aa 21 di 1a alanin (xem bang 5
dudi day). Peptit biotinyl hod A4, dugc sir dung lam dbi chirng duong tinh
(Bachem). V& ban do epitop duoc tién hanh theo cac chi din cua nha san xut
(Mimotopes). Tom lai, cdc dia phu streptavidin (NUNC) duoc phong bé bang
0,1% BSA trong PBS qua dém & 4°C. Sau khi ria bang PBS-0,05% Tween 20,
cac dia dugc phu trong 1 gio ¢ nhiét do trong phong bang cac peptit khac nhau
tu thu vién, pha lodng trong 0,1% BSA, 0,1% natri azit trong PBS t&i ndng do
cudi cung 1a 10 uM. Sau khi rira, cac dia dugc U trong 1 gio & nhiét dd moi
truong bang khéng thé mACI-01-Ab7 C2 hodc khang thé chuot isotyp déi chung
1gG2b, pha loang téi 10 pg/ml trong 2% BSA, 0,1% natri azit trong PBS. Cac
dia duoc rira lai va 1 bang IgG dé khang chuot két hop véi phosphataza kiém
trong 1 g10 & nhiét d6 moi truong. Sau 1an ria cudi cung, cac dia duoc U vdi

chat nén phosphataza (pNPP) va doc & 405 nm nho st dung dau doc dia ELISA.
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Picu do chimg t6 rang khang thé don dong mACI-01-Ab7 C2 gin két dic
hi€u v6i cac peptit 12, 13, 14 va 15 cua thu vién peptit thir nhét. 4 peptit do6 bao
gdm aa 12- 20 (VHHQKLVFF), 13-21 (HHQKLVFFA), 14-22 (HQKLVFFAE)
va 15-23 (QKLVFFAED) cta AB1-42 goi ¥ rang epitop nim trong vung 12-23
cua AB. Thu vién th(r hai véi cac thay thé alanin dugc st dung dé xac dinh aa
gi6i han doi voi gan két véi peptit 12-20 (VHHQKLVFF). Gén két ca khang
thé mACI-01-Ab7 C2 mét hoan toan khi aa 16, 17, 19 hoic 20 duoc thay thé
bang alanin, ching to rang aa la gid1 han tuyét dbi cho gan két cia khang thé véi
AB. Gan két ciia khang thé mACI-01-Ab7 C2 mit mét phin khi aa 15 va 18
duoc thay thé.

Gén két hdu nhu mat hoan toan khi aa 14 duoc thay thé bang alanin, ching

to rang aa 14 ciing rat quan trong d6i voi gén két.

Cudi cung, thu vién tha ba duoc st dung dé xac dinh cé hay khong aa 21,
22 hodc 23 la gioi han doi v6i gin két voi epitop. Gén két ctia khang thé voi aa
15-23 dugc giam khi aa 23 duogc thay thé bang alanin, ching to ring aa 23 cling
quan trong ddi voi gan két. Gén két mét mot phan khi aa 21 duoc thay thé bang

glyxin va mat mot chat khi aa 22 duoc thay thé bang alanin.

Bang 4. Bang tom tit cac peptit st dung trong thu vién th( hai.

aa quan trong doi gan ket duoc danh dau bang cac chit in nghiéng va duong
gach dudi va aa gidi han tuyét doi doi véi gin két duoc danh dau bang cac chir

in nghiéng va dam nét va dugc gach dudi.

pl2-20 |V H H
Al2
Al3
Al4
Al5
Al6
Al7
Al8

< < < << <z
T T ||| » | T
T || T | |» | T | T
ORI ICILOILIO
AR IR IRIRIAIA
el il lalialialiaiic
b lal<<le<l<]<
|| o | | |
||| | | | |
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Al19 VHHOQKTLVATF
A20 VHHOQOKTLYVFA
aa no. 1213 14 15 16 17 18 1920

Bang 5. Bang tom tit cic peptit st dung trong thu vién thu ba.

aa quan trong doi gan két duge danh dau bang cac chit in nghiéng va duong
gach dudi va aa gidi han tuyét d6i d6i véi gin két duoc danh déu bang cac chi

in nghiéng va dam nét va duoc gach dudi

p13-21 HHQKLVFF A
pl13-21 G2l HH Q KL VFF G

p 14-22 HQ KL VFF A E
pl4-22 |A22 H QKL VEFE AA

p 15-23 QKL VFF AED
pl15-23 A23 QKLVFFAEA
aa no. 131415 16 17 181920 2122 23

Vidu I5: tdc dong cua viée tiém ching thu dong bang mACI-01-Ab7 C2 ddi véi
luong tinh bot tich tu trong ndo & chudt nhit riéng 1& chuyén gen hAPP

Dé danh gia khd nang in vivo ctia khang thé don dong mACI-01-Ab7 C2 vé
khd ning gan két va lam sach tinh bot tan trong ndo, chudt nhat riéng 1€ 6 thang
tudi ’ giéng va tudi phu hop, dugce sir dung dé nghién ctru tao mién dich thu
dong béng liéu khéac nhau. Luong tinh bt tich tu tan dugc phan tich khi két thuc
nghién ctru bang cach thu gom nao cac con vat va bang cach tién hanh ELISA

ddc hiéu AP .4 va AR, (TGC, Germany).

8-13 con vét trén mbi nhom duogc tiém hai 1an v6i khoang thoi gian mét
tuan 100, 300 va 1000 pg khéng thé don dong trong 200 ul PBS trong khi chi
tiém riéng PBS dugc sir dung 1am ddi chimg. Mot ngay sau khi tiém 1in thi hai,
cac con vat duoc giét dé phan tich hod sinh phan tinh bot tan. Pé xéc dinh s6
luong A4 nguoi va AB4, nguoi & phdn tan cua cac chat dong nhat nio
va/hodc trong dich ndo-tuy séng (CSF), bd dung cu Enzyme-Linked-
Immunosorbent-Assay c¢6 ban trén thi truong dugc sir dung (ELISA) (h B 40
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dang tinh bot hoac B 42 ELISA nhay cao TGC, Switzerland). ELISA duoc tién
hanh theo phuong phép cua nha san xuét. Tom lai, cac tiéu chudn (mtrc pha
lodng ABj4o hodc AP, tong hop) va cdc mau duoc chudn bi trong dia
polypropylen 96 giéng khong c6 kha ning gan két protein (Greiner, Germany).
Cac muc pha lodng chudn voi cac n6ng do cudi cung la 1000, 500, 250, 125,
62,5, 31,3 va 15,6 pg/ml va cdc mau duge chuan bi trong chat pha loing miu, c6
trang bi bo dung cu ELISA, t6i thé tich cudi cing 13 60 pl. Do cac muc tinh bét
ting theo tudi clia chudt va do viéc dénh gia thuc té doi hoi rang cac chi s cua
cdc mau nam trong phin tuyén tinh ciia duong cong chuan, nén cic mau cia
phén tich AB 40 dugc pha lodng 2:3, c4c mau cla phén tich A 42 khong duoc
pha loang.

Cac mau, cac tiéu chuin va cac tri tréng (50 ul) duwoc thém vao dia
polystyrol phu khang A (giit khang thé nhan dang chon loc dau C-ctia khang
nguyén) cing voi thé tiép hop khang khang thé AB (khang thé phat hien biotinyl
hod) va u qua dém & 4°C dé cho phép hinh thanh phirc hop khang thé-dang tinh
bot-khang thé. Ngay tiép theo, thé tiép hop streptavidin-Peroxidaza-duoc thém
vao, tiép 30 phiit sau bang cach bd sung hdn hop TMB/peroxit, tao ra su chuyén
hod ctia chat nén thanh san pham co méu va cuong do mau duoc xac dinh bang
phép trac quang voi dau doc ELISA c6 mang loc 450 nm. Viéc xac dinh s
luong cia ham luong A cua cac mau thu duoc bang cach so sanh mirc hap thu
v6i dudng cong chuan duoc tao ra bang AB1-40 hodc AB1-42 tong hop. Thong
s6 biéu hién nhu cic muc thay dbi riéng ré c¢6 nghia la gia trj ddi chung (theo

phan trdm véi d6i ching).

Luong tong AP 40 trong céac chat dong nhit ndo co thé duoc giam dang ké
va khong déng ké lam ddi voi AB 42 khi chudt nhét riéng 1¢ hAPP duoc tao
mién dich thu dong bang hai Ian tiém truyén i.p. khang thé don dong ACI-01-
Ab7 C2 véi liu 300 g (AP 40: -27,3 £ 13,9% véi p<0,05; Ap 42: -8,6 + 22,4
vo1 p=0,56; thir nghiém nghién ciru khong cdp doi), trong khi 100 va 1.000 ug
khong dat t6i mirc dang ké. Qua trinh tao mién dich bang 100 ug lam tang AP
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40 va AP 42 ¢ céc chat dong nhét ndo (AP 40: 32,3 + 36,8%; AP 42: 383 =
51,4%) trong khi diéu trj bang 1.000 ug tao ra xu hudng lugng tinh bot tich tu
giam hop 1y va c6 thé hiru hiéu manh véi sb dong vat tang trén mdi nhom (AP
40: -2,2 + 26,0%; AB 42: -9,3 + 15,9%). Thong s6 nay chimg to rang trong
phuong phdp tao mién dich cip khang thé mACI-01-Ab7 C2 c6 thé lam giam
tong luong AP tan trong ndo cua loai murine AD nay. Tha vi ring duong nhu
mdi lién quan voi lidu lwong 1a tam thoi nhung nhiéu nghién ctru hon véi céc

nhom 16n hon phai duoe tién hanh dé thu duoc thong s6 c¢6 ¥ nghia.

Vi du 16: Tac dong cta viéc st dung thu dong thuong xuyén mACI-01-Ab7 C2
d6i voi luong mang tich tu & chudt nhat chuyén gen kép hAPPxPSI

B¢ dénh gia kha nang in vivo ctia khang thé don dong mACI-01-Ab7 C2 vé
kha ning gan két va lam giam cdc mang dang tinh bot trong ndo, chudt nhit kép
chuyén gen 3,5 thang tu6i hAPPxPSI '°, gidng va tudi pht hop, duge sir dung dé
nghién ctru tao mién dich thu dong trong 4 thang. Cac mang dang tinh bot duoc
phan tich khi két thuc nghién ctru bang mé hoa hoc ndo clia cac con vat nho gan

két cia Thioflavin S.

15 con vt chuyén gen duge tiém truyén 16 lan hang tuan véi 500 ug
khang thé don dong trong PBS. 15 con vat dugc tiém chi riéng PBS, duoc st
dung lam cac d6i chimg. Tat ca cac lan déu duogc tiém trong mang bung. Khi
giét, chudt nhit duoc gdy mé va xit rra qua tdm vi bang huyét thanh sinh Iy &
4°C dé loai b6 méau khoi cac mach ndo. Sau do, ndo duoc léy khoi so va nao sau
va ndo trude duoc tich ra bang cach cit & mdt phang tran dinh/tran. Nao trudc
duoc chia thanh ban cau trai va phdi bang nhau nhe 14t cit déi xung doc theo
duong phan gidc. Mot ban cau ndo dugc cb dinh sau qua dém bang 4%
paraformaldehyt dé nghién ctru mo. Cac phan ddi xung doc vibratome (40 dm)
dugc cit dé i lo ling tu do va gitt & 4°C cho t6i khi nhudm trong PBS bing
0,1% natri azit. Nam phén vOi cdc mire khac nhau duge nhudém cho cac mang
dic bang Thioflavin S. Céc phan cia cac con vat dugc st dung ngau nhién dé

nhuém va x4c dinh s6 luong khong rd rang. Cac hinh anh thu duoc bfmg kinh
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hién vi Leica DMR ¢6 gan may anh Sony DXC-9100P va phan tich bing may
tinh nho st dung phdn mém Leica Q-Win. Viéc dat cuong do anh sang va tu
sang cho kinh hién vi duoc gitt khong d6i trong sudt quy trinh thu nhan hinh
anh. T4t ca cac hinh anh thu dugc theo thu tuc con may tinh twong tu dé giam
dén muc tdi thidu do léch nghién ctu. Ngudng phan day dic duoc st dung
giéng nhau trong toan bd phén tich. Vung 16p nén soi duoc chon lwa dé xac dinh

sb luong tu dong lugng tinh bot tich tu br?lng cach nhuém mau Thioflavin S.

Téng luong mang tich tu va sb luong cac mang & ving 16p nén soi ¢6 thé
dwoc giam dang ke khi chuot nhat d6i hAPP/PS1 dugc tao min dich thu dong
trong 4 thang nhu dugc mo ta & trén. Trong Iuwong mang tich ty thi mrc giam
dang ké 12 31% (mACI-01- Ab7 C2: 1,11+ 0,21 % va dbi chimg: 1,61 + 0,35%:
p=0,003, Mann-Whitney U-Test) cé thé dat duoc trong khi viéc tao mién dich
thu dong thuong xuyén lam gidm dang ké luong cia cac mang 1a 19% (mACI-
01-Ab7 C2: 8,73 + 1,36 va dbi ching: 10,78 + 1,36; p=0,006, Mann-Whitney U-
Test), chimg t6 rang viéc 1am tan mang xuét hién tao ra muc it hon mot chut so

vO1 viéc lam gdy mang.

Vidu 17: Tac dong cuia viée tiém ching thu dong véi mACI-01-Ab7 C2 ddi voi
kha nang nhd ¢ chudt nhat chuyén gen riéng 1é¢ hAPP

D¢ phan tich kha ning in vivo ciia khang thé mACI-01-Ab7 C2 dé cai bién
hodc lam ting tinh chuc lién quan dén kha nang nhan thtrc, chudt nhit hAPP
riéng 1¢ 9 thing tudi, gidng va tudi phu hop, dwoc sir dung dé nghién ciru tao
mién dich thu dong. Nhan thuc khong lién quan dén khong gian dugc danh gia

khi két thic thoi gian tao mién dich bing Object Recognition Task méi (ORT).

12 con vat mdi nhém dugc nhén hai lidu tiém trong mang bung 1a 400 ug
khang thé don dong 200 ul PBS trong viéc tiém PBS riéng r& duoc su dung lam
d6i ching. Mot ngay sau khi tiém liéu thir hai kha ndng lién quan dén nhan thuc
dugc nghién ctru bang Object Recognition Task (ORT)'*". Péi vai chudt nhat
thtr nghiém ORT dugc dit trong 10 phut diu truong dé nghién ctru tap tinh va

dwong dau v6i ddi tuong khong quen méi. Thoi gian khao sét duoc ghi lai. Ba

-113-



20557

g10 sau cdc con vét tuong ty duge dat lai vao déu truong do trong phién thtr hai
nhung dbi mat véi mot d6i tuong gia hon, da nghién ctru trude, va cung véi mot
dbi twong moi. Mot 1an nita, cac thoi gian khdo sat vdi ca hai ddi tuong duoc ghi
lai va chi s lién quan dén nhén thuc thu dugc duoc xac dinh 1a ty 1€ cua thoi
gian khao sat ddi véi ddi tuong mdi lién quan dén thoi gian khao sat tong va
bicu hién la cac thay ddi ty 18 véi déi ching.

Viéc tiém chung thu dong bang mACI-01-Ab7 C2 tao ra muc gia ting dang
ké kha nang tri nhé lién quan dén nhén thic ¢ chuodt nhat chuyén gen don AD
(mACI-01-Ab7 C2: 131,6 + 9,1% va d6i chting: 100,0 + 9,2% véi p<0,05; thu

nghiém T cta nha nghién ctu riéng va n=12 cho mdi nhom).

Thong tin ndp luu

Céac dong té bao lai duéi déy duoc luu gitt boi "Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ)" ¢ Braunschweig,
Mascheroder Weg 1 B, 38124 Branuschweig, theo diéu khoan cua Hiép udc

Budapest:

Tén dong € bao lai | Ténkhang thé | Ngay nép luu | S6 hiéu luu git

FP 12H3 mACI-01-Ab7 01/12/2005 DSM ACC2752
mACI-01- 01/12/2005

FP 12H3-C2 ABTC) DSM ACC2750
mACI-01- 01/12/2005

FP 12H3-G2 ABTG) DSM ACC2751

ET 7E3 mACI 02-Ab6 01/12/2005 DSM ACC2755

EJ 7H3 mACI-24-Ab4 01/12/2005 DSM ACC2756
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YEU CAUBAO HOQ

1. Khang thé hodc phin chic ning cua chung, trong d6 khang thé hodc phéan
chirc ning nay bao gém vung bién dbi chudi nang (HCVR) ¢6 trinh tu néu trong
SEQ ID NO: 8 va ving bién ddi chudi nhe (LCVR) c6 trinh tu néu trong SEQ
ID NO: 7, trong d6 khang thé hodc phan chirc ning niay nhan dién va gin voi
dang tinh bot f.

2. Khang thé hodc phan chiic ning cua ching, trong d6 khang thé hoic phan
chirc ning nay duoc tao ra bai dong té bao lai FP 12H3-C2, duoc ndp luu ngay

01/12/2005 v6i s6 ndp luu DSM ACC2750.

3. Khéang thé hoic phan chic ning cua chung, trong d6 khéng thé hodc phan
chirc ning nay bao gdém céc ving xac dinh bd trg (CDR) cua vung bién doi
chudi nhe (LCVR) c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 7 va ving bién ddi chudi
ndng (HCVR) ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 8.

4. Khang thé hodc phan chirc ning cua éhﬁng, trong d6 khang thé hoic phan
chire nang nay bao g61n cac doan gén két véi epitop cua vung bién dbi chudi nhe
(LCVR) c¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 7 va ving bién dbi chudi ning
(HCVR) ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 8.

5. Khéng thé hodc phén chirc nang cla ching, trong d6 khang thé hodc phan
chirc ning nay nhan dién va gin véi epitop cua dang tinh bot B (AB) va trong do
khang thé hodc phan chirc ning nay bao gdm cac vung xac dinh b6 tro (CDR)
hodc cac doan gin két epitop cua khang thé duoc tao ra boi dong té bao lai FP

12H3-C2, dugc ndp luu ngay 01/12/2005 véi s6 ndp luu 1a DSM ACC2750.

6. Khang thé hodc phan chuc ning cla ching, trong dé khang thé hodc phén
chirc nang nay nhan dién va gin két véi epitop cia AB va trong d6 khang thé
hodc phan chirc ning nay bao gom céac ving xac dinh bd trg (CDR) cua vung
bién d6i chudi nhe (LCVR) ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 7 va vung bién
doi chudi nang (HCVR) ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 8.
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7. Khéng thé hodc phan chirc ning ciia ching, trong dé khang thé hoic phén
chiic ning nay nhan dién va gin véi epitop cia AP va trong dé khang thé hoac
phén chirc nang nay bao gdm cic doan gin két epitop ctia vung bién ddi chudi
nhe (LCVR) c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 7 va ving bién d6i chudi ning
(HCVR) ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 8. ‘

8. Khang thé hozc phan chiic ning cia ching, trong d6 khang thé hoidc phan
chtic ning ndy nhan dién va gan véi epitop caa AP, trong d6 khang thé hodc
phan chirc ning nay bao goém (i) ving bién dbi chudi nhe (LCVR) bao gbém
CDRI c¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 23; CDR2 c¢6 trinh tu axit
amin néu trong ID NO: 24, va CDR3 c¢ trinh tu axit amin néu trong ID NO: 25;
va (ii) ving bién dbi chudi ning (HCVR) bao gdm CDRI ¢4 trinh tu axit amin
néu trong ID NO: 26; CDR2 c¢6 trinh ty axit amin néu trong ID NO: 27, va
CDR3 c¢ trinh tu axit amin néu trong ID NO: 28.

9. Khéang thé hoic phan chirc ning cua ching theo diém bét ky trong sé céc
diém tir 1 dén 8, trong d6 khéng thé 14 khang thé don dong.

10. Khang thé hodc phin chirc ning cia ching theo diém bét ky trong s cac
diém tr 1 dén 8, trong do khang thé hodc phan chtrc ning cla ching la khang
thé dugc lam tuong thich véi nguoi.

11. Khang thé hodc phan chic ning cia ching theo diém bat ky trong sb cac
diém tir 1 dén 8, trong d6 khang thé hoic phan chirc ning cia chung la khang
thé kham,

12. Polynucleotit bao gdm trinh tw nucleotit ma hoa khang thé hodc phan chirc
nang cua chiing theo diém bét ky trong s6 cac diém tr 1 dén 11.

13. Phuong phap san xuét ché phim, trong d6 phuong phap nay bao gdm budc
phéi tron khang thé hoic phan chirc ning cta ching theo diém bt ky trong sd
cac diém tir 1 dén 11 dudi dang dugc dung.

14. Ché pham duogc san xuét bang phuong phap theo diém 13.
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15. Dong té bao lai, trong d6 dong té bao lai nay tao ra khang thé theo diém bét

ky trong sb cac diém tir 1 dén 9.

16. Dong té bao lai FP 12H3-C2, trong d6 dong té bao nay dugc ndp luu ngay
01/12/2005 v6i s6 ndp luu 1a DSM ACC2750.

17. Kit dé phét hién va chan doan cac bénh va tinh trang lién quan dén dang tinh
bot, trong do kit nay bao gdm khang thé hodc phan chirc nang cia chung theo

diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 11.

18. Dong té bao, trong d6 dong té bao nay tao ra khang thé hoic phan chtic nang

ctia chiing theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 11.
19. Dong té bao, trong d6 dong té bao nay chua polynucleotit theo diém 12.

20. Phuong phap san xuat khang thé hodc phan chuc nang cua chung, trong do

phuong phép nay bao gdm budc nudi ciy dong té bao theo diém 18.

21. Phuong phap san xuét khang thé hodc phan chirc nang clia chung, trong do

phuong phép nay bao gdm budc nudi ciy dong té bao theo diém 19.

22. Phuong phap san xuat khang thé hodc phan chuc nang cua chung, trong dé

phuong phép nay bao gdm budc nudi ciy dong té bao theo diém 16.

23. Phuong phép san xuat khang thé hodc phan chirc nang cia chung, trong do

phuong phép niy bao gdbm budc biéu hién polynucleotit theo diém 12.
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1

<210> 6
<211> 17

<212>
<213>

<400> 6

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gl

1

Leu

<210> 7
<211> 11

<212>
<213>

<400> 7

Asp

1

Asp

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Val

Gln

Gly

Lys

50

Arg

Arg

His

PRT
Homo sapiens

2

PRT
Homo sapiens

5

5

Val Met Thr

Ala

Asp

35

Leu

Phe

Val

Val

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

5

Ile

Tyr

Ile

Ala
85

Trp

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Thr

Cys

His

Lys

55

Gly

Asp

Phe

20557

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Leu

Gly

10

10

10

Leu Ser
10

Ser Ser
25

Tyr Leu

Ser Asn

Gly Thr

Gly Val
90

Gly Gly
105

-123-

Leu

Gln

Gln

Asp
75

Tyr

Thr

Pro

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Phe

Lys

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Ser

Val

30

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu
110

15

Leu

15

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

y Tyr Glu Val His His Gln Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Ser

Lys



<210> 8 .
<211> 112
<212> PRT
<213> Mus m

<400> 8
Glu Val
1

Gln

Ser Leu Lys

Gly Met Ser

35

Ala Ser Ile

50

Gly Arg

Leu Gln Met

Ala Ser Gly

<210> 9
<211> 336
<212> ADN
<213> Mus m

<400> 9
gatgttgtga

atctcttgca
tacctgcaga
tctggggtcc
agcagagtgg
tggacgttcg
<210> 10

<211> 417
<212> ADN

usculus

Leu Val

Leu Ser

20

Trp Val

Asn Ser
Phe

Thr

Ser
85

Ser

Asp
100

Tyr

usculus

tgacccaaac
gatctagtca
agccaggcca
cagacaggtt
aggctgagga

gtggaggcac

<213> Mus musculus

<400> 10

Glu

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Trp

20557

Ser Gly

Ala Ala

Gln Thr

40

Gly
55

Gly

Ser Arg

Lys Ser

Gly Gln

tccactctcee
gagccttgta
gtctccaaag
cagtggcagt
tctgggagtt

caagctagaa

Gly
10

Gly Leu

Ser Phe

25

Gly

Pro Asp Lys

Ser Thr Tyr

Ala
75

Asp Asn

Glu Asp Thr

90

Gly Ser Thr

105

ctgcctgtca
tatagtaatg
ctcctgatct
ggatcaggga
tatttctgct

atcaaa

Val Gln Pro

Thr Phe Ser

30

Leu Glu

45

Arg

Tyr Pro

60

Asp

Lys Asn Thr

Ala Met Tyr

Thr Val

110

Leu

gtcttggaga
gagacaccta
acaaagtttc
cagatttcac

ctcaaagtac

Gly Gly

Ser Tyr
Leu Val
Ser Val
Leu

Tyr

Tyr
95

Cys

Ser Ser

tcaagcctcc
tttacattgg
caaccgattt
actcaagatc

acatgttcct

atgaagttgc ctgttaggct gttggtgctg atgttctgga ttcctgcette cagcagtgat

gttgtgatga cccaaactcc actctccctg cctgtcagte ttggagatca agcctccatc
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60

120

180

240

300

336

60

120



tcttgcagat
ctgcagaagc
ggggtcccag
agagtggagg
acgttcggtg
<210>
<211>

<212>
<213>

11
336
ADN

<400> 11

gaggtgcagc
tcectgtgeag
ccagacaaga
Ccagacagtg
ctgcaaatga
tactggggcc
<210>

<211>
<212>

12
408
ADN

ctagtcagag
caggccagtc
acaggttcag
ctgaggatct

gaggcaccaa

Mus musculus

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggaatt
tgaagggccg
gcagtctgaa

aaggctccac

<213> Mus musculus

<400> 12

atgrasttsg ggytcagmtt
gtgcagctgg tggagtctgg
tgtgcagcct ctggattcac
gacaagaggc tggaattggt
gacagtgtga agggccgatt
caaatgagca gtctgaagtc
tggggccaag gctccactcet
<210> 13

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<221> MOD RES

<222> (2)..(2)

<223> Asn ho&c Gln
<220>

<221> MOD RES

20557

ccttgtatat
tccaaagctc
tggcagtgga
gggagtttat

gctagaaatc

tgggggaggc

cactttcagt
ggtcgcaagc
attcaccatc
gtctgaggac

tctcacagtce

grttttcctt
gggaggctta
tttcagtagce
cgcaagcétc
caccatctcc
tgaggacaca

cacagtctcc

agtaatggag
ctgatctaca
tcagggacag
ttctgctctc

aaacgggctg

ttagtgcagc
agctatggca
atcaatagta
tccagagaca
acagccétgt

tcctceca

gcccttattt
gtgcagcctg
tatggcatgt
aatagtaatg
agagacaatg
gccatgtatt

tcagccaaaa

-125-

acacctattt
aagtttccaa
atttcacact
aaagtacaca

atgctgcacc

ctggagggtc
tgtcttgggt
atggtggtag
atgccaagaa

attactgtgc

taaaaggtgt
gagggtccct
cttgggttcg
gtggtagcac
ccaagaacac
actgtgcaag

caacaccc

acattggtac
ccgattttct
Ccaagatcagc
tgttccttgg

aactgta

cctgaaactc
tcgccagact
cacctattat
caccctgtac

aagtggtgac

ccaatgtgag
gaaactctcc
ccagactcca
ctattatcca
cctgtacctg

tggtgactac

180

240

300

360

417

60

120

180

240

300

336

60

120

180

240

300

360

408



20557

<222> (5)..(5)
<223> Ala, Val, Leu, norleucin, Met, Phe hodc Ile

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

<223> Ala, Val, Leu, norleucin, Met, Phe hodc Ile

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

<223> Ala, Val, Leu, norleucin, Met, Phe hodc Ile

<220>
<221> MOD RES
<222> (8)..(8)

<223> Ala, Val, Leu, Ser hodc Ile

<220>
<221> MOD RES
<222> (9)..(9)

<223> Glu hodc Asp

<220>
<221> MOD_RES
<222> (10)..(10)

<223> Glu hodc Asp

<400> 13
His Xaa Lys Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5 10

<210> 14

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MOD RES
<222> (1)..(1)

<223> His, Asn, Gln, Lys ho&c Arg

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

<223> Asn hodc Gln

<220>
<221> MOD_ RES
<222> (4)..(4)

<223> His, Asn, Gln, Lys ho&c Arg

<220>
<221> MOD RES
<222> (5)..(5)

<223> Ala, Val, Leu, Ser hodc Ile

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

<223> Ala, Val, Leu, Ser hoac Ile
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<220>
<221>
<222>
<223>

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

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

<400>

MOD_RES
(9)..(9)
Ala, Val, Leu,

MOD_RES
(10)..(10)
Glu hodc Asp

MOD_RES
(11)..(11)
Glu hoédc Asp

14

20557

Ser hoac Ile

Xaa His Xaa Xaa Xaa Xaa Phe Phe Xaa Xaa Xaa

1

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

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

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

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

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

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

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

<400>

5

15
10
PRT
Homo sapiens

MOD_RES
(1).. (1)
His, Asn, Gln,

MOD_RES
(2)..(2)
Asn hodc Gln

MOD RES
(5)..(5)
Ala, Val, Leu,

MOD RES
(8)..(8)
Ala, Val, Leu,

MOD_ RES
(9)..(9)
Glu hodc Asp

MOD RES
(10)..(10)
Glu hodc Asp

15

Lys hodc Arg

norleucin, Met,

Ser hodc Ile

10

Phe hodc Ile

Xaa Xaa Lys Leu Xaa Phe Phe Xaa Xaa Xaa

1

<210>
<211>
<212>

5

16
10
PRT

10
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20557

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MOD_RES
<222> (2)..(2)

<223> Asn hodc Gln

<220>
<221> MOD_RES
<222> (5)..(5)

<223> Ala, Val, Leu, norleucin, Met, Phe hodc Ile

<220>
<221> MOD RES
<222> (8)..(8)

<223> Ala, Val, Leu, Ser hodc Ile

<220>
<221> MOD RES
<222> (9)..(9)

<223> Glu hodc Asp

<220>
<221> MOD RES
<222> (10)..(10)

<223> Glu hodc Asp

<400> 16
His Xaa Lys Leu Xaa Phe Phe Xaa Xaa Xaa
1 5 10

<210> 17

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MOD RES
<222> (1)..(1)

<223> His, Asn, Gln, Lys ho&c Arg

<220>
<221> MOD RES
<222> (2)..(2)

<223> Asn ho&c Gln

<220>
<221> MOD RES
<222> (5)..(5)

<223> Ala, Val, Leu, norleucin, Met, Phe hoic Ile

<220>
<221> MOD RES
<222> (8)..(8)

<223> Ala, Val, Leu, Ser hodc Ile

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

<223> Glu hoac Asp
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<400>

17

20557

Xaa Xaa Lys Leu Xaa Phe Phe Xaa Xaa Asp

1

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

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

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

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

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

<400>

18
10
PRT

5

Homo sapiens

MOD RES
(2)..(2)

Asn hodc Gln

MOD RES
(5)..(5)
Ala, Val,
MOD RES
(8)..(8)
Ala, Val,
MOD RES
(9)..(9)

Leu,

Leu,

Glu hodc Asp

18

norleucin,

10

Met, Phe hodc Ile

Ser hodc Ile

His Xaa Lys Leu Xaa Phe Phe Xaa Xaa Asp

1

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

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

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

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

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

<220>
<221>

19
10
PRT

5

Homo sapiens

MOD RES
(1).. (1)

10

His, Asn, Gln, Lys hoic Arg

MOD RES
(2)..(2)

Asn hodc Gln

MOD_RES
(3)..(3)
Lys, His,
MOD RES
(5)..(5)
Ala, Val,
MOD RES

Asn,

Leu,

Gln hoac Arg

norleucin,

Met, Phe hodc Ile

-129-



<222> (8)..(8)
<223> Ala, Val,
<220>

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

20557

Leu, Ser hoac Ile

<223> Glu hoac Asp

<220>
<221> MOD_RES

<222>

(10) .. (10)

<223> Glu hodc Asp

<400> 19
Xaa Xaa Xaa Leu Xaa Phe Phe Xaa Xaa Xaa

1

<210> 20
<211> 11

<212>
<213>

<400> 20
Val His His Lys Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp

1

<210> 21
<211> 21

<212>

PRT
Homo sapiens

9

PRT

5

5

<213> Mus musculus

<400> 21
Asp Val Val Met Thr Gln Thr Pro

1

Asp

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Arg

Gln

Gly

Lys

50

Arg

Arg

His

Ala

Ala

Asp

35

Leu

Phe

Val

Val

Asp
115

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

Ala

5

Ile Ser Cys Arg

Tyr Leu His Trp

Ile Tyr

Lys

40

Val

10

10

Leu Ser
10

Ser Ser
25

Tyr Leu

Ser Asn

Gly Ser Gly Ser Gly Thr

70

Ala Glu
85

Trp Thr

Ala Pro

Asp Leu Gly Val

Phe

Thr

Gly

Val
120

90

Gly Gly
105

Ser Ile

-130-

Leu

Gln

Gln

Thr

Phe

Pro

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Phe

Lys

Pro

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro
125

Ser

Val

30

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu

110

Ser

Leu

15

Tyr

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Ser

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Ser

Lys

Glu



Gln Leu Thr Ser Gly
130

Tyr Pro Lys Asp Ile

145

Gln Asn Gly Val Leu

165

Thr Tyr Ser Met Ser

180

Arg His Asn Ser Tyr

195

Pro Ile Val Lys Ser
210

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

<400>

22

448

PRT

Mus musculus

22

Glu Val Gln Leu Val

1

5

Ser Leu Lys Leu Ser

20

Gly Met Ser Trp Val

35

Ala Ser Ile Asn Ser

50

Lys Gly Arg Phe Thr

Leu Gln Met Ser Ser

85

Ala Ser Gly Asp Tyr

100

Ala Lys Thr Thr Pro

115

Gly

Asn

150

Asn

Ser

Thr

Phe

Glu

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Trp

Pro

Ala

135

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
215

Ser

Ala

Gln

Ser

Lys

Gly

Ser

20557

Ser

Lys

Trp

Leu

Glu

200

Arg

Gly

Ala

Thr

40

Gly

Ser

Gln

Val
120

Val

Trp

Thr

Thr

185

Ala

Asn

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Gly

105

Tyr

Val

Lys

Asp

170

Leu

Thr

Glu

Gly

10

Gly

Asp

Thr

Asn

Asp

90

Ser

Pro

-131-

Cys

Ile

155

Gln

Thr

His

Cys

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Thr

Leu

Phe

140

Asp

Asp

Lys

Lys

Val

Thr

Arg

Tyr

Lys

Ala

Leu

Ala

Leu

Gly

Ser

Asp

Thr
205

Gln

Phe

Leu

45

Pro

Asn

Met

Thr

Pro
125

Asn

Ser

Lys

Glu

190

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Val

110

Gly

Asn

Glu

Asp

175

Tyr

Thr

Gly

15

Ser

Leu

Ser

Leu

Tyr

95

Ser

Cys

Phe

Arg

160

Ser

Glu

Ser

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Ser

Gly



Asp

Phe

145

Ser

Ser

Thr

Leu

Lys

225

Val

Thr

Asp

Gln

Ser

305

Lys

Ile

Pro

Leu

Thr Thr Gly Ser Ser Val

130

Pro

Val

Ser

Cys

Glu

210

Glu

Phe

Pro

Val

Thr

290

Thr

Cys

Ser

Pro

Val
370

Glu

His

Ser

Ser

195

Pro

Cys

Ile

Lys

Gln

275

Gln

Leu

Lys

Lys

Pro

355

Val

Ser

Thr

Val

180

Val

Ser

His

Phe

Val

260

Ile

Thr

Pro

Val

Ile

340

Ala

Gly

Val

Phe

165

Thr

Ala

Gly

Lys

Pro

245

Thr

Ser

His

Ile

Asn

325

Lys

Glu

Phe

Thr

150

Pro

Val

His

Pro

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Arg

Gln

310

Asn

Gly

Gln

Asn

135

Val

Ala

Pro

Pro

Ile

215

Pro

Asn

Val

Phe

Glu

295

His

Lys

Leu

Leu

Pro
375

20557

Thr

Thr

Leu

Ser

Ala

200

Ser

Ala

Ile

Val

Val

280

Asp

Gln

Asp

Val

Ser

360

Gly

Leu Gly Cys

Trp
Leu
Ser
185
Ser
Thr
Pro
Lys
Val
265
Asn
Tyr
Asp
Leu
Arg
345

Arg

Asp

Asn

Gln

170

Thr

Ser

Ile

Asn

Asp

250

Asp

Asn

Asn

Trp

Pro

330

Ala

Lys

Ile

-132-

Ser

155

Ser

Trp

Thr

Asn

Leu

235

Val

Val

Val

Ser

Met

315

Ser

Pro

Asp

Ser

Leu

140

Gly

Gly

Pro

Thr

Pro

220

Glu

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Ser

Pro

Gln

Val

Val
380

Val

Ser

Leu

Ser

Val

205

Cys

Met

Glu

Val

285

Ile

Gly

Ile

Val

Ser

365

Glu

Lys

Leu

Tyr

Gln

190

Asp

Pro

Gly

Ile

Asp

270

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

350

Leu

Trp

Gly

Ser

Thr

175

Thr

Lys

Pro

Pro

Ser

255

Asp

Thr

Val

Glu

Arg

335

Ile

Thr

Thr

Tyr

Ser

160

Met

Val

Lys

Cys

Ser

240

Leu

Pro

Ala

Val

Phe

320

Thr

Leu

Cys

Ser



20557

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

Ser Asp Gly Ser Tyr Phe Ile Tyr Ser Lys Leu Asn Met Lys Thr Ser
405 410 415

Lys Trp Glu Lys Thr Asp Ser Phe Ser Cys Asn Val Arg His Glu Gly
420 425 430

Leu Lys Asn Tyr Tyr Leu Lys Lys Thr Ile Ser Arg Ser Pro Gly Lys
435 440 445

<210> 23

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 23
Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val Tyr Ser Asn Gly Asp Thr Tyr Leu His
1 5 10 15

<210> 24

<211> 7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 24
Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

<210> 25

<211> 9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 25
Ser Gln Ser Thr His Val Pro Trp Thr
1 5

<210> 26

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 26
Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gly Met Ser
1 5 10

<210> 27

<211> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 27
Ser Ile Asn Ser Asn Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val Lys Gly
1 5 10 15
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20557

<210> 28

<211> 3

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 28
Gly Asp Tyr
1

<210> 29

<211> 9

<212> PRT

<213>Trinh tu nhén tao

<220>
<223>peptit duoc su dung trong thu vién thu hai

<400> 29
Val His His Gln Lys Leu Val Phe Phe
1 5

<210> 30

<211> 9

<212> PRT

<213>Trinh tu nhan tao

s

<220>
<223>peptit dugc su dung trong thu vién tha hai

<400> 30
Ala His His Gln Lys Leu Val Phe Phe
1 5

<210> 31

<211> 9

<212> PRT

<213>Trinh tu nhan tao

<220>
<223>peptit duoc s dung trong thu vién tht hai

<400> 31
Val Ala His Gln Lys Leu Val Phe Phe
1 5

<210> 32

<211> 9

<212> PRT

<213>Trinh ty nhan tao

<220>
<223>peptit duoc su dung trong thu vién thu hai

<400> 32
Val His Ala Gln Lys Leu Val Phe Phe
1 5
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20557

<210> 33

<211> 9

<212> PRT

<213>Trinh ty nhan tao

<220>
<223>peptit dugc su dung trong thu vién tha hai

<400> 33
Val His His Ala Lys Leu Val Phe Phe
1 5

<210> 34

<211> 9

<212> PRT

<213>Trinh tu nhan tao

<220>
<223>peptit duoc su dung trong thu vién tht hai

<400> 34
Val His His Gln Ala Leu Val Phe Phe
1 5

<210> 35

<211> 9

<212> PRT

<213>Trinh tu nhan tao

<220>
<223>peptit duoc su dung trong thu vién tha hai

<400> 35
Val His His Gln Lys Ala Val Phe Phe
1 5

<210> 36

<211> 9

<212> PRT

<213>Trinh ty nhan tao

<220>
<223>peptit duoc s dung trong thu vién tha hai

<400> 36
Val His His Gln Lys Leu Ala Phe Phe
1 5

<210> 37

<211> 9

<212> PRT

<213>Trinh ty nhan tao

<220>
<223>peptit duoc_sﬁ dung trong thu vién tht hai

<400> 37
Val His His Gln Lys Leu Val Ala Phe
1 5
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20557

<210> 38

<211> 9

<212> PRT

<213>Trinh tu nhan tao

<220>
<223>peptit duoc su dung trong thu vién tht hai

<400> 38
Val His His Gln Lys Leu Val Phe Ala
1 5

<210> 39

<211> 9

<212> PRT

<213>Trinh tu nhéan tao

<220>
<223>peptit dugc su dung trong thu vién thu ba

<400> 39
His His Gln Lys Leu Val Phe Phe Ala
1 5

<210> 40

<211> 9

<212> PRT

<213>Trinh tu nhan tao

<220>
<223>peptit duoc su dung trong thu vién tha ba

<400> 40
His His Gln Lys Leu Val Phe Phe Gly
1 5

<210> 41

<211> 9

<212> PRT

<213>Trinh tu nhan tao

<220>
<223>peptit duoc s dung trong thu vién thu ba

<400> 41
His Gln Lys Leu Val Phe Phe Ala Glu
1 5

<210> 42

<211> 9

<212> PRT

<213>Trinh tu nhan tao

<220>
<223>peptit dugc su dung trong thu vién tht ba

<400> 42
His Gln Lys Leu Val Phe Phe Ala Ala
1 5

-136-



20557

<210> 43

<211> 9

<212> PRT

<213>Trinh tu nhan tao

<220>
<223>peptit dugc su dung trong thu vién thu ba

<400> 43
Gln Lys Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp
1 5

<210> 44

<211> 9

<212> PRT

<213>Trinh ty nhan tao

<220>
<223>peptit dugc s dung trong thu vién thu ba

<400> 44

Gln Lys Leu Val Phe Phe Ala Glu Ala
1 5

<210> 45

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 45
Val His His Gln Lys Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp
1 5 10
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AB 115 (ACI-24)
HzN-Lys—Lys-Asp(OtBu)-Ala-Glu(OtBu)-Phe-Arg(be)-His(Trt)-Asp(OtBu)—Ser(tBu)~
Gly-Tyr(tBu)-Glu(OtBu)-Val-His(Trt)-His(Trt)-Gln(Trt)— Lys-Lys-OH

Af 116 (ACI-01)
Ac-Lys-Asp(OtBu)-AIa-Glu(OtBu)-Phe-Arg(be)-His(Trt)-Asp(OtBu)-Ser(tBu)-Gly-
Tyr(tBu)-Glu(OtBu)-Val-His(Trt)-His(Trt)-Gln(Trt)—Lys(Boc)-Lys-G] y-OH

AP 116a14) (ACI-02)
Ac—Lys-Asp(OtBu)-Ala-Glu(OtBu)-Phe~Arg(be)-His(Trt)-Asp(OtB u)-Ser(tBu)-Gly-
Tyr(tBu)-Glu(OtBu)-Val-His(Trt)-Gln('1‘rt)~Lys(Boc)—Lys-Gly-OH

AB 2.35(ACI-11)

Ac~Lys-Glu(OtBu)-Asp(OtBu)-Val-Gly~Ser(tB u)-Asn(Trt)-Lys(Boc)-Gly-Ala-Ile-Ile-
Gly-Leu-Met-Lys-Gly-OH

AP 29.40 (ACI-12)
Ac-Lys-G1y-Ala-IIe-Ile-GIy-Lcu-Mct-Val-Gly-G]y-Val-Val-Lys—Gly-OH

FIG 1
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Monome Oligome Soi Monome Oligome Soqi

r
M lug Sug lug Sug Tug Sug
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FIG. 2
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Fig 3b

Fig 3a
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----do phé

——tbng cic doan

----c4c doan ctia Val Cp-tAim L
----céc doan cua Val CB-ngau nhién :

3C Su thay ddi héa hoc (ppm) Déi chl'mg
----do phd

----tong cac doan ;

----cac doan cua Val CB-tﬁnj
----cdc doan cuia Val Cp-ngiu nhién

A/

C Sy thay déi héa hoc (ppm) ACI-01-Ab7

¢eecseesp  Doan déi véi p-tAm ciia 13C-danh diu Val12
xresssed  Poan doi v6i ngiu hirng dugc cudn ciia 13C-danh dau Vall2

FIG: 4
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