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Linh vuc k¥ thuat dugc deé cap

Sang ché dé cap dén cic phuong phap va ché pham dé chin doan va diéu
tri bénh thodi hod dang tinh bot, nhém céac roi loan va cac di thuong c6 lién quan

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

Chiing thodi hod dang tinh bot khong phai 12 mot thuc thé bénh riéng ré
ma 12 mot nhém nhiéu loai cdc qué trinh tién trién bénh dic trung bdi cdc chat
lang cidn trong mo ngoai bao gém sap, protein tuong tu tinh bot goi la dang tinh
bot, tich tu & mot hoac nhiéu co quan hodc co thé. Khi cic chat ldng cin dang
tinh bot tich tu, ching bat ddu gy can tr& chic nang thong thudng cla cic co
quan hodc co thé. C6 it nhat 15 loai chiing thodi hod dang tinh bot. Cic dang
chinh 12 tho4i hod dang tinh bot nguyén phét khong c6 tién sir da biét, thodi hoa
dang tinh bot thir phat ti€p theo mot so tinh trang khac va thodi hod dang tinh
bot di truyén.

Tho4i hod dang tinh bot thit phat xuat hién ¢ nguoi bi bénh viém nhiém
hoic lay nhiém mén tinh, nhu bénh lao, bénh nhiém khuidn goi 1a sot
Mediterranean, cic bénh nhiém khudn xuong (viém xuong tuy), viém da khép
dang thdp, viém nhiém ruot non (viém hoi trang u hat), bénh Hodgkin va bénh

phong.

C4c chat can dang tinh bot bao gom hogp phéan tinh bot P (AP) (ngii gidc),
glycoprotein lién quan dén tinh bot binh thudng trong huyét thanh P (SAP), va
céc glycosaminoglycan sulfat hod (GAG), cac cacbohydrat phiic hgp ciia mo lién
két. C4c soi nhd protein dang tinh bot, né chi€ém khoang 90% chét tinh bdt, bao

gdém mot trong vai loai protein khic nhau. Céc protein d6 c6 kha nang gip nép
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goi la céc soi tdm "x&p nép", c4u hinh protein duy nhat c¢6 cdc diém gin két cho

mau do Congo tao ra cdc dac tinh nhudém doc nhit cta protein dang tinh bot.

Nhiéu bénh do tudi gia dua vao hodc c6 lién quan dén cic protein tuong tu
tinh bot va dugc dac trung phan nao boi su tich tu cla cic chit lang cin ngoai
bao chifa protein dang tinh bot hoac chat tuong tu tinh bot c6 thé gép phan lam
phét sinh bénh, cing nhu su tién trién cda bénh. Céc bénh dé bao gém, nhung
khong gi6i han &, cdc r61 loan than kinh nhu bénh Alzheimer (AD), sa sit tri tué
thé Lewy, hoi chimg Down, chiing xuat huyét ndo di truyén véi ching thoai hoa
dang tinh bot (loai Dutch); bénh phic hop Guam Parkinson-Dementia. C4c bénh
khéc dua vao hodc lién quan dén cac protein tuong tu tinh bot nhu liét trén nhan
tién trién, bénh xo ciing rai ric; bénh Creutzfeld Jacob, bénh Parkinson, sa stt tri
tué lién quan dén HIV, ALS (xo clng cot bén teo co), viém co thé viii (IBM),
bénh tiéu dudng bét ddu tudi trudng thanh; thodi hod dang tinh bot tim ldo suy;

cdc khoi u noi tiét, va cac bénh khac, k€ ca bénh thodi hod diém vang.

Mac di su phdt sinh clia cdc bénh c6 thé thay ddi khac nhau, nhung cic
chat lang can dic trung cha ching thudng c6 nhiéu phan tir thé phan tir chung.
Véi mic déng k€, duge cho 1a do hoat su hoat hod cuc bé clia qu4 trinh tién viém
do d6 din dén xuét hién su lang dong ctia cdc hgp phin bé sung hoat hod, céc
chat phan dng giai doan cap tinh, cdc chat diéu bi€n mién dich, va cic chit méi

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

Bénh Alzheimer (AD) 1a moét r6i loan than kinh vé co ban dugc hiéu 12 do
cdc mang tinh bot gay nén, su tich tu chat lang can bat thudng cha cic protein
trong ndo. Loai tinh bot thudng xuyén nhit duogc thay trong ndo cua cic cd nhan
nhiém bénh vé co ban bao gém cic sgi manh rat nhd AB. Béng chitng cé tinh
khoa hoc chiing minh rang viéc gia tang su san sinh va tich tu cla protein dang
tinh bot beta & cic mang gay chét t€ bao than kinh, né gép phén vao su phat trién
va tién trién cta AD. Su t6n hao c4c t&€ bao than kinh & céc viing ndo chién lugc,

lan luot, gay giam céc chét din truyén than kinh va suy gidm tri nhé. C4c protein
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chu yéu gay ra su tich tu mang bao gébm protein tién chat tinh bot (APP) va hai
presenilin (presenilin I va presenilin II). Su phan giai lién ti€p cua protein tién
chat tinh bot (APP), co ban dugc biéu hién va di hod & hau hét cdc t&€ bao, bing
cic enzym [} va secretaza y dan dén giai phéng peptit AP cia axit amin 39 dén
43. Su suy thodi ctia cic APP ¢6 kha nang lam tang xu huéng két tu tai cic
mang. Dac biét 1a phan AB(1-42) c6 xu hudng hinh thanh cic khéi két tu 16n do
hai g6c axit amin rit ky nudc tai dau tan cing C cta né. Vi thé phan AB(1-42)
dugc cho 1a c6 lién quan cha yéu va gay ra su khoi ddu clia qud trinh hinh mang
viém than kinh & bénh AD va vi vay ¢6 kha nang bénh 1y cao. Do d6 can c6 cic
tdc nhan dé ngdn nglra sy hinh thanh cdc mang tinh bot va khuéch tan cic mang

dang tén tai & bénh AD.

Céc triéu ching cta bénh Alzheimer 15 rang 1a cham va triéu chiing dau
tien c6 thé chi 1a tinh hay quén nhe. G giai doan nay, céc c4 thé c6 thé quén
nhi€u su kién, hoat dong mdéi xay ra, tén ciia moi ngudi trong gia dinh hoic moi
thit va cé thé khong thé gidi quyét dugc cdc van dé toan hoc don gian. Khi bénh
tié€n trién, céc triéu ching dé dang dé ¥ hon va trd nén nghiém trong di dé lam
cho nguoi bi bénh Alzheimer hoac céc thanh vién trong gia dinh cta ho phai cén
dén su gitp dd cua y hoc. Céc triéu ching gitta thoi ky ctia bénh Alzheimer bao
gbém quén lam cdc nhiém vu don gian nhu th€ nao nhu chai 16ng ngua, va cic
vin dé tién trién t6i su noi, hi€u, doc, hoic viét. Giai doan sau clia bénh
Alzheimer, céc bénh nhéan c6 thé trd nén lo au hodc hung hiang, c6 thé di lang

thang ra khoi nha va cudi cung thi can su cham séc tuyét déi.

Hién nay, chi c6 cdch xdc dinh dé chin do&n bénh Alzheimer 14 nhin
dang cdc mang va cdc mdé réi trong mo ndo khi khdm nghiém tir thi sau khi mot
ngudi chét. Vi vay, cdc bac sy chi thuc hién chidn doan vé bénh Alzheimer “cé
thé” hodc “c6 thé xdy ra” khi ngudi bénh van con séng. Nho st dung céc phuong
phép hién nay, cdc bic s§ c6 thé chdn doan bénh Alzheimer diing dén 90 phan

tram so véi lan sir dung mot cong cu d€ chan dodn bénh Alzheimer “cé thé xay



22189

ra”. Cic béac sy tién hanh cdc cau hoi vé stic khoé cd nhan, cic van dé y hoc
trong qué khd, va lich st cia vin dé khé khan bat k¥ nao cé nhan gap khi thuc
hién céc hoat dong hang ngay. Cac thi nghiém tp tinh v€ trf nhé, giai quyét van
dé, su chii ¥, téng s6 dém dugc va ngon ngit dua ra thong tin vé& suy thoai nhan
thic va thir nghiém y hoc nhu cdc th nghiém mdu, nuée tiéu, hoic dich tuy va

scan ndo c6 thé cung cdp thém mot s6 thong tin khic.

Viéc quan ly bénh Alzheimer bao gdém céac diéu tri dua vao thu6c va
khong dua vao thuse. C4c diéu tri gidp thay déi tién trinh co ban cta bénh (1am
cham hoac dao nguoc tién trinh) cho dén nay phan 16n khéng thanh cong. Cic
loai thudc phuc héi nhilng thi€u hut (nhugce diém), hodc su truc trac, trong cic
chét truyén tin hod hoc cla cic t€ bao than kinh (c4c chat d4n truyén thin kinh),
dac biét I1a céc chat e ché cholinesteraza (ChEIs) nhu tacrin va rivastigmin, da
c6 kha nang cai thién nhiéu triéu ching. Cic ChEI ngan céan su thodi hoa enzym
cua cdc chdt dan truyén than kinh nho d6 1am tang luong cac chat truyén tin ho4

hoc cé tac dung truyén céc tin hiéu than kinh & ndo.

D6i v6i mot s6 ngudi & céc giai doan sém va gitta ctia bénh, céc loai thudc
tacrin (COGNEX®, Morris Plains, NJ), donepezil (ARICEPT®, Tokyo, JP),
rivastigmin (EXELON®, East Hanover, NJ), hoic galantamin (REMINYL®,
New Brunswick, NJ) c6 thé ngin nglta mot s6 triéu chiing khong trd nén toi té
hon trong thoi gian gidi han. Duoc chat khiac, memantin (NAMENDA®, New
York, NY), dugc chdp thuan dé€ diéu tri 1am gidm bénh Alzheimer nghiém trong.
Ngoai ra, mot s6 loai thudc cé thé gidp kiém sodt céc triéu chiing hanh vi cta
bénh Alzheimer nhu chiing khé ngu, béi 161, lo dang, lo au va trAm cam. Viéc
diéu tri cdc triéu ching dé thudng 1am cho céc bénh nhan cam thdy thoai mai
hon va 1am cho dé dang cham s6¢ ngudi bénh hon. Déng ti€c, miac du viéc diéu
tri dugc cai tién hon déng ké chiing tb ring loai tdic nhan nay trong s6 cic tic
nhan thich hop hon thu6c trén an, bénh van ti€p tuc tién trién, va tdc dung trung

binh d6i véi chifc nang tinh than chi la vira phai, ChEIs cdn ¢ cic tic dung phu
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bao gbém su r6i loan chitc nang da day-ruot non, dic tinh doc trong gan va giam

can.

Bénh khac do hoac c6 lién quan dén su tich tu hoic lang dong ctia protein

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

Thodi hod diém vang la bénh mat théng thudng gay ra su hu hai diém, d6
la viing tdm cla vong mac (md moéng nhu gidy & dang sau clia mat noi c4c t€ bao
nhay 4nh séng giri cic tin hiéu thi gidc dén ndo). Kha ning nhin sic nét, trong,
“thang xa vé phia truéc” dugc xir Iy bing diém. Su tén thuong diém tao thanh
cdc diém mu va kha nang nhin m& khong 16 nét hoiac méo mé. Thodi hod diém
vang lién quan dén tudi tdic (AMD) 12 nguyén nhan chinh ctia su suy gidm thi
gidc & My va d6i véi ngudi trén 65 tudi thi né 1a nguyén nhan chinh ca su dui
mu chinh thitc & nguoi Cap-ca. Khoang 1,8 triéu ngudi My 40 tudi va gia hon bi
AMD s6ém va 7,3 triéu nguoi khic bi AMD trung gian vao giai doan nguy hiém
chinh din dén mat kha nang nhin. Chinh pht du tinh ring dén 2020 sé c¢6 2,9
triéu nguoi bi AMD sém. Cic nan nhan cia AMD thudng ngac nhién va that
vong khi phét hién ra biét qua it vé cac nguyén nhan va cach diéu tri tinh trang

mu nay.

C6 hai dang thodi hod diém vang: thodi ho4 diém ving kho va thodi hoa
diém vang uét. Dang kho, trong d6 c4c t€ bao diém bat ddu tir tir v&, dugc chin
doén 1a 85 phan tram céc trudng hop thodi hod diém vang. C4 hai mét thuong bi
tac dong béi AMD kho, mac dit mot mat c6 thé mat khd nang nhin trong khi mét
kia van khong bi anh hudng. Drusen, 12 cdc chét lang cdn mau vang dudi vong
mac, thudng 1a cic ddu hiéu biéu hién sém cia AMD khé. Nguy co phét trién
cia AMD kh6 sém hodc AMD uét tang khi s6 luong hoac kich c& cha drusen
tang. D6i v6i AMD kho né c6 thé 1a 1am tang hodc gay mat thi gidc ma khong
doi thanh dang u6t clia bénh; tuy nhién, d6i véi AMD kho giai doan s6m thi c6
thé thay d6i dot ngot thanh dang wét.
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Dang u6t, mac du chi chiém 15 phan tram cédc truong hgp, nhung lam cho
90 phéan tram bi mu va dugc coi 1a AMD sém (khong phai la giai doan s6m hodac
trung gian cia AMD uét). AMD ué6t thuong dén truée dang kho cua bénh. Khi
dang kho tr& nén té hon thi mot s6 ngudi bat ddu c6 cdc mach méu bat thudng
16n 1én dang sau diém. C4c mach mau nay rat y&u va s& bi do chat 16ng va mau

(vi thé goi 1a thoai hoa diém vang uét), gay tén thuong nhanh chéng diém.

Dang kho6 cia AMD s& thuong bat ddu lam thi gidc bi md nhe. Diac biét
tam cua thi gidc sau d6 trd nén bi mo va ving nay trd nén 16n hon khi bénh tién
trién. Khong ¢ céc tricu chimng dugc chi ¥ néu chi mot mét bi 4nh hudng. O
dang AMD uGt, cdc dudng thang c6 thé xudt hién gon séng va viéc mat thi gidc

tam c6 thé xu4t hién nhanh chéng.

Su chin do4n bénh thodi hod diém vang thudng bao gém viéc kiém tra mat
gian ra, thir nghiém do tinh nhanh cta thi gidc, va tAm nhin nguoc cia mat nho
stt dung phuong phap goi 1a soi ddy méat dé gidp chdn doan AMD, va néu AMD
uét duoc nghi ngd thi viéc chup tia X mach floresxein ciing cé thé duoc tién
hanh. Néu AMD kho dat t6i cdc giai doan sGm thi khong c6 phuong phéap diéu tri
thong dung niao dé ngin nglra mat thi gidc. Tuy nhién, ch€ phdm liéu cao dic
hiéu chita c4c chdt chdng oxy hod va kém c6 thé lam cham tré hodc ngan nglra
AMD trung gian khdi tién trién thanh giai doan sém. Macugen® (dung dich tiém
truyén natri pegaptanib), liéu phap quang dong va quang dong tu laze c6 thé
kiém soat su hinh thanh mach m4u b4t thudng va su chdy mau trong diém, né cé
ich vGi mot s6 ngudi bi AMD u6t; tuy nhién, thi gidc dd mat s€ khong phuc hoi
dugc bang céc ky thuat nay. Néu thi gidc da mat, cdc phuong tién trg gidp thi

gidc kém ton tai c6 thé givp cai thién chat lugng cudc song.

Mot trong cdc d4u hiéu sém nhéat cha thoai hoa diém vang lién quan dén
tudi (AMD) 1a su tich tu ctia c4c chat lang can ngoai bao da biét nhu drusen gitta

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

Nghién citu dang trién khai tiép tuc c4c nghién cttu thim do vé cic nhan t6
moi trudng, di truyén va ch& do an udng c6 thé gép phan vao AMD. Cac phuong
phép diéu tri méi ciing duoc khao sét, bao gém cdy ghép t€ bao vong mac, cic
dugc chat s& ngan nglra hodc lam cham lai qué trinh tién trién chia bénh, liéu
phdp bic xa, céc liéu phép gen, chip may tinh cdy vao vong mac dé c6 thé gitip
kich thich thi gidc va cic tic nhan s€ ngan ngira su hinh thanh cia cidc mach mau

md&i duéi diém.

Nhan t6 quan trong dé can nhéc khi trién khai cdc duoc chat méi 1a dé st
dung cho c4dc bénh nhan dich. Dang phan phoi dugc chat qua duong miéng, cu
thé 1a c4c vién nén, vién nang va gel mém, chi€ém 70% tit ca cac dang liéu st
dung vi su tién loi cho bénh nhan. C4c chuyén vién thiét k&€ thudc déng ¥ ring
cac bénh nhan thich cach sit dung qua dudng miéng hon sir dung qua dudng tiém
truyén hoac céch khic, hon cic dang st dung thu6c xam nhap. C4c ch€ pham véi
céc khoang thoi gian li€u giai phéng cham (nghia 12 gidi phéng ngay mot lan
hoac gidi phéng kéo dai) cling thich hop. C4c khing thé dé sir dung duéi cac
dang liéu st dung qua dudng miéng l1am tiang su ung thuin ciia bénh nhan trong

qué trinh diéu tri.

Diéu cén thiét 1a cdc phuong phdp va céc ché pham hitu hiéu dé ngin chin
va nham vao cdc bién ching c6 lién quan dén bénh thodi hod dang tinh bot,
nhém cdc bénh va cic ro1 loan lién quan dén su hinh thanh mang dang tinh bot
bao gém bénh thodi hod dang tinh bot thi phéat va bénh thodi hod dang tinh bot
lién quan dén tudi nhu c4c bénh bao gém, nhung khong gisi han &, cic 16i loan
than kinh nhu bénh Alzheimer (AD), sa st tri tué thé Lewy, hoi ching Down,
chiing xuat huyét ndo di truyén véi thodi hod dang tinh bot (loai Dutch); bénh
phtic hop Guam Parkinson-Dementia; cling nhu cédc bénh khac dua vao hoac lién

quan dén céc protein tuong tu dang tinh bot nhu liét trén nhan tién trién, bénh xo
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ciing rai rac; bénh Creutzfeld Jacob, bénh Parkinson, sa st tri tué lién quan dén
HIV, ALS (x0 ctng cot bén teo co), bénh tiéu dudng bat ddu tudi trudng thanh;
thodi hod dang tinh bot tim 130 suy; cdc kh6i u noi tiét, va cadc bénh khéc, ké ca
bénh thodi hoa diém vang. Dic biét cai cén thiét la céc tac nhan c6 thé chong lai
céc triéu chiing sinh 1y clia bénh nhu su hinh thanh ca cic mang c¢6 lién quan

dén su tich tu cua cédc soi tinh bot hoac peptit tuong tu tinh bot.

Céc khang thé khang dang tinh bot dugc tao ra biang cich tiém truyén AP,.
42 tron v6i t4 dugce hoan toan va khong hoan toan Freund dugc ching minh 1a cé
kha nang lam | giam lugng tinh bot tich tu & chudt chuyén gen cho bénh
Alzheimer & nguoi (Schenk et al., 1999). Viéc tiém truyén trong bung APi.s
tetrapalmitoyl hod héi phuc trong céc liposom cho chudt chuyén gen NORBA
tao ra cdc do chuédn déng ké cla céc khang thé khang tinh bot, né ciing chiing
minh kha ning c6 thé 1am tan céc soi va cdc mang dang tinh bot in vitro va in

vivo (Nicolau et al., 2002).

Co ché thich hop nho d6 1am tan cic soi va cdc mang dang tinh bot nay
sinh trudc tién bang su dé xuit ctia Bard et al., (2000), ngudi da dua ra két luan,
dua vao thong s& cua ching, rang cdc khang thé opsonin hod cdc mang, sau dé
chiing bi pha huy bdi cdc dai thuc bao ctia céc vi t€ bao than kinh. De Mattos et
al., (2001) cho biét rang mAb truc ti€p chong lai viing tam ciia tinh bot S c6 thé
gan két va co 1ap hoan toan tinh bot trong plasma. Ho tranh luin rang su c¢6 mat
cta cdc mAb d6 trong qué trinh tudn hoan lam chuyén 1di trang thdi can béng
ctia Af gifta ndo va plasma, gidp cho viéc lam sach va di hod ngoai bién thay cho

lang dong trong ndo.

Liéu phép diéu tri cho ngudi kéo dai bing khang thé bo gam nhdm c6 thé
tao ra ddp ung khing globulin dugc phat hién vao khoang 8-12 ngay sau khi st
dung va dat dén dinh vao khoang 20-30 ngay. Niuru xdy ra ddp dng khang
globulin, thi viéc diéu tri phai dinh chi sau khong nhiéu hon 10 ngay va viéc diéu

tr1 lai vao ngay sau cung thuong dugc ngan nglra vi né sé tao ra su tdn cong
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nhanh cta d4p tng khéng globulin thit phat. Mic di cdc khang thé bo gim nhdm
c6 chung mic d6 bao toan trinh tu 16n v6i mitc do clia cdc khang thé nguoi, thi
vin c6 nhiéu khic biét trinh tu giita cdc khdng thé ngudi va khang thé bo gam

nham du dé c4c khang thé bo gam nhdm tao mién dich & nguoi.

Van dé nay c6 thé khic phuc dugc bang cdch lam phét sinh cic khang thé
truc ti€p & ngudi hodc bang cach tao ra “su tuong thich véi nguoi” (ak.a. khang
thé "tao hinh lai"). Khang thé duoc lam tuwong thich véi ngudi cé trinh ti; axit
amin clia ving bién déi chita cdc CDR thu duoc tir bd gam nham dat rai rdc & cac
trinh tu khung ngudi hodc twong tu ngudi. Do tinh dic hiéu cua khing thé duoc
lam tuong thich v61 nguoi duge tao ra boi cac CDR thu duge tit bo gam nhdm,
nén céc gdc cua ching dugc sit dung vé co ban khong thay déi véi chi céc cai
bién nhd duoc cho phép, né khong gay trd ngai dang ké cho 4i Iuc va tinh dac
hiéu ctia khéng thé cho khang nguyén dich ctia né. Cac géc khung cé thé thu
duogc tir vang bién ddi bat ky nao cha dong vat linh trudng, hodc dic biét tir viing
bién ddi bat ky nao clia nguoi hoic cé thé 1a t6 hop cha ching va ving bién ddi

thi€t k€& thu duoc sé duoc xem xét tao hinh lai.

D¢ t6i da hod kha niang ring 4i luc s& dugc duy tri & khing thé tao hinh lai
12 quan trong dé tao ra su chon loc thich hop clia viing khung. D3 biét ring céc
trinh tu khung st dung dé gitt cdc CDR theo dinh huéng khong gian chuin cia
ching dé tuong tic v6i khang nguyén, va rang cic g6c khung doi khi c6 thé con
tham gia vao gin két khdng nguyén. D€ duy tri 4i luc cla khidng thé déi véi
khang nguyén clia né cé loi néu chon loc cic trinh tu khung ngudi phan 16n
tuong tu véi céc trinh tu cta céc khung bo gam nhdm. Tiép theo c6 thé van cin
thiét d€ thay th€ mot hodc nhiéu axit amin & trinh tu khung ngudi véi géc tuong
tng & khung bo gam nham dé trdnh mat 4i luc. Su thay thé€ nay c6 thé dugc gitp

dd bang cach 1ap mo hinh theo mdy tinh.

Séng ch& dé xuat cdc phuong phép va céc dugc phdm méi bao gém céac

khang thé ddc hiéu cao va rét c6 hiéu qud, dac biét 1a cac khang thé dang kham
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ké ca c4c phéan cla ching, diac biét hon l1a cdc khdng thé dugc lam tuong thich
v6i ngudi mot phan hodc hoan toan ké ca cic phan cta ching, ¢6 kha nang nhan
dang va gan két dac hiéu véi céc epitop dic hiéu tir cdc loai khidng nguyén dang
tinh bot B, né ¢6 thé c6 mit véi khang thé dusi dang monome, dime, trime, V.v..
dang polyme, dudi dang t6 hgp, céc sgi, cdc sgi manh rdt nhé hoic dusi dang
ngung tu ctia mang. C4c khang thé dugc lam cho cé kha ning bang su chi din
cla sdng ché€ dugc dic biét sit dung dé diéu tri cdc bénh thoéi hod dang tinh bot,
nhém céc bénh va céc 161 loan do hoac c¢6 lién quan dén su hinh thanh tmang
tinh bot bao gdm bénh thodi hod dang tinh bot thit phat va thodi hod dang tinh
bot lién quan dén tudi tdc bao gdm, nhung khong gi6i han &, cic 16i loan thin
kinh nhu bénh Alzheimer (AD), gobm cé cdc bénh hoac tinh trang dac trung boi
su mat kha nang tri nhé lién quan dén nhén thic vi du nhu, suy gidm nhan thic
nhe (MCI), sa st tri tué thé Lewy, hoi ching Down, xudt huyét nao di truyén véi
thod1 hod dang tinh bot (dang Dutch); bénh phitc hgp Guam Parkinson-
Dementia; cting nhu cdc bénh khédc can cit vao hodc lién quan dén cic protein
tuong tu dang tinh bot nhu bénh liét trén nhéan tién trién, bénh xo cling rai rac;
bénh Creutzfeld Jacob, bénh Parkinson, sa sit tri tué¢ lién quan dén HIV, ALS
(x0 cing cOt bén teo co), bénh tiéu dudng bét dau tudi truéng thanh; thoai hod
dang tinh bot tim 130 suy; cdc khoi u noi tiét, va cdc bénh khéc, ké ca bénh thoai

ho4 diém vang, chi ké tén mot sé loai.
Ban chat ky thuat ctaa sang ché

Theo mot phuong 4n, séng ché€ dé xuat khdng thé dang kham hoic mot
phéan cua chiing, hodc khang thé dugc lam tuong thich véi ngudi hoic mot phan
clia ching, c6 thé nhan dang va gin két véi it nhat mot diém tach biét, cu thé 1a
v6i it nhat hai diém téch biét, va diac biét hon 1a véi it nhat ba diém tach biét trén
protein dang tinh bot B trong d6 méi trong mot diém tdch biét nay, it nhét hai
diém téch biét nay va it nhat ba diém t4ch biét nay bao gém it nhat mot hodc hai

goc axit amin lién ti€p phan 16n lién quan dén gan két clia khang thé.
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Dic biét, khang thé dang kham hodc mot phan cla ching, hoac khang thé
duoc lam tuong thich v6i ngudi hodc mot phan cla ching theo séng ché gan két
v6i it nhat hai, cu thé 12 v6i it nhat ba diém téch biét trén protein dang tinh bot
trong do6 it nhat hai trong s6 ba diém tach biét bao gém it nhat hai géc axit amin
lién ti€p phan I6n lién quan dén gan két cla khang thé va it nhat mot trong ba

diém tach biét bao gom it nhat moét géc axit amin.

It nhat hai diém téch biét bao gém it nhat hai g6éc axit amin lién ti€p phan
16n lién quan dén gan két cla khdng thé dugc dinh vi gén nhau trén khéng
nguyén, tach biét va/hoac & bén sudn bang it nhat mot gdc axit amin khong lién
quan dén gan két khang thé hodc v6i mot mitc nhd dang ké nhu so véi it nhat hai

goc axit amin lién ti€p nay, vi vy tao ra mot epitop dit doan c4u hinh riéng.

[t nhét ba diém téch biét bao gém it nhét hai goc axit amin lién ti€p va it
nhat mot goc axit amin tuong tng, phén 16n lién quan dén gin két clia khang thé
duoc dinh vi gin nhau trén epitop, tach biét va/hoac & bén sudn bing it nhat mot
goc axit amin khong lién quan dén gin két khing thé hodc véi mot mitc nhd
dang ké nhu so véi cdc géc axit amin, phan 16n lién quan dén gin két clia khang

thé, vi vay tao ra mot epitop ditt doan c4u hinh riéng.

Dic biét, khang thé dang khdm hodc mot phan chia ching, hoic khang thé
duogc lam tuong thich véi ngudi hodc mot phan cta ching dugc dé xuit, c6 thé
nhan dang va gin két véi it nhat mot diém tach biét, cu thé 12 véi it nhat hai diém
tach biét, dac biét hon 1a vdi it nhat ba diém téch biét protein dang tinh bot 8
trong d6 trong it nhit mot di€m tdch biét nay hodc it nhat hai diém tich biét nay
bao gém it nhit hai géc axit amin lién ti€p phan 1én lién quan dén gin két cha
khéng thé, trong d6 it nhét hai géc axit amin lién ti€p thé hién diém gin két thi

nhat 1a -Phe-Phe- gén vao trong trinh tu nhan duéi day (SEQ ID NO:9):

Xaaj; - Phe - Phe - Xaas - Xaas - Xaas, trong d6
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Xaaz l1a gb6c axit amin dugc chon tir nhém bao gébm Ala, Val, Leu,

norleuxin, Met, Phe va Ile;

Xaas 1a gbc axit amin dugc chon tit nhém bao gobm Ala, Val, Leu, Ser va

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

Xaag ]a g6c axit amin dugc chon tit nhém bao gdbm Glu va Asp, va trong
dé6 cac gbc axit amin nay Xaas, Xaas, Xaas va Xaae khong lién quan dén gin két

khang thé hodc v6i mot mitc nhd déng ké nhu so véi diém gan két -Phe-Phe-.

Theo mot phuong dn khéc cua séng ché, khang thé dang kham hoic mot
phén clia ching, hodc khang thé dugc 1am tuong thich véi ngudi hoac mot phan

ctia ching duoc dé xudt, trong do6
Xaas 1a Val hoac Leu, nhung dac biét la Val;
Xaas 1a Ala hodc Val, nhung dac biét 1a Ala;
Xaas la Glu hoac Asp, nhung dac biét 1a Glu;
Xaas 1a Glu hoac Asp, nhung dac biét 1a Asp.

Dic biét, khang thé dang kham hodc mot phan cla ching, hoic khang thé
dugc 1am tuong thich v6i ngudi hodc mot phan ctia ching duoc dé xuit, c6 thé
nhan dang va gin két véi it nhat mot diém tach biét, cu thé 1 véi it nhat hai diém
tach biét, dac biét hon 12 véi it nhat ba diém tdch biét trén protein dang tinh bot
trong d6 cdc diém téch biét ndy bao gém it nhat mot va it nhat hai g6c axit amin
lién ti€p tuong tng, phan 16n lién quan dén gan két ctia khéng thé, trong dé it
nhat hai gdéc axit amin lién ti€p thé hién diém gin két thit nhat 14 -Phe-Phe- va it

nhat mot goc axit amin 1a -His- gén vao trong trinh tu nhan dudi day:

- Xaa; - His - Xaas - Xaas - Xaas - Xaag - Phe - Phe - Xaa; - Xaag - Xaao-,
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trong dé

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

Arg

Xaas 1a gbc axit amin dugc chon tit nhém bao gdbm Asn va Gln

Xaas la goc axit amin dugc chon tir nhém bao gém His, Asn, Gln, Lys va
Arg

Xaas la g6c axit amin dugc chon tit nhém bao gém Ala, Val, Leu, Ser va
Ile;

Xaas la géc duge chon tit nhém bao gébm Ala, Val, Leu, norleuxin, Met,
Phe, valle

Xaay la goc axit amin dugc chon tir nhém bao gdm Ala, Val, Leu va lle
Xaas la g6c axit amin dugc chon tir nhém bao gém Glu va Asp,

Xaaog la goc axit amin dugc chon tir nhém bao gém Glu va Asp, va trong
dé cdc goc axit amin nay Xaa;, Xaas, Xaas, Xaas, Xaas va Xaag khong lién quan
dén gan két khang thé hodc t6i mot mic nhd dén mic nhé hon rit ding ké nhu

so v6i diém gén két -His- va the -Phe-Phe- tuong ting.

Theo mot phuong 4n khic cta sing ché, khang thé dang kham hoac mot
phéin cta chiing, hoac khéng thé dugc lam tuong thich véi ngudi hoic mot phan

cua ching dugc dé xuit, trong d6
Xaas la GIn hodc Asn, nhung dac biét 1a Gin;
Xaasla Lys;
Xaas 1a Leu;

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

Theo mot phuong an khéc clia sdng ché, khdng thé dang kham hoic mot
phdn cla ching, hoac khéng thé dugc lam tuong thich v6i ngudi hodc mot phan
cua chiing dugc dé xudt, c6 thé nhan dang va gin két véi it nhat mot diém tach
biét, cu thé 1a véi it nhat hai diém tdch biét, dac biét hon 1a véi it nhét ba diém
tidch biét trén protein dang tinh bot f3, trong d6 trong it nhat mot di€ém tdch biét
nay hodc it nhat hai diém tdch biét nay bao gém it nhat hai g6c axit amin lién
ti€p phén 16n lién quan dén gin két clia khang thé, trong dé it nhat hai goc axit
amin lién ti€p thé hién thé hién giém gin két thi hai 1a -Lys-Leu- gin vao trong

trinh tu nhéan dudi day (SEQ ID NO:10):
Xaa) - Xaas - Lys - Leu - Xaa; trong d6

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

Arg;
Xaas 1a gbc axit amin dugc chon tit nhém bao gobm Asn va Gln;

Xaas la g6c axit amin dugc chon ttr nhém bao gébm Ala, Val, Leu,
norleuxin, Met, Phe, va He; va trong d6 cac g6c axit amin nay Xaa,; Xaas khong
lién quan dén gén két khdng thé hodc t6i mot mitc nhd dén mitc nhéd hon réit dang

ké nhu so véi diém gin két -Lys-Leu-.

Theo mot phuong 4n khéc clia sdng ch€, khang thé dang kham hoic mot
phén clia ching, hoac khang thé dugc 1am tuong thich véi ngudi hoic mét phin
cta ching dugc dé xuat, cé thé nhan dang va gin két véi it nhat mot diém tich
biét, cu thé 1a véi it nhat hai diém tich biét, dic biét hon 1a véi it nhit ba diém
tdch biét trén protein dang tinh bot B trong d6 céc diém téch biét nay bao gém it

nhat mét va it nhat hai goc axit amin lién ti€p twong tng, phan 16n lién quan dén
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gan két cta khéng thé, trong d6 it nhdt mot va it nhét hai axit amin lién tiép,
dugc tach bang it nhit mot g6c axit amin khong lién quan dén gan két khang thé
hodc v6i mot mitc nhod déng ké nhu so véi céc goc axit amin phan 16n lién quan
dén gan keét cia khang thé, 1a -His- va -Lys-Leu- tuong ng, dugc gan vio trong
trinh tu nhan dudi day:

His - Xaa; - Lys - Leu - Xaa; - Xaas- Xaas - Xaas - Xaas - Xaag — trong dé
Xaa, la goc axit amin dugc chon tir nhém bao gébm Asn va Gln;

Xaas la goc axit amin dugc chon tt nhém bao gém Ala, Val, Leu,

norleuxin, Met, Phe, va Ile;

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

norleuxin, Met, Phe va Ile;

Xaas la gdc dugce chon tir nhém bao gdbm c¢é Ala, Val, Leu, norleuxin, Met,

Phe va Ile;

Xaag la gbc axit amin dugc chon tir nhém bao gdm Ala, Val, Leu, Ser va
Ile;

Xaay la goc axit amin dugc chon tir nhém bao gém Glu va Asp,

Xaag la goc axit amin dugc chon tir nhém bao gém Glu va Asp va trong d6
cdc gbc axit amin nay Xaa,, Xaas, Xaas, Xaa; va Xaas khong lién quan dén gan
két khang thé hodc t6i mot mic nhd dén mitc nhé hon rat dang ké nhu so véi

diém gan két -His- va -Lys-Leu- tuong ting.

Theo mot phuong 4n khéc cha sing ché, khang thé dang kham hoic mot
phén cta chiing, hodc khing thé dugc 1am tuong thich véi ngudi hoac mét phan

cua ching dugc dé xuat, trong d6

Xaa la Gln hoac Asn, nhung dac biét 1a Gln;
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Xaas l1a Val hodac Leu, nhung dac biét 1a Val;
Xaay la Phe;

Xaas la Phe;

Xaas l1a Ala hoac Val, nhung dac biét la Ala;
Xaay 1a Glu hoac Asp, nhung dac biét 1a Glu; va
Xaag ]a Asp hoac Glu, nhung dac biét 1a Asp.

Theo mot phuong 4n khéc cla sang ché, khiang thé dang kham hoic mot
phan cta chdng, hoac khang thé dugc 1am tuong thich véi ngudi hodc mot phan
cua ching dugc dé xudt, cé thé nhan dang va gan két véi it nhat hai diém tach
biét trén protein dang tinh bot B trong d6 trong it nhat hai diém téch biét nay bao
gom it nhat hai g6c axit amin lién ti€p phan 16n lién quan dén gin két cha khing
thé, trong d6 it nhét hai axit amin lién ti€p duoc tach béi it nhidt mot goc axit
amin khong lién quan dén gén két khang thé hodc véi mot mitc nhé hon dang ké
so VGi cac goc axit amin lién tiép, 1a -Phe-Phe- va -Lys-Leu- tuong tng, thé hién

diém gén két thi nhat va thit hai gan vao trong trinh tu nhan dudi day:
Xaa; - Xaa, - Lys - Leu - Xaas - Phe - Phe - Xaa4 - Xaas - Xaas, trong d6

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

Arg;
Xaay 1a goc axit amin dugc chon tit nhém bao gém Asn va Gln;

Xaas la gbc axit amin dugc chon tir nhém bao gébm Ala, Val, Leu,

norleuxin, Met, Phe va He;

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

Ile;

Xaas la goc axit amin dugc chon tit nhém bao gom Glu va Asp,
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Xaas 1a goc axit amin dugc chon tir nhém bao gébm Glu va Asp va trong dé
cic goc axit amin nay Xaa,, Xaas, Xaas, Xaas va Xaas khong lién quan dén gan
két khang thé hodc t6i mot mitc nhd dén mitc nhé hon rit dang ké nhu so véi

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

Theo mdt phuong 4n khéc cla sdng ché, khang thé dang kham hoic mot
phén cla chdng, hodc khang thé duge lam tuong thich véi ngudi hodc mot phan
cta chiing dugc dé xuit, cé thé nhan dang va gin két véi it nhat mot diém tich
biét, cu thé 1a véi it nhat hai diém tdch biét, dac biét hon 1a véi it nhét ba diém
tdch biét trén protein dang tinh bot A trong d6 céc diém téch biét nay bao gém it
nhat moét va it nhat hai goc axit amin lién ti€p tuong ing, phan 16n lién quan dén
gén két clia khdng thé, trong d6 it nhat mot va it nhat hai axit amin lién tiép duoc
tdch bang it nhat mot gbc axit amin khong lién quan dén gin két khang thé hoic
v6i mot midc nhd ddng ké nhu so véi cdc goc axit amin, phan 16n lién quan dén
gan két clia khang thé, va trong d6 cdc géc axit amin nay 13 -His- va -Phe-Phe-

va -Lys-Leu- tuong \ing, gin vao trong trinh tu nhan dudi day:
His - Xaa, - Lys - Leu - Xaas - Phe - Phe - Xaay - Xaas - Xaae, trong d6
Xaa; 1a g6c axit amin dugc chon tir nhém bao gébm Asn va Gin;

Xaas 12 gbc axit amin duoc chon tr nhém bao gdbm Ala, Val, Leu,

norleuxin, Met, Phe va Ile;

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

Ile;
Xaas la g6c axit amin dugc chon tir nhém bao gém Glu va Asp,

Xaas 1a goc axit amin dugc chon tir nhém bao géom Glu va Asp, va trong
dé6 cac goc axit amin nay Xaa,, Xaas, Xaas, Xaas va Xaas khong lién quan dén
gan két khang thé hoac t6i mot mic nhd dén mic nhd hon rét dang ké nhu so véi

diém gan két -His-, -Lys- Leu- va -Phe-Phe- tuong tng.
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Theo mot phuong 4n khac cta sdng ché, khang thé dang kham hoic mot
phén cla ching, hoac khéng thé dugc 1am tuong thich véi ngudi hodc moét phan

cua ching dugc dé xuat, trong do6
Xaa; 1a Gln hoac Asn, nhung dic biét 1a Gln;
Xaasz ]a Val hoac Leu, nhung dac biét 1a Val;
Xaas 1a Ala hoac Val, nhung dac biét 1a Ala;
Xaas 1a Glu hoac Asp, nhung dac biét 1a Glu; va
Xaas 1a Asp hoéé Glu, nhung dac biét 1a Asp.

Theo mot phuong 4n khéc cla sdng ch€, khdng thé dang kham hoic mot
phéin clia ching, hoac khéng thé dugc lam tuong thich v6i ngudi hoic mot phin
ctia ching dugc dé xudt, c6 thé nhan dang va gin két véi it nhat hai diém tach
biét trén protein dang tinh bot S trong d6 it nhat hai diém téch biét ndy bao gém
it nhat hai géc axit amin lién ti€p phan 16n lién quan dén gan két cta khang thé,
trong d6 it nhat hai axit amin lién ti€p duoc tdch bang it nhat mot g6c axit amin
khong lién quan dén gén két khang thé hoic v6i mot mitc nhd hon dang ké so véi
g0c axit amin lién ti€p nay, 1a -Phe-Phe- va -Lys-Leu- tuong tng, thé hién diém

gén két thi nhét va thit hai gén vao trong trinh tu nhan duéi day:
Xaa; - Xaa; - Lys - Leu - Xaas - Phe - Phe - Xaas - Xaas - Xaas, trong dé

Xaa; la g6c axit amin dugc chon tir nhém bao gébm His, Asn, Gln, Lys va

Arg;
Xaay 1a g6c axit amin dugc chon tir nhém bao gém Asn va Gln;

Xaasz la g6c axit amin dugc chon tir nhém bao gébm Val, Ala, Leu, Met,

Phe, norleuxin va Ile

Xaay 1a goc axit amin dugc chon tit nhém bao gom Ala, Val, Leu va Ile;
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Xaas la g6c axit amin dugc chon tir nhém bao gém Glu va Asp,

Xaas 1a goc axit amin dugc chon tit nhém bao gébm Glu va Asp, va trong
dé6 céc goc axit amin nay Xaas, Xaas, Xaas, Xaas va Xaas khong lién quan dén
gan két khang thé hoac t6i mot mic nhd dén mitc nhd hon rat dang ké nhu so véi

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

Theo mot phuong 4n khédc cla sdng ché, khdng thé dang kham hoic mot
phéan cua chiing, hodc khdng thé dugc 1am tuong thich véi ngudi hoic mot phan

cua ching dugc dé xuat, trong dé6
Xaap la His hoac Arg, nhung dac biét 1a His;
Xaaz 1a GIn hoac Asn, nhung dac biét 1a Gln;
Xaasz 1a Val hoac Leu, nhung dac biét 1a Val;
Xaas la Ala hodc Val, nhung dac biét 1a Ala;
Xaas 1a Glu hoac Asp, nhung dac biét 1a Glu; va
Xaas 1a Asp hoac Glu, nhung dac biét la Asp.

Theo mot phuong 4n cla sdng ché, khang thé dang kham hoic mét phan
ctia ching, hodc khing thé dugc 1am tuong thich vé6i ngudgi hoac mot phan cia
ching dugc dé xuat c6 thé nhan dang va gan két véi it nhét hai diém tich biét
trén protein dang tinh bot 5, trong d6 it nhat hai diém téch biét nay bao gbm it
nhat hai g6c axit amin lién ti€p phén 16n lién quan dén gén két ctia khang thé, 13
- Phe - Phe - Ala - Glu -, cu thé 1a - Phe - Phe - Ala -, nhung dic biét 1 - Phe -
Phe - va - Lys - Leu - tuong tng, va trong d6 it nhat hai diém tdch biét nay cé
trinh tu axit amin - Val - Phe - Phe - Ala - Glu - Asp - thé hién trong SEQ ID
NO:7 va trinh tu axit amin - His - Gln - Lys - Leu - Val - thé hién trong SEQ ID
NO: 8 tuong tng.
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Theo mét phuong 4n ctia sdng ché, khéng thé dang kham hodc mot phin
ciia ching, hodc khdng thé dugc 1am twong thich véi ngudi hoic mot phan cla
chiing dugc dé xuat, c6 thé nhan dang va gén két véi it nhat mot diém tach biét,
cu thé 1a véi it nhét hai diém tdch biét, dic biét hon 1 véi it nhat ba diém tich
biét trén protein dang tinh bot S trong d6 it nhat mot diém téch biét nay hoac it
nhat hai di€ém tdch biét nay bao gém it nht mot va it nhét hai géc axit amin lién |
ti€p twong Gng, phan 16n lién quan dén gan két ctia khéng thé, 1a -Phe-Phe- va -
Lys-Leu-, va -His- tuong tng, trong dé cdc diém tach biét nay gan vao trinh tu
axit amin - Val - Phe - Phe - Ala - Glu-, va trinh tu axit amin - His - Gln - Lys -

Leu - Val - tuong tng.

Theo mot phuong 4n khic cla sdng ché, khang thé dang kham hoic mot
phan ciia ching, hodc khéng thé dugc 1am tuong thich véi ngudi hoac mot phén
cia ching bao gém mot nhan dang khdng nguyén va diém gén két c6 thé nhan
dang va gan két v6i it nhat hai diém tdch biét rrén protein dang tinh bot 8 trong
dé it nhat hai diém téch biét ndy bao gém it nhat hai gdc axit amin lién tiép trong
trinh tu axit amin da cho trong SEQ ID NO : 7 va 8, tuong tng, trong d6 gdc axit
amin lién ti€p nay, cu thé 1a -Phe- Phe- va -Lys-Leu-, phén 16n lién quan dén gin

két cua protein dang tinh bot .

Theo mot phuong 4n dic biét nita cha sdng ché, khang thé hoac mot phan
cua chiing theo sing ch& dugc dé xuit, gan két v6i 4 diém tdch biét trén protein
dang tinh bot # trong d6 4 diém tdch biét nay bao gom 2 diém gan két trong d6
moi diém bao gdm mot g6c axit amin va 2 diém gin két bao gédm hai goc axit
amin lién ti€p, cic gbc d6 phan 16n lién quan dén gan két cha khéng thé, trong
d6 4 diém tdch biét nay dugc dinh vi gin nhau trén protein dang tinh bot £, va
trong dé 4 di€ém gén két nay dugc tdch béang it nhat mot géc axit amin khong lién
quan dén gan két khang th€ hodc c6 lién quan nhung vé6i mic nhd hon dang ké
nhu so v6i mot géc axit amin nay va hai géc axit amin lién ti€p nay ctia 4 diém

tach biét vi vay tao ra mot epitop dit doan cdu hinh riéng.
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Dac biét, géc thit nhit trong s hai géc axit amin lién ti€p phan 16n lién
quan dén gin két ctia khéng thé 1a -Lys-Leu-, va goc thit hai trong s6 it nhat hai
gbc axit amin lién ti€p la -Phe-Phe-, g6c thit nhit trong s6 cac gbc axit amin don
la -His- va g6c thit hai trong s6 cdc goc axit amin don 1a -Asp- gan vao trong

trinh tu nhan dudi day:
- Xaa; - His - Xaa, - Lys - Leu - Xaas - Phe - Phe - Xaas - Xaas - Asp -
Xaas

trong dé

Xaa; 1a g6c axit amin dugc chon tit nhém bao gébm His, Asn, Gln, Lys va

Arg, nhung dac biét 1a His;

Xaay la gbc axit amin dugc chon tir nhém bao gom Asn va Gln, nhung dac

biét 1a Gln;

Xaaz la goc axit amin duoc chon tr nhém bao gdébm Ala, Val, Leu,

norleuxin, Met, Phe, va lie, cu thé 14 Val;

Xaay la axit amin g&c dugc chon tir nhém bao gém Ala, Val,Leu, Ser va

lie, cu thé 1a Ala;

Xaas 1a g6c axit amin duge chon tr nhém bao gébm Glu va Asp, cu thé la

Glu;

Xaas 12 g6c axit amin dugc chon tr nhém bao gém Ala, Val, Leu,
norleuxin, Met, Phe va lie, cu thé 1a Val; va trong dé cdc géc axit amin nay Xaaj,
Xaa,, Xaas, Xaas, Xaas va Xaas khong lién quan dén gan két khang thé hoic lién
quan dén gin két nhung v6i mot midc nhé hon dédng ké nhu so véi diém gan két -

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

Theo mot phuong 4n, sdng ché dé xudt khéng thé hoic mot phan cia

ching theo sang ché, gin két véi 4 diém tdch biét trén protein dang tinh bot S,
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trong dé 4 diém tach biét ndy bao gém hai diém gén két trong dé mbi diém bao
gdém mot goc axit amin va hai diém gan két trong d6 mébi diém bao gém hai géc
axit amin lién ti€p, trong d6 gbc thit nhat trong hai géc axit amin lién ti€p phan
16n lién quan dén gén két cta khdng thé 1a -Lys-Leu-, va goc thit hai trong it nhat
hai g@c axit amin lién ti€p 1a -Phe-Phe-, g6&c thit nhat trong s6 cdc goc axit amin
don 1a -His- va gdc thit hai trong s6 cdc goc axit amin don 1a -Asp- gin vao trong

trinh tu nhan duéi day:

- Xaa - His - Xaa; - Lys - Leu - Xaas - Phe - Phe - Xaas - Xaas - Asp -

Xaas
trong dé

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

Arg, nhung dac biét 1a His;

Xaa 1a goc axit amin dugc chon tir nhém gbébm cé Asn va Gln, nhung dic

biet 1a Gln ;

Xaasz 1a g6c dugc chon tir nhém bao gébm Ala, Val, Leu, norleuxin, Met,
Phe va Ile, cu thé 1a Val;

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

Ile, cu thé 1a Ala;

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

Gly;

Xaae l1a g6c axit amin dugc chon tir nhém bao goébm Ala, Val, Leu,
norleuxin, Met, Phe va lle, cu thé 1a Val; va trong dé cdc géc axit amin nay Xaaj,
Xaay, Xaas, Xaas, Xaas va Xaas khong lién quan dén géan két khang thé hoic lién
quan dén gén két nhung v6i mot mic nhd hon déng ké nhu so v6i diém gan két -
His-, -Asp-, -Lys-Leu- va -Phe-Phe-.
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Theo mot phuong 4n dic biét clia sdng ché, cac diém nhan dang va diém
gan két nhu duge xdc dinh & trén tao ra mot epitop dit quang céu hinh riéng dinh
vi & viing cta protein dang tinh bot S gilta g6c axit amin tir 12 dén 24, cu thé 1a
gilta cac goc tir 14 dén 23, dac biét hon 1a giita cac gbc axit amin 14 va 20, trong
dé it nhat hai diém nhan dang va gén két tich biét bao gém it nhdt 2 gdc axit
amin, dugc dinh vi tai vi tri 16 va 17 va tai vi tri 19 va 20 tuong @ng, va trong dé
it nh4t mot diém nhan dang va gan két tdch biét bao gém it nhit 1 gbc axit amin
dugc dinh vi tai vi trf 14, cdc g6c d6 phan 16n lién quan dén gan két cta protein
dang tinh bot B va trong d6 diém nhan dang va gin két tich biét nay 1a it nhat
trén mot canh & bén sudn bdi cac goc axit amin, cu thé 1a cic gbc 21 va 22, va
tach biét bdi mot gbc axit amin dinh vi tai vi tri 15 va 18, cdc g6c axit amin dé
khong lién quan truc ti€p dén gan két cta khang nguyén hodc, it nhit, t6i mot

mitc nhé hon dang ké.

Theo mot phuong 4n khéc nita clia séng ché€ it nhét ba diém nhan dang va
gan két tach biét nay & bén sudn trén cd hai canh bdi céc gdc axit amin, cu thé 1a
cac goc 12 va 13, va cac gbc 21 va 22 va duoc tadch bdi mot goc axit amin dinh vi
tai vi tri 15 va 18, cdc gbc axit amin d6 khong lién quan truc ti€p dén gan két cua

khéng nguyén hoic, it nhat t6i mot mitc nhoé hon dang ké.

Theo mot phuong 4n déc biét, goc axit amin lién ti€p ndy, cu thé 1a -Lys-
Leu- tai vi tri 16 va 17 va -Phe-Phe- tai vi tri 19 va 20, phan 16n lién quan dén
gan két clia protein dang tinh bot 8, gin vao ving nhan dudi day:
Val- | His- | His- | Gln- | Lys- | Leu- | Val- | Phe- | Phe- | Ala- | Glu- | Asp
12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Theo moét phuong 4dn dic biét khéc, cdc gbc axit amin nay, cu thé 1a -Lys-
Leu- tai vi tri 16 va 17 va -Phe- Phe- tai vi tri 19 va 20, va -His- tai vi tri 14, phan
16n lién quan dén gan két cla protein dang tinh bot 8, duoc gan vao viing nhéan

dudi day:
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Val- | His- | His- | Gln- | Lys- | Leu- | Val- | Phe-| Phe- | Ala- | Glu- | Asp
12 |13 14 |15 (16 |17 |18 |19 |20 |21 22 |23
Val- | Gly-
24 125

Theo mot phuong 4n khic cta séng ché, khang thé dugc 1am tuong thich
v6i nguoi hoac mot phan cua ching duge dé xuét bao gbm ving bién déi chubi
nang va chudi nhe tuong dng, it nhat mot CDR c6 nguén g6c khong phai ngudi,
dac biét 1a hai CDR c6 ngudn goc khong phai ngudi, dic biét hon 1a ba CDR c¢6
nguén goc khong phai ngudi, gan vao mot hodc nhiéu viing khung thu dugc tix
nguoi hoac dong vat linh trudng v, tuy ¥, ving 6n dinh thu dugc tir khang thé c6
nguén gbc ngudi hodc dong vat linh trudng, khang thé d6 dugc lam tuong thich
v6i nguoi hoac phan cta ching c¢6 kha nang nhan dang va gin két dic hiéu véi
protein dang tinh bot f, dac biét 1a peptit don phan tinh bot B, dac biét hon 1a
peptit dang tinh bot da phan S, thadm chi dac biét hon 14 céc soi, cdc soi manh rat
nho, céc soi to f phén lap hoac nhu.1a mot phan clia mang dang tinh bot f, tai

epitop bao gom trinh tu axit amin du6i day (SEQ ID NO:11):
Xaa - Xaaz - Lys - Leu - Xaas - Phe - Phe - Xaas - Xaas - Xaag, trong d6

Xaa; la goc axit amin dugc chon tr nhém bao gébm His, Asn va Gln,

nhung dac biét 1a His;

Xaay la goc axit amin dugc chon tit nhém bao gébm Asn va Gln, nhung dic

biét 1a Gln; va

Xaas ]a goc axit amin dugc chon tir nhém bao gdém Val, Leu va Ile, nhung
dac biét l1a Val;

Xaags la goc axit amin dugc chon tir nhém bao gém Ala va Val, nhung dic
biét 1a Ala;
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Xaas 1a g6c axit amin dugc chon tir nhém bao gém Glu va Asp, nhung dic

biét 1a Glu;

Xaas 1a goc axit amin dugc chon tit nhém bao gébm Glu va Asp, nhung dic
biét [a Asp.

Theo mot phuong dn khic nita cta sdng ché, khdng thé duoc 1am tuong
thich v6i ngudi hoac mot phan cta chiing duge dé xuat bao géom & vung bién doi
chubi nang va chudi nhe tuong tng, it nhdt mot CDR ¢4 ngudn g&c khong phai
ngudi, dic biét 1a hai CDR ¢6 ngudn géc khong phai ngudi, dac biét hon 1a ba
CDR c6 nguén goc khong phai ngudi, gan vao mot hodc nhiéu viing khung thu
dugc tir nguuoi hodac dong vat linh trudng va, tuy ¥, ving 6n dinh thu duoc tir
khéng thé c6 nguén g6c ngudi hodc dong vat linh trudng, khang thé dé duoc 1am
tuong thich v6i nguoi hoac phan cua chiing ¢6 kha nang nhan dang va gin két
dac hiéu véi protein dang tinh bot S, dac biét 1a peptit don phan dang tinh bot f,
dac biét hon la peptit dang tinh bot da phan £, tham chi dac biét hon 1a céc soi,
cdc sgl manh rat nho, cic soi to f phan l4ap hoac nhu 1a moét phan ctia mang dang

tinh bot S, tai epitop bao gom trinh tu axit amin dudi day:
His - Xaa; - Lys - Leu - Xaas - Phe - Phe - Xaays - Xaas - Xaas, trong dé

Xaa, la géc axit amin dugc chon tir nhém bao gém Asn va Gln, nhung dic

biét 1a Gln; va

Xaas la goc axit amin dugc chon tir nhém bao gdm Val, Leu, va Ile, nhung
ddc biét 1a Val;

Xaas 1a g6c axit amin dugc chon tir nhém bao gdém Ala va Val, nhung dac
biét 1a Ala;

Xaas la gdc axit amin dugc chon tir nhém bao gém Glu va Asp, nhung dic
biét 1a Glu;
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Xaas 1a g6c axit amin dugce chon tir nhém bao gém Glu va Asp, nhung dac
biét 1a Glu; va trong dé cac goc axit amin nay Xaa,, Xaas, Xaas, Xaas va Xaas
khong lién quan dén gin két khang thé hodc t6i mot miic nhé hon diang ké nhu

so v6i diém gén két -His- va -Lys-Leu- va -Phe-Phe-.

Theo mot phuong 4n dac biét cia siang ch€, CDR c6 nguén gbéc khong
phai ngudi thu dugc tir khang thé cho, nhung dic biét 1a khang thé chuot cho,
ting lén chong lai phan khing nguyén khong chia diém tdch biét nay. Gay ra
chuyén d6i nay & viing epitop c6 thé it nhat mot phan 1a do viéc sit dung cu triic
khing nguyén trén phan tit bao gébm mot peptit khdng nguyén tuong ng véi
trinh tu axit amin cua peptit tinh bot B, dac biét 1a peptit tinh bot S Api.16, dugc
cai bién bang gdc wa nudc nhu, vi du polyetylen glycol (PEG), trong dé goc ua
nuéc nay 1a lién két cong hod tri véi mbi ddu tan cliing cua peptit khdng nguyén
bang it nhdt mot, dic biét 12 moét hoac hai axit amin nhu, vi du lysin, axit
glutamic va xystein hoac axit amin thich hgp bat ky nao khac hoac chat tuong tu
axit amin c6 thé st dung nhu dung cu n6i dé két hop g6c wa nuéc v6i phan
peptit, nhu duge mé ta duéi day trong quy trinh tao mién dich. Khi PEG dugc st
dung lam g&c wa nudc, dau tan cung PEG tu do 1a lién két cong hod tri véi
phosphatidyletanolamin hodc hop chét bat ky nao khac thich hop dé hoat dong
nhu thanh phan neo, vi du dé gin vao cau tric khéng nguyén trong 16p kép ctia

liposom nhu dugc mo ta & day.

Dic biét, CDR c6 ngudén goc khong phai ngudi thu duge tir khdng thé
chuodt cho c6 cic dac tinh dac trung caa ACI-01-Ab7C2 (con duge goi 1a "mC2"
trong toan bo sang ché€) dugc ndp luu vao ngay 01 thang 12 nam 2005 tai co
quan luu git "Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH (DSMZ) & Braunschweig, Mascheroder Weg 1 B, 38124 Branuschweig,
theo cac diéu khoan ctia Hiép udc Budapest véi s hiéu luu gitt DSM ACC2750).

Theo mot phuong 4n cia sang ch&, CDR c¢6 nguén géc khong phai nguoi
thu dugc tir khéng thé chuot cho ACI-01-Ab7C2 (con duge goi 1a "mC2" trong
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toan bd sang ch€) duoc ndp luu vao ngay 01 thang 12 nam 2005 tai co quan luu
git "Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
(DSMZ) & Braunschweig, Mascheroder Weg 1 B, 38124 Branuschweig, theo cic
diéu khoan ctia Hiép u6c Budapest véi s6 hiéu luu gitt DSM ACC2750).

Ciing sir dung lipit A nhu mot phan clia phuong phép tao mién dich c6 thé

g6p phén vao su chuyén 161 & viing epitop.

Theo mot phuong 4n dac biét, sdng ché dé xuat khang thé duoc 1am tuong
thich v6i ngudi hodc mot phan cia ching bao gébm chén vao ving khung thu
dugc tr nguoi hoac dong vat linh trudng it nhat mot peptit véi trinh tu axit amin
duoc chon tit nhém clia c4c trinh tu bao gdm SEQ ID NO:2 thé hién CDR2 va
SEQ ID NO:3 thé hién CDR3 ctia viing bién déi chudi nang (HCVR) va SEQ ID
NO:4 thé hién CDR1 ctia viing bién d6i chudi nhe (LCVR).

Theo mot phuong 4n khéc, sdng ché dé xuat khéng thé dugc lam tuong
thich véi ngudi hodc mot phan clia ching, trong d6 khang thé duoc 1am tuong
thich v6i ngudi nay bao gébm hoa nhap vao cic viung khung chudi niang thu duoc
tu nguoi hoac dong vat linh trudng it nhat mot peptit véi trinh tu axit amin dugc
chon tir nhém ctia céc trinh tr gdm cé SEQ ID NO:2 thé hién CDR2 va SEQ ID
NO:3 thé hién CDR3 ctia viing bién d6i chudi ning (HCVR).

Theo mot phuong 4n khdc nita, séng ché€ dé xuit khing thé dugc lam
twong thich v6i ngudi hodc moét phéan cua ching, trong dé khang thé duoc 1am
tuong thich véi ngudi nay bao gébm chén vao cic ving khung bién déi chudi nhe
thu dugce tir nguoi hoac dong vat linh trudng mot peptit véi trinh tu axit amin cla

SEQ ID NO : 4 thé hién CDR1 ctia viing bién déi chudi nhe (LCVR).

Dic biét, sdng ch€ dé xudt vang bién d6i chudi nhe (LCVR) bao gébm chén
vao vung khung thu dugc tir nguoi hoac dong vat linh trudng it nhat mot peptit
véi trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO:4 thé hién CDR1 ctia viing bién déi chudi
nhe (LCVR).
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Theo mot phuong 4n dac biét khic, sdng ché dé xudt ving bién déi chubi
nang (HCVR) bao gébm chén vao ving khung thu duge tir ngudi hoidc dong vat
linh trudng it nhit mot peptit véi trinh tu axit amin dugc chon tir nhém clia cic
trinh ty gébm c6 SEQ ID NO:2 thé hién CDR2 va SEQ ID NO:3 thé hién CDR3
cua ving bién déi chubi nang (HCVR).

Séng ché con dé xuat khang thé duge 1am tuong thich v6i ngudi hoac mot
phén ctia chiing, bao gom hoa nhap vao viing khung thu dugc tir ngudi hodc dong
vat linh trudng it nhét hai peptit, cdc peptit d6 1a khac nhau va thé hién trinh tu
axit amin dugc chon tir nhém cua céc trinh tu bao gébm SEQ ID NO:1 thé hién
CDR1, SEQ ID NO:2 thé hién CDR2 va SEQ ID NO:3 thé hién CDR3 clia ving
bién d6i chubi niang (HCVR) va SEQ ID NO:4 thé hién CDR1, SEQ ID NO:5 thé
hién CDR2 va SEQ ID NO:6 thé hién CDR3 cha ving bién déi chudi nhe
(LCVR) trong d6 CDR tuong tu khong thé c6 mit hai l1an trong khang thé. Pic
biét, néu it nhat hai CDR c6 mat 1a ca hai CDR clia ving bién déi chudi nhe
(LCVR), thi it nhat trén cdc CDR nay phai 12 CDR1 dugc thé hién bdi SEQ ID
NO:A4.

Séng ché€ ciing bao gom khdng thé dugc lam tuong thich véi ngudi hodc
mot phan cua ching bao gém hoa nhap vao céc ving khung chudi ning thu duoc
tir nguoi hodc dong vat linh trudng it nhAt hai peptit véi trinh tu axit amin duogc
chon tir nhém cta céc trinh tu gém c¢6 SEQ ID NO:1 thé hién CDR1, SEQ ID
NO:2 thé hién CDR2 va SEQ ID NO:3 thé hién CDR3 ciia viing bién déi chubi
nang (HCVR), nhung dic biét 1a khang thé dugc lam tuong thich véi ngudi hoic
mot phan cua ching trong d6 CDR tuong tu khong thé c¢6 mat hai l4n trong
khéng thé.

Dac biét, sang ch€ dé xudt vang bién déi chudi nang (HCVR) bao gbém
cheén vao cic ving khung chudi ning thu dugc tir ngudi hoic dong vat linh

trudng it nhat hai peptit véi trinh tu axit amin dugc chon tir nhém ctia céc trinh tu
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bao gébm SEQ ID NO:1 thé hién CDR1, SEQ ID NO:2 thé hién CDR2 va SEQ ID
NO:3 thé hién CDR3 ctia viing bién déi chudi nang (HCVR).

Theo mot phuong 4n khéc, séng ch€ dé xuét khang thé dugc lam tuong
thich v6i nguoi hoac mot phan clia ching, bao géom hoa nhap vao céc ving
khung bién déi chudi nhe thu dugc tir ngudi hodc dong vat linh trudng it nhat hai
peptit véi trinh tur axit amin dugc chon tit nhém cua céc trinh tu bao gébm SEQ ID
NO:4 thé hien CDR1, SEQ ID NO:5 thé hién CDR2 va SEQ ID NO:6 thé hién
CDR3 clia vang bién ddi chudi nhe (LCVR).

Dic biét, sdng ché dé xuat viing bién déi chudi nhe (LCVR), c6 thé chén
vao céc vang khung bién déi chudi nhe thu duoc tir ngudi hodc dong vat linh
trudng it nhat hai peptit v6i trinh tu axit amin dugc chon tir nhém cta céc trinh tu
bao gébm SEQ ID NO:4 thé hién CDR1, SEQ ID NO:5 thé hien CDR2 va SEQ ID
NO:6 thé hién CDR3 ctia ving bién ddi chudi nhe (LCVR), trong d6 CDR tuong
trr khong thé c¢6 mat hai 14n trong khang thé va, dic biét, it nhat trén cdc CDR
nay phai 1a CDR1 dugc thé hién béi SEQ ID NO:4.

Séng ché cling dé xuat khang thé dugc 1am tuong thich véi ngudi hoac mot
phin cua ching, bao gébm chén vao cic ving khung chudi nang thu duogc tir
nguoi hoac dong vét linh trudng cac peptit v6i trinh tu axit amin ctia SEQ ID
NO:1 thé hiéen CDR1, SEQ ID NO:2 thé hién CDR2 va SEQ ID NO:3 thé hién
CDR3 cta ving bién déi chubi ning (HCVR), cu thé theo thit tu biéu thi néu

trén.

Dic biét, séng ché dé xuit ving bién déi chudi ning (HCVR) bao gém
chén vao cdc ving khung chudi nang thu dugc tir ngudi hoac dong vat linh
truéng cic peptit vé6i trinh tu axit amin ciia SEQ ID NO:1 thé hién CDR1, SEQ
ID NO:2 thé hiéen CDR2 va SEQ ID NO:3 thé hién CDR3 ctia ving bién déi

chudi ning (HCVR), cu thé theo thit tu biéu thi néu trén.
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Séng ché€ ciing bao gém khang thé dugc lam tuong thich véi ngudi hoic
mot phin ctia ching bao gébm chén vao cdc vung khung bién déi chudi nhe thu
duoc tir nguot hodac dong vat linh trudng cic peptit véi trinh tu axit amin cua
SEQ ID NO:4 thé hién CDR1, SEQ ID NO:5 thé hién CDR2 va SEQ ID NO:6
thé hién CDR3 clia viing bién ddi chudi nhe (LCVR), cu thé theo thit tu biéu thi

néu trén.

Dac biét, sing ché dé xuat ving bién déi chudi nhe (LCVR) bao gém cheén
vao cdc ving khung bién déi chubi nhe thu dugc tir ngudi hoic dong vat linh
trudng cac peptit vGi trinh tu axit amin cta SEQ ID NO:4 thé hién CDR1, SEQ
ID NO:5 thé hién CDR2 va SEQ ID NO:6 thé hién CDR3 clia viing bién déi
chubi nhe (LCVR), cu thé theo thit tu biéu thi néu trén.

Séng ché€ cling dé xuét khang thé dugc lam twong thich véi ngudi hoic mot
phan cia chiing, bao gom chén vao viing khung thu dugc tir ngudi hoac dong vat
linh trudng it nhat ba peptit vé6i trinh tu axit amin dugc chon tir nhém cta cic
trinh tu bao gébm SEQ ID NO:1 thé hién CDR1, SEQ ID NO:2 thé hién CDR2 va
SEQ ID NO:3 thé hién CDR3 clia viing bién déi chudi nang (HCVR) va SEQ ID
NO:4 thé hién CDR1, SEQ ID NO:5 thé hién CDR2 va SEQ ID NO:6 thé hién
CDR3 cua vang bién déi chudi nhe (LCVR), nhung dic biét 1a khang thé duoc
lam twong thich v6i nguoi hoac mét phan cla ching trong d6 CDR tuong tu

khong thé c6 mat hai 14n trong khang thé.

Theo mot phuong 4n khic séng ch& dé xuat khang thé duoc lam twong
thich v6i ngudi hodc mot phén ctia ching, khéng thé dé bao gébm chén vao viing
khung thu duoc tir nguoi hoac dong vat linh trudng it nhat bon peptit véi trinh tu
axit amin dugc chon tit nhém clia céc trinh tu bao gébm SEQ ID NO: 1 thé hién
CDRI1, SEQ ID NO:2 thé hién CDR2 va SEQ ID NO:3 thé hién CDR3 clia viing
bién déi chudi nang (HCVR) va SEQ ID NO:4 thé hién CDR1, SEQ ID NO:5 thé
hien CDR2 va SEQ ID NO:6 thé hién CDR3 cha ving bién déi chudi nhe
(LCVR), nhung dic biét 1a khéng thé duogc 1am tuong thich véi nguodi hoac mot
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phan cta chdng trong d6 CDR tuong tu khong thé c6 mat hai l4n trong khing
thé.

Theo mot phuong 4n khéic nita, sdng ch€ dé xuit khdng thé duogc lam
tuong thich v6i ngudi hoac mot phan caa ching, bao gébm chén vao viing khung
thu duoc tir ngudi hoac dong vat linh trudng it nhit nam peptit véi trinh tu axit
amin dugc chon tit nhém cla céc trinh tu bao gbm SEQ ID NO:1 thé hién CDR1,
SEQ ID NO:2 thé hién CDR2 va SEQ ID NO:3 thé hién CDR3 cfia viing bién ddi
chubi nang (HCVR) va SEQ ID NO:4 thé hién CDR1, SEQ ID NO:5 thé hién
CDR2 va SEQ ID NO:6 thé hién CDR3 ciia viing bién déi chudi nhe (LCVR),
nhung dac biét 1a khéng thé dugc 1am tuong thich v6i ngudi hodc mét phén cia

ching trong d6 CDR tuong tu khong thé c6 mait hai 14n trong khéng thé.

Theo mot phuong an khic nita, sdng ch€ dé xuat khdng thé dugc lam
tuong thich véi nguoi hodc mot phan cua ching, bao gébm chén vao ving khung
thu duoc tr nguoi hoac dong vat linh trudng cdc peptit v6i trinh tu axit amin cia
SEQ ID NO:1 thé hién CDR1, SEQ ID NO:2 thé hién CDR2 va SEQ ID NO:3
thé hien CDR3 cua ving bién déi chubi nang (HCVR) va SEQ ID NO:4 thé hién
CDRI1, SEQ ID NO:5 thé hién CDR2 va SEQ ID NO:6 thé hién CDR3 clia viing
bién déi chubi nhe (LCVR).

Theo mot phuong 4n dac biét, séng ché dé xudt khang thé duoc 1am tuong
thich v6i nguoi, ving bién déi chudi nang (HCVR), hodc mot phan clia ching,
trong d6é khang thé dugc 1am tuong thich véi ngudi nay, ving bién déi chubi
nang (HCVR) hoac phan cia chiing bao géom cheén vao cidc ving khung chudi
nang thu dugc tir dong vat linh trudng hoac ngudi it nhat mot peptit vé6i trinh tu
axit amin cta SEQ ID NO:2 thé hién CDR2 clia ving bién déi chudi ning
(HCVR).

Theo mot phuong dn dac biét khac, sdng ch&€ dé xuat khang thé duoc 1am
tuong thich v6i ngudi, ving bién d6i chudi nang (HCVR) hoiac mét phin clia

ching, trong d6 khang thé dugc lam twong thich véi ngudi nay, ving bién déi
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chudi nang (HCVR) hodc phén cta ching bao gém chén vao cdc ving khung
chudi niang thu dugc tir dong vat linh trudng hodc ngudi it nhat mot peptit véi
trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO:3 thé hién CDR3 ciia ving bién déi chudi
nang (HCVR).

Theo mot phuong 4n dac biét khéc, sdng ché dé xuat khang thé dugc 1am
tuong thich véi nguoi, ving bién déi chudi ning (HCVR) hoiac mot phan cia
ching, khéng thé d6, ving bién déi chudi nang (HCVR) hodc phéin clia ching
bao gém chén vao cdc vang khung chudi nang thu duge tir ngudi hodc dong vat
linh trudng it nhat hai peptit v6i trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO:1 thé hién
CDRI1 va SEQ ID NO:2 thé hién CDR2 ctia viing bién d6i chudi nang (HCVR).

Theo mot phuong 4n dic biét khéc, sdng ché dé xuat khang thé duoc 1am
tuong thich v6i ngudi, ving bién déi chudi nang (HCVR) hoic moét phan cla
chiing, khdng thé dé, ving bién déi chubi nang (HCVR) hoic phin clia chiing
bao gém cheén vao cac viung khung chudi nang thu duge tit ngudi hodc dong vat
linh trudng it nhét hai peptit v6i trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO:1 thé hién
CDR1 va SEQ ID NO:3 thé hién CDR3 ctia viing bién déi chudi nang (HCVR).

Theo mot phuong 4n dac biét khéc, sdng ché dé xust khang thé dugce 1am
twong thich véi ngudi, ving bién d6i chudi nang (HCVR) hoic mot phin cla
chiing, khéng thé d6, ving bién ddi chudi nang (HCVR) hodc phan cia chiing
bao gém chen vao cac vang khung chudi nang thu dugc tir ngudi hodc dong vat
linh truéng it nhét hai peptit v6i trinh tu axit amin cta SEQ ID NO:2 thé hién
CDR2 va SEQ ID NO:3 thé hién CDR3 clia ving bién déi chudi nang (HCVR).

Theo mét phuong 4n dac biét khdc, sdng ché dé xuat khang thé dugce 1am
tuong thich véi ngudi, ving bién déi chubi nhe (LCVR) hoic mot phan cua
chiing, khéng thé d6, ving bién déi chudi nhe (LCVR) hodc phin cia chiing bao
gbm chén vao céc ving khung chudi niang thu dugc tir ngudi hodc dong vat linh
trudng it nhét hai peptit véi trinh tu axit amin cia SEQ ID NO:4 thé hién CDR1
va SEQ ID NO:5 thé hién CDR2 clia viing bién déi chudi nhe (LCVR).
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Theo mot phuong 4n dac biét khdc, sdng ch€ dé xuat khang thé dugc 1am
tuong thich v6i ngudi, ving bién déi chudi nhe (LCVR) hodc mot phin cta
chiing, khéng thé d6, ving bién ddi chudi nhe (LCVR) hoic phan clia chiing bao
gbm cheén vao cic vung khung chubi ning thu dugc tir ngudi hodc dong vat linh
trudng it nhat hai peptit véi trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO:4 thé hién CDR1
va SEQ ID NO:6 thé hién CDR3 ctia ving bién déi chudi nhe (LCVR).

Sdng ch& cdn bao gébm khéng thé dugc lam tuong thich véi ngudi hoic
mot phan cta ching, trong d6 méi trong ca ving bién déi chudi ning (HCVR)
va viing bién déi chudi nhe (LCVR) ctia khdng thé chuot nhat C2 déng gbp it
nhat mot trong cdc ving CDR cua né vao it nhét hai ving CDR clia khéng thé
dugc 1am tuong thich véi ngudi. Vi vay, khang thé dugc lam tuong thich véi

ngudi thu duge hoic mot phan cta ching c6 thé bao gém:

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

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

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

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

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

- it nhat mot trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO:2 thé hién CDR2 (HCVR)
két hop v6i trinh tu axit amin ciia SEQ ID NO: 6 thé hién CDR3 (LCVR);

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

- {t nhat mot trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO:3 thé hién CDR3 (HCVR)
két hop véi trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO:6 thé hién CDR3 (LCVR).

Theo mot phuong 4n khic nita, séng ché dé xuit khang thé dang kham
hodc mot phén ctia ching, hodc khang thé duoc 1am tuong thich véi nguoi hoic
mot phén clia ching nhu duge mé ta & day trén day, khdng thé d6 bao gém viing
6n dinh chudi niang vd/hodc chudi nhe c6 nguén goéc ngudi hoic dong vat linh

trudng.

Theo mot phuong 4n khéc, sdng ché dé xuat khdng thé dang kham hoac
mot phin cta chiing, hodc khéng thé dugc lam tuong thich véi ngudi hoic mot
phdn cta ching, trong d6 it nhat mot, cu thé 1a it nhat mot nhung khong nhiéu
hon 5, dac biét hon 1a it nhat mot nhung khong nhiéu hon 4, tham chi dic biét
hon 1a it nhat mot nhung khong nhi€u hon 3, nhung dac biét 1a it nhat mot nhung
khong nhiéu hon 2, trong s6 céc axit amin dai dién cta cdc ving CDR chudi nhe
va/hodc chudi nang nhu da néu trong céc trinh tu tr SEQ ID NO:1 dén SEQ ID
NO:6 dugc thay doi nhd sy thay thé bao toan sao cho khang thé duy tri dugc do

chitc day dua cta né.

Dic biét, séng ché dé xudt khéng thé dang kham hodc mét phin cia
chiing, hodc khdng thé dugc 1am tuong thich v6i ngudi hoac mét phin cia
chiing, trong d6 & CDR2 cta ving bién ddi chudi nhe (LCVR) nhu da néu trong
SEQ ID NO:5, Lys tai vi tri Kabat 50 dugc thay thé€ bang g6c axit amin duoc
chon t nhém bao gém Arg, Gln va Glu, cu thé 1a bing Arg.

Dic biét, sang ché dé xuit viung bién déi chudi nhe (LCVR) trong dé &
CDR2 nhu da néu trong SEQ ID NO:5, Lys tai vi tri Kabat 50 dugc thay thé
bang g6c axit amin dugc chon tit nhém bao gédm Arg, Gln va Glu, cu thé 1a bing
Arg.
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Theo moét phuong 4n khéc, sdng ché€ dé xudt khdng thé dang kham hoic
mot phin cla ching, hodc khéng thé duoc 1am tuong thich vé6i ngudi hoic mot
phan ctia ching, trong dé & CDR2 ctia viing bién déi chudi nhe (LCVR) nhu di
néu trong SEQ ID NO:5, Ser tai vi tri Kabat 53 dugc thay thé bang g6c axit amin

dugc chon tir nhém bao gébm Asn hodc Thr, nhung dac biét 1a bang Asn.

Dic biét, sang ch€ dé xuat ving bién déi chubi nhe (LCVR) trong dé &
CDR2 nhu di néu trong SEQ ID NO:5, Ser tai vi tri Kabat 53 dugc thay thé bang
gdc axit amin dugc chon tir nhém bao gdm Asn hodc Thr, nhung dac biét 1a bing
Asn.

Theo mot phuong 4n clia sing ché, khang thé dang kham hodc moét phin
cua chiing, hodc khéng thé duoc lam tuong thich véi ngudi hodc moét phin cia
ching dugc dé xuat, trong d6 vang bién déi chudi nang (HCVR) c6 trinh fu axit
amin tuong doéng 90%, dac biét 1a 95%, dac biét hon 1a 98% véi trinh tu da cho
trong céc trinh tu SEQ ID NO:15 va SEQ ID NO:16, tuong tng.

Theo mot phuong 4n khic cua sang ché€, khiang thé dang kham hoic mot
phén cla ching, hoic khang thé dugc 1am tuong thich vé6i ngudi hoac mét phan
cta ching dugc dé xuit, trong d6 ving bién déi chudi nhe (LCVR) c6 trinh tu
axit amin tuong dong 90%, dac biét 12 95%, dac biét hon 1a 98% véi trinh tu da
cho trong céc trinh tu SEQ ID NO:12 va SEQ ID NO:13, tuong tng.

Theo mot phuong 4n khic nita clia séng ché, khang thé dugc 1am tuong
thich vGi nguoi hoac mot phan cua ching dugc dé xuit, trong d6 it nhat hai,
nhung dic biét 12 ba cta cdc ving CDR ctia ving bién déi chudi nang (HCVR)
cé trinh tu axit amin tuong déng 90%, dac biét 1a 95%, dic biét hon 1a 98% véi
vung CDR tuong ting nhu da néu trong céc trinh tu tir SEQ ID NO:1 dén SEQ ID
NO:3.

Theo mot phuong 4n khéc cua sidng ché, khang thé duoc lam tuong thich

v61 nguoi hoac mot phan cia ching duge dé xudt, trong d6 it nhat hai, nhung dac
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biét 1a ba cia cdc ving CDR cua viing bién déi chubi nhe (LCVR) cé trinh tu
axit amin tuong dong 90%, dac biét 1a 95%, dac biét hon 1a 98% vé6i ving CDR
tuong tng nhu da néu trong céc trinh tu tir SEQ ID NO:4 dén SEQ ID NO:6.

Theo mot phuong 4n khéc nita, séng ch€ dé xuat khéng thé dang kham
hodc mot phan clia ching, hoic khéng thé dugc 1am tuong thich véi ngudi hoac
mot phin cua ching theo sdng ch€ nhu dugec mo ta trén day, trong d6 ving bién
déi chudi nang (HCVR) c¢6 trinh tu axit amin tuong dong 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% hoac 99% véi trinh tu da cho trong céc trinh tu SEQ
ID NO:15 va SEQ ID NO:16, tuong tng. ‘

Theo mot phuong 4n khic nita, sdng ché dé xudt khang thé dang kham
hoic mot phan clia ching, hodc khang thé dugc lam twong thich véi nguoi hoac
mot phan cua ching theo sdng ché nhu duge mo ta trén day, trong dé viing bién
déi chudi nhe (LCVR) c6 trinh tu axit amin tuwong déng 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% hoac 99% véi trinh tu da cho trong céac trinh tu SEQ
ID NO:12 va SEQ ID NO:13, tuong tGng.

Theo mot phuong 4n khac nita, sdng ché dé xuét khang thé dang kham
hodc mot phén cia chiing, hoic khang thé dugc 1am tuong thich véi ngudi hoac
mot phan cta ching theo sang ch& nhu dugc mo ta trén day, trong d6 it nhat mot,
cu thé 1a it nhét hai, nhung dic biét 1a ba ctia céc ving CDR clia Vilﬁg bién déi
chudi nang (HCVR) ¢6 trinh tu axit amin dong nhat 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98% hoac 99% véi vung CDR tuong ting nhu da néu trong céic
trinh tu tir SEQ ID NO:1 dén SEQ ID NO:3. |

Theo mot phuong 4n khic nita, sdng ché dé xudt khing thé dang kham
hoic mot phén clia ching, hodc khang thé dugc lam tuong thich véi ngudi hoic
mot phin cua ching theo sdng ch&€ nhu dugc mo ta trén day, trong dé it nhat mot,
cu thé 1a it nhat hai, nhung dac biét 12 ba ctia cdc ving CDR cta viing bién déi

chudi nhe (LCVR) ¢6 trinh tu axit amin twong dong 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
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95%, 96%, 97%, 98% hoac 99% véi ving CDR tuong Gng nhu da néu trong cac
trinh tu tir SEQ ID NO:4 dén SEQ ID NO:6.

Theo mot phuong 4n khéc nita, sdng ché dé xudt khidng thé duoc 1am
tuong thich v6i ngudi theo sing ch€ va nhu dugec mo ta trén day, trong dé it nhat
mot trong s cédc axit amin dai dién cta cdc trinh tu khung nhin thu dugc tir cc
trinh tu ngudi germline Vi va Vi twong tng duoc thay déi nho su thay thé thanh
axit amin tir ving tuong thich ctia khang thé chuot ACI-01 -Ab7C2 hoic ngoai ra

1a su thay th€ bao toan.

Pic biét, sadng ch€ dé xuat ving bién déi chudi nang va khang thé dugc
Jam tuwong thich véi nguoi bao gdm ving bién ddi chudi ning nay tuong tng,
trong d6 Trp & vi tri Kabat 47 trong trinh tu khung nhéan thu dugc tir cic trinh tu
ngudi germline Vy cia nhém phu KABAT VIl cla ving bién ddi chudi niang
dugc thay thé€ bang axit amin dugc chon tit nhém bao gém Leu, norleuxin, He,
Val, Met, Ala va Phe, dic biét 1a Leu va Ile, nhung dic biét 1a Leu nhu thé hién
trong SEQ ID NO:15.

Sdng ché€ con dé xuat ving bi€n ddi chudi nang va khing thé dugc lam
tuong thich véi ngudi bao gém vang bién déi chudi nang nay tuong (g, trong
d6 Arg & vi tri Kabat 94 trong trinh tu khung nhan thu dugce tir cdc trinh tu nguoi
germline Vi clia nhém phu KABAT Vylll clia ving bién déi chudi ning duoc
thay thé bang axit amin dugc chon tir nhém bao gdém Ser va Thr, nhung dac biét
bang Ser nhu thé hién trong SEQ ID NO:15.

Theo mot phuong 4n khéc nifa, séng ch€ dé xuat vang bién déi chudi nang
va khang thé dugc lam tuong thich v6i ngudi bao gom viing bién déi chubi ning
nay twong g, trong dé Trp & vi trf Kabat 47 trong trinh tu khung nhén thu dugc
tlr cdc trinh tu nguoi germline Vy cia nhém phu KABAT VHIII cla ving bién
déi chudi niang duoc thay thé bing axit amin dugc chon tit nhém bao gém Leu,

norleuxin, He, Val, Met, Ala va Phe, dac biét la Leu va Ile, nhung dac biét la
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Leu va Arg & vi tri Kabat 94 duoc thay thé bang axit amin duoc chon tir nhém
bao gém Ser va Thr, nhung dic biét bing Ser nhu thé hién trong SEQ ID NO:15.

Séng ch& con dé xudt ving bién déi chudi nhe va khing thé dugc lam
tuong thich v6i ngudi bao gém viing bién ddi chudi nhe tuong tng, trong dé Gln
& vi tri Kabat 45 trong trinh tu khung nhan thu dugc tr cdc trinh tu nguoi
germline Vi cia nhém phu KABAT VkII clia viing bién déi chudi nhe dugc thay
th€ bang axit amin dugc chon tr nhém bao gém Lys, Arg, Gln va Asn, cu thé

bang Lys va Arg, nhung dic biét bang Lys.

Séng ché con dé xudt ving bién déi chudi nhe va khing thé dugc lam
tuong thich véi ngudi bao gém ving bién déi chudi nhe, tuong tng, trong dé Tyr
& vi tri Kabat 87 & trinh tu khung nhéan thu duge tr cdc trinh tu ngudi germline
Vx cta nhém phu KABAT ViII ctia viing bién déi chudi nhe dugc thay thé bang
axit amin dugc chon tit nhém bao gém Phe, Leu, Val, Ile va Ala, cu thé bang

Leu va Phe, nhung dic biét biang Phe.

Séng ché& con dé xuét ving bién déi chudi nhe va khing thé duoc lam
tuong thich v6i ngudi bao gém viing bién ddi chudi nhe tuong tng, trong d6 Lys
& vi tri Kabat 50 & ving CDR2 thu dugc tir khdng thé don dong chu6t nhit, cu
thé 12 khing thé chudt ACI-01-Ab7C2, nhu thé hién trong SEQ ID NO:12 duogc
thay th€ bang axit amin dugc chon tt nhém bao gém Arg, Gln, His va Asn,

nhung dic biét 1a bang Arg

Theo mot phuong 4n khic nita, séng ché dé xuat ving bién déi chudi nhe
va khdng thé dugc 1am tuong thich véi ngudi bao gdm viing bién déi chubi nhe,
tuong tng, trong dé6 Asn & vi tri Kabat 53 & ving CDR2 thu dugc tir khang thé
don dong chu6t nhét, cu thé 1a khang thé chuot ACI-01-Ab7C2, nhu thé hién
trong SEQ ID NO:12 dugc thay th€ bang axit amin dugc chon tir nhém bao gém
Ala, Val, Leu, Ser va Ile; nhung dac biét 1a Ser.
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Theo mot phuong 4n khéc nita, sdng ché dé xuét khidng thé duoc lam
tuong thich véi ngudi, trong d6 Trp & vi tri Kabat 47 trong trinh tu khung nhén
thu duoc tir cc trinh tu ngudi germline Vy cua nhém phu KABAT VyIII cua
viing bién déi chudi ning dugc thay thé bang axit amin dugc chon tir nhém bao
gbébm Leu, norleuxin, Ile, Val, Met, Ala va Phe, cu thé 1a Leu va Ile, nhung dac
biét 1a Leu va Arg & vi tri Kabat 94 & trinh tu khung nhén thu duoc tir c4c trinh tu
ngudi germline Vy clia nhém phu KABAT Vyulll ctia ving bién d6i chubi ning
dugc thay thé bang axit amin dugc chon tit nhém bao gdm Ser va Thr, nhung dac
biét bing Ser nhu thé hién trong SEQ ID NO:15, va Tyr & vi tri Kabat 87 & trinh
tu khung nhan thu dugc tir cdc trinh tu nguoi germline Vk cia nhém phu
KABAT VI clia ving bién d8i chudi nhe dugc thay thé bing axit amin dugc
chon tir nhém bao gém Phe, Leu, Val, Ile va Ala, cu thé bing Leu va Phe, nhung
dac biét bang Phe.

Theo mot phuong 4n khic nifa, séng ch€ dé xuét viing bién d6i chudi ning
va khang thé dugc 1am tuong thich v6i ngudi bao gém viung bién déi chubi ning
nay tuong dng, trong d6 Trp & vi tri Kabat 47 trong trinh tu khung nhan thu duoc
ti cac trinh tu nguoi germline Vy cia nhém phu KABAT VHIII ctia ving bién
d6i chudi nang nhu thé hién trong SEQ ID NO:15 dugc thay thé bang Leu.

Theo mot phuong 4n khéc nita, séng ché€ dé xuat viing bién déi chudi ning
va khang thé duoc 1am tuong thich v6i ngudi bao gédm ving bién déi chudi ning
nay tuong tng, trong dé Arg & vi tri Kabat 94 trong trinh tu khung nhén thu duge
tlr cdc trinh tu nguoi germline Vi cta nhém phu KABAT VHIII caa viing bién
déi chudi nang dugc thay thé bang Ser nhu thé hién trong SEQ ID NO:15.

Theo mot phuong 4n khéc nita, séng ché€ dé xuat ving bién déi chudi ning
va t6i khang thé duoc 1am tuong thich v6i ngudi bao gébm ving bién déi chudi
nang nay tuong tng, trong d6 Tip & vi tri Kabat 47 trong trinh tu khung nhan thu
dugc tr c4c trinh tu nguoi germline Vy cia nhém phu KABAT VHIII cua ving

bién déi chudi nang dugc thay thé bing Leu va Ile, nhung dac biét 1a Leu va Arg
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6 vi tri Kabat 94 trong trinh tu khung nhin thu dugc tir cdc trinh tu ngudi
germline Vu cta nhém phu KABAT Vylll clia ving bién d6i chudi ning duoc
thay th€ bang Ser nhu thé hién trong SEQ ID NO:15.

Theo moét phuong dn khac nita, séng ch€ dé xuat ving bién déi chudi nhe
va khéng thé dugc 1am twong thich v6i ngudi bao gébm vang bién d6i chubi nang
nay tuong tng, trong d6 Tyr & vi tri Kabat 87 & trinh tu khung nhan thu duoc tir
céc trinh tu ngudi Vx cta nhém phu KABAT VkII ctia viing bién déi chubi nhe
duoc thay thé bang Phe.

Theo mot phuong 4n khic nifa, séng ché dé xuat ving bién ddi chudi niang
va khéng thé dugc lam twong thich véi ngudi bao gébm vang bién déi chubi nang
nay tuong tng, trong d6 Trp & vi tri Kabat 47 trong trinh tu khung nhan thu duoc
tl c4c trinh tu ngudi Vu ctia nhém phu KABAT Vulll ciia vang bién déi chudi
nang dugc thay thé bang Leu va Ile, nhung dic biét 1a Leu va Arg & vi tri Kabat
94 trong trinh tu khung nhin thu dugc tir cic trinh tu ngudi germline Vu cta
nhém phu KABAT Vulll ctia ving bién déi chudi nang dugc thay thé bing Ser
nhu thé hién trong SEQ ID NO:15 va Tyr & vi tri Kabat 87 trong trinh tur khung
nhan thu dugce tir cdc trinh tu ngudi germline Vi cia nhém phu KABAT ViII clia

viing bién d6i chudi nhe dugc thay thé bang Phe.

Theo mot phuong 4n, sdng ché& dé xudt ving bién d6i chudi ning va khang
thé dugc 1am tuong thich véi ngudi bao gém ving bién déi chudi ning nay tuong
ing, trong d6 Trp & vi tri Kabat 47 trong trinh tu khung nhan thu duoc tir céc
trinh tu ngudi germline Vi cia nhém phu KABAT VHIII ctia viing bién déi chubi
nang duoc thay thé bang axit amin duoc chon tir nhém gém cé Leu, norleuxin,
Ile, Val, Met, Ala va Phe, cu thé 1a Leu va Ile, nhung dic biét 1a Leu va Arg 6 vi
tri Kabat 94 dugc thay th€ bang axit amin duoc chon tir nhém bao gém Ser va
Thr, nhung dac biét bang Ser nhu thé hién trong SEQ ID NO: 15 va trong d6 Lys
& vi tri Kabat 50 trong ving CDR2 thu duogc tir khéang thé don dong chu6t nhit,
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cu thé 1a khing thé chuot ACI-01-Ab7C2, duoc thay th€ bing axit amin duoc
chon tir nhém bao gém Arg, Gln, His va Asn, nhung dac biét 1a bang Arg.

Theo mot phuong 4n, siang ché dé xuét vang bién d6i chubi ning va
khing thé dugc lam twong thich v6i ngudi bao gébm ving bién déi chubi ning
nay tuong tng, trong d6 Trp & vi tri Kabat 47 trong trinh tu khung nhan thu duoc
tlr cac trinh tu nguodi germline Vi cia nhém phu KABAT Vylll cia ving bién
déi chubi ning dugc thay thé bang axit amin dugc chon tir nhém bao gém Leu,
norleuxin, He, Val, Met, Ala va Phe, cu thé 1a Leu va lle, nhung dic biét 1a Leu
va Arg & vi tri Kabat 94 dugc thay thé€ bang axit amin dugc chon tit nhém bao
gém Ser va Thr, nhung dic biét bang Ser nhu thé hién trong SEQ ID NO:15 va
trong dé Asn & vi tri Kabat 53 trong ving CDR2 thu dugc tir khdng thé don dong
chuét nhit, cu thé 1a khang thé chuot ACI-O 1-Ab7C2, dugc thay thé bing axit
amin duoc chon tit nhém bao gébm Ala, Val, Leu, Ser va He; nhung dac biét 1a
Ser.

Theo mot phuong 4n dic biét, sdng ch€ dé xuat ving bién déi chudi nhe

ctia SEQ ID NO:12.

Theo mot phuong 4n dac biét khac clia sdng ch€, khang thé dugc lam
tuwong thich véi ngudi duoc dé xuit, bao gébm ving bién déi chudi nhe ctia SEQ
ID NO:12.

Theo mot phuong 4n dic biét, sing ch€ dé xuét ving bién ddi chudi nhe

bao gdm céac trinh tu tin hiéu nhu thé hién trong SEQ ID NO:13.

Theo mot phuong 4n dic biét khic cia séng ché€, khang thé dugc lam
twong thich véi ngudi duoc dé xuat, bao gébm ving bién déi nhe hoan toan bao

g6m céc trinh tu tin hiéu nhu thé hién trong SEQ ID NO:13.

Theo mot phuong 4n dac biét khac clia siang ché€, khing thé duogc 1am
tuwong thich véi ngudi duoc dé xuét, bao gébm ving bién déi chubi nhe clia SEQ
ID NO:12 va viing 6n dinh chudi nhe ctia SEQ ID NO:14.
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Theo mot phuong dn dac biét khic cua sédng ché, khang thé dugc 1am
tuong thich véi ngudi duge dé xuit, bao gom ving bién ddi nhe hoan toan cla
SEQ ID NO:13 va ving 6én dinh chubi nhe ctia SEQ ID NO: 14.

Theo mot phuong 4n dac biét, sdng ché& dé xuat vang bién déi chubi nang

cua SEQ ID NO:15.

Theo mot phuong 4n dic biét khdc cua sédng ché, khang thé duoc lam
tuong thich v6i ngudi duge dé xuét, bao gébm ving bién ddi chudi nang ctia SEQ
ID NO:15.

Theo mot phuong 4n dac biét, sang ch€ dé xuit vang bién déi chudi nang

bao gbém cdc trinh tu tin hiéu nhu thé hién trong SEQ ID NO:16.

Theo mot phuong 4n dic biét khac cla sang ché, khang thé duoc lam
tuong thich v6i ngudi duge dé xudt, bao gém viing bién ddi nang hoan toin bao

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

Theo moét phuong 4n dac biét khic cua sdng ch€, khiang thé duoc lam
tuong thich v6i ngudi dugc dé xuét, bao gdm ving bién d6i chubi nang cia SEQ
ID NO:15 va vung 6n dinh chudi niang ctia SEQ ID NO:17.

Theo mot phuong 4n dic biét khdc cha sdng ch€, khing thé duoc lam
tuong thich v6i ngudi duge dé xuét, bao gom ving bién déi chubi niang clia SEQ

ID NO:16 va viing 6n dinh chuéi niang ctia SEQ ID NO:17.

Theo mot phuong 4n, khang thé dugc 1am tuong thich véi ngudi theo sang
ché va nhu dugc mo ta & day, khi cung a4 véi peptit don phan A c6 it nhat 30,
dac biét la it nhat 35, dac biét hon 1a it nhat 38, tham chi dac biét hon 1a it nhat
40 céc goc axit amin va/hoac peptit tinh bot da phan tan duge bao gébm phén 16n
cdc don vi don phan Af, nhung dac biét la véi peptit tinh bot don phan Api4
va/hoac da phan tan dugc Af bao gdém phén 16n cdc don vi don phan Afi4, cu

thé 1a véi ty 1&¢ ndng d6 mol cla khang thé véi Afi4 téi 1:1000, cu thé 1a dén
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1:500, dac biét hon la dén 1:300, tham chi dac biét hon 1a dén 1:200, nhung dic
biét la véi ty 1€ nong do mol khoang 1:10 va 1:100, c ché su két tu chia cic chat

don phan Af véi cac soi da phan manh rat nhd phan t cao.

Dac biét, qua trinh ciing G khéng thé theo sing ch€ véi cic peptit dang
tinh bot da phéan tan dugc va/hodc cac peptit dang tinh bot don phan dugc tién
hanh trong 24 git dén 60 gio, dac biét 1a 30 gio dén 50 giv, dac biét hon 12 trong
48 giv, nhung dac biét la 24 gig, & nhiét do khoang 28°C va 40°C, dic biét 1a
khoang 32°C va 38°C, dic biét hon 1a & 37°C.

Theo mot phuong 4n dac biét cla sdng ché, qud trinh cing G khang thé
theo sdng ch€ véi cic peptit dang tinh bot da phan tan dugc va/hoac céc peptit

dang tinh b6t don phan duoc tién hanh trong 24 gi¢ & nhiét do 37°C.

Dac biét, khang thé, cu thé 1a khang thé dugc lam twong thich vé1 nguoi
theo sdng ch€ bao gém khéng thé tuong duong chic bat ky nao hoiac cic phin
chifc ctia ching gan két vdi peptit don phan Afi.4, va/hodc peptit tinh bot da phan
tan dugc Af bao gém phan 16n cdc don vi don phan Afi.4 nay va, khi cing G véi
peptit don phan Ap1.4 va/hoac peptit tinh bot da phan tan duge Af bao gébm phén
Ién cdc don vi don phan Afi4 tc ch€ su két tu cla cdc chat don phan Af

va/hoac da phéan véi cdc soi da phan manh rat nhé phan tir cao.

Theo mot phuong 4n, khdng thé, cu thé 1a khang thé dugc 1am tuong thich
v6i ngudi theo sang ché bao gém khang thé twong duong chitc bat ky nao hoac
cdc phan chitc caa ching e ché€ su két tu clia céc chat don phan A va/hoic cic
chét da phéan tan dugc Af bao gom phan 16n cdc don vi don phan Af véi cac sai
manh rit nhé phan t cao bang it nhat 50%, dic biét bing it nhat 60%, dic biét
bang it nhat 65%, dac biét hon béang it nhéat 75%, tham chi dac biét bang it nhat
80%, nhung dac biét bang it nhat 85%-90%, hoic nhiéu hon nhu so véi céc chat
don phén peptit tinh bot twong Gng U trong dung dich dém (déi chiing), véi ty 1é
néng do mol cla khéng thé v6i ABi4, dén 1:1000, cu thé 1a véi ty 1é néng do mol

khoang 1:10 va 1:100, nhung dac biét 1a véi ty 1€ néng do mol 1:10.
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Theo mot phuong an dac biét clia sang ché, khang thé, cu thé 1a khang thé
duoc lam tuong thich v6i ngudi theo sang ché bao gébm khéng thé twong duong
chitc bat ky nao hoac cic phan chic clia ching tc ché su két tu cua cdc chat don
phan A va/hoac cac chit da phan tan dugc Aff bao gébm phan 16n céc don vi don
phan Af nay vdi céc soi da phan manh rat nhd phan ti cao bang it nhat 30% véi

ty 1&¢ néng do mol ctia khang thé v6i ABi 42 1a 1:100.

Theo mot phuong an dic biét khdc cia séng ché, khang thé, cu thé 1a
khiang thé dugc lam tuong thich véi ngudi theo séng ch€ bao gébm khang thé
tuong duong chic bat ky nao hodc cac phan chiic cia ching tc ch€ su két tu clia
céc chat don phan Af va/hoac céc chat da phan tan dugc A bao gém phan 16n
céc don vi don phan Af nay véi céc soi da phan manh rat nho phan tir cao bang

it nhat 80% ty 1&¢ ndng d6 mol ctia khéng thé véi AB142 12 1:10.

Su gén két clia khang thé theo sang ché va nhu duge mo ta & day véi céc
peptit tao tinh bot don phan va/hodc da phan nhung, dac biét la v6i dang tinh bot
(1-42) 1am \c ché€ su két tu cha céac peptit tao tinh bot don phan va/hoac da phan
v6i cac soil manh rat nho hoac cédc sgi to phan tir cao. Nho tc ché su két tu clia
céc peptit tao tinh bot don phan va/hodc da phan khang thé theo sing ché cé kha
nang phong nglra hoac 1am cham lai su hinh thanh cdc mang dang tinh bot, dac
biét 1a dang tinh bot (1-42), duoc biét 1a khong tan bdi su thay déi cha cau hinh
riéng so cdp va 1la mot phan quan trong clia cdc mang dang tinh bdt & ndo cla

dong vat hodc nguoi bi bénh.

Khé ning tic ch& su két tu clia khang thé theo sang ché c¢é thé dugc xdc
dinh bang céch 1am ly tam ty trong-gradien mat do tiép theo 1a phan tich sa ling
SDS-PAGE trén gradien di tao ra truGc va/hodc bang thit nghiém huynh quang
thioflavin T (Th-T).

Theo mot phuong 4n, séng ché dé xudt khang thé, cu thé 1a khang thé
duogc 1am tuong thich véi ngudi nhu dugc mo ta & day bao gém khéng thé tuong

duong chidc bt ky nao hodc cac phén chic clia chiing, khang thé dé, khi cting 1,
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dac biét 1a véi ty 1€ nong d6 mol khoang 1:5 va 1:1000, dac biét 1a khoang 1:10
va 1:500, dac biét hon 1a véi ty 18 1a 1:10 dén 1:300, tham chi dac biét hon 1a véi
ty 1& khoang 1:10 va 1:100, véi cdc sgi manh rit nho hoac cic soi to tinh bot
phan tlr cao di tao ra trudc d6 duoc tao ra bdi su két tu ctia cac peptit don phan
Ap c6 it nhat 30, cu thé 1a it nhat 35, dac biét hon 1a it nhat 38, tham chi dac biét
hon la it nhat 40 cac gdc axit amin va, nhung dac biét 1a cac peptit don phan Ap..
4, ¢6 kha nang lam tan rd cdc soi manh rat nhoé hoac cac sgi to da phan tao ra
trude d6 bang it nhat 20%, dac biét bang it nhat 30%, dac biét hon bang it nhat
35%, tham chi dic biét hon bang it nhat 40%, nhung dac biét bang it nhat 50%

hoac nhiéu hon.

Theo mot phuong dn dac biét cia sang ché, kha nang tdc ch€ su két tu va
lam tan ra cta khdng thé 14n lugt dugc x4c dinh bang lam siéu ly tam ty trong-

gradien ti€p theo 12 phan tich sa lang SDS-PAGE trén gradien di tao ra trudc do.

Theo moét phuong dn dac biét khac cua sang ché, kha nang tGc ché su két tu
va lam tan rd cta khang thé 14n luot duoc xac dinh bang thlr nghiém huynh
quang thioflavin T (Th-T).

Theo mot phuong 4n dac biét khic, khang thé theo séng ché dugc cling
vGi cdc soi manh rat nhé hoac cac soi to tinh bot da phan phan tir cao da tao ra
trude d6 trong 12 gid dén 36 gid, cu thé 1a trong 18 giv dén 30 giv, dic biét hon
12 trong 24 gid & nhiét do6 khoang 28°C va 40°C, cu thé 1a trong khodng 32°C va
38°C, dac biét hon 1a & 37°C.

Dac biét, qué trinh cung U v6i cac soi manh rat nho hoac céc soi to tinh
bot da phan phan tir cao da tao ra trude d6 duoc tién hanh trong 24 gio & nhiét do
37°C.

Theo mot phuong 4n dic biét cha séng ché, khang thé, dic biét 1a khang
thé duoc lam tuwong thich véi ngudi theo sdng ch€ bao gém khing thé tuong

duong chic bat ky nao hoac cac phan chic cta ching c¢6 kha nang lam tan ra céc
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soi manh rat nhd hoac céc soi to da phan phan ti cao da tao ra truéc d6 bang it

nhat 24% véi ty 1& ndng do mol clia khang thé véi AB14 1a 1:100.

Theo mot phuong 4n dic biét khic clia sdng ché€, khang thé, cu thé la
khang thé duoc 1am twong thich véi ngudi theo séng ché bao gém khéang thé
twong duong chifc bat ky nao hodc cic phin chic clia ching cé thé lam tan ra
c4c soi manh rit nho hodc cdc soi to da phan phan tir cao da tao ra trude d6 bang

it nhat 32% véi ty 1€ ndng d6 mol ctia khdng thé véi ABi42 12 1:10.

Béng cédch 1am tan ra cdc sgi manh rat nho hoac céc soi to da phan tao tinh
bot khang thé theo siang ché€ c6 thé phong ngita hodc 1am cham lai su hinh thanh
clia cdc mang dang tinh bo nho dé lam giam céc triéu chiing lién quan dén bénh

va lam cham hoac dao ngugc tién trinh cta nd.

Vi vay, phuong 4n khdc nita clia sdng ché 1a dé xudt khang thé, cu thé 1a
khang thé dugc 1am tuwong thich v6i nguoi, bao gom khang thé tuong duong chitc
bat k¥ nao hoic céc phan chifc ctia chiing nhu duge mo ta & day, khang thé dé cé
thé 1am gidm luong téng clia AB & ndo clia dong vat, dic biét 1a dong vat cé v,
nhung dic biét 1a nguoi bi bénh hoic tinh trang c6 thé 1am ting néng do ctia Af

O nao.

Theo mot phuong 4n khéc, séng ché dé xudt khang thé dugc lam tuong
thich véi ngudi theo sdng ché va nhu dugc mo ta trén day, khéng thé dé cé tac
dung kép & chd né thé hién ca dac tinh dc ché két tu cling nhu dic tinh 1am tan

ra, dic biét 1a bt cdp v6i mic do cao cla tinh nhay cdu hinh riéng.

Dic biét, sang ché dé xuat khdng thé dang kham hodc mot phin cla
ching, hoic khang thé dugc lam tuong thich v6i ngudi hodc mot phan clia ching
theo sdng ché va nhu dugc mo ta trén day, khang thé d6, khi cang 0 véi cic
peptit tinh bot don phan va/hodc cdc peptit tinh bot da phan tan duge, cu thé la
vGi cac peptit don phan dang tinh bot f nhu, vi du céc peptit don phan Af 1-39;
1-40, 1-41, hoac 1-42, va/hoac peptit tinh bot da phan tan dugc f bao gbm phan
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16n céc don vi don phan Af nay, nhung dac biét la véi peptit tinh bot don phan
Api.42 va/hoac peptit tinh bot da phan tan dugc Af bao gdbm phéan 16n cdc don vi
don phan Api.4 nay, tc ch€ su két tu cua cdc chit don phan Af trong cic soi
manh rat nhé hoac céc soi to da phan phan tir cao va, ngoai ra, khi cling 0 véi céc
soi manh rat nho hoac céc soi to tinh bot da phan phan tir cao dugc tao ra bang
su két tu cla cdc peptit don phan dang tinh bot, cu thé 1a céc peptit don phan
dang tinh bot £ nhu, vi du cic peptit don phan Ap 1-39; 1-40, 1-41, hoac 1-42,
nhung dic biét 1a cdc peptit don phan ABi.42, ¢ thé 1am tan 13 céc sgi manh rat

nho hodc céc soi to da phan di tao ra trude do.

Theo mot khia canh, sdng ch& dé xuat khing thé dang kham hoiac mot
phan clia chiing, hodc khdng thé dugc lam tuong thich véi ngudi hodc mot phan
cta ching theo sdng ch€ va nhu duge mo ta trén day, khang thé dé c6 kha nang
kich thich su dong hoédn clia cdu hinh riéng tdm S huéng vé céu hinh riéng xoin
a va/hodc cau hinh riéng xoan ngu nhién, nhung dic biét 1a cau hinh riéng xoin
ngau nhién, nhung dic biét 12 c&u hinh xodn ngiu nhién tai vi trf di cho trong
phan t, dac biét trong moi truong ctia Tyr 10 va Val 12 cua protein Af, né lam
tang cau hinh riéng xodn ngiu nhién do c4u hinh riéng tdim f tao ra va su hoa tan
cai thién clia cdc soi manh rit nhé hoac céc soi to da phan tinh bot phan tr cao
da tao ra trudc d6. Pac biét lam giam cac luong cau hinh riéng tdm £ dén it nhat
30%, dac biét dén it nhat 35%, dac biét hon dén it nhat 40% va nhiéu hon so véi
céc soi manh rdt nho hoac céc soi to da phan tinh bot da tao ra truée d6 tuong

tng u trong dung dich dém (déi chiing).

Kha nidng cha khang thé dé kich thich sy dong hodn & céu tric thit phat
dugc x4c dinh béng phép phd hoc trang thai rdn 13C NMR, nhung dic biét, bang
cach xac dinh cac cuong do tich hgp cta cac cau hinh riéng cta Tyr 10 va Val 12

Cp trong peptit Af1-42.

Theo mot phuong 4n khdc clia siang ch€, khing thé dang kham hoic mot

phén cla ching, hodc khang thé dugc lam tuong thich véi ngudi hoic mét phan
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cua chiing theo sdng ch€ va nhu duge mo ta trén day, dugc dé xuit bao gom it
nhat mot chudi nhe hodc mot phan cta ching hoac it nhit mot chudi niang hoic
mot phan cta chdng, trong dé khang thé hoac phin nay gin két véi chat don
phan Af véi 4i luc gan két cao véi Kp nam trong khoéng it nhat khoang 1 x 107
M dén it nhat khoang 1 x 1012 M, cu thé 1a it nhat khoang 1 x 10 M dén it nhat
khoang 1 x 10" M, dac biét hon 12 it nhat khodng 1 x 10® M dén it nhét khoang
1 x 10 M, tham chi dac biét hon 1a it nhat khodng 1 x 10® M dén it nhat
khoang 2 x 10® M, nhung t6t hon 1a khong thé hién tinh phéan tng chéo dang ké
bat k¥ nao véi protein tién chat tinh bot (APP).

Theo mot phuong 4n khac clia sing ché, khang thé dang kham hodc mot
phan cta ching, hoac khéng thé dugc lam tuong thich véi ngudi hodc mot phin
cua chiing theo sdng ché€ va nhu duge mo ta trén day, dugc dé xudt bao gbém it
nhit mot chudi nhe hoac mot phan cta ching hoac it nhit mot chudi nang hoic
mot phan ctia chiing, trong d6 khéng thé hodc phan nay gin két véi soi, soi manh
rit nhd hodc sgi to Af véi 4i luc gan két cao v6i Kp ndm trong khodng it nhat
khoang 1 x 107 M dén it nhat khodng 1 x 102 M, cu thé 1a it nhat khoang 1 x
10® M dén it nhat khodng 1 x 107'' M, dac biét hon la it nhat khoang 1 x 10° M
dén it nhat khoang 1 x 10'° M, tham chi dac biét hon 1 it nhat khoang 2 x 10
M dén it nhat khoang 5 x 10 M, nhung t6t hon 1a khong thé hién tinh phéan ting
chéo dang ké bat ky nao véi protein tién chat tinh bot (APP).

Theo mot phuong 4n khic, khéng thé theo sdng ché€ va nhu duoc mo ta
trén day hodc mot phan clia ching, thé hién 4i luc gan két véi soi, soi manh rat
nho hodc sgi to Af cao hon it nhat 1a 2 1an, dac biét it nhat 1a 4 14n, dac biét 1a it
nhit 10 1an, dac biét 1a it nhat 15 14n, dac biét hon 1a it nhat 20 14n, nhung dic

biét 1a it nhét 25 14n so vdi i luc gan két véi chéat don phan AB.

Theo mot phuong 4n khdc nita, khang thé dang khdm hoic mot phin clia
chiing, hodc khang thé dugc lam tuong thich véi ngudi hodc mot phan clia ching

dugc dé xuit nhu dugec mo ta trén day, khing thé d6 vé co ban gén két véi Af
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tich tu, bao gém cdc mang AfS, & dong vat ¢ vd, cu thé 1a ndo ngudi nhung t6t
hon 1a khong thé hién tinh phdn dng chéo ddng ké bat ky nao véi protein tién
chét tinh bot (APP).

Theo mot khia canh cla sdng ché, khdng thé dang khdm hodc mot phin
clia ching, hodc khdng thé dugc lam tuong thich v6i ngudi hoic mot phan cia
chiing dugc dé xudt nhu dugc mo ta trén day, khang thé d6 vé co ban gan két véi
tinh bot da phan tan dugc, cu thé 1a tinh bot S (Af), bao gébm cic chat don phan
Ap, & dong vat ¢6 vi, cu thé 1a nfo ngudi nhung t6t hon 1a khéong thé hién tinh

phan ting chéo ddng ké bat ky nao v6i protein tién chat tinh bot (APP).

Sang ch& con dé xuit khdng thé dang khdm hodc mot phan cta ching,
hodc khdng thé dugc 1am tuong thich véi ngudi hoic mot phan cia chiing theo
sang ch€ va nhu dugc mo ta trén day, khang thé d6 lam gidm dang ké luong
mang tich tu A & dong vat c6 v, cu thé 1a nfo ngudi. Diéu nay c6 thé dat duoc
hodc bang su gan két clia khdng thé véi mang hoic bang cach chuyén déi su can
bang giita tinh bot, cu thé 12 tinh bot B (AB), & trang thai khong tan va két tu cla
né thanh dang tan dugc cia né bang cdch 1am tan ra cdc soi thanh cic dang don
phan va da phén tan dugc bang cdch kich thich chuyén déi cau hinh va gén két
va lam 6n dinh cdc dang tinh bot khong két tu va hoa tan, cu thé 1a cac dang tinh
bot S (AB), trong mod va/hodc cdc dich thé, cu thé I1a ndo. Nho hoat tinh cla
khéng thé theo sing ch€ ma qué trinh di ho4 va thanh thai ngoai bién thay vi
lang dong & mo va/hodc cdc dich thé, cu thé 1a ndo. Vi vay loi ich ctia khang thé

theo sdng ché c6 thé dat dugc ma khong cé su géan két clia khing thé v6i mang.

Nhd hoat tinh 6n dinh nay, khéng thé theo sang ché c6 thé trung hoa cdc
tdc dung doc cua protein dang tinh bot tan duge it tich tu va da phan, dic biét 1a
protein tinh bot § (Af), trong mo va/hodc céc dich thé. Vi vay, theo mét phuong
4n dac biét cta sdng ché, khang thé theo sang ché€ c6 thé dat dugc cac loi ich ma

khong can gan két tinh bot beta tich tu trong nio.
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Theo moét khia canh khéc cla séng ché, khang thé duoc 1am tuong thich
v6i nguol hoac mot phan cua ching theo sing ch€ va nhu duge mo ta trén day,
dugc dé xudt bao gém it nhat mot chudi nhe hodc mot phan cta ching hoic it
nhit mot chudi nang hodc mot phan cta ching két hop it nhat mot, dic biét 1a
hai va dic biét hon 1a ba ving CDR thu dugc tir khang thé cho chudt nhat, dac
biét 1a tir khang thé ACI-01-Ab7C2 (goi 1a "mC2" va hC2 d6i véi khang thé duoc
lam tuong thich véi nguoi C2, trong toan bo sang ché€) nop luu 01 December
2005 tai co quan luu gitt "Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH (DSMZ) & Braunschweig, Mascheroder Weg 1 B, 38124
Braunschweig, véi s6 hiéu luu gitt DSM ACC2750, trong dé khéng thé nay hoac
phén cta ching c6 4i luc véi khdng nguyén Af cao hon it nhat 1a 5 14n, dac biét
la it nhat 8 1an, dac biét hon 1a it nhat 10 14n, nhung dac biét 1a it nhat 15 14n so

vdi 4i luc clia khang thé cho chudt nhit.

Khing thé theo sdng ch€ nay cé thé, theo mot phuong 4n, khang thé
n guyén ven (vi du v6i hai chubi nhe ¢6 do dai ddy du va hai chudi nang c6 do dai
ddy du) cla isotyp va kiéu phu bat ky nao (vi du IgM, IgD, IgG1, 1gG2, IgG3,
IgG4, IgE, IgAl va IgA2); nhung dic biét 12 khéng thé cua isotyp IgG4; vi vay,
theo mot phuong 4n khdc, né c6 thé 1a phan gén két khang nguyén (vi du Fab,

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

Vi vay, sdng ché ciing dé xuat cdc phan gin két khdng nguyén clia khang
thé dugc mo ta & day. Theo mot phuong 4n clia sing ché, phan nay dugc chon tir
nhém bao gébm phan Fab, phan Fab’, phan F(ab),, va phan Fy, bao gébm céc san
phdm ctia thu vién biéu hién mién dich globulin Fab va cdc phan gén két epitop

9 ~ R A N N Nz 2 RN 7 A A A :
cua khéng thé bét ky nao trong s6 cic khang thé va cdc phan néu trén.

Theo mot phuong 4n khac, khéng thé hodc phan gin két khang nguyén
clia sang ch& dugc két hop véi polyetylen glycol. Theo mdt phuong an khac nita,
ving 6n dinh clia khdng thé theo siang ché dugc cii bién dé giam it nhat mot

chifc ning tic dong sinh hoc do ving 6n dinh tao ra so véi khang thé chua cai
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bién. Theo moét phuong 4n khéc nita, khang thé hoic phan gin két khang nguyén

theo sang ché€ bao gébm viing Fc ¢6 chic ning tic dong bién déi.

Sang ché& con dé xudt phan t nucleotit bao gbém trinh tu nucleotit ma hoé
khéng thé dang kham hodc mot phén cuia ching, hodc khéng thé duoc lam tuong

thich v6i ngudi hoac mot phan cia ching theo sdng ché va nhu dé cap trén day.

Dic biét, sang ch€ dé xuat phan tir nucleotit bao gdém trinh tu nucleotit ma
hod doan chifa cdc phan tr axit amin ké can nhu da néu trong cic trinh tu SEQ
ID NO:2 va SEQ ID NO:3, twong tng, hodc trinh tur bé trg thé hién céc viing x4c
dinh bé tro (CDRs) 2 va 3 ctia viing bién déi chubi niang (HCVR).

Dic biét hon 13, sdng ché dé xuit phan tir nucleotit bao gdém trinh tu
nucleotit ma hod doan chifa cdc phan tr axit amin ké can nhu da néu trong SEQ
ID NO:4, hoic trinh tu bé tro, thé hién cic viing xac dinh bd tro (CDRs) 1 cia
viing bién déi chudi nhe (LCVR).

Theo mot phuong 4n khic cta sing ché€, phan tr nucleotit dugec dé xuAt
bao gbém trinh tu nucleotit nhu da néu trong cac trinh tu SEQ ID NO:18 va SEQ
ID NO: 19, hoac trinh tu bd trg, ma ho4 trinh tu axit amin cia CDR 2 va CDR 3

tuong ng, chia ving bién déi chudi nang (HCVR).

Theo mot phuong 4n khic cta sdng ché, phan tir nucleotit duge dé xuét
bao gém trinh tu nucleotit nhu da néu trong SEQ ID NO:20, hoac trinh tu bé trg,

mi hoa trinh tu nucleotit cia CDR 1 ctia viing bién déi chudi nhe (LCVR).

Theo mot phuong 4n khéic clia sdng ché, phan tir nucleotit dugc dé xuat
bao gbém trinh tu nucleotit ciia SEQ ID NO:21, hodc trinh tr b6 trg, ma ho4 viing

oA ,:7. X
bién do61 chuodi nhe.

Theo mot phuong 4n khéic cta sidng ché, phan ti nucleotit dugc dé xuét
bao gbém trinh tu nucleotit ctia SEQ ID NO:22, hoéc trinh tu bé trg, ma ho4 viing

bién déi nhe hoan toan bao gdém céc trinh tu tin hiéu.
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Theo moét phuong 4n khac cta sdng ché, phan tr nucleotit dugc dé xuat
bao gém trinh tu nucleotit ma hod viing bi€n ddi chudi nhe cta SEQ ID NO:22
va ving 6n dinh chudi nhe cta SEQ ID NO:23. Séng ché ciing bao gém dai bd

tro cua phan tir nucleotit.

Theo moét phuong an khac cta siang ché€, phan tr nucleotit dugc dé xuat
bao gbém trinh tu nucleotit cia SEQ ID NO:24 ma hod ving bién déi chubi ning.

Séng ché ciing bao gébm dai b6 trg chia phan tir nucleotit nay.

Theo mot phuong 4an khic cta sang ché€, phan tir nucleotit dugc dé xuét
bao gbém trinh tu nucleotit cia SEQ ID NO:25 ma hod ving bién déi nang hoan
toan bao gém cdc trinh tu tin hiéu. Sdng ché€ ciing bao gém dai bd tro chia phan tir
nucleotit nay. Theo mot phuong 4n khac cia sang ch€ phan tit nucleotit duoc dé
xuit bao gém trinh tu nucleotit ma hod ving bién d6i chudi niang ctia SEQ ID
NO:25 va ving 6n dinh chudi nang cia SEQ ID NO:26. Sang ché ciing bao gém

dai b6 tro cia phan tit nucleotit nay.

Sdng ch€ ciing bao gbébm trinh tu nucleotit dugc lai hod véi mot trong céc
trinh tu nucleotit ma hoa khang thé néu trén theo sang ché, dic biét 1a véi dai bs
trg cua ching, hoac duéi dang phan 1ap hoac nhu mot phan cta phan tit nucleotit

16n hon.

Dac biét, sdng ché dé xuit trinh tu nucleotit lai trong cac diéu kién lai hod
thong thuong, dac biét 1a trong céc di€u kién lai nghiém ngat, vé4i trinh tu bat ky
trong s cdc trinh tu nucleotit da cho trong cic trinh tu tr SEQ ID NO: 18 dén
SEQ ID NO:26 va tir SEQ ID NO:29 dén SEQ ID NO:32, cu thé 1a vé6i dai b tro

cua ching.

Theo mot phuong 4n khéc clia séng ché, vat truyén biéu hién duoc dé xuit

bao gébm phan tir axit nucleic theo sdng ché€ va nhu dé cap & trén.

Theo mot phuong an khic cta sing ché, t€ bao duge dé xuét bao gém vt

truyén biéu hién bao gébm axit nucleic theo sang ch& va nhu dé cap & trén.
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Theo mot phuong 4n khéc nifa, sang ché€ dé xuét ch€ pham bao gém khang
thé theo sing ché&, nhung dic biét 1a khang thé dang kham hodac mot phin cia
chiing, hodc khang thé dugc lam twong thich véi ngudi hodc mot phin ciia ching
theo sdng ch€ va nhu dugc mo ta trén day bao gém khang thé twong duong chitc
bat ky nao hoac bat ky dan xuit nao hoac cic phan chitc ctia ching, véi luong c6
tdc dung diéu tri, dac biét ch€ pham dé6 1a duoc phdm tuy ¥ con chita chdt mang

dugc dung.

Theo mot phuong én khac cla sdng ché&, ch€ pham nay bao gém khang thé

vGi lugng ¢6 tac dung diéu tri.

Séng ch€ con bao gém hén hop chita khang thé, cu thé 1a khang thé don
dong theo séng ché&, nhung dic biét 1a khang thé dang kham hodc mot phin clia
chiing, hodc khang thé dugc 1am twong thich véi ngudi hodc mot phan clia chiing
theo séng ch& va nhu dugc mo ta trén day bao gom khang thé tuong duong chiic
bat ky nao hoac bit ky dan xuit nao hoac cic phin chic cua ching, véi luong c6
tdc dung di€u tri va, tuy ¥, chat c6 hoat tinh sinh hoc khac va/hoiac chit mang

duoc dung va/hoac chat pha loang va/hoac ta dugce.

Dic biét, sing ché dé xuat hoén hop, trong d6 chat c6 hoat tinh sinh hoc
khdc 1a hop chat st dung dé lam thudc chita bénh thodi ho4 dang tinh bot, nhém
cic bénh va céc ro1 loan lién quan dén protein tuong tu tinh bot hoac dang tinh

bot nhu protein AS lién quan dén bénh Alzheimer.

Theo mot phuong dn khac cta sdng ché, chat c¢6 hoat tinh sinh hoc khac
hodc hgp chét c6 thé cling 1a tic nhan diéu tri c6 thé duoc st dung dé diéu tri
bénh thodi hod dang tinh bot do tinh bot # giy ra hodc ¢ thé dugc st dung dé

lam thuoc chita cac 161 loan than kinh khéc.

Chat c¢6 hoat tinh sinh hoc khac hodc hop chat cé thé sir dung tic dung

sinh hoc cta né bang cling mot co ché hoac tuong tu nhu khéng thé theo sing
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ch& hoac bang mot co ché hoat dong khong lién quan hoac bang vo sd céc co ché

hoat dong lién quan va/hoac khong lién quan.

No6i chung, hgp chit c¢6 hoat tinh sinh hoc c6 thé bao géom céc chit ting
cuong dan truyén than kinh, cdc dugc chat tam 1y liéu phdp, céc chat tc ché
axetylcholin esteraza, cdc chit chan kénh canxi, cdc amin nguén gdéc sinh vat,
cac thudc an thdn benzodiazepin, cdc chét tang cuong téng hop, luu gift, hodc
gidi phéng axetylcholin, cdc chat d6i khéng thu thé axetylcholin sau khép than
kinh, cdc chat tdc ch€ monoamin oxidaza-A hodac -B, cdc chit d6i khing thu thé
N-metyl-D-aspartat glutamat, cic duoc chit khang viém khong steroit, cic chat

chéng oxy hoa va cdc chat d6i khang thu thé tao serotonin.

bac biét hon 13, sang ch€ dé xudt hén hop bao gdm it nhat mot hop chat
dugc chon tir nhém bao gébm cac hgp chit cé tic dung chéng su mat can bang
oxy hod, cac hop chat chong gay chét t€ bao, cic chat chelat kim loai, cdc chat
Gic ch€ cap ADN nhu pirenzepin va cdc chat chuyén hod, axit 3-amino-1-
propansulfonic (3APS), 1,3-propandisulfonat (1,3PDS), cic chit hoat hod a-
secretaza, cac chat tic ch€ - va y-secretaza, cdc protein tau, cidc chat dan truyén
than kinh, cdc chat bé giy tdm f, cdc chat dan du cho cic thanh phan t€ bao lam
sach/lam tan tinh bot beta, cac chat tc ch€ tinh bot beta lam cun dau N bao gém
tinh bot pyroglutamat hod beta 3-42, cdc phan ta chéng viém, hoac cac chat c
ché€ cholinesteraza (ChEIs) nhu tacrin, rivastigmin, donepezil va/hoidc
galantamin, cdc chat doi khang M1 va cac dugc chit khac bao gdbm duoc chat cai
bién tau hodc tinh bot bét ky nao va cic chat b6 sung dinh dudng, cling véi
khéng thé theo sédng ché v, tuy ¥, chiat mang dugc dung va/hoic chét pha lodng

va/hoac ta duoc.

Séng ch& con dé xuidt hén hop, trong d6 hop chat la chat tc ché
cholinesteraza (ChEIs), cu thé 12 hén hop, trong dé hop chat 1a chat dugc chon tir

nhém bao gbém tacrin, rivastigmin, donepezil, galantamin, niaxin va memantin.
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Theo mot phuong 4n khic, cdc hén hop theo sang ch€ cé thé bao gém
niaxin hodc memantin cing v6i khdng thé theo sdng ch€ va, tuy ¥, chat mang

duogc dung va/hoac chat pha loang va/hoac ta duogc.

Theo mot phuong dn khéc nita clha sdng ché, cdc hén hgp duge dé xuat
bao gém "cdc thudc chong loan tam than khong dién hinh" nhu, vi du clozapin,
ziprasidon, risperidon, aripiprazol hoic olanzapin dé diéu tri cdc triéu chiing loan
tam than duong tinh va 4m tinh bao gém cac chiing 4o gidc, cdc ching hoang
tudng, cdc roi loan tu duy (biéu thi béi su khong mach lac 13 rét, trat huéng, léch
lac), va 16i song ky di hoic khong cé t6 chic, cling nhu su mat khodi cam, vo
cam, tinh 1anh dam, va rat khoi xa hoi, cing vé6i khang thé, cu thé 1a khang thé
don dong theo sdng ché&, nhung dac biét 1a khang thé dang kham hodc mét phan
clia chiing, hodc khéng thé dugc lam tuong thich véi ngudi hoac moét phan cua
ching theo sdng ch€ va nhu dugc mo ta & day va, tuy y, chit mang dugc dung

va/hoac chit pha lodang va/hoac ta dugc.

Theo mot phuong 4n dac biét cta sdng ché, cdc ch& pham va cic hén hop
theo sdng ché€ va nhu dugc mo ta trén day bao gédm khéng thé va chat cé hoat

tinh sinh hoc, tuong tng, véi luong c6 tic dung diéu tri.

Céc hop chiét c6 thé thich hop dé st dung trong cac hén hop két hop véi
khéng thé theo sing ché€ dugc dé xuat trong Cong bé don yéu cdu cip bang doc
quyén sang ché& s6 WO 2004/058258 (dic biét xem céc trang 16 va 17) bao gébm
cac dich dugc chit diéu tri (cic trang 36-39), axit alkansulfonic va cédc axit
alkanolsulfuric (cdc trang 39-51), cdc chét tc ch€ cholinesteraza (cac trang 51-
56), NMDA cédc chat d6i khang thu thé (céc trang 56-58), cdc estrogen (céc
trang 58-59), cac dugc chat khang viém khong steroit (cac trang 60-61), cdc chat
ch6ng oxy hoa (c4c trang 61-62), cdc chat d6i khang thu thé hoat hoa ting sinh
peroxisom (PPAR) (cadc trang 63-67), cic tdc nhan lam giam cholesterol (cic
trang 68-75); cac chit tc ch€ tinh bot (cdc trang 75-77), céc chat Gc ché hinh
thanh tinh bot (cic trang 77-78), cdc chat chelat hod kim loai (c4c trang 78-79),

-56-



22189

cac chét chong suy nhuoc va chéng loan tAm than (cdc trang 80-82), cac chat b6
sung dinh dudng (céc trang 83-89) va cdc hgp chat 1am tang tinh sit dung cta cic
chat c6 hoat tinh sinh hoc trong nao (xem céc trang 89-93) va tién duoc chat (cic

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

Theo mot phuong an khic, sing ché€ dé xuit hén hop bao gém khéng thé,
cu thé 1a khang thé don dong theo séng ché&, nhung dac biét 1a khang thé dang
kham hodc mot phan cla ching, hodc khdng thé dugc lam tuong thich véi nguoi
hoac mot phan cua chiing theo sdng ché va nhu dugc mo ta trén day va/hoac chat

¢6 hoat tinh sinh hoc véi lugng c6 tic dung diéu tri.

Sdng ch& con dé xuét viéc st dung khéng thé, cu thé 1a khang thé don
dong theo sdng ch&, nhung dac biét 1a khang thé dang kham hodc mét phén clia
ching, hoac khang thé dugc 1am tuong thich v6i ngudi hodc mét phin clia chiing
theo sdng ché€ va nhu dugc mo ta trén day va/hodc phan chitc cta ching va/hoic
dugc phdm, hodc hén hgp bao gdm khang thé nay, dé bio ché thudc dé diéu tri
hoac lam giam b6t cic tdc dong cua bénh thodi hod dang tinh bot, nhém cic
bénh va cic 161 loan lién quan dén su hinh thanh mang dang tinh bot bao gém
bénh thoéi hoa dang tinh bot thit phat va bénh thodi hod dang tinh bot lién quan
dén tudi nhu céc bénh bao gém, nhung khong gidi han &, cac r6i loan than kinh
nhu bénh Alzheimer (AD), sa sit tri tué thé Lewy, hoi chimg Down, chiing xuit
huyét ndo di truyén véi chiing thodi hod dang tinh bot (loai Dutch) va bénh phiic
hop Guam Parkinson-Dementia. Cic bénh khac dua vao hoac lién quan dén céc
protein tuong tu tinh bot nhur liét trén nhan tién trién, bénh xo cting rai rac, bénh
Creutzfeld Jacob, bénh Parkinson, sa sut tri tu¢ lién quan dén HIV, ALS (xo
ciing cot bén teo co), viem co thé vii (IBM), bénh tiéu dudng bat ddu tudi trudng
thanh; thoéi hod dang tinh bot tim 130 suy; cac khoi u noi tiét, va cic bénh khéc,

ké ca bénh thoai ho4 diém vang.

Sédng ch€ ciing bao gém phuong phép dé bao ché€ khing thé, cu thé 1a
khéng thé don dong theo sdng ché&, nhung dac biét 1a khang thé dang kham hoic
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mot phan clia ching, hoic khang thé duoc lam tuong thich véi ngudi hodc mot
phan ctia chiing theo sdng ché va nhu dugec mo ta trén day va/hoac phan chic cta
chiing va/hoic dugc phdm, hodc hén hop bao gém khéng thé nay va/hodc phan
chifc cha chiing, cu thé 1a vé6i luong c6 tac dung diéu tri, dé st dung trong
phuong phdp phong ngita, diéu tri hodc lam gidm céc tic dong ctia bénh thodi
hod dang tinh bot, nhém céc bénh va cdc r6i loan lién quan dén su hinh thanh
mang dang tinh bot bao gém bénh thodi hod dang tinh bot thi phét va bénh thoai
ho4 dang tinh bot lién quan dén tudi nhu cac bénh bao gom, nhung khong gidi
han &, c4c 16i loan than kinh nhu bénh Alzheimer (AD), sa sit trf tué thé Lewy,
hoi ching Down, ching xudt huyét ndo di truyén véi chitng thodi hod dang tinh
bot (loai Dutch); bénh phitc hgp Guam Parkinson-Dementia. Cac bénh khac dua
vao hodc lién quan dén céc protein twong tu tinh bot nhu liét trén nhan tién trién,
bénh xo cting rai rac; bénh Creutzfeld Jacob, bénh Parkinson, sa sit tri tué lién
quan dén HIV, ALS (xo cing cot bén teo co), viém co thé vui (IBM), bénh tiéu
dudng bat ddu tubi trudng thanh; thodi hod dang tinh bot tim 140 suy; cic khdi u
noi tiét, va cic bénh khéc, ké ca bénh thodi hoa diém vang bao gdém bao ché
khang thé, cu thé 1a khang thé don dong theo sdng ché, nhung dic biét 1a khang
thé dang kham hoﬁc mot phan clia chiing, hodc khang thé dugc lam tuong thich

vGi nguoi hodc mot phan clia ching theo sdng ché dudi dang duoc dung.

Séng ché€ ciing bao gébm phuong phap dé phong nglra, diéu tri hodc lam
giam céc tdc dong cla bénh thodi hod dang tinh bot, nhém céc bénh va cic 16i
loan lién quan dén su hinh thanh mang dang tinh bt bao gém bénh thodi hod
dang tinh bot thi phat va bénh thodi ho4 dang tinh bot lién quan dén tudi nhu céc
bénh bao gém, nhung khong gidi han &, céc r6i loan than kinh nhu bénh
Alzheimer (AD), sa siit tri tué thé Lewy, hoi chitng Down, chitng xuét huyét nfo
di truyén véi chitng thodi hod dang tinh bot (loai Dutch); bénh phitc hgp Guam
Parkinson-Dementia. Cic bénh khiac dua vao hoac lién quan dén cédc protein
tuong tu tinh bot nhu liét trén nhan tién trién, bénh xo ciing rai ric; bénh

Creutzfeld Jacob, bénh Parkinson, sa sut tri tué lién quan dén HIV, ALS (xo
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cing cot bén teo co), viém co thé viii (IBM), bénh tiéu dudong bét du tudi trudng
thanh; thodi hod dang tinh bot tim 130 suy; cdc khéi u noi tiét, va cac bénh khac,
ké ca bénh thodi hod diém vang béng céch cung cap khang thé va/hoic phin
chic cta ching, nhung dic biét 1a khéng thé dugc lam tuong thich véi ngudi
va/hodc phan chic clia ching, hoic ché€ pham hodc hén hgp bao gém khang thé
nay va/hodc phan chic cta ching, cho dong vat hoac nguoi bi tic dong bdi roi

loan nay bao gém cung cip khang thé véi lugng c6 tdc dung diéu tri.

Muc dich nita clia sdng ché& 1a dé xuat phuong phap dé diéu tri bénh thoai
hod dang tinh bot, nhém cac bénh va céc ro6i loan lién quan dén su hinh thanh
mang dang tinh bot bao gébm bénh thoéi hod dang tinh bot thi phét va bénh thoai
hoa dang tinh bot lién quan dén tudi bao gébm, nhung khong giéi han &, cic roi
loan than kinh nhu bénh Alzheimer (AD), cu thé I1a bénh hodc tinh trang dac
trung boi su mat kha nang nhd lién quan dén nhan thic & dong vat, cu thé la
dong vat c6 vi hodc ngudi, khang thé, cu thé la duoc pham theo sédng ché va nhu

dugc mo ta & day.

Theo mot phuong 4n dic biét, séng ché dé xudt phuong phip dé duy tri
hodc 1am tang kha ning nhd lién quan dén nhan thic nhung cu thé 1a, dé héi
phuc khéa ning nhé lién quan dén nhén thic cia dong vat, cu thé 12 dong vat ¢
vl hodc ngudi, bi suy giam tri nhd béng cich cung cap khang thé cho dong vat,
cu thé 1a dong vat cé vii hodc ngudi, cu thé 1a duge pham theo siang ché va nhu

dugc mo ta trén day.

Muc dich khic nita cha sdng ché 1a dé xuat ché€ phdm diéu tri va phuong
phdp dé tao ra ch€ pham nay ciing nhu phuong phép dé diéu tri bénh thodi ho4
dang tinh bot, nhoém cac bénh va cac ro1 loan lién quan dén su hinh thanh mang
dang tinh bot bao gébm bénh thoéi hod dang tinh bot thi phét va bénh tho4i hod
dang tinh bot lién quan dén tudi bao gdm, nhung khong gi6i han &, cic r6i loan

than kinh nhu bénh Alzheimer (AD), cu thé 1a bénh hodc tinh trang dic trung bdi
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st mit kha nang nhé lién quan dén nhan thic, nhd st dung khang thé theo sing

ch€ va nhu duoc mo ta trén day.

Dic biét, sdng ch€ dé xuit viéc diéu tri cho dong vat, cu thé 1a dong vat c6
vi hodc ngudi, bi trang lién quan dén tinh bot dac trung boi su mét kha nang nhé

lién quan dén nhén thic dan dén duy tri kha nang nhd lién quan dén nhan thic.

Séng ché& con dé xuét phuong phép dé chan dodn bénh hoic tinh trang lién
quan dén tinh bot & bénh nhan bao gém phét hién gan két mién dich dic hiéu clia
khang thé hodc phén hoat tinh clia ching véi epitop clia protein dang tinh bot

trong mAu hodac tai chd bao gédm cic budc:

(a) duva miu hodc phén co thé hodc viing co thé dic biét nghi ngd chita
protein dang tinh bot vao ti€p xidc véi khang thé, cu thé 1a khing thé don dong
theo sdng ché&, nhung dac biét 1a khang thé dang kham hoac mot phan clia ching,
hoac khéng thé dugc 1am tuong thich véi ngudi hodc mot phan clia ching theo
sdng ch& va nhu dugc mo ta trén day, va/hoac phin chic cua ching, khiang thé

d6 gan két v6i epitop clia protein dang tinh bot;

(b) cho phép khéng thé va/hodc phan chiic clia ching, gan két véi protein
dang tinh bot tao phiic hé mién dich;

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

(d) tao tuong quan giita su ¢6 mat hoac vang mat ctia phitc hé mién dich
v6i su ¢6 mit hodc vang mit cha protein dang tinh bot trong miu hodc phin co

thé hoic viing co thé dic biét.

Ciing ndm trong sdng ch& 1a phuong phdp dé xdc dinh mic do cha luong

mang tao tinh bot tich tu & mo va/hoic dich thé bao gém cac budc:

(a) 18y méu dai dién ctia m6 va/hoic céc dich thé can nghién ciiu;
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(b) thir nghiém mau nay vé sy c6 mat clia protein dang tinh bot v6i khéng
thé, cu thé 1a khing thé don dong theo sing ch&, nhung dac biét 1a khang thé
dang kham hodc mot phan cta chdng, hodc khéng thé dugc 1am tuong thich véi
nguodi hoac mot phan cla ching theo sing ché€ va nhu dugc mo ta trén day,

va/hoac phan chic cta ching;
(c) x4c dinh lugng khang thé gan két véi protein; va
(d) tinh toan luong mang tich tu & mo6 va/hoic céc dich thé.

Dic biét, séng ché dé xuit phuong phép dé xéc dinh mic do cha luong
mang tao tinh bot tich tu & mo va/hodc céc dich thé, trong dé su hinh thanh cla
phic hé mién dich & bude ¢) duge xdc dinh sao cho su ¢6 mit hoac ving mat clia
phitc hé¢ mién dich tuong quan véi su ¢6 mat hoac vang mat cta protein dang tinh

bot.

Theo mot phuong 4n khéc cha séng ché, kit thit nghiém dé phat hién va
chédn doén c4c bénh va tinh trang lién quan dén tinh bot duoc dé xuit bao gém
khang thé, cu thé 1 khang thé don dong theo sdng ché, nhung dic biét 14 khang
thé dang khdm hoac mot phén ctia chiing, hodc khang thé dugc lam tuong thich
v6i nguoi hoac mot phdn cta ching theo sang ché€ va nhu dugc mo ta trén day,

va/hoac phin chic cua ching.

Dic biét, sang ch€ dé xudt kit thir nghiém dé phat hién va chin doan cac
bénh va tinh trang lién quan dén tinh bot bao gébm thung chita chita mot hodc
nhiéu khdng thé theo sidng ché, va/hoic phin chiic clia chiing, va cic tai lieu
huéng din dé€ st dung khdng thé nhim muc dich gin két véi protein dang tinh
bot tao phitc hé mién dich va phat hién su hinh thanh cta phitc hé mién dich sao
cho su ¢6 mat hodc vang mat cta phic hé mién dich tuong quan véi su ¢é mat

hodc ving mit cla protein dang tinh bot.
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Theo mot khia canh, sang ché€ dé xuat khang thé bao gom viung bién déi
nhu néu trong SEQ ID NO:27, hoidc thé bién di ctia chiing. Theo mot phuong 4n,
dong t€ bao biéu hién khang thé.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuat gen khang thé bao gém ving bién
déi nhu néu trong SEQ ID NO:29, hoic thé bién di ctia ching. Theo mot phuong

4n, dong t€ bao biéu hién khéng thé.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuat phuong phap dé 1am tan ra cic soi
tinh bot beta da hinh thanh truéc d6, bao gébm tuwong tdc khang thé hC2 véi cac

soi tinh bot beta tao ra truge do.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuat khang thé dugc 1am twong thich véi
ngudi hoic mot phan clia ching theo diém bét ky trong s6 cac diém néu trén,
trong d6 khang thé nay hoic phan ciia ching bdo vé cdc noron tranh khoi su suy

thodi do Af gay ra.

Theo mot khia canh, sdng ch&€ dé xuét phuong phdp dé phong ngira su suy
thodi cdc noron do A giy ra bao gém diéu tri cdc noron bang mot luong hitu
hiéu cta khang thé duoc lam tuong thich véi ngudi hoic mot phin clia ching

theo sumo ta & day.

Theo mot khia canh, sdng ché& dé xuit céch str dung khang thé duoc lam
tuong thich v6i ngudi hodc mot phan ciia ching theo su mo td & day dé bao ché

thudc phong ngira su suy thodi cac noron khi ti€p xic véi oligome ApS.

Cac muc dich nay va muc dich khéc, céc dic diém va loi ich clia sdng ché
s& 12 hién nhién sau khi xem xét phdn mo6 ta chi tiét du6i day phuong an thuc

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

Fig.l (ciu trdc clia cdc gen khéng thé dang khdm) thé hién biéu hién

catxet clia viing bién déi chudi nhe chuét clia khang thé dang kham.
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Fig.2 (cu tric cha céc gen khang thé dang kham 2) thé hién biéu hién

catxet clia viing bié€n d6i chudi nang chudt ctia khang thé dang kham.

Fig.3 (ving bién d6i chubdi nang) thé hién su so sanh viing bién d6i chubi

nang chudt véi trinh tr dong mam chudt gan nhat.

Fig.4 (hoat tinh ctia khing thé dugc lam tuong thich véi ngudi C2) 1 bidu
d6 thé hién hoat tinh cha c4c khdng thé dugc 1am tuong thich véi ngudi tinh
khiét C2.

Fig.5 (céc cai bién v6i CDR12) 1a biéu dé thé hién hoat tinh gin két ctia
cdc khdng thé tao ra bdi qué trinh biéu hién tam thdi cta céc cdu tric CDR12
duoc cai bién bang C2 cung vdi chudi ning dang kham C2, so véi khang thé
dang kham C2ChVHAF/ChVK, dugc tao ra bdi qud trinh chuyén nhiém tam thoi
va khang thé tinh khiét.

Fig.6 (thir nghiém géan két hod hoc moé mién dich) la d4nh chup cic két qua
cua thir nghiém gan két mién dich hoa hoc moé vé6i khang thé dang kham AF va

khang thé dugc 1am twong thich véi nguoi H4K 1.

Fig.7 (chic nang chia mC2 d6i véi cdc soi tinh bot) 1a biéu d6 thé hién

chitc nang cia mC2 d6i véi cic sai tinh bot.

Fig.8 (chitc nang cia mC2 d6i véi céc soi tinh bot) 1a biéu dé thé hién ai

luc gan két clia C2 duge lam tuong thich véi ngudi trong ELISA.

Fig.9 (gan két dac hiéu cdu hinh cia mC2 véi céc loai protein dang tinh
bot khdc nhau) 12 biéu d6 thé hién cau hinh riéng gan két dic hiéu cta mC2 véi
céc loai khac nhau ciia protein dang tinh bot; ch€ phdm dang vién trong ghi chd
clia biéu d6 dé cap dén cdc soi A, ché pham dang dich ndi dé cap dén cic

don chét tinh bot.

Fig.10 1a c4c trinh tu duoc lam tuong thich vGi ngudi C2 VK so véi trinh

tu chudt va cdc trinh tu thu thé ngudi DPKI 5 Va Jkl.
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Fig.11 la c4c trinh tu dugc lam tuong thich véi ngudi C2 VH so vdi trinh
tu chudt va céc trinh tu thu thé ngudi DP54 Va Jy6.

Fig.12 la trinh tu ADN hoan chinh va trinh tu protein ctia ving bién d6i
chudi nhe ctia C2 khéng thé duoc 1am tuong thich véi nguoi, C2HuVKI.

Fig.13 1a trinh tw ADN hoan chinh va trinh tu protein cia ving én dinh

chubi nhe (C Kappa nguoi) cta khang thé dugc lam twong thich véi nguoi C2.

Fig.14 1a trinh tu ADN hoan chinh va trinh tu protein clia ving 6n dinh |
chudi nang (IgG4 ser228-pro ngudi) cia khang thé dugc Iam tuong thich véi

nguol C2.

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

hC2) 12 bi€u do thé hién céc két qua clia cac thir nghiém vé ban dé.

Fig.16 (céc tdc dong ctia hC2 khang tinh bot d6i vé6i su két tu cua peptit

tinh bot 1-42) 12 biéu dé thé hién két qua cta cic thir nghiém keét tu.

Fig.17 (cé4c tic dong cua hC2 khang tinh bot d6i véi su két tuc cha peptit

tinh bot 1-42) 1a biéu d6 thé hién két qua ctia cac thit nghiém 1am tan ra.

Fig.18 (bdo vé than kinh bang khang thé hC2) 1a anh chup cic két qua cha

céc thir nghiém béo vé noron bing khang thé dugc lam twong thich véi ngudi C2.

SEQ ID NO:1 1a trinh ty axit amin cta vang bién déi chudi ning duoc 1am
tuong thich véi nguoi C2 HuVH AF 4 (CDR1).

SEQ ID NO:2 1a trinh ty axit amin cta vang bién d6i chudi nang dugc 1am
tuong thich véi nguoi C2 HuVH AF 4 (CDR2).

SEQ ID NO:3 1a trinh ty axit amin cta vang bién d6i chudi nang dugc 1am
twong thich véi ngudi C2 HuVH AF 4 (CDR3).
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SEQ ID NO:4 Ia trinh tu axit amin clia viing bién déi chudi nhe dugc 1am
tuong thich vé1 nguor C2 HuVK 1 (CDR1).

SEQ ID NO:5 Ia trinh tu axit amin clia ving bién déi chubi nhe duoc lam
tuong thich vé1 nguoi C2 HuVK 1 (CDR2).

SEQ ID NO:6 12 trinh tu axit amin ctia ving bién déi chudi nhe duoc lam
tuong thich véi nguoi C2 HuVK 1 (CDR3).

SEQ ID NO:7 1a trinh tu axit amin cta vung epitop Af 2.

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

SEQ ID NO:9 1a trinh tu axit amin cta vung epitop Af 2 cai bién.

SEQ ID NO:10 1a trinh tr axit amin clia viing epitop A 1 cai bién.
SEQ ID NO:11 1a trinh tu axit amin cua vung epitop cai bié€n hoan toan.

SEQ ID NO:12 1a trinh tu axit amin clia viing bién ddi chudi nhe dugc lam
tuong thich vé1 nguol C2 HuVK 1.

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

véi nguoi C2.

SEQ ID NO:14 12 trinh tu axit amin clia ving 6n dinh chudi nhe dugc 1am

tuong thich véi ngudi C2.

SEQ ID NO:15 1a trinh tu axit amin clia ving bién ddi chudi nang duoc
lam tuong thich véi nguor C2 HuVH AF 4.

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

véi nguoi C2.

SEQ ID NO:17 1a trinh tu axit amin cta chudi IG GAMMA-4 ving C
REGION cai bién.
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SEQ ID NO:18 1a trinh tu nucleotit cia CDR2 cua viing bién déi chubi
nang duoc lam tuong thich véi nguoi C2 HuVH AF.

SEQ ID NO:19 1a trinh tu nucleotit cia CDR3 ctia ving bién déi chudi
nang dugc lam tuong thich véi nguoi C2 HuVH AF 4.

SEQ ID NO:20 1a trinh tu nucleotit cia CDR1 ctia ving bién déi chudi
nhe duoc lam tuong thich véi ngudi C2 HuVK 1.

SEQ ID NO:21 la trinh tr nucleotit clia viing bién déi chudi nhe duoc 1am
tuong thich véi nguoi C2 HuVK 1.

SEQ ID NO:22 1a trinh tu nucleotit cta chudi nhe duge lam tuong thich

vé6i ngudi C2.

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

tuong thich véi nguoi C2.

SEQ ID NO:24 Ia trinh tu nucleotit ctia ving bién déi chudi nang duoc
lam tuong thich v61 nguoi C2 HuVH AF 4.

SEQ ID NO:25 1a trinh tu nucleotit cia chudi nang dugc lam tuong thich

v6i nguoi C2.

SEQ ID NO:26 Ia trinh tu nucleotit ca viing én dinh dugc 1am tuong thich

v6i nguoil C2.

SEQ ID NO:27 1a trinh tu axit amin clia ving bién d6i chudi nhe chuot

C2.

SEQ ID NO:28 1a trinh tu axit amin ctia ving bién déi chudi nang chuot
C2.

SEQ ID NO:29 1a trinh tu nucleotit cia Mouse C2 Vung bién déi chubi
nhe.
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SEQ ID NO:30 14 trinh tu nucleotit ctia chudi nhe chuot C2.

SEQ ID NO:31 1a trinh ty nucleotit ctia ving bién déi chubi niang chuot
nhat C2.

SEQ ID NO:32 14 trinh tu nucleotit ctia chudi nang chuot C2.
Mo ta chi tiét sang ché

Céac dinh nghia

n o n

C4c thuét ngit "polypeptit", "peptit”, va "protein”, nhu dugc sit dung & day,
c6 thé dugc slr dung thay th€ cho nhau va dugc xé4c dinh ¢6 nghia 1a phan tit sinh

hoc bao gébm céc axit amin lién két bdi lién két peptit.

Thuat ngit "a", "an" va "the" nhu duoc st dung & day duoc xé4c dinh ¢6

nghia la "mot hodc nhi€u" va bao gém s nhiéu trir khi pham vi khong thich hop.

Cum tir "c4dc bénh va cac 161 loan gy ra bdi hoac lién quan dén tinh bot
hoac céc protein tuong tu tinh bot" bao gém nhung khong gidi han &, cidc bénh
va cdc 101 loan do su c6 mat hoac hoat tinh cua protein tuong tu tinh bot trong
trang thdi don phan, sgi manh rit nho hoac da phan, hodc t6 hop bat ky nao ca
ba loai d6. Cac bénh va cac roi loan d6, nhung khong gidi han &, bénh tho4i hod

dang tinh bot, cdc khoi u noi tiét, va thodi hoa diém vang.

Thuat ngit "bénh thodi hod dang tinh bot" dé cap dén nhém cac bénh va
céc roi loan lién quan dén su hinh thanh mang dang tinh bdt bao gém, nhung
khong gidi han &, bénh thodi hod dang tinh bot thir phét va bénh thoai hoa dang
tinh bot lién quan dén tudi nhu cdc bénh bao gdm, nhung khong gidi han &, cic
161 loan than kinh nhu bénh Alzheimer (AD), bao gédm céc bénh hodc cic tinh
trang dac trung boi su mat kha nang nhé lién quan dén nhan thitc nhu, vi du suy
giam nhan thic nhe (MCI), sa sit tri tué thé Lewy, hoi ching Down, chiing xut
huyét ndo di truyén véi thodi hod dang tinh bot (dang Dutch); bénh phic hop

Guam Parkinson-Dementia; cling nhu cdc bénh khédc dua vao hoac lién quan dén
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céc protein tuong tu dang tinh bot nhur liét trén nhan tién trién, bénh xo ciing rai
rdc; bénh Creutzfeld Jacob, bénh Parkinson, sa stt tri tué lién quan dén HIV,
ALS (x0 cing cot bén teo co), viém co thé vii (IBM), bénh tiéu duong bét ddu
tudi trudng thanh; thodi hod dang tinh bot tim 1o suy; va céc bénh mét khéc
nhau bao gém bénh thodi hod diém vang, bénh thén kinh thi gidc lién quan dén

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

Céc thuat ngit "phdt hién" hoac "dugc phat hién" nhu duoc st dung & day
c6 nghia 1a s dung céc ky thuat da biét dé phét hién céc phan tir sinh hoc nhu
cac phuong phdp mién dich hod hoc hodc mé hoc va dé cap dén viéc xic dinh s6
luong va chat luong su c6 mat hoac ndng do clia phan tir sinh hoc trong qua trinh

nghién ciu.

Thuat ngit “tinh bt tan polyme" dé cap dén nhiéu chat don phan tich tu
ctia cic peptit dang tinh bot, hoac cha cic peptit tuong tu dang tinh bot, hoic cua
céc peptit dang tinh bot dugc cai bién hoac cét cut hodc clia cic din xudt khic
cla céc peptit dang tinh bot tao ra céc céu tric oligome hodc polyme cé thé tan
ca trong co thé ngudi hodc dong vat c6 vd dac biét hon 1a trong ndo, nhung dic
biét 1a t61 nhiéu chat don phan tich tu cha cac peptit # (Af) dang tinh bot hoic
clia cdc peptit cai bién hodc cat cut S (Af) hodc cdc din xuét clia chiing, ma c6

thé tan trong co thé ngudi hodc dong vat c6 vid dac biét hon 1a trong ndo.

Thuat nglt "dang tinh bét B, dang tinh bot AS hoac dang tinh bot B" 1a
thuét nglt dugc cong nhan trong linh vuc k¥ thuat va dé cap dén cic protein va
céc peptit dang tinh bot f, protein tién chit dang tinh bot S (APP), cling nhu cic
cai bién, c4c phén va cic thé tuong duong chic bt ky clia chiing. Dac biét, bing
dang tinh bot f nhu sir dung & day c6 nghia la phin bat ky nao dugc tao ra bing
cach phan gidi protein APP nhung dac biét 1a céc phédn lién quan dén hoic két
hop v6i bénh 1y tinh bét bao gém, nhung khong gidi han &, AfB13s, ABi3e, ABi-ao,
Api.a1, APiaz, va Af14s.
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C4u trdc va céc trinh tu cta cac peptit dang tinh bot f nhu dé cap & trén 1a
da biét 16 d6i véi chuyén gia trong linh vue k§ thuat va phuong phép dé tao ra
cac peptit nay hoac chiét xuit chiing tir ndo va cdc mo6 khac dugc mo ta, vi du,
trong tai liéu Glenner and Wong, Biochem Biophys Res Comm129, 885-890
(1984). Ngoai ra, céc peptitdang tinh bot £ cling san ¢6 trén thi truong dudi cdc
dang khéic nhau.

Bang cédch "tdch" c6 nghia la phan ti sinh hoc khong c6 it nhat mot s6

thanh phan véi ching né xuat hién tu nhién.

An

Céc thuat nglr "khdng thé" va "céc khang thé" nhu dugc sir dung & day l1a
mot thuat ngit duge cong nhan trong Iinh vuc ky thuat va duge hiéu 1a dé cap dén
cdc phan tir hoac cic phan hoat tinh cta cdc phan tit gén két v6i cac khang
nguyén da biét, dac biét véi cdc phan tir globulin mién dich va véi cac phan hoat
tinh mién dich cua cdc phan ti globulin mién dich, nghia I1a cdc phan tit chita
diém gén két két hop dac hiéu vé6i khdng nguyén. Globulin mién dich 14 protein
bao gom moét hodc nhiéu polypeptit vé€ co ban dugc mi hod bdi céc gen viing én
dinh globulin mién dich kappa, va lambda, alpha, gama, delta, epsilon va mu,
cling nhu v6 s6 céc gen vang bién doi globulin mién dich. Cac chubi nhe dugc
phan loai la kappa hoac lambda. Cdc chudi nang dugc phan loai 12 gamma, mu,
alpha, delta, hoac epsilon, 14n luot xdc dinh cic loai globulin mién dich, IgG,
IgM, IgA, IgD va IgE tuwong ting. Ngoai ra, cac 16p phu cta chubi ning 1a da
biét. Vi du cdc chudi ning IgG & ngudi c6 thé 1a loai bat ky trong s6 16p phu
IgGl, IgG2, 1gG3 va IgG4. Globulin mién dich theo sdng ché cé thé 1 loai bt
ky nao (IgG, IgM, IgD, IgE, IgA va IgY) hoac 16p phu (IgG1, IgG2, IgG3, 1gG4,
IgAl va IgA2) cta phan tir globulin mién dich.

Nhu duge st dung & day "gan két dac hieu" dé cap dén khang thé c6 nghia
1a khang thé d6 gan két v6i khang nguyén dich clia né véi 4i luc 16n hon nhiéu

khi né gan két véi (cdc) khdng nguyén khac nhau vé mit cau tric.
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Don vi cau tric globulin mién dich thong thudng 1a di biét bao gdbm mot
cu trdc t& phan. M6i céu tric tit phan gébm c6 hai cap chudi polypeptit giong
nhau, moi cap c¢6 mot chudi "nhe" (khoang 25 kD) va mot chudi "nang" (khoang
50-70 kD). D4u tan cing N clia mdi chubi x4dc dinh ving bién déi gébm khoang
100 dén 110 hoac nhiéu hon axit amin co ban tao ra su nhan biét khang nguyén.
Thuat ngit chudi nhe bién déi (VL) va chudi ning bién déi (VH) dé cap dén céc

chudi nang va nhe tuong tng.

Khéng thé tén tai nhu cic khang thé nguyén ven véi chiéu dai ddy da hoic
nhu 12 mot s6 cdc phin duge dac trung hod ré dugc tao ra bang cach phan cat véi
céc peptidaza hodc céc hod chat khdc nhau. Vi vay, vi du pepsin phan cat mot
khang thé dudi cic lién két disulfua & viing ban 1€ dé tao ra F(ab'),, mot dime ctia
Fab ma chinh né 12 chudi nhe gin két v6i Vu-CH; bang lién két disulfua. F(ab'),
c6 thé dugc khir trong céc diéu kién nhe dé pha v& lién két disulfua & ving ban 1é
nhd d6é chuyén ho4 dime F(ab'), thanh monome Fab'. Monome Fab' vé co ban 1a
manh Fab v4i mot phan cia ving ban 1€ (xem tai liéu Fundamental Immunology,
W. E. Paul, ed., Raven Press, N.Y. (1993), dé mo ta chi ti€t hon vé cdc manh
khang thé khéc). Trong khi cdc manh khang thé khic nhau duoc xac dinh dudi
dang phan cét khang thé ngyén ven, chuyén gia trong linh vuc k§ thuat hiéu 15
rang bat ky manh nao trong s& cdc manh khéng thé khac nhau c6 thé duoc téng
hop de novo hodc theo phuong dién hoa hoc hoac bang cich st dung phuong
phap AND t4i t6 hop. Vi vay, thuat ngit khang thé, nhu dugc sit dung & day con
bao gdm cac manh khang thé hoic dugc tao ra bing céch cdi bién cic khang thé
hoan chinh hoic téng hop de novo hoidc cic khadng thé va cdc manh thu duoc

bang céch str dung cdc phuong phdp AND téi t6 hop.

Thuat ngit "khéng thé" s& ndm trong pham vi clia sidng ch€ bao gédm cic
khang thé don dong, c4c khéng thé da dong, céc khéng thé dang kham, chubi
don, dac hiéu kép, dugc lam tuong thich véi khi, nguoi va duoc 1lam tuong thich
vGi nguoi cling nhu cdc phan hoat tinh cta ching. Cac vi du vé céc phan hoat

tinh clia cdc phén tlr gén két véi cac khang nguyén da biét cdc chudi ning va nhe
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tach biét, cic phan Fab, Fab/c, Fv, Fab', va F(ab'),, bao gém céc san phdm chia
thu vién bi€u hién globulin mién dich Fab va céc phan gén két epitop ctia khang

thé bat ky nao trong s6 cac khang thé va cac phan néu trén.

Cac phan hoat tinh ¢6 thé thu duogc tir khang thé theo sidng ché& bang mot
s6 k§ thuat. Vi du cdc khang thé don dong c6 thé duoc phan cat bang mot
enzym, nhu pepsin, va chyén t6i loc gel HPLC. Phan thich hop chita cic manh
Fab sau d6 c6 thé dugc thu gom va c6 bang céch loc mang va céc k§ thuat twong
tu. Dé mo ta thém vé cac k¥ thuat chung dé phan lap cac phin hoat hod cia céc
khdng thé, xem vi du tai lieu Khaw, B. A. ef al. J. Nucl. Med. 23:1011-1019
(1982); Rousseaux et al. Methods Enzymology, 121 :663- 69, Academic Press,
1986.

Céc khéng thé dugc tao ra bang cach téi t6 hop c6 thé 1a cac khang thé c6
do dai diy du thong thudng, cdc phan khing thé hoat hod di biét tir qua trinh
phan cat phan giai protein, cdc phan khang thé hoat tinh don nhat nhu Fv hoac
Fv chudi don (scFv), cdc khang thé khuyét mién, va c4c loai tuong tu. Khang thé
Fv ¢6 kich ¢& khoang 50 Kd va bao gém cdc ving bién déi cia chudi nang va
nhe. Polypeptit Fv chudi don ("scFv") la heterodime lién két cong hoa tri
VH::VL dugc biéu hién tir axit nucleic bao gédm céc trinh tu ma hoda VH- va VL-
hoac lién két truc ti€p hoac lién két bdi mot lién két ma hod peptit. Xem tai liéu
Huston, et al. (1988) Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 85:5879-5883. Mot s6 ciu tric
dé chuyén hod céc chudi polypeptit nang va nhe tich tu tu nhién, nhung tach biét
vé phuong dién hod hoc tir ving khéng thé V vao phan tit scFv s& gdp nép vao
cfu tric ba chiéu vé co ban tuong tu véi ciu tric cta diém gin két khang

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

Di€m két hgp dé cap dén phan cha phan thir khdng thé tham gia vao gin
két khdng nguyén. Diém gin két khiang nguyén dugc tao ra boi cic géc axit
amin cla cdc ving bién déi ddu tan cung N ("V") clia cdc chudi nang ("H") va

chudi nhe ("L"). C4c viing khéng thé bién déi bao gébm ba doan rét khac nhau dé
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cap dén “cdc ving siéu bién” hoidc “cdc ving xac dinh b6 tro” (CDRs) dit giita
nhiéu doan sudn bdo toan dugc biét 1a “cdc viing khung” (FRs). Trong phan tir
khéng thé, ba ving siéu bién cia chudi nhe (LCDR1, LCDR2, va LCDR3) va ba
vung siéu bién cla chudi nang (HCDR1, HCDR2 va HCDR3) dugc sap dat
twong d6i v6i nhau trong khong gian ba chiéu dé tao ra bé mit hoic 6 gan két
khéng nguyén. Ba diém gin két khang thé thé hién céc axit amin c4u thanh céc

CDR ctia khing thé va céc g6c khung bat ky nao cau thanh 6 diém gén keét.

Tinh déng nhét cha c4c g6c axit amin trong khing thé dic biét tao nén
diém gén két c6 thé duoc x4c dinh nhd st dung cdc phuong phdp da biét & trong
Iinh vuc k¥ thuat. Vi du, cdc CDR khéng thé cé thé duoc nhan dang 14 cdc ving
siéu bién duogc xac dinh trude tién bai Kabat et al. (xem, "Sequences of Proteins
of Immunological Interest,” E. Kabat et al., U.S. Department of Health and
Human Services; Johnson, G and Wu, TT (2001) Kabat Database and its
applications: future directions. Nucleic Acids Research, 29: 205-206;
http://immuno.bme.nwa.edu). C4c vi tri clia cdc CDR ciing c6 thé dugc nhan
dang nhu cédc ciu tric vong cau tric dugc mo ta trude tién bsi Chothia and
others, (xem tai liéu Chothia and Lesk, J. Mol. Biol. 196, 901 (1987), Chothia et
al., Nature 342, 877 (1989), va Tramontano et al., J. Mol. Biol. 215, 175 (1990)).
Céc phuong phép khic bao gom "AbM definition" 1a su thoa hiép gitta Kabat va
Chothia va thu dugc nhd st dung phan mém mo hinh hoa khang thé khang thé
AbM cua Oxford Molecular (hién nay 1a Accelrys) hoac "dinh nghia tiép xdc"
cua cic CDR bdi Macallum et al., ("Antibody-antigen interactions: contact
analysis va bindig site topography,” J Mol Biol. 1996 Oct 1 1;262(5):732-45). So

d6 dudi day nhan dang cdc CDR dua vao cic dinh nghia khac nhau.
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Loop Kabat AbM Chothia Contact

L1 L24 - 134 124 --1.34 124-134 L30 -- L36
L2 L50 -- L56 L50--1L56  L50--L56  L46--L55
L3 L.89 -- L.97 L89 -- L.97 .89 --1L97 1L89 --196
H1 H31 -- H35B H26 -- H35B H26 - H32..34 H30 -- H35B

(C4ch danh so6 Kabat)

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

H2 H50 -- H65 H50 -- H58 H52 - H56 H47 -- H58
H3 H95 - H102  H95--H102  H95- HIOZ H93 - H101

Cac nguyén tic chung ma nhd dé c6 thé nhan cac CDR trong khang thé tir

trinh tu riéng 1a nhu sau:
LCDR1: Bét ddu — khoang chimg g6c 24.
Goc truée thuong 1a Cys.

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

Do daila 10 dén 17 goc.
LCDR2: Bt d4u - 16 goc sau dau tan cang L1.

Trinh tru tru6c d6 thuong bat dau 1a ILE-TYR, nhung ciing cé thé la
VAL-TYR, ILE-LYS, hoac ILE-PHE.
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Do dai thuong 1a 7 goc.

LCDR3: Bit ddu — thudng 1a 33 g6c sau du tan cuing L2.
Goc trude thuong la Cys.

Trinh tu sau la Phe-GLY-X-GLY.

Do daila7 dén 11 goc.

HCDRI1: Bat ddu — vao khoang géc 26 (bon goc sau CYS) [xé4c dinh
Chothia/ AbM] xéc dinh Kabat bat ddu 5 g6c cubi.

Trinh tu trude 1a CYS-X-X-X.

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

do dai 1a 10 dén 12 goc theo dinh nghia AbM trong khi dinh nghia

Chothia loai trir 4 g6c cudi cung.

HCDR2: Béit ddu - 15 g6c sau ddu tan cing cba dinh nghia Kabat/AbM
ciia CDR-HI.

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

nhung mot s6 bién déi 1a cé thé.

Trinh tu sau la Lys/ARG-LEU/ILE/VAL/PHE/THR/ALA-THR/SER/
ILE/ALA

Do dai la 16 dén 19 gdbc theo dinh nghia Kabat (theo dinh nghia AbM tan

cung 1a 7 g6c dau).

HCDR3: Bat ddu -33 cdc g6c sau tan cung 1a CDR-H2 (hai goc sau la
CYS).

Trinh tu trude 1a CYS-X-X (thuong 1a CYS-ALA-ARG).
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Ttinh tu sau 1a TRP-GLY-X-GLY.
D6 dai la 3 dén 25 géc.

Tinh déng nhit clia cdc goc axit amin trong khdng thé dic biét 1a ngoai
cdc CDR, nhung du sao ciing tao lén mot phan cla diém gin két bdi c6 chubi
bén 12 mot phan 16p ctia diém gin két (nghia 1a né 1a c6 thé sir dung dé€ lién két
qua diém gin két), c6 thé dugc xac dinh nhd st dung cdc phuong phép da biét 15
trong Iinh vuc k§ thuat nhu moé hinh hoa phan tir va tinh thé hoc tia X. Xem, vi
du tai liéu Riechmann et al., (1988) Nature, 332:;323-327.

Cac khang thé dang kham 1a céc khéng thé trong d6 mot hodc nhiéu viing
ctia khang thé bat nguén tir mot loai dong vat va mot hodc nhiéu viing ctia khéng
thé bat nguén tr mot loai dong vat khac nhau. Khang thé dang kham duogc wu
tién 12 khang thé bao gébm nhiéu viing bat nguén ti¥ globulin mién dich clia dong
vat linh truéng. Khang thé nguoi dang kham dé sit dung trong y hoc cho nguoi
thudng duoc hiéu 1a ¢é céc viing bién déi tir dong vat khong phai 14 ngudi, vi du,
dong vat gam nham, véi cdc ving 6n dinh tr ngudi. Trai lai, khang thé duoc 1am
tuong thich véi ngudi st dung cdc CDR tir khang thé khong phdi clia nguoi véi
phén 16n hodc tat cd cac ving khung bién déi tr va tét cd céc ving én dinh tix
globulin mién dich ngudi. Khdng thé dang kham thudng dugc hiéu 1a cé céc
ving bién déi tir dong vat gam nhdm. Khang thé dang kham ngudi théng thudng
c6 cac viing 6n dinh chudi ning ngudi va cdc ving 6n dinh chudi nhe ngudi véi
cic viing bién déi clhia cd nhe va ning bat dau tr khang thé ctia dong vat gam
nham. Khéng thé dang kham nguoi c6 thé bao gém mot s6 thay déi so véi trinh
tu axit amin nguyén thé clia cdc ving 6n dinh ngudi va trinh tu viing bién déi
chuot nguyén thé. Cic khang thé dang kham va dugc lam tuong thich véi nguoi
c6 thé duoc tao ra bing cdc phuong phap da biét rd trong linh vuc k§ thuat bao
gbm céc phuong phap ghép (xem, vi du céc patent M§ s6 5,843,708; 6,180,370;
5,693,762; 5,585,089 va 5,530,101), cac cdch sap xép lai chudi (xem, vi du
patent MYy s6 5,565,332; Rader et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1998)
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95:8910-8915), cac cdch mo hinh hod phan tir (patent M¥ s6 5,639,641), va cac
phuong phép tuong tu.

Thuat ngit "khdng thé dugc 1am tuong thich véi ngudi” nhu dugc st dung
& day trong trudong hop 1a khang thé hai chudi 1a khéng thé trong dé it nhat mot
chudi dugc 1am tuong thich vé6i ngudi. Chubi khang thé dugc 1am tuong thich véi
ngudi cé ving bién déi trong d6 mot hoac nhiéu ving khung 1a ngudi. Khang thé
duoc 1am tuong thich véi ngudi ma 1a chudi don 1a khéng thé trong dé chubi cé
viing bién d6i ma mot hodc nhiéu viing khung 1a ngudi. Cac phan khong phai clia
ngudi clia ving bién déi cla chudi khéng thé dugc lam tuong thich véi ngudi
hodc phén cia ching thu dugc tir nguén khong phai 1a ngudi, cu thé 1a khang thé
khong phai cta nguoi, thuong c6 ngudn goc tit dong vat gam nhdm. Phan déng
g6p khong phéi ngudi cho khéng thé dugc lam twong thich véi nguoi thudng
duoc tao ra dudi dang it nhat mot ving CDR dugce dat rai rdc trong cdc ving
khung thu dugc tit mot (hoac nhiéu) (cic) globulin mién dich ngudi. Ngoai ra,

cac goc hd trg khung c6 thé dugc bién ddi dé bao toan 4i luc gin két.

Khang thé duoc 1am tuong thich véi ngudi cé thé con nhiéu ving én dinh
(vi du it nhat mot vang 6n dinh hodc mot phan cua ching, d6i vé6i trudong hop 1a
chudi nhe, va t6t hon 1a ba ving 6n dinh d6i véi trudng hop 1a chudi niang). Cac

viing 6n dinh cha khang thé dugc 1am tuong thich véi ngudi néu thudng 14 ngudi.

Céac phuong phdp dé thu dugc "khang thé dugc lam tuong thich véi nguoi”
la da biét 16 do1 véi chuyén gia trong Iinh vuc k¥ thuat (xem, vi du tai liéu Queen
et al., Proc. Natl Acad Sci USA, 86:10029-10032 (1989), Hodgson et al.,
Bio/Technology, 9:421 (1991)).

"Khdng thé dugc 1am tuong thich véi ngudi” ciing cé thé thu duoc bing
bang phuong phép k¥ thuat di truyén c6 thé tao ra cac khéng thé da dong tuong
tu ngudi trudng thanh vé 4i luc & cdc dong vat 16n, vi du nhu thd va chuot. Xem,
vi du patent M¥ s6 6,632,976.
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Thuat nglt ving 6n dinh (CR) nhu dugc stt dung & day dé cap dén céc gen
viing 6n dinh cta globulin mién dich. Cdc gen ving 6n dinh mi ho4 phin cia
phan tir khang thé tao ra cdc chiic nang tdc dong. Ddi véi cac khang thé ngudi
dang kham va céc khéng thé dugc 1am tuong thich véi ngudi, thong thudng cic
viing 6n dinh, khong phdi ngudi (vi du, chudt) dugc thay th€ bing cic viing 6n
dinh nguoi. Cic ving 6n dinh ctia ciac khang thé dang kham hoic dugc 1am
tuong thich véi nguoi xem xét thuong thu dugc tir cac globulin mién dich ngudi.
Vung 6n dinh chubi ning c¢6 thé duoc chon tir isotyp bat ky nao trong s6 nam
isotyp: alpha, delta, epsilon, gama hoac mu. Ngoai ra, cidc chudi ning cua céc
phan 16p (nhu céc phan 16p IgG cua cic chudi nang) tao ra cdc chiic ning tac
dong khéc biét va vi vay bang cach chon ving 6n dinh chudi ning mong mudn,
céc khang thé véi chic nang tic dong mong mudn cé thé dugc tao ra. Cic ving
6n dinh c6 thé dugc st dung trong pham vi clia sang ché nay la gama 1 (IgG1),
cu thé 1a ving Fc cla isotyp gama 1 (IgG1), gama 3 (IgG3) va dic biét 1a gama 4
(IgG4). Vung 6n dinh chudi nhe cé thé 12 loai kappa hoic lambda, t6t hon 14 loai
kappa. Theo mot phuong 4n, ving 6n dinh chubi nhe 12 chudi én dinh kappa
ngudi (Heiter et al. (1980) Cell 22:197-207) va chudi 6n dinh ning la chudi én
dinh nguoi IgG4.

Thuat ngit "khéng thé don dong" cling da duogc biét 15 trong linh vuc k§
thuat va dé cap dén khéng thé 1a san phdm chia t€ bao tao khang thé vo tinh don.
Céc khéng thé don dong thuong duoc tao ra bang cdch hop nhat t&€ bao B tao ra
khang thé, t6n tai trong mot thdi gian ngén binh thudng véi t€ bao sinh trudng
nhanh, nhu t€ bao ung thu (doi khi duge dé cap téi nhu 1a t€ bao “bat tir'"). T€ bao
lai thu dugc, hodc khdi t€ bao lai, tang 1én nhiéu 1an nhanh chéng, tao ra dong vo

tinh c6 thé san sinh khang thé.

D6i véi muc dich ctia sang ch€, "khéng thé don dong" ciing can duoc hiéu
rang bao gébm céc khéng thé dugc tao ra bdi dong vo tinh géc chua dat téi tinh

don dong hoan toan.
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"

Thuat ngit "Khéng thé tuong duong chic" dugc hiéu ndm trong pham vi
clia sdng ch€& dé cap dén khéng thé vé co ban c6 cling it nhit mot dic tinh chite
nang quan trong voi khing thé néu trén va dugc moé td & day bao gém: tinh dic
hiéu gan két véi protein dang tinh bot B, dac biét véi protein AP, va dic biét
hon la véi ving epitop 16-21 cta protein Afi4, tinh phan Ung mién dich in
vitro, Gc ch€ su tich tu clia cdc chat don phan Api.4, thanh cdc soi manh rat nho
polyme phan tir cao va/hoac chdng tich tu cic soi manh rat nhé polyme Api.4; da
hinh thanh truéc, va/ hodc dic tinh lam gay tdim S va lam giam bét céc tic dong
cua ching thodi hod dang tinh bot, nhém céc bénh va céc 16i loan lién quan dén
S‘l.l’ hinh thanh mang tinh bdt bao gébm thodi hod dang tinh bot thit phat va thodi
hod dang tinh bot lién quan dén tudi bao gém, nhung khong gidi han &, cic r6i
loan than kinh nhu bénh Alzheimer (AD) va cdc bénh va céc tinh trang dic trung
b1 su mat kha nang tri nhé lién quan dén nhén thite, vi du nhu, suy gidm nhén
thic nhe (MCI), sa st tri tué thé Lewy, hoi chiing Down, chiing xu4t huyét nio
di truyén véi thodi hod dang tinh bot (loai Dutch); bénh phic hop Guam
Parkinson-Dementia ciing nhu cdc bénh khic dua vao hoac lién quan dén céc
protein tuong tu dang tinh bot nhu liét trén nhan tién trién, bénh xo cting rai rac;
bénh Creutzfeld Jacob, bénh Parkinson, sa sit tri tué lién quan dén HIV, ALS
(x0 cling cot bén teo co), viém co thé vii (IBM), bénh tiéu duong bit ddu tudi
trudng thanh; thodi hod dang tinh bot tim 130 suy; cdc khoi u noi tiét, va cic
bénh khic, ké ca bénh thodi hod diém vang, khi dugc sit dung phong ngira hoac
diéu tri. Cac khang thé c6 thé 1a 16p bat ky nhu IgG, IgM, hoic IgA, v.v.. hoic
phan 16p bat ky nao nhu IgG1, IgG2a, v.v.. va cic phan 16p khéc néu trén hoic
da biét trong linh vuc k§ thuit, nhung dac biét 1a 16p IgG2. Ngoai ra, cdc khidng
thé c6 thé dugc tao ra béi phuong phap bét ky nao, nhu biéu thi thé thuc khudn,
hodc dugc tao ra trong sinh vat hodc dong t&€ bao bat ky nao, ké ca vi khudn, con
trung, dong vat c¢é vi hoac loai khéc cua t€ bao hoac dong t€ bao cé thé tao ra

cdc khdng thé véi cdc dac tinh mong mudn, nhu cdc khang thé duoc 1am tuong
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thich v6i ngudi. Céc khéng thé c6 thé ciing dugc tao ra bang cich két hop phan

Fab va ving Fc cta loai kh4c nhau.

Thuat ngit "lai" nhu dugc str dung & day dé€ cap dén céc diéu kién lai thong
thuong, t6t hon la cdc diéu kién lai tai d6 dung dich 5xSSPE, 1%SDS,
1xDenhardts dugc st dung 1am dung dich va/hoac nhiét do lai nam trong khoang
35°C va 70°C, tot hon 1a 65°C. Sau khi lai, t6t hon qua trinh rira duoc tién hanh
1an thd nhét bang dung dich 2xSSC, 1% SDS va 16i sau d6 bing 0,2xSSC & nhiét
do lai nam trong khoang 35°C va 70°C, t6t hon 1a & 65°C (lién quan dén dinh
nghia dung dich SSPE, SSC va Denhardts xem tai liéu Sambrook et al. loc. cit.).
Céc diéu kién lai nghiém ngat, vi du nhu dugc mo ta trong tai liéu Sambrook et
al, supra, dac biét dugc uu tién. Céc diéu kién lai nghiém ngit dac biét dugc uu
tién, vi du c6 thé néu qud trinh lai va rira xudt hién & 65°C nhu néu trén. Cic diéu
kién lai khong nghiém ngat, vi du véi qud trinh lai va rira xuét hién & 45°C hoic

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

Thuat ngit “do tuong dong” gitta hai trinh tu duoc xdc dinh bing tinh
tuong dong vé trinh tu. Néu hai trinh tu duge so sdnh v6i nhau khic nhau vé do
dai, thi t6t hon tinh tuong déng vé trinh tu dé cap dén ty 1& gdc nucleotit cla
trinh tu ngan hon twong déng véi céc gdc nucleotit clia trinh tu dai hon. Tinh
tuong dong trinh tu c6 thé duge xac dinh thong thudng bang cich st dung cic
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, W1 53711). Bestfit sit dung thuat todn tuong
dong cuc bo cua Smith and Waterman, Advances in Applied Mathematics 2
(1981), 482-489, dé tim ra doan c6 tinh dong nhat trinh tu cao nhﬁ't giita hai trinh
tu. Khi st dung chuong trinh Bestfit hodc chuong trinh sap x€p trinh tu khic dé
xdc dinh c6 hay khong trinh tu dac biét c6 do tuwong dong 95% chang han véi
trinh tu tham khao theo sidng ché, t6t hon la cdc thong s6 duoc diéu chinh dén
miic ty 1& tuong dong dugc tinh todn nhd do dai hoan toan cla trinh tu tham khao

va céc thi€u hut tuong déng 1én dén 5% tdng s6 cic nucleotit trong trinh tu tham
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khao dugc thira nhan. Khi st dung chuong trinh Bestfit, t6t hon cai goi 1a cac
thong s6 tuy y dé tai céc gia tri diéu chinh trude cia ching ("mac dinh"). Cc do
chénh xuit hién khi so sanh gita trinh tl'_I da cho va céc trinh tu mo ta & trén theo
sang ché c6 thé dugc tao ra bang cdch b6 sung, lam khuyét doan, thay thé, xen
doan hodc t4i t6 hgp. Tét hon 1a qud trinh so sénh trinh tu con ¢ thé duogc tién
hanh bang chuong trinh "fasta20u66" (version 2.0u66, September 1998 by
William R. Pearson and the University of Virginia; cling xem tai lieu W. R.
Pearson (1990), Methods in Enzymology 183, 63-98, cidc vi du kém theo va
http://workbench.sdsc.edu/). D61 véi muc dich nay, cidc di€u chinh thong s6

"mic dinh" c6 thé dugc st dung.

Khéng thé theo séng ch& c6 thé 1a mot globulin mién dich hodc khéng thé,
duoc hiéu rang c6 timg diém gén két trong céc diém gén két cia né giong hét
(néu 1a chat nhiéu tic dung) hoic, theo c4ch khéc, c6 thé 1a “khang thé dic hiéu

kép” hodc "khdng thé chiic nang kép".

Thuat ngit “khadng thé dac hiéu kép” hoic "khéng thé chitc nang kép" 1a
khang thé lai nhan tao c6 hai cap chudi ning/nhe khac nhau va hai diém gan két
khac nhau. Khéng thé dic hiéu kép c6 thé dugc tao ra bang cdch céc phuong
phép khic nhau bao gébm hogp nhét cidc t€ bao lai hoac lién két cidc phan Fab.
Xem, vi du Songsivilai & Lachmann, Clin. Exp. Immunol. 79:315-321 (1990);
Kostelny et al, J. Immunol. 148, 1547-1553 (1992).

Thuat ngit "phdn" dé cap dén phan hoic ty 1 cta khang thé hoidc chubi
khang thé bao gom khong nhiéu hon mot vai géc axit amin so vdi chudi khéng
thé hoic khang thé nguyén ven hoic hoan chinh. Céc phén c¢6 thé thu dugc nhd
xtr 1y hoa hoc hoidc enzym chudi khang thé hoic khang thé nguyén ven hoic
hoan chinh. C4c phén ciing c6 thé thu dugc bang céch tai t6 hop. C4c phan vi du
bao gébm céc phan Fab, Fab', F(ab')2, Fabc va/hoac Fv. Thuat ngit "phén géan két
khidng nguyén" dé cap dén phan polypeptit cia mot globulin mién dich hoac

khang thé gan két véi khdng nguyén hodc canh tranh v6i khang thé nguyén ven
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(ttc 1a véi khéng thé nguyén ven ma tir d6 ching thu dugc) vé gan két khang

nguyén (tic 1a gan két dic hiéu).

Céac phén gin két dugc tao ra bang cic k¥ thuat ti t6 hop AND, hoic bang
cdch phan gidi enzym hoac hod hoc cédc globulin mién dich. C4c phan gan két
bao gébm cédc chudi don, Fab, Fab', F(ab")2, Fabc, Fv, va céc khing thé chubdi

don.

Thuat nglr "phan" ciing dé cap dén peptit hoac polypeptit bao gdbm mot
trinh tu axit amin cta it nhat 5 goc axit amin k€ nhau, it nhit 10 géc axit amin ké
nhau, it nhat 15 g6c axit amin ké nhau, it nhat 20 g6c axit amin ké nhau, it nhat
25 g6c axit amin ké nhau, it nhat 40 g6c axit amin ké nhau, it nhat 50 gdc axit
amin ké nhau, it nhit 60 goc axit amin ké nhau, it nhat 70 géc axit amin ké nhau,
it nhét 80 goc axit amin ké nhau, it nhit 90 gbc axit amin ké nhau, it nhat 100
gdc axit amin ké nhau, it nhat 125 géc axit amin ké nhau, it nhat 150 géc axit
amin k€ nhau, it nhat 175 gdc axit amin ké nhau, it nhat 200 c4c g6c axit amin
ké nhau, hoac it nhat 250 cédc gbc axit amin ké nhau cta trinh tu axit amin cla
polypeptit khdc. Theo mot phuong 4n dac biét, phan clia polypeptit gitt lai dugc it

nhat mot chitc nang caa polypeptit.

Thuat ngit "khédng nguyén" dé cap dén thuc thé hoic phin clia ching c6
thé gin két véi khang thé. Thuat ngit chat sinh mién dich dé cap dén khing
nguyén c6 thé tao ra ddp tng mién dich & sinh vat, dac biét 1a dong vat, dic biét
hon 14 & dong vat c6é vi bao gbm nguoi. Thuat ngit khang nguyén bao gébm céc
ving da biét nhu céc yéu t6 x4c dinh khdng nguyén hoic cic epitop dé cap dén
ty 1¢ khédng nguyén ti€p xdc hoic thé hién vai trd dang ké trong viéc hé tro géc
ti€p xuic & khang nguyén tao ra tinh khiang nguyén hoac cac yéu t6 xac dinh

khang nguyén.

Nhu duge st dung & day, thuat ngit "hoa tan" cé nghia la hoa tan mot phan

hoac hoan toan trong dung dich nudc.
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Ciing nhu dugc st dung & day, thut ngit "tao mién dich" dé cap dén céic
chit tao ra hodc tang cudng sin sinh cdc khing thé, c4c t€ bao T va cic t€ bao
mién dich phan tng khéc truc ti€p chong lai khdng nguyén ctia chat sinh mién
dich.

Ddp dng mién dich xuat hién khi cé thé tao ra cac khang thé, cic t&€ bao T
va céc &€ bao mién dich phan ing khic di dé chéng lai cdc ch€ phdm tao mién

dich dugc cung cép theo sang ch& lam nhe hoac giam bét réi loan can diéu tri.

Thuat nglt tinh sinh mién dich nhu dugce st dung & day dé cap dén tiéu
chuin danh gi4 kha nang cta khang nguyén dé tao ra dap ting mién dich (thé
dich hoac t&€ bao) khi cung cdp cho nguoi nhan. Sing ché lién quan dén phuong
phdp d€ Iam gidm tinh sinh mién clia céc khang thé dang kham hoac dugc 1am

tuong thich véi ngudi & nguoi.

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

giam so v6i khang thé goc, vi du khang thé chuot.

Khang thé dugc lam tuong thich véi ngudi vé co ban vén gift cac dac tinh
gén két ctia khdng thé gbc dé cap dén khéng thé dugc 1am tuong thich véi nguoi
van git dugc gan két dic hiéu véi khdng nguyén duoc nhan dang béi khang thé
goc st dung dé€ tao ra khang thé dugc lam twong thich véi ngudi nay. T6t hon 1a
khang thé dugc lam tuong thich véi ngudi s& c6 4i luc gan két khang nguyén va
4i luc tuong tu hodc vé co ban tuong tu nhu khang thé g6c. Mot céch 1y tudng, 4i
luc ctia khing thé s& khong it hon 10% 4i luc khing thé géc, t6t hon nita 1a
khoang 30%, va t6t nhét 1a 4i luc s€ khong it hon 50% khang thé géc. Cac
phuong phdp dé thir nghiém 4i luc gan két khéng nguyén Ia da biét rd trong linh
vuc k¥ thuat va bao gébm cdc thit nghiém gan két bén toan dién, cic thir nghiém
canh tranh va phan tich Scatchard. Céc thit nghiém gan két khang nguyén thich

hgp dugc mo ta trong sdng ché nay.
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Thuat ngir "dot bién nguoc" 1a dot bién dugc dua vao trinh tur nucleotit ma
hoa khéng thé duoc lam twong thich véi ngudi, dot bién 1am cho axit amin tuong
ting véi axit amin & khang thé goc (vi du khang thé cho, vi du khang thé chuot).
Mot s6 g6c khung tir khdng thé goc c¢6 thé dugce duy tri trong qud trinh 1am twong
thich v6i ngudi cha cdc khang thé theo sang ch€ dé vé co ban van giit cic dic
tinh gan két clia khdng thé goc, trong khi dong thoi t6i thiéu hod tinh sinh mién
dich hiéu nghiém ctia khing thé thu dugc. Theo mot phuong 4n clia sang ché,
khang thé goc c6 ngudn goc tir chuodt. Céc vi du vé cac goc khung c6 thé dot bién
nguoc bao gém, nhung khong gidi han &, cdc géc hgp véi quy tac tiéu chuin,
cdc gbc bao gbi bé mat, cdc gbc gdc bat thuong gan véi diém gén két, céc goc &
"Vernier Zone" (tao ra nén trén dé cdc CDR tri tam) (Foote & Winter, 1992, J.
Mol. Biol. 224, 487-499), va géc gan véi CDR H3.

Nhu duge sir dung & day thuat ngit "thay déi bdo toan" dé cap dén bién ddi
vé€ co ban cdu hinh hodc tinh trung 1ap khéng nguyén, tao ra cic thay déi t6i
thiéu & cdu tric thd ba cha céc polypeptit dot bién, hodc tao ra cac thay ddi t6i
thi€u & cdc yéu t6 xdc dinh khdng nguyén clia cdc polypeptit dot bién twong ing,
khi so sdnh véi protein nguyén thé. Khi dé cap dén cic khing thé va cic phin
khéng thé theo sdng ché, thay d6i bdo toan c6 nghia 1a thay thé axit amin khong
lam cho khang thé khong thé gan két véi thu thé doi tuong. Chuyén gia trong
linh vuc k¥ thuat s& c6 thé du dodn cdc thay thé axit amin nao c6 thé duoc tao ra
trong khi duy tri dugc xdc suit cao v€ ciu hinh hodc tinh trung lap khang
nguyén. Chi din nay dugc dé xuét, vi du trong tai liéu Berzofsky, (1985) Science
229:932-940 va Bowie et al. (1990) Science 247:1306-1310. Cic nhan t6 duoc
coi la tdc dong dén kha nang duy tri cau hinh hoac tinh trung 1ap khing nguyén
bao gém, nhung khong gidi han &: (a) thay thé€ cdc axit amin ky nudc it cé kha
nang tdc dong dén tinh khang nguyén do cic gbc ky nude c¢6 kha nang dinh vi
nhiéu hon & bén trong cua protein; (b) thay thé tuwong tu vé sinh hod, cic axit
amin it cé kha nang tdc dong dén cdu hinh do axit amin duoc thé bat chudc ciu

tric cla axit amin nguyén thé; va (c) thay déi cac trinh tu bao toan tién trién c6
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thé tdc dong bt logi dén cau hinh dugc hiéu theo nghia thong thudng 14 bao toan
dé xuit rang cac trinh tu axit amin cé ¥ nghia quan trong vé chiic nang. Chuyén
gia trong linh vuc k¥ thuat s& c6 thé ddnh gid cdc thay déi céu hinh nho st dung
cac thu nghiém da biét rd, nhu, nhung khéng gidi han &, cic phuong phap c6
dinh vi bd tro (Wasserman et al. (1961) J. Immunol. 87:290-295; Levine et al.
(1967) Meth. Enzymol. 11:928-936) va qua cdc thir nghiém gan két str dung cac
khéng thé don dong phu thudc céu hinh (Lewis et al. (1983) Biochem. 22:948-
954).

Ngoai ra, thuat ngtt "lugng c6 tac dung di€u tri" dé cap dén lugng khéng
thé ma cung c4p cho ngudi hodc dong vat, di dé tao ra hiéu qua diéu tri & ngudi
hoac dong vat nay. Lugng hitu hiéu dé dang dugc xac dinh bdi chuyén gia trong

linh vuc ky thuat theo cac phuong phédp thong thuong.

Nhu duoc st dung & day, cac thuat ngl "di€u tri" va "phong ngira" dé cap
dén viéc phong nglra su tdi phat hodc tin cong cia mot hoac nhiéu triéu ching

r0i loan & d6i tugng nhd cung cap tdc nhan diéu tri hoiac phong ngira.
C4u tric chia c4c khang thé duoc 1am twong thich véi ngudi

Séng ché c6 thé duoc hiéu dé dang hon bang cach tham khdo phin mo ta
chi ti€t dudi day cac phuong an dac biét. Mac du sang ché€ dugc mo ta ¢6 tham
khao téi cac chi ti€t dac biét cia mot vai phuong an nhung cic chi tiét do sé

khong dugc coi 1a cac gidi han chong lai pham vi cua sang ché.

Séng ché& dé xuat cdc phuong phdp va ché€ phdm méi bao gébm cic khing
thé rat dac hiéu va cé hiéu qua cao c¢6 kha niang nhan dang va gan két dic hiéu
vGi céc epitop dac hiéu tr gii han cua cic khang nguyén tinh bot S. Theo chi
din cla cla sdng ché, cédc khang thé cé thé duoc dic biét sit dung dé diéu tri
bénh bénh thodi hod dang tinh bot, nhém cdc bénh va cac ro1 loan lién quan dén
st hinh thanh mang dang tinh bot bao gém bénh thodi hod dang tinh bot thi phat

va ching thodi hoa dang tinh bot lién quan dén tudi bao gém, nhung khong gisi
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han &, cdc 161 loan than kinh nhu bénh Alzheimer (AD) va cdc bénh va cac tinh
trang dac trung bdi su mat kha nang tri nhé lién quan dén nhén thic, vi du nhu,
suy giam nhan thic nhe (MCI), sa sit tri tué thé Lewy, hoi chimg Down, chitng
xudt huyét ndo di truyén véi thodi hod dang tinh bot (loai Dutch); bénh phidc hop
Guam Parkinson-Dementia cing nhu cac bénh khac dua vao hoac ién quan dén
céc protein tuong tu dang tinh bot nhu liét trén nhéan tién trién, bénh xo ciing rai
rac; bénh Creutzfeld Jacob, bénh Parkinson, sa stt tri tué lién quan dén HIV,
ALS (xo ciing cot bén teo co), viém co thé vai (IBM), bénh tiéu dudng bat ddu
tudi trudng thanh; thodi hod dang tinh bot tim 130 suy; cac khoi u noi tiét, va cic
bénh khic, ké ca bénh thodi hod diém vang, duoc goi tén chinh xdc mot vai

bénh.

Ving bién déi duge lam tuong thich v6i ngudi hoan toan hodc tao hinh lai
theo séng ché c6 thé duoc tao ra trong pham vi clia sdng ché truée tién bang cach
thiét k& trinh tu axit amin ving bién déi chita cdc CDR khong phai clia nguoi,
dac biét thu duoc tur loai gam nhdm, nhung dac biét 1a cdc CDR thu duogc tur
khang thé chuot ACI-01-Ab7C2 (dugc goi la "mC2" trong toan bo séng ché va
dugc Iuwu git 01 thing 12 nam 2005 & "Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) tai Braunschweig,
Mascheroder Weg 1 B, 38124 Branuschweig, theo cdc diéu khoan ciua Hiép udc
Budapest va véi s6 hiéu luu gitt DSM ACC2750) gan vao céc trinh tu khung thu
duge tir nguoi. Cadc CDR khong phai cua ngudi, dac biét thu duge tir loai gam
nham, c6 thé thu duoc tir khdng thé theo sdng ché, tao ra tinh dic hiéu mong
muén. Vi vay, cdc géc bao gdm thiét k& ving bién déi tao hinh lai vé co ban
khong thay déi. Vi vay cac cai bién bat ky nao s& bi han ché€ & muc t6i thi€u va
chd doi sat véi cac thay déi vé tinh dac hiéu va 4i luc ctia khang thé. Néi céch
khdc, cac goc khung theo 1y thuyét c6 thé thu duoc tir viing bién déi ngudi bat ky

~

nao.
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D€ tao ra khdng thé tao hinh lai c¢6 4i luc chap nhan dugc hoac tham chi
dugc cai thién, cdc trinh tu khung nguoi s€ phai duge chon, né ciing thich hop dé

tao ra vang bién déi tao hinh lai va dé duy tri duoc 4i luc ctia khang thé.

Dé dat dugc muc tiéu nay, phuong phép thich hop nhat duoc trién khai.
Nhu di biét rang cdc trinh tu khung dugc st dung dé gifta cdc CDR theo dinh
hudng khong gian chuén clia chiing dé twong tac vé6i khang nguyén, va tham chi
doi khi cac g6c khung con tham gia vao gan két khdng nguyén. Phuong phap nay
nham t6i thiéu ho4 cac thay déi c6 thé tic dong chéng lai céu tric ba chiéu cha
khéng thé bing cch tim thdy trinh tu khung ngudi st dung dé tao hinh lai khang
thé tir viing bién déi ngudi hdu nhu tuong déng hoac twong tu véi ving bién déi
khong phai cla nguoi, dac biét 1a thu duge tir loai gam nhadm. N6 ciing sé 161 da

ho4 kha nang 1a 4i luc s& duoc duy tri & khang thé tao hinh lai.

O mtc don gidn nhét cha né, phuong phép “thich hop nhat” bao goém so
sdnh ving V cua loai gam nhdm cho véi tat ca céc trinh tu axit amin ving V cla
ngudi da biét, va sau d6 chon loc tinh tuong déng nhat dé tao ra cdc viing khung
nhéan cho cic tng dung lam tuong thich véi nguoi. Thuc t€ ¢6 mot vai nhan khéc
phéi dugc xem xét, va né ¢4 thé anh hudng dén viéc chon lua cudi cling cdc viing
khung nhan. V& mat nay, cdc du bdo mo hinh hod phan tir ¢6 thé dugc st dung
truGe khi tién hanh thir nghiém bat ky nao dé€ thi t6i da ho4 4i luc cta khang thé
tao hinh lai thu dugc. V€ co ban, muc tiéu ctia viéc moé hinh hoa 1a du dodn cac
gbc chinh (néu c6 thé) cha khung ngudi tuong déng nhat s& dé lai & loai gam

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

Theo mot phuong dn cta sing ché, cdc CDR ¢6 thé thu duge tir khang thé
don dong chudt, cu thé 1a tir khdng thé don dong chuot ACI-01-Ab7C2 (duoc goi
la "mC2" trong toan bo sang ch€) dugc mo ta trong don EP 05 02 7092.5 nop

ngay 12.12.2005, phan mo6 ta ciia n6 dugc dua vao day bang céch vién dan.

Céc t€ bao lai FP-12H3-C2, tao ra khang thé don dong chuét ACI-01-
Ab7C2 (duge goi 1a "mC2" va hC2 cho khang thé 1am tuong thich vé6i ngudi C2,
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trong toan bd sing ché) dugc luu git 01 thang 12 nam 2005 trong don s6
EP05027092.5 tai "Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH (DSMZ) & Braunschweig, Mascheroder Weg 1 B, 38124 Braunschweig,
theo cdc diéu khoang ctia Hiép udc Budapest Treaty va véi s6 hiéu luu giit DSM
ACC2750.

Khéng thé chudt c6 thé duge lam ting chong lai céu tric khdng nguyén
siéu phan ti bao gbm mot peptit khdng nguyén tuong tng vdi trinh tu axit amin
clia peptit tinh bot S, cu thé 1a clia peptit tinh bot B ABi1s, ABi-1s va ABiisala,
duoc cai bién bang géc ky nudc nhu, vi du axit palmitic hodc géc wa nuéc nhu, vi
du polyetylen glycol (PEG) hoidc hén hop cua ca hai, trong d6 va géc va nudc va
ky nudc tuong tng, dugc lién két cong hod tri v6i mdi dau tan cing cua peptit
khéng nguyén bang it nhit mot, dac biét 1a mot hodc hai axit amin nhu, vi du
lysin, axit glutamic va xystein hoac axit amin thich hgp bat ky nao khéc hoac
chét twong tu axit amin c6 thé sit dung nhu dung cu néi dé két hop géc wa nudc
va ky nudc véi phan peptit. Khi PEG duoc st dung 1am géc va nudce, cac dau tan
cung PEG duogc lién két cong hoa tri v6i phosphatidyletanolamin hoac hop chat
bat ky nao khéc thich hop dé c6 chiic nang nhu thanh phéan neo, vi du dé gan vao

cu trac khang nguyén & 16p kép cua liposom.

Dic biét, khing thé chudt cé thé duoc 1am tang chéng lai cdu tric khing
nguyén siéu phan t& bao gém mot peptit khang nguyén tuong tng vdi trinh tu
axit amin cla peptit tinh bot 8 duogc cai bién bang gdéc va nuée nhu, vi du géc ua
nude polyetylen glycol (PEG) dugc lién két cong hod tri v6i moéi ddu tan cing
cua peptit khiang nguyén bang it nhat mot, dac biét 12 mot hoac hai axit amin
nhu, vi du lysin, axit glutamic va xystein hodc axit amin thich hgp bat ky nao
khac hodc chat twong tu axit amin c6 thé st dung nhu dung cu néi dé két hop géc
ua nudc va ky nude véi phéan peptit. Khi PEG duge str dung lam g8c ua nude, cic
dau tan cung dugc lién két cong hod tri véi phosphatidyletanolamin hodc hop
chat bat ky nao khac thich hop dé cé chitc nang nhu thanh phan neo, vi du dé gan

vao ciu tric khang nguyén & 16p kép ctia liposom.

-87-



22189

Theo mot phuong 4n cua sang ché, khdng thé dang kham hodc mot phan
ctia ching, hodc khang thé duoc lam tuong thich véi ngudi hoic moét phén clia
chiing dugc dé xuét bao gom trong ving bién déi it nhat mot CDR c6 nguén géc
khong phai ngudi gan vao mot hoac nhiéu ving khung thu dugc tir ngudi hodc
dong vat linh trudng va két hop véi ving 6n dinh thu dugc tit khang thé c6 nguén
g6c ngudi hodc dong vat linh trudng, khang thé d6 dang kham hodc mot phan
ctia chiing, hodc khang thé duoc lam tuong thich v6i ngudi hodc moét phan clia

chiing c6 kha niang nhan dang va gan két dac hiéu véi peptit monome tinh bot j.

C4c CDR chia céc g6c ¢6 kha nang nhit lién két véi khiang nguyén va
phai duogc duy tri & khéng thé tao hinh lai. Cdc CDR duoc x4c dinh béi trinh tu
theo Kabat et al, Sequence of Proteins of Immunological Interest, 5" Edition,
The United States Department of Health and Human Services, The United States
Government Printing Office, 1991. Cic CDR dugc chia thanh céc loai hop véi
quy téc tiéu chuén (Chothia et al, 1989 Nature, 342, 877-883) trong d6 cic gbc
chinh x4ac dinh mdc do 16n cua ciu hinh ciu tric cua vong CDR. Cac gbc d6 hau

nhu luén duy tri duoc & khang thé tao hinh lai.

Trong quy trinh d€ tao ra khang thé duoc 1am tuong thich véi ngudi theo
sang ché, cac trinh tu axit amin clia chudi nang C2 va céc ving bién déi chubi
nhe (Vu va Vi) dugc so vé6i cic trinh tu khéng thé Vy va Vi clia loai gdm nham

trong co s& dit liéu NCBI va Kabat.

Gen dong mam chuoét thich hop gan nhit véi C2 VK 1a bbl, Locus
MMU231201, (Schable et al, 1999). So sanh phat hién rang hai axit amin khac
nhau ti trinh tv dong mam nay, ca hai dugc dinh vi trong CDRLI. C4c khéng thé
chuét trudng thanh véi trinh tu twong tu nhung khong giéng hét nhau, cé thé
duoc thdy. Mot vai khang thé c6 CDR12 giéng hét nhau va CDR13 giong hét
nhau, nhung CDRL1 ciaa C2 duong nhu I1a don nhit. So sanh véi céc trinh tu
dong mam ngudi VK chitng to rang céc gen t nhém phu VkII 1a thich hop nhat
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deéi véi C2 Vi (Cox et al, 1994). Vi vay, C2 Vk c6 thé chi dinh t6i trinh tu
MuVlII nhém phu Kabat.

DPK15 cung vé6i ving J ngudi Hulx1 c6 thé dugce chon loc d6i véi cac

trinh tu khung nhan doéi véi Vk dugc lam tuong thich véi nguoi.

Cac goc tai bé mit gilta cdc chudi niang va nhe bién déi duge x4c dinh
(Chothia et al, 1985 J. Mol. Biol, 186, 651-663). Ching duoc thuong xuyén duy
tri & khang thé tao hinh lai. Phe tai vi tri 87 C2 Vx chu6t khac thuong & bé mat,
trong khi Tyr thong thudng hon & nhém phu V«II, ching to rang géc khung nay
1a quan trong d6i vé6i hoat tinh clia khéang thé. Tyr 87 c6 mit & is C2VK dong

mam ngudi va duoc 1am tuong thich v6i ngudi.

Vi vay céc trinh tu Vi c6 thé dugc thiét k&€ sao cho C2HuVK1 bao gém
cidc CDR chuot C2 Vi véi cdc khung tr DPK 15 va Jk1 nguoi. Theo mét phuong
4n dic biét cla sdng ché, c4c goc chudt c6 thé duoc thé & ving khung nguodi tai
cdc vi tri 45, va/hoic 87. Trong viing CDR2 ¢6 thé thu duoc tir khang thé don
dong chuot nhit, cu thé 1a khang thé chuot ACI-01-Ab7C2, cac thay thé axit
amin c6 thé duogc tao ra tai cac vi tri Kabat 50 va/hoac 53. Goc 45 c6 thé hd tro
cau hinh cta cic CDR. G6c 87 dugc dinh vi tai bé mat ctia cdc mién Vu va V.

Vi vay cdc gbc nay c6 thé quan trong dé duy tri gin két khang thé.

Gen dong mam chudt thich hop gan nhat v6i C2 Vy AF 1a VH7183, Locus
AF 120466, (Langdon et al, 2000). So sanh véi trinh tu dong mam ngudi Vu
chiing to rang cic gen tir nhém phu VIII 1 thich hop nhat d6i v6i C2 V. C2 Vi
AF c6 thé dugc chi dinh cho nhém phu Kabat MuVglIlID. Trinh tu DP54 clng
v6i vang J ngudi Hulu6 c6 thé duge chon loc dé tao ra cdc trinh tu khung nhan

cho Vu duoc lam tuong thich vé1 nguoi.

So séanh phat hién rang c6 chin axit amin khac nhau gitta c4c trinh tu C2
VH va trinh tu dong mam ngudi nhan DP54 va Ju6, phan 16n dugc dinh vi trong
CDRH2. C4c khang thé chuot truéng thanh véi CDRHI1 giéng hét nhau hoic
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tuong tu (mot goc khic) hoac vé1 CDRH2 tuong tu (mot géc khéic) dugc thdy,
nhung khong vdéi tdt ca ba CDR giong hét véi C2 Vu AF. CDRH3 ctia khang thé
C2 ngéan bat thudng, gébm c6 chi ba g6c. Tuy nhién, cdc khang thé khic duoc
thdy trong co s& dir lieu v6i CDRH3 c¢6 do dai nay. Goc 47 cua C2 Vg la Leu
thay vi Trp thong thudng hon, va géc 94 1a Ser thay vi Arg thong thudng, chiing

t6 rang cdc gbc khung dé c6 thé quan trong déi véi hoat tinh khang thé.

Céc trinh tu duge lam tuong thich v6i ngudi khac nhau Vy cé thé duoc
thiét k&€ C2HuVH1 bao gébm cidc CDR C2 Vy AF véi cdc khung tir DP54 va
HuJu6. Theo mot phuong dn dac biét cta sang ché, cdc goc chuodt ¢é thé duoc
th€ & vung khung ngudi tai cdc vi trf 47 hodc 94 hoac ca hai. Géc 47 & khung 2
tao ra ca hai ti€p xtc vdi cdc CDR va véi mién VK. Goc 94 c6 thé tao ra su hd
trg cdu hinh cta cdc CDR. Vi vay cdc géc dé c6 thé 1a quan trong dé duy tri gin

két khang thé.

Cac vang khdc nhau HCVR va LCVR c6 thé duoc thiét k&€ bao gém cic
CDR khong phai ngudi cé thé thu duoc tir khdng thé cho, vi du khang thé chuot,
gan vao cdc ving khung thu dugc tir ngudi hoac dong vat linh trudng cai bién
hodc nguyén thé. Qua trinh cai bién c6 thé dac biét lién quan dén su trao ddi mot
hodc nhi€u céc gbc axit amin trong ving khung bang cic géc khong phai la
nguoi, dac biét 1a cidc goc chuot, théng thuong hon duge thiy & vi tri nay trong
cédc nhém phu tuong dng bang cdc goc c¢6 cdc dic tinh tuong tu véi céc goc

thuong thay & vi tri nay cta cdc nhém phu tuong dng.

Qud trinh cai bién vang khung thi cdc trinh tu khung dugc sir dung dé gitt
cdc CDR theo dinh huéng khéng gian chuin cta ching dé twong téc véi khang
nguyén, va géc khung nay tham chi doi khi c6 thé tham gia vao gén két khang
nguyén. Theo mot phuong 4n cla sdng ché, cdc bién phép duoc tién hanh dé 1am
tuong thich hon cdc trinh tu khung ngudi chon loc dé 1am cho ching hau nhu
tuong tu véi céc trinh tu cla cdc khung cta loai gam nham dé t6i da ho4 kha

nang rang i luc s& duoc giit lai & khang thé tao hinh lai.
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Vi vay, cdc gbc chudt & vang khung ngudi cé thé duge thay thé. Pic biét,
céc goc chudt c6 thé duge thay thé & ving khung ngudi clia viing bién déi chudi
nang (HCVR) tai cdc vi tri 47 hoac 94 hoac ca hai va & ving khung ngudi cua
viing bién déi chudi nhe (LCVR) tai c4c vi tri 45 va/hodc 87. Trong ving CDR2
c6 thé thu duoc tir khang thé don dong chu6t nhit, cu thé 1a khang thé chuot
ACI-01-Ab7C2, c4c thay thé€ axit amin c6 thé dugc tao ra tai cic vi trf Kab 50
va/hoac 53.

Cac goc dugc thay & cdc vi trf biéu thi & trén & ving khung ngudi ¢ thé
dugc trao déi bing céc gbc chuodt thudng duge thdy nhiéu hon & vi trf nay trong
cac nhém phu tuwong tng. Pac biét, Trp & vi tri Kabat 47 trong vung khung thu
duoc tr ngudi hodc dong vat linh trudng cua ving bién déi chudi niang nhu thé
hién trong SEQ ID NO:15 c6 thé dugc thay th€ bang Leu hoidc bing géc axit
amin c6 cdc dic tinh tuong tu va thay th€ d6 din dén cac bién déi 1a trung tinh
v€ co ban ciu hinh hoic khing nguyén, tao ra céc thay déi t6i thiéu & ciu tric
thi ba cua cdc polypeptit dot bién, hoic tao ra céc thay déi t6i thiéu & cic chat
x4c dinh khang nguyén. Dac biét, Trp ¢ vi tri Kabat 47 trong ving khung thu
dugc tir ngudi hodc dong vat linh trudng clia vang bién doi chudi ning nhu thé
hién trong SEQ ID NO:15 c6 thé con dugc thay thé bing axit amin duoc chon tir
nhém gbém c6 norleuxin, Ile, Val, Met, Ala, va Phe, cu thé bang Ile. Céc thay thé

bao toan khac c6 thé du tinh 1a trung tinh vé c4u hinh hodc khing nguyén.

Arg & vi tri Kabat 94 trong ving khung thu duoc tir ngudi hoic dong vat
linh trudng cta vang bién ddi chudi ning nhu thé hién trong SEQ ID NO:15 c6
thé dugc thay thé€ bing Ser hodc biang géc axit amin c6 cc dic tinh tuong to va
thay th€ d6 din dén céc bién déi 1a trung tinh vé co ban c4u hinh hoic khing
nguyén, tao ra cdc thay déi t6i thi€u & cdu tric thi ba clia cdc polypeptit dot
bién, hodc tao ra céc thay déi t6i thiéu & cdc chét x4c dinh khang nguyén. Pic
biét, Arg ¢ vi tri Kabat 94 trong ving khung thu duoc tit ngudi hoac dong vat
linh trudng cta vang bién d6i chudi ning nhu thé hién trong SEQ ID NO:15 c6
thé con duoc thay thé bang Thr.
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Theo mot phuong 4n khac cha sdng ché, ca hai goc c6 thé dugc thay thé &

khéang thé duoc lam tuong thich véi ngudi.

Gln 6 vi tri Kabat 45 trong vung khung thu duge tir nguoi hoac dong vat
linh trudng clia ving bién déi chudi nhe nhu thé hién trong SEQ ID NO:12 c6
thé duoc thay thé bang Lys hoac bang g6c axit amin c6 cac dac tinh tuong tu va
thay th€ dé din dén cdc bién ddi 1a trung tinh vé co ban cdu hinh hodc khéng
nguyén, tao ra cic thay déi t6i thiéu & cdu tric thit ba cha cdc polypeptit dot
bién, hoic tao ra céc thay déi t6i thiéu & cdc chdt x4c dinh khang nguyén. Dic
biét, Gln & vi tri Kabat 45 trong vung khung thu dugc tir nguoi hoac dong vat
linh trudng clia viing bién déi chudi nhe nhu thé hién trong SEQ ID NO:12 c6
thé duogc thay thé bang axit amin dugc chon tit nhém gém c6 Arg, Gln, va Asn,

cu thé 1a bang Arg.

Leu & vi tri Kabat 50 trong vung khung thu dugc tir nguoi hoac dong vt
linh trudng clia viing bién déi chudi nhe nhu thé hién trong SEQ ID NO:12 c6
thé duoc thay thé bang Lys hoac bing gbc axit amin cé thé dugc thay thé bang
Lys hodc bang g6c axit amin c6 céc dac tinh twong tu va thay th€ d6 din dén cac
bién déi 1a trung tinh vé co ban cau hinh hoidc khing nguyén, tao ra céc thay déi
t6i thiu & cau tric thit ba clia cic polypeptit dot bién, hodc tao ra céc thay déi
t61 thiéu & céc chat x4c dinh khdng nguyén. Dic biét, Leu & vi tri Kabat 50 trong
viing khung thu dugc tir ngudi hodc dong vat linh trudng clia viing bién déi chubi
nhe nhu thé hién trong SEQ ID NO:12 c6 thé dugc thay thé bing axit amin dugc
chon tir nhém gém c6 Arg, Gln, va Asn, cu thé 1a bang Arg.

Asn & vi tri Kabat 53 trong vung khung thu duogc tir nguoi hoac dong vat
linh trudng clia viing bién déi chudi nhe nhu thé hién trong SEQ ID NO:12 c6
thé dugc thay thé bang His va Gln hoic bang g6c axit amin c6 cdc dic tinh tuong
tu va thay thé d6 din dén c4c bién ddi 1a trung tinh vé co ban cdu hinh hoidc
khang nguyén, tao ra cic thay déi t6i thiéu & cau tric thi ba clia cac polypeptit

dot bién, hodc tao ra cac thay déi t6i thi€u & céc chdt xdc dinh khdng nguyén.
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Dac biét, Asn & vi tri Kabat 53 trong viung khung thu dugc tir nguoi hoac dong
vat linh trudng ctia viing bién d6i chudi nhe nhu thé hién trong SEQ ID NO:12
c6 thé dugc thay thé bang axit amin dugc chon tir nhém gém c6 Gln, His, Lys va
Arg.

Thr & vi tri Kabat 87 trong ving khung thu duoc tr nguoi hodc dong vat
linh trudng cta ving bién doi chudi nhe nhu thé hién trong SEQ ID NO:12 cé
thé dugc thay thé bang Phe hoic bang géc axit amin c6 céc dic tinh tuong tu va
thay th&€ d6 din dén cac bién déi la trung tinh vé€ co ban c&u hinh hoic khang
nguyén, tao ra cdc thay déi t6i thiéu & cdu tric thid ba ciia cdc polypeptit dot
bién, hodc tao ra cac thay déi t6i thiéu & cdc chat x4c dinh khdng nguyén. Dac
biét, Tyr & vi tri Kabat 87 trong vung khung thu dugc tir nguoi hoac dong vat
linh trudng cta viing bién déi chudi nhe nhu thé hién trong SEQ ID NO:12 c¢é
thé duoc thay th€ bang axit amin dugc chon tir nhém gbém cé Leu, Val, He, va

Ala, cu thé bang Leu.

Vung bién déi thu dugc nhu vay bao gdm it nhdt mot CDR cé nguén géc
khong phai ngudi gén vao trong mot hodc nhiéu ving khung thu duoc tir ngudi
hodc dong vat linh trudng sau d6 c6 thé dugce két hop véi viing 6n dinh thu duoc
tir khang thé c6 ngudn géc ngudi hodc dong vat linh trudng, cu thé 1 véi cic
viing 6n dinh ngudi IgG4 hodc K twong tng. Vung 6n dinh IgG4 ¢6 thé duoc cai
bién bing, vi du thay déi Serin tai vi trf 228 & viing ban 1& cho Prolin (HulgG4
Ser-Pro). Dot bién nay lam 6n dinh lién két trong disulfua va ngan chan su hinh
thanh cia mot nita cdc phan tir c¢6 thé xuat hién trong cdc ché phim ngudi
nguyén thé IgG4. Vang 6n dinh 1gG4 c6 thé con dugc cai bién bang cich lam
khuyét doan Lys tan cing & vi tri 439 nhu thé hién trong SEQ ID NO:16.

C4c vung bién déi cai bién cé thé dugc céu tric bang phuong phap di biét
trong linh vuc k¥ thuét, nhu, vi du téi t6 hop chéng 1én nhau PCR. Cic cassette
biéu hién d6i vé6i khang thé dang kham, C2 ChVy AF va C2 ChVk, c6 thé duoc

stt dung lam c4c miu dé phét sinh dot bién chia cdc vang khung cho céc trinh tu
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cin thiét. Cdc bo cha cdc cip doan mdi dot bién dugc téng hop bao gém cic
viing dugc bién déi. C4c catxet biéu hién Vi va Vk duge lam tuong thich véi
ngudi cé thé duge tdch dong vao cdc vat truyén tdch dong thich hop da biét trong
Jinh vuc k§ thuat nhu, vi du pUC19. Sau d6 trinh tw AND hoan chinh dugc khang
dinh 14 chudn déi v6i mdi Vu va Vk, céc gen vang V chubi nang va nhe cai bién
c6 thé dugc cét bd khoi vat truyén tdch dong thanh céc catxet biéu hién. Sau dé
chiing c¢6 thé dugc chuyén t6i cac vat truyén biéu hién thich hgp nhu pSVgpt va

pSVhyg d6 bao gébm cac ving 6n dinh ngudi IgG4 Ser-Pro hoic K tuong tng.
Céc vat truyén biéu hién

Vat truyén biéu hién pSVgpt goc pSV,gpt (Mulligan and Berg, 1980) va
bao gébm gen khang ampixilin dé chon loc céc t€ bao vi khuin, gen gpt dé chon
loc cdc t&€ bao dong vat ¢é vi, vang tang cudng globulin mién dich chuédi nang,
trinh tw hé gen ma hoé gen viing 6n dinh va céc trinh tu SV40 poly A. Vung bién

déi chudi nang dé biéu hién duoc xen doan 1a Hindlll v6i doan BamHI.

Vit truyén biéu hién pSVhyg bao gom gen khéng ampixilin dé chon loc
céac t& bao vi khudn, gen hyg dé chon loc céc t€ bao dong vat cé v, ving ting
cudng globulin mién dich chudi nang, trinh tu hé gen ma hoa gen ving 6n dinh
kappa va bao gém gen tang cudng kappa va céc trinh tu SV40 poly A. Vung bién

déi chubi nhe dé biéu hién duoc xen doan 1a HindlIl véi doan BamHI.

Trinh tu AND sau d6 duoc khang dinh 13 chuén d6i v6i Vu va Vg duoc

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

D€ tao ra khang thé, cdc vat truyén bi€u hién chudi nhe va nang duoc 1am
tuong thich véi ngudi cé thé duoc dua vao cdc dong t€ bao san sinh thich hop da
biét trong linh vuc k§ thuat nhu, vi du céc t€ bao NSO. Viéc dua céc vat truyén
biéu hién c6 thé dugc thuc hién bang cach déng chuyén nhiém bang dién xung
hoac k¥ thuat bién déi thich hop bét ky nao khéc trong Iinh vuc k§ thuat. Cac

dong t& bao san sinh khang thé sau dé cé thé dugc chon loc va mé rong va céc
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khang thé dugc lam tuong thich véi ngudi dugc tinh ché. Sau d6 cac khang thé

duoc tinh ch€ ¢6 thé duoc phan tich bang c4c k§ thuat chuén nhu SDS-PAGE.
Khang thé vé6i 4i luc, tinh dic hiéu va tinh 6n dinh cai thién

Trinh tv CDR12 ("KVSNRFS") ctia khang thé chuot C2 ¢6 thé duoc cai
bién nhe ma khong c6 tic dong bt loi dén hoat tinh khéng thé. C4c thay thé bao
toan cé thé duoc tao ra nho trao déi R cho K tai vi tri 50 va S cho N tai vi trf 53.
Vi vay, hai trinh tu khdac CDRL2 la "RVSNREFS" va "KVSSRFS" tuong dng.
Chiing dugc dua vao trinh tu chuét Vk khong c6 cic thay déi khac, nhu C2 VK-
R va C2 VK-S,tuong tng.

Al luc, tinh dic hiéu va tinh 6n dinh ctia khang thé theo sang ché& nhu dugc
mo ta trén day hodc moét phan clia ching ¢ thé duoc cdi bién bang cdch thay déi

profil hoac méu glycosyl hod din dén cai thién cic gid tri diéu tri.

Pé dat dugc thay déi nay trong mau glycosyl hod, cic t€ bao chi cé thé
dugc xir 1y k§ thuat sao cho ching cé thé biéu hién gidi han thich hop clia hoat
tinh glycosyl transferaza duoc cai bién bang glycoprotein lam ting céc
oligosacarit lién k&t N mang GIcNAc cat kép. Ngoai ra, cic glycoform céi bién
clia céc glycoprotein cé thé thu dugc, vi du khéng thé, bao gém toan bo céc phan
tr khang thé, cac phan khang thé, hodc cic protein dung hop bao gébm ving
tuong duong vdi ving Fc caa globulin mién dich, c¢é tinh doc t€ bao do Fc tao ra

tang cuong.

C4c phuong phdp dé thu dugc céc khéng thé vé6i cac miu glycosyl hod cai
bién la da biét d6i véi chuyén gia trong Iinh vuc k§ thuét va duge mo ta, vi du
trong EP 1071700, US2005272128, Ferrara et al (2006) J Biol Chem 281(8),
5032-5036); Ferrara et al (2006) Biotechnology and BioenGlneering 93(5), 851-
861.
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Dugc phdm va céch str dung

Cédc khéng thé theo séng ch€, nhung dic biét 1a khang thé don dong theo
séng ché, c6 thé dugc diéu ch€ du6i dang ché phdm c6 thé chap nhan duoc vé
mat sinh 1y va c6 thé bao gébm chét mang duoc dung, chat pha lodng va/hoic t4
dugc nho st dung céc k§y thuat da biét. Vi du, khéng thé theo siang ché& va nhu
dugc mo ta trén day bao gém khang thé twong duong chiic bat ky ndo hoic céc
phan chtc cta ching, dac biét, khdng thé don dong bao gém khang thé tuong
duong chiic bat ky nao hoac cdc phan chitc cia ching dugc két hop véi chat
mang dugc dung, chit pha lodng va/hoac t4 dugc dé bao ché€ duge phdm. Cic
chat mang duoc thich hgp, cac chat pha loang va/hoidc cic td dugc 1a da biét rd
trong linh vuc k¥ thuat va bao gém, vi du cdc dung dich mu6i dém phosphat,
nudc, nhil tuong nhu nhi tuong dau/nudce, cic loai khic nhau cta cac chat 1am

udt, cac dung dich tiét trung, v.v..

Quy trinh bao ch€ dugc phdm theo séng ché cé thé dugc thuc hién theo

phuong phép chuédn da biét déi véi chuyén gia trong linh vuc k§ thuat.

Céc ché& pham theo sang ché c6 thé dugc cung cap cho déi twong dudi
dang ran, 16ng hodc sol khi véi liéu thich hop, cé tdc dung vé mat duoc. Cac vi
du vé cdc ché€ phidm ran bao gém cac vién tron, kem va cdc don vi liéu c6 thé c4y
ghép. Céc vién tron c6 thé duoc st dung qua dudng miéng. Kem diéu tri c6 thé
dugc st dung cuc bo. Cac don vi lidu c6 thé cdy ghép c6 thé duge st dung khu
trd, vi du tai di€m u, hodc c6 thé dugc cay ghép dé giai phéng cé hé théng ché
phdm diéu tri, vi du st dung duéi da. C4c vi du vé cac ché pham 1éng bao gém
cdc ch€ pham thich tng dé€ tiém trong co, duéi da, trong tinh mach, trong dong
mach, va cdc ch€ phdm dé stt dung cuc b6 va trong mat. Cac vi du vé cdc ché

phdm sol khi bao gédm c4c ché pham xéng dé sir dung cho phéi.

Cac ch€ phdm c6 thé dugc cung cép bang céc céch st dung chuin. Néi
chung, ch€ phdm c6 thé dugc cung cdp bang cach st dung khu trd, qua dudng

miéng, qua truc trang, mii, trong da, trong mang bung, hoac ngoai duong tiéu
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ho4 (vi du trong finh mach, duéi da, hoidc trong co). Ngoai ra, ché phdm cé thé
dugc két hop véi cac chat nén gidi phdéng lién tuc nhu cdc polyme ¢6 kha nang
thodi bién sinh hoc, cac polyme dugc cdy ghép trong vung lan cin cta noi mong
mudn phan phdi, vi du tai diém cla kh6i u. Phuong phap bao gém cung cép liéu
don, cung cdp cdc liéu nhéc lai tai cdc khoang thdi gian dinh trude, va sit dung

lién tuc trong khoang thoi gian dinh trude.

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

glycolic).

D3 biét rd déi v6i chuyén gia trong Iinh vuc k¥ thuat thich hop rang liéu
ché pham sé& tuy thudc vao nhiéu nhan t6 khic nhau nhu, vi du tinh trang cén
diéu tri, ch€ pham cu thé sir dung, va cac nhan t6 1am sang khéc nhu trong Iuong,
s6 do, gi6i tinh va tinh trang sic khoé chung cta bénh nhan, dién tich bé mat co
thé, hop chét hodc ché pham cu thé dugc cung cdp, cdc duge chat khic duge st

dung dong thoi va cich su dung.

Ché pham cé thé duoc cung cip két hop véi cac ché pham khéc bao gém

chét hoiac hop chat cé hoat tinh sinh hoc, cu thé 1a it nhit mot hop chat duoc
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chon tit nhém bao gébm céc hop chat chéng lai su mét can bang oxy hod, cac hop
chat chong gy chét t&€ bao, céc chat chelat kim loai, cdc chit dc ché stra chita
ADN nhu pirenzepin va cdc chét chuyén ho4, axit 3-amino-1- propanesulfonic (3
APS), 1,3-propandisulfonat (1,3PDS), cac chat hoat héa a-secretaza, cic chat iic
ch& f va y-secretaza, cdc tau protein, cdc chat dan truyén than kinh, cdc chat 1am
gdy tdm B, cac chit dan du d6i véi cdc thanh phén t&€ bao 1am sach/lam réng tinh
bot beta, cac chit e ch€ tinh bot beta lam cun dau tan cing N bao goém tinh bot
beta pyroglutamat hod 3-42, cdc phan td chéng viém, "chéng loan thin kinh
khong dién hinh" nhu, vi du clozapin, ziprasidon, risperidon, aripiprazol hoic
olanzapin hoac cic chit dc ché cholinesteraza (ChEls) nhu tacrin, rivastigmin,
donepezil, va/hoac galantamin, cdc chit cht van M1 va ciac duoc chat khic bao
gbm dugc chét cai bién tinh bot hodc tau bat ky nao va céc chat b6 sung dinh
dudng nhu, vi du vitamin B12, xystein, tién chét cla axetylcholin, lexithin,
cholin, Ginkgo biloba, axyetyl-L-carnitin, idebenon, propentofyllin, hoac din
xudt xanthin, cing vdi khéng thé theo sang ch€ va, tuy ¥, chit mang duoc dung
va/hodc chat pha loang va/hoac td dugc va phuong phdp dé diéu tri bénh céc
bénh.

Chat protein c6 hoat tinh dugc c6 thé cé mit véi luong trong khodng 1ng
va 10mg trén mot liéu. Thong thuong, ché do st dung s& nam trong khoang
0,1ng va 10mg khang thé theo séng ché€, cu thé 1a ndm trong khoang 1,0pg dén
1,0mg, va dac biét hon 1a nam trong khoang 1,0ug va 100ug, vé6i s6 lugng lidu
cu thé ndm trong pham vi dé ciing la phan clia sdng ch&. Néu viéc sir dung xuat
hién nho truyén lién tuc liéu thich hgp hon cé thé ndm trong giéi han khoang
0,01pg va 10mg don vi trén kilogam trong lugng co thé trong mot gidy véi tat ca

s6 luong liéu cu thé ndm trong pham vi d6 ciing 1a phan clia sdng ché.

Cach st dung thong thuong s€ la st dung ngoai dudng tiéu hod, vi du
trong tinh mach. Cdc ch€ phdm dé st dung ngoai dudng tiéu hoa bao gém céc

dung dich nuéc hoac khong chita nude tiét truing, huyén pht va nhii tuong. Cic
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dung moi khong chita nuéc bao gobm khong gidi han & nd, propylen glycol,
polyetylen glycol, ddu thuc vat nhu dau oliu, va cdc este hitu co c6 thé diung dé
tiem nhu etyl oleat. Cdc dung méi chita nudc cé thé dugc chon tir nhém gém cé
nudc, cdc dung dich rugu/nude, nhi tuong hoac huyén phit bao gébm dung dich
mudi va moi truong dém. Cac chdt dan st dung ngoai dudng tiéu hod bao gébm
dung dich natri clorua, Ringer's dextroza, dextroza va natri clorua, Ringer's lactat
hod, hoac cdc dau khong bay hoi. C4c chat dan trong tinh mach bao gém dich va
cac chit don dinh dudng, cic chat don dién phan (nhu cic loai gbc Ringer's
dextroza) vadcc loai khac. C4c chét bao quéan ciling ¢ thé cé mit nhu, vi du cic
chat khang vi khudn, cdc chét chéng oxy hod, cdc chat chelat hod, c4c khi tro,

V.V..

Céc ch€ pham ducgc cé thé con chita cac chit mang protein nhu, vi du
albumin huyét thanh hoac globulin mién dich, dac biét 1a ¢6 ngudn gbéc nguoi.
Céc chét ¢6 hoat tinh sinh hoc khdc c6 thé c6 mat trong dugc phdm theo séng

ch& tuy thudc vao muc dich st dung ctia né.

Khi dich gan két duoc dinh vi trong ndo, mot vai phuong an theo sdng ché
dé xudt khéng thé hodc phén hoat tinh clia ching dé€ vuot qua hang rao mau nio.
Mot s6 bénh thodi hod than kinh cé lién quan dén su gia tang tinh thAm duoc cta
hang rao médu ndo, sao cho khéng thé hodc phan hoat tinh cau ching cé thé dé
dang duoc dua vao ndo. Néu hang rao mdu ndo van con nguyén ven, thi mot vai
phuong phdp di biét trong Iinh vuc k§ thuat ton tai dé chuyén céac phan tir qua
nd, bao goém, nhung khong gidi han &, cdc phuong phédp vat 1y, cdc phuong phap

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

Céc phuong phdp vat Iy van chuyén khang thé hoac phan hoat tinh cta
ching qua hang rao miu ndo bao gém, nhung khong gidi han &, phd vd hoan
toan hang rao mdu ndo, hoac bang cdch tao cdc 16 md & hang rao méau nio. Cic
phuong phép phd vd bao goém, nhung khong gidi han &, truyén truc ti€p vao nao
(xem, vi du tai liéu Papanastassiou et al., Gene Therapy 9: 398-406 (2002)) va
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cdy ghép thiét bi phan phéi trong nio (xem, vi du Gill et al., Nature Med. 9: 589-
595 (2003); va Gliadel Wafers™, Guildford Pharmaceutical). Cic phuong phap
dé tao céc 16 m& & hang rao bao gém, nhung khong gi6i han &, siéu am (xem, vi
du cong bs patent My No. 2002/0038086), ap suat thim thau (vi du bang cich
cung cip manitol u truong (Neuwelt, E. A., Implication of the Blood-Brain
Barrier and its Manipulation, Vols 1 & 2, Plenum Press, N. Y. (1989))), tao tham
thau bing bradykinin hodc thiét bi tao thadm thdu A-7 (xem, vi du c4c patent M§
$6 5,112,596, 5,268,164, 5,506,206, va 5,686,416), va chuyén nhiém céc t€ bao
thin kinh ding trén hang rao méu ndo véi cac vat truyén chita cdc gen ma hod
khang thé hodc phan gin két khang nguyén (xem, vi du Pon yéu ciu c4p bing
patent My s6 2003/0083299).

Céc phuong phép dua vao lipit d€ van chuyén khéng thé hodc phén hoat
tinh cta ching vuot qua hang rdo méu nio bao gdbm, nhung khong gidi han &,
bao vi nang khang thé hoic phan hoat tinh clia chiing trong cic liposom c6 thé
két hop v6i cac phan gén két khang thé ma c6 thé gén két véi cdc thu thé trén
mang trong mach cla hang rao méu ndo (xem, vi du Pon yéu clu cip bang
patent M s& 2002/0025313), va bao khang thé hodc phéan hoat tinh clia chiing
trong céc hat lipoprotein ty trong thip (xem, vi du Don yéu cau cap bang patent
My s6 2004/0204354) hoac apolipoprotein E (xem, vi du Pon yéu cau cap bang
patent My s6 20040131692).

Cac phuong phép dua vao kénh va thu thé dé van chuyén khéng thé hoic
phan cta ching qua hang rao miu ndo bao gém, nhung khong gidi han &, st
dung cdc chét phong b€ glucocorticoit dé€ 1am ting tinh thdm th4u clia hang rao
méu nio (xem, vi du cdc Don yéu cau cdp bang patent My s6 2002/0065259,
2003/0162695 va 2005/0124533); hoat hoa cédc kénh kali (xem, vi du Pon yéu
cu c4p bang patent My s6 2005/0089473), tc ché cdc gen van chuyén duoc chat
ABC (xem, vi du DPon yéu cdu cép bang patent M§ s6 2003/0073713); bao khéng

thé bing transferin va diéu chinh hoat tinh cia mo6t hoac nhiéu thu thé transferin
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(xem, vi du Pon yéu cdu cép bang patent My s6 2003/0129186), va cation ho4
khéng thé (xem, vi du patent M§ s6 5,004,697).

Ph4t hién/chan do4n

Theo moét phuong 4n khéc, sang ch€ dé xuét cdc phuong phép va céc kit dé
phét hién va chén dodn cdc bénh hodc céc tinh trang lién quan dén tinh bot. Cac
phuong phap d6 bao gém cédc phuong phdp mién dich da phét thudong sir dung dé
phét hién hodc x4c dinh s lugng cdc chit trong cidc mau sinh hoc hoac trong

tinh trang tai chd (in situ).

Viéc chdn dodn bénh hodc tinh trang lién quan dén tinh bot & bénh nhan
c¢6 thé dat dugc nhd phat hién gin két dic hiéu mién dich cha khang thé don
dong hoac phan hoat tinh cia ching véi epitop clia protein dang tinh bot trong
mau hoac hoidc in situ, phuong phdp chén dodn dé bao gém dwa miu hoac phin
co thé dac biét hodc ving co thé nghi ngd chita protein dang tinh bot vao tiép xiic
v6i khéng thé gin két véi epitop clia protein dang tinh bot, cho phép khang thé
gan két véi protein dang tinh bot tao phitc hé mién dich, phat hién su hinh thanh
ctia phitc hé mién dich va tao tuong quan su ¢6 mat hodc vang mit clia phic hé
mién dich v6i su c6 mat hoac vang mit cla protein dang tinh bot trong mau hoac

phén hoic viing co thé dic biét.

Céc miu sinh hoc c6 thé dugc st dung dé chdn doan bénh hoic tinh trang
lién quan dén tinh bot 1a, vi du cdc chat 1ong huyét thanh, huyét tuong, nudc bot,
céc chat ti€t xudt tir da day, nudc nhdy, dich ndo tuy séng, dich bach huyét va
céc dich tuong tu hodc cdc miu mo hodc t€ bao thu duoc tir co thé nhu mo than
kinh, ndo, tim hodc mach. D€ xdc dinh su c6 mit hodc vang mat clia protein
dang tinh bt trong mau, thir nghiém mién dich bat ky nao da biét d6i véi chuyén
gia trong linh vuc k§ thuat (xem tai litu Harlow and Lane, Antibodies: A
Laboratory Manual Cold Spring Harbor Laboratory, New York 1988 555-612)
c6 thé duge st dung nhu, vi du céc thlt nghiém st dung cdc phuong phép phat

hién khong truc ti€p nhd st dung cdc chét phan tng phu tro dé do, ELISA va cic
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thir nghiém mién dich két tha va dinh két. Viéc mo ta chi tiét ctia cdc thit nghiém
dé 14, vi du dugc néu trong Cong bd don yéu ciu cép bang doc quyén sang ché
s6 W096/13590 ctia Maertens and Stuyver, Zrein et al. (1998) va Cong b6 don
yéu cau cap bang doc quyén sédng ch€ s6 W096/29605.

Pé chéin dod4n tai chd, khdng thé hoic phan hoat tinh hodc chic ctia ching
c6 thé dugc cung cdp cho co thé can chan dodn biang cdc phuong phap da biét
trong Iinh vuc ky thuat nhu, vi du tiém truyén trong tinh mach, trong mii, trong
mang bung, trong ndo, trong dong mach sao cho géan két dic hiéu giita khang thé
theo sdng ché v6i viing eptitop trén protein dang tinh bot ¢6 thé xuat hién. Phic
hé khang thé/khang nguyén c6 thé dugc phat hién nhd chat déng vi ddnh dau gén

v6i khang thé hodc phan chic cua ching.

Céac thir nghiém mién dich st dung trong cdc ing dung chan doan thuong
dua vao cac khang nguyén, khang thé, hoic c4c chat phan tng phu tro dugc danh
d&u dé phat hién. Céc protein hodc cdc chdt phan tng c6 thé dugc danh dau bing
cac hop chat thuong da biét rd doi véi chuyén gia trong Iinh vuc k§ thuat bao
gém céc enzym, céc dong vi phéng xa, va cac chat huynh quang, phéit quang va
sinh mau bao gébm cédc hat mau, nhu céc hat vang keo va latec. Trong dé, viéc
ddnh d4u phéng xa c6 thé duoc st dung cho hdu nhu tit ca céc loai thit nghiém
va v6i hau hét cdi bién déi. Cac chat déng vi ddnh dau lién két enzym dic biét
dugc st dung khi tinh phéng xa phai dugc tranh hoac khi cac két qua nhanh la
can thiét. C4c chdt gay huynh quang, mac du can dén thiét bi dat tién dé€ st dung
chiing, tao ra phuong phdp rat nhay dé phat hién. Khéng thé sit dung trong cic
thir nghiém bao gém cdc khang thé don dong, cdc khang thé da dong, va cdc

khang thé da dong tinh khiét 4 luc.

Theo céch khiac, khang thé c6 thé duoc dénh d4du bang céch phan tng véi
cdc chat danh ddu c6 4i luc déi véi globulin mién dich, nhu protein A hoiac G
hoic céc khang thé thit cap. Khang thé c6 thé duoc két hop véi chét bac hai va

do bang chat danh ddu thd ba cé 4i luc d6i véi chat bac hai két hop véi khéng
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thé. Vi du, khéng thé c6 thé dugc két hop véi biotin va thé ti€p hop khang thé-
biotin dugc phat hién nhd sir dung avidin hodc streptavidin ddnh ddu. Tuong tu,
khang thé c6 thé dugc két hop véi hapten va thé tiép hop khéng thé-hapten duoc
phat hién nho st dung khang thé khang hapten ddnh d4u.

Céc chuyén gia trong linh vuc k§ thuit s€ biét cac chat dong vi danh dau
d6 va khéc c6 thé dugc st dung theo séng ché. Viéc gin két clia cc chét dong vi
ddnh d&u d6 véi cdc khdng thé hodc cic phan ca chiing cé thé dugc thuc hién
nhd st dung céc ky thuat chuin thudong da bi€t doi véi chuyén gia trong linh vuc
k§ thuat. Cac ky thuat thong thuong duoc mo ta boi Kennedy, J. H., et al.,1976
(Clin. Chim. Acta 70:1-31), and Schurs, A. H. W. M., et al. 1977 (Clin. Chim
Acta 81:1-40). Cac ky thuat két hgp dugc néu sau cung la phuong phdp
glutaraldehyt, phuong phép periodat, phuong phdp dimaleimit va cic phuong

phép khic, tat ca dugc dua vao diy bang cach vién dan.

Céc thir nghiém mién dich hién tai st dung phuong phép khang thé kép dé
phat hién su c6 mat cla chat phan tich trong d6. Khang thé duoc ddnh d4u gidn
ti€p bang kha ning phin ng v6i khdng thé thi hai duoc dénh ddu bang chat
déng vi ddnh ddu c6 thé phdt hién dugc. Tot hon néu khang thé thi hai 1a khang
thé gin két vdi khang thé clia dong vat ma tir d6 cac khang thé don dong duoc
tao ra. N6i céch khdc, néu khang thé don dong 1a khang thé chuot, thi khang thé
tht hai, dugc ddnh dau 1a khéng thé khang chudt. D6i v6i khang thé don dong sit
dung trong thit nghiém dugc mo6 ta dudi day, tét hon 1a chat déng vi ddnh diu 1a
hat bao khang thé, cu thé 1a hat tir tinh. D61 v6i khang thé da dong duoc st dung
trong thir nghiém mién dich dugc mé ta & day, t6t hon 1a chat déng vi danh dau
1a phan t&r c6 thé phdt hién duge nhu chat phéng xa, huynh quang hoac phat

quang dién hod.

Hé khang thé kép khéc thudng dé cap dén nhu céc hé format nhanh vi
ching thich tng véi cdc xdc dinh nhanh su c6 mat cha chat phan tich, cé thé

cling dugc st dung trong pham vi cia sang ché€. Hé nay can dén i luc cao giita
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khéng thé va chat phan tich. Theo mot phuong 4n clia sang ché, su c6 mit cia
protein dang tinh bot dugc x4c dinh nho st dung cép céc khang thé, méi ciap dic
hiéu véi protein dang tinh bot. Mot trong céc cdp nay cua cdc khang thé duoc dé
cap tdi & day 1a "khang thé do" va cap khéc nay cta khang thé duoc dé cap t6i &
day 1a "khang thé giit". Khang thé don dong clia sdng ché ¢ thé dugc st dung
hodc 1am khang thé gilt hodc 1am khéng thé do. Khéng thé don dong theo séng
ch€ con c6 thé duge st dung nhu hai khang thé do va gilt, cling nhau trong mot
thir nghiém. Vi vay, mot phuong 4n cua sang ché st dung phuong phép nhiéu 16p
khéang thé kép dé phat hién protein dang tinh bot trong miu chita dich sinh hoc.
Theo phuong phap nay, chit phan tich (protein dang tinh bot) dugc tao nhiéu 16p
gifta khdng thé do va khang thé gift, khang thé gitt duoc c6 dinh khong thé dao
nguoc duge vao chét nén ran. Khang thé do sé& chita chat dong vi danh diu cé thé
phat hién dugc, dé nhan biét sy c6 mat cta nhiéu 16p khang thé- chat phan tich

va theo d6 su c6 mat cta chat phan tich.

Céc chit pha ran vi du bao gém, nhung khong gidi han &, céc dia vi chuin
do, cac 6ng thir nghiém chita polystyren, nam cham, cic hat chit déo hoac thuy
tinh va céc 14t cat da biét 16 trong linh vuc thit nghiém chét mién dich phéng xa
va thlt nghiém mién dich enzym. Cic phuong phdp dé€ két hop khang thé véi céc
pha rén cling d biét rd d6i v6i chuyén gia trong linh vuc k§ thuat. Méi day, mot
s6 chat x6p nhu nylon, nitroxenluloza, xenluloza axetat, cac sgi thuy tinh va cac

polyme x6p khic dugc sir dung nhu cac 16p nén ran.

Sdng ché ciing dé xuat kit chdn do&n dé phat hién protein dang tinh bot
trong mau sinh hoc bao gébm ché phdm nhu x4c dinh & trén. Ngoai ra, sang ché
cling dé xuét kit chdn dodn méi day nhét, ngoai ra t6i ché phdm nhu duge xac
dinh & trén, con bao gém chat phét hién nhu duge x4c dinh & trén. Thuat ngir "kit
chén do4n" néi chung dé cap dén kit chén doan bt ky nao da biét trong linh vuc
k§ thuat. Dac biét hon, thuat ngit sau ciing dé cap dén kit chan do4n nhu duoc

mo ta trong tai liéu Zrein et al. (1998).
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Muc dich khéc cta sang ché 1a dé xuét cdc mau lai thd mién dich va cac
kit thit nghiém dé phét hién va chan dodn cdc bénh va tinh trang lién quan dén
tinh bot bao gébm khéng thé theo sdng ché€. Ddi v6i cdc mau lai thit mién dich,
khang thé duoc gén két truc ti€p hodc gian ti€p véi phan ti bao céo thich hop, vi
du enzym hoac chit dong vi phéng xa. Kit thit nghiém bao gébm moét thung chita
mot hodc nhiéu khang thé theo sdng ché va cdc tai liéu huéng din dé sir dung
kh4ng thé nhim muc dich gin két vdi protein dang tinh bot tao phiic hé mién
dich va phat hién su hinh thanh cta phitc hé mién dich sao cho su ¢6 mat hoac
vang mait cta phitc hé mién dich twong quan vé6i su c¢é mit hodc vang mat cta

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

Viéc phat trién va diéu ch€ céc khing thé don dong chuot ACI-01-Ab7C2
(goi 12 "mC2" va hC2 d6i véi khéng thé dugc 1am tuong thich véi ngudi C2,
trong toan bo sing ché) dugc mo ta trong Pon yéu cdu cdp patent chau Au s6
05027092.5 nop ngay 12/12/2005, phan mo ta cta ching duoc dua vao day bang

cach vién dan.

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

Céc t€ bao duoc nuodi cdy trong moi truong Dulbecco's modified Eagle

Medium (DMEM) c6 b6 sung 10% huyét thanh thai bo va cdc chat khing sinh
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(Penixillin/Streptomyxin). Isotyp cia khéng thé tao ra dugc kiém tra va phat

hién la IgG2b/kappa chudt, nhu mong doi.
Thir nghiém

ELISA d6i véi gén két v6i Amyloid Beta cung c&p mot s6 do déng tinh
cay v€ kha nang cta céc khdng thé C2. Khang thé doi chiing duong tinh, khing
thé chuot FP-12H3-C2 (Genovac Lot No: AK379/01), va khang thé Chemicon
chuin 1560 (Lot no: 0508008791).

Lua chon céc viing 6n dinh nguoi

Nhu 1a su bd sung hé mién dich khéng mong muén déi véi tng clr khang
thé 1am sang, ving 6n dinh ngudi chon loc déi véi chudi nang 1a IgG4 nguoi,
duoc céi bién dé thay d6i Serin tai vi trf 228 & ving ban 1€ thanh Prolin (HulgG4
Ser-Pro). Dot bién nay 1am 6n dinh lién két trong chudi disulfua va ngan ngira su
hinh thanh clda mot nlra céc phan tlr ¢6 thé xudt hién trong cic ché phdm ngudi
nguyén thé IgG4. Khang thé biéu hién tr cdc dong t&€ bao san sinh ciing s& c6
lysin tan ciing dugc loai bo. Céc trinh tu clia cic ving 6n dinh ngudi HulgG4
Ser-Pro va Kappa nguol duoc dinh 10 trong SEQ ID NO:17 va SEQ ID NO:14

tuong Ung.
Vi du 1: Tach dong va lap trinh tu c4c ving bién déi khang thé

ARN téng dugc diéu ché tir 3 x 10° t&€ bao lai (mot binh thir nghiém thét
c6 T175) nho st dung kit mini Qiagen RNeasy (Cat No: 74104). ARN duoc ria
giai trong 50uL nuée va kiém tra bang 1,2% gel agaroza. Moi truong diéu kién
tlr cdc t€ bao dugc gitt lai va mau st dung dé thir nghiém trong thir nghiém hoat

tinh ctia khang thé.

Céc ADN b6 trg Vi va Vi duge diéu ché nho sit dung transcriptaza nguoc
véi cac doan mdi vang 6n dinh chuot IgG va K. Cac ADN bé tro soi don thd

nhét dugc khuéch dai bang PCR nho st dung bd 16n cia ciac doan méi trinh tu
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tin hiéu. Ca4c ADN b6 trg khuéch dai duoc tinh ché bing gel va tach dong vao vat
truyén pGem® T Easy (Promega). Cic dong vo tinh Vg va Vi thu dugc dugc
sang loc vé c4c xen doan c6 kich ¢& mong doi bang PCR va trinh tu ADN cua
c4c dong vo tinh chon loc dugc xé4c dinh bang cach 1ap trinh tu ADN tu dong.
Cic vi tri clia céc vang x4c dinh b6 tro (CDRs) trong céc trinh tu duge xé4c dinh
c6 lién quan dén céc trinh tu khang thé khac (Kabat EA et al, 1991). Cach dénh
s6 thong thudng ctia Kabat d6i vé6i céc ving bién déi khing thé duogc sir dung
trong toan bo sang ché nay; do dé cac s6 goc ¢ thé khdc nhau tir s6 tuyén tinh

tuyét doi.

Trinh tu ADN va trinh tu axit amin suy ra doi véi mC2 Vi duoc thé hién
trong cac trinh tu SEQ ID NO:29 va SEQ ID NO:27 tuong tng. Bén dong vo tinh
tao ra trinh tu san sinh gidéng hét nay. Trinh tu khong san sinh khéc thuong Vg
xudt hién tir thanh nhiém sac dung hop t€ bao lai cling dugc thdy & mot s& dong

vO tinh.

Dé6i véi mC2 Vy, hai trinh tu san sinh khdc nhau dugc phan lap. Trinh tu
mC2 Vy AF (xem SEQ ID NO:30) duoc thdy & téng s6 29 dong voé tinh, véi 14
thay déi cip bazo don & cic dong vo tinh riéng biét. Trinh tv mC2 Vy B dugc
thdy & téng s6 8 dong vo6 tinh. Nam trong s6 d6 thé hién trinh tu chl chét, véi 3
dong vo tinh khac 1a céc bién déi trén dé. C6 thé 1a cdc trinh tu Vy B tuong tu
xudt hién nhu 1a chat gia cua qua trinh khuéch dai PCR. Vi khong san sinh khéc

thuong cling thu duge tir t€ bao lai C2 va dugc cho la do lién két thiéu sét V-D-J.

Pé xac dinh n6é ¢6 1a mC2 Vy cé hoat tinh chudn, hai khéng thé dang
kham dugc tao ra véi hai trinh tu khdc nhau Vu, AF va B, duge két hop véi mC2
Vk, dé thir nghiém hoat tinh khang thé chuan.

Vi du 2: Cau tric ctia céc gen khang thé dang kham

Khang thé dang kham nguoi duéi dang thong thuong nhat bao gém céc

viing 6n dinh nguoi lién két v6i cdc vang bién déi chuot (hoac khong phai l1a
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ngudi khic). Khang thé dang kham tao ra coéng cu rat hitu ich, truéc tién dé
khang dinh ring cdc ving bién déi chuin duoc nhan dang, thi hai dé sir dung
lam khéng thé d6i ching trong cdc thit nghiém gin két khang nguyén véi céc
chitc nang tic dong tuwong tu va st dung cdc chét phan Gng phat hién thi cap
tuong tu nhu khdng thé dugc 1am tuong thich véi ngudi hodc xir Iy k§ thuat, va
con duoc sir dung dé nghién cittu céc dic tinh duoc dong hoc va cac dic tinh khac

clia c4c ving 6n dinh ngudi ¢6 lién quan dén dich dic biét ctia khdng thé.

Hai vat truyén biéu hién chudi ning dang kham dugc céu tric bao gém
cac ving bién déi mC2 Vu AF hoic mC2 Vu B lién két v6i ving 6n dinh
HulgG4 (Ser-Pro) trong vat truyén biéu hién pSVgpt. Diéu nay dua vao pSVagpt
(Mulligan and Berg, 1980) va bao gédm gen khdng ampixilin dé chon loc trong
céc t&€ bao vi khudn, gen gpr dé chon loc trong céc t€ bao dong vat c6 vi, ving
tang cudng globulin mién dich chudi nang chuoét, trinh tu hé gen ma hod gen
viing 6n dinh va céc trinh tu SV40 poly A. Ving bién déi chudi ning dé biéu

hién dugc xen doan nhu HindIll vao doan BamH]1.

Vat truyén chudi nhe dang kham dugc céu trdc bao gébm C2 VK lién két
véi viing 6n dinh nguoi C Kappa trong vat truyén biéu hién pSVhyg. (Hieter PA
et al, 1980) pSVhyg bao gébm gen khang ampixilin dé chon loc trong céc t€ bao
vi khudn, gen hyg dé chon loc trong cdc t€ bao dong vat c6 v, viing ting cudng
globulin mién dich chudi nang chudt, trinh tu hé gen ma ho4 gen viing én dinh
kappa va cic trinh tu SV40 poly A. Viing bién déi chudi nhe dé biéu hién duoc

xen doan nhu HindIll vao doan BamH]1.

Cac catxet biéu hién cho cac trinh tu chudt C2 VH va VK duoc céu tric
bang cdch bd sung trinh tu sudn 5' bao gém peptit tin hiéu din dau, intron din
dau va gen khoi dau globulin mién dich chuoét, va trinh tu sudn 3' bao gdém trinh
tu intron va diém tach intron, nhd stt dung c4c vat truyén VH-PCRI va VK-PCRI1
]am mau (Riechmann et al., 1988). Trinh tu ADN duoc khang dinh 1 chuin déi

v6i VH va VK trong céc vat truyén biéu hién. C4c trinh tw ADN va axit amin clia
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cac gen VH va VK trong céc catxet biéu hién duoc thé hién trong cac hinh Fig.1

va Fig.2.
Vi du 3: Biéu hién khéng thé dang kham
3.1 Biéu hién & cac dong t€ bao 6n dinh

Dong t€ bao cht dé biéu hién khéng thé 1a NSO, u tuy chuét tao globulin
khong mién dich, thu duoc tir European Collection of Animal Cell Cultures,
Porton UK (ECACC No 85110503). Cac vat truyén biéu hién chudi nang va nhe
dugc déng chuyén nhiém vao cdc t&€ bao NSO bing dién xung. Cic khuén lac
biéu hién gen gpr duoc chon loc trong moéi trudng Dulbecco's Modified Eagle
(DMEM) c6 bd sung 10% huyét thanh thai bdo (FBS), 0,8ug/ml axit
mycophenolic va 250pug/ml xanthin. C4c dong t€ bao vo tinh chuyén nhiém dugc
sang loc dé tao ra khang thé nguoi bang ELISA cho IgG nguoi. Cdc dong té bao
tiét xuat khang thé dugc mé rong va céc sinh vat tu san xut cao nhit dugc chon
loc va lam lanh xuéng bang nito 16ng. Cac dong t&€ bao san sinh t&t nhat cho méi
khéng thé duoc md rong trong moéi trudng nhu néu trén nhung chi véi 5% FBS.
Cac khang thé dang kham dugc tinh ché nho sit dung Prosep®-A (Biopfocessing
Ltd). Néng do duoc xac dinh bang ELISA cho khéng thé ngudi IgGk. Cic khang
thé cling duoc phan tich bang SDS-PAGE.

3.2 Biéu hién tam thoi clia khang thé dang kham

Pé tién hanh thir nghiém cac khang thé dang kham, biéu hién tam thoi
duoc str dung dé tao ra rdt nhanh céc Iuong nhod dich néi t€ bao chita khang thé
tai t6 hop dé thir nghiém. C4c cassette biéu hien mC2 Vy va Vi duoc chuyén vao
céc vat truyén dua vao pcDNA3.1 (Invitrogen) dé biéu hién tam thoi. Vat truyén
chudi ning bao gébm viing 6n dinh ngudi IgG. Vat truyén chudi nhe viing 6n dinh
ngudi kapp. C4 hai mC2 Vi AF va mC2 Vu B duge chuyén nhiém véi mC2 Vi
vao céc t€ bao phoi than ngudi (HEK 298) véi chat phan tng Lipofectamine

2000 (Invitrogen Cat No: 11668) theo phuong phdp dugc cung cip béi nha san
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xudt. Moéi trudng diéu kién duoc thu gom tir céc t€ bao sau 3 ngay chuyén nhiém.
Luong khang thé tao ra duoc x4c dinh biang ELISA d6i vé6i khang thé ngudi
IgGk.

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

4.1 Hoat tinh clia c4c khang thé dang kham dugc tao ra bang cdch chuyén nhiém

tam thoi

Cic mAu clia méi trudng diéu kién tir qué trinh chuyén nhiém tam thoi d6i
v6i hai khang thé dang kham khéc nhau duoc thit nghiém trong ELISA vé su gan
két véi tinh bot beta. Cic két qua biéu thi rd rang rang C2 VH AF la trinh tu
chuin. Khang thé dang kham C2 Vu AF/C2 Vi gén két t6t trong thlr nghiém,
nhung C2 Vi B/C2 Vk khong thé hién bat ky gian két nao & tat ca. Khang thé doi
chimg chuot chemicon 1560 thé hién su gan két t6t, nhung gin két do khang thé
chuot tinh khiét C2 tao ra 1a kém. Can luu ¥ rang khang thé thit cap khac nhau
duoc st dung cho cdc khang thé chudt vé6i cac ving 6n dinh chuot so vé6i céc
khang thé dang kham véi céc viang 6n dinh ngudi, do d6 cac két qua khong thé
so sénh truc ti€p. Moi truong di€u kién tir t€ bao lai C2 cham dugc thdy tao ra két

qua tot trong thi nghiém.
4.2 Hoat tinh ctia khdng thé dang kham tinh khiét C2

Hai khéang thé dang kham khé4c nhau C2 duoc tinh ché tir cdc dong t€ bao
6n dinh NSO nhu duoc mo ta va thir nghiém nhd st dung Amyloid Beta ELISA.
Céac két qua thu duoc phi hop véi cic két qua thu duge vé6i khang thé biéu hién
tam thoi. Khang thé C2 ChVH AF/ChVK gan két t6t trong ELISA va khéng thé
C2 ChVH B/ChVK khong thé hién gan ket & tat ca.

Vi du 5: Thiét k€ cac gen khéng thé dugc 1am tuong thich véi ngudi C2

Cac trinh tu axit amins mC2 Vy va Vk dugce so sanh véi cac trinh tu khang

thé loai gam nhdm Vy va Vk trong céc co s& dit lieu NCBI va Kabat.
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5.1 Vung bién déi chudi nhe

Gen dong mim chuodt thich hgp gin nhdt v6i C2 Vk 1a bbl, Locus
MMU231201, (Schable et al, 1999). Chi hai axit amin kh4c nhau tir trinh tu dong
mAam nay, ca hai duge dinh vi trong CDRL1. Cac khdng thé chudt trudng thanh
v6i trinh tr twong tu nhung khong gi6ng hét nhau, ¢ thé duge thdy. Mot vai
khang thé ¢6 CDRL2 giéng hét nhau va CDRL3 giéng hét nhau, nhung CDRLI
cta C2 duong nhu 1a don nhat. mC2 Vi c¢6 thé duoc chi dinh 1a nhém phu Kabat
MUVKII. Céc vi tri 87 cua mC2 Vi la F thay vi Y la thong thuong hon trong
nhém phu, chiing t6 ring g6c khung nay cé thé quan trong déi véi hoat tinh ctia
khéng thé. So sdnh véi cdc trinh tv ddong mam ngudi Vi chitng t6 ring cdc gen tir
nhém phu VkII la thich hop nhat d6i vé1 C2 Vk (Cox et al, 1994). Trinh tu
DPK15 cung v6i ving ngudi J HUJk1 dugc chon lua dé€ tao ra céc trinh tu khung

nhan cta Vx duge lam tuong thich v6i nguoi.

Bon trinh tu duge lam tuong thich véi nguoi Vi duge thiét ké. C2HuVK1
gbm c6 cdc CDR mC2 Vi véi cdc khung tr DPK 15 va Jkl ngudi. Trong cdc
version 2, 3 va 4 cac gbc chuot dugce thay thé & khung tai céc vi trf 45 hoac 87
hoic cd hai. G6c 45 ¢6 thé tao ra su hd tro cho cdu hinh ctia cic CDR. Géc 87
dugc dinh vi & bé mat clia cic mién Vi va Vk. Vi vay, cdc g6c d6 1a quan trong
dé duy tri gén két cha khang thé. Cac vi tri va thay déi duoc tao ra & cic ving
khung bién déi chudi nhe dugc thé hién trong Bang 6. So sanh céc trinh tu dugc

lam tuong thich véi ngudi véi trinh tu mC2 Vi, va vé1 DPK 15 va Jk1 nguoi.
5.2 Vung bién déi chudi niang

Gen dong mam chudt thich hop gin nhit v6i mC2 Vy AF 1a VH7183,
Locus AF120466, (Langdon et al., 2000). Su so sénh dugc thé hién trong Fig.3.
Chin axit amin khac nhau tir trinh te dong mam nay, hiu hét dugc dinh vi trong
CDR2. C4c khang thé chuot truéng thanh véi CDR1 twong tu (mot goc khéc
nhau) hoac giong hét nhau hoac v6i CDR2 tuong tu (mot géc khic nhau) dugc
thdy, nhung khong véi tit ca ba CDR gidng hét vé1 mC2 Vu AF. CDR3 cua
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khéng thé mC2 cuc ky ngin, bao gébm chi ba g6c. Tuy nhién, khdng thé khac
dugc thdy trong co s& dit liéu v6i CDR3 c6 do dai nay. mC2 Vi AF cé thé duoc
chi dinh cho nhém phu Kabat MUVHIIID. G6c 47 ctia mC2 Vy la L thay vi
thudng xuyén hon 1a W, va géc 94 1a S thay vi thudng 1a R, ching t6 rang cac
goc khung d6 cé thé quan trong déi v6i hoat tinh cta khéng thé. Viéc so sanh véi
céc trinh tr dong mam ngudi Vu ching t6 cic gen tir nhém phu VHIII 1a thich
hop d6i v6i mC2 Vu. Trinh tu DP54 ciing véi ving J HUJu6 dugc chon lua dé tao

ra céc trinh tu khung nhan cho Vy dugc lam tuong thich véi nguoi.

Bon trinh tu duoc lam tuong thich v6i ngudi Vu dugce thiét ké. C2HuVHI
bao gébm cidc CDR mC2 Vy AF véi cac khung tr DP54 va HUJu6. Trong céc
version 2, 3 va 4 cdc g6c chuot dugce thay th€ & khung tai cdc vi tri 47 hoac 94
hoac ca hai. G&c¢ 47 & khung 2 tao ra ca hai lién két v6i cdc CDR va véi mién V.
G6c 94 ¢6 thé tao ra su hd trg cho cau hinh ctia cac CDR. Vi vay cic gbc d6 ¢

thé 12 quan trong dé€ duy tri gén két khang thé.

Céac vi tri va thay déi dugc tao ra & cdc ving khung chudi nang dugc thé

hién trong bang 7.
Vi du 6: C4u tric cta céc gen khang thé dugc lam tuong thich véi ngudi

Cac ving bién ddi cai bién duogc cu tric bing phuong phép tai t6 hop
chong lop PCR. Céc cassette biéu hién déi véi khang thé dang kham, C2 ChVy
AF va C2 ChVk, dugc st dung 1am céc méiu dé tao phét sinh dot bién clia viing
khung t6i céc trinh tu c4n thiét. Cac bo cap doan mdi dot bién dugc téng hop bao
gdm céc ving duoc bién déi. Céc cassette biéu hién Vu va Vi tao ra duoc tich
dong vao pUC19 va trinh tw ADN hoan thién duoc khang dinh 1a chuin déi véi
mbi Vi va Vk. Cc gen vang V chubi nang va nhe cai bién dugc cat bo khoi
pUC19 nhu céc cassette biéu hién HindIIl dén BamHI. Ching duoc chuyén dén
céc vat truyén biéu hién pSVgpt va pSVhyg ma bao gébm cdc ving én dinh ngudi

IgG4 Ser-pro hodc X tuong @ng, nhu déi véi cdc vat truyén khang thé dang kham.
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Trinh tw AND dugc khang dinh 1a chuén déi véi Vi va Vi duge 1am tuong thich

v6i ngudi trong cdc vat truyén biéu hién.
Vi du 7: Biéu hién ctia c4c khang thé duoc lam twong thich véi ngudi
7.1 Biéu hién trong dong t€ bao 6n dinh

Cac vat truyén biéu hién chubi nang va chudi nhe dugc lam tuong thich
v6i ngudi duge déng chuyén nhiém trong cic t€ bao NSO biang xung dién, nhu dé
biéu hién c4c khéng thé dang kham. C4c dong t€ bao tao ra khang thé duoc chon
loc v m& rong va céc khang thé duge 1am tuong thich véi ngudi duoc tinh ché,
chinh xac nhu déi véi céc khang thé dang kham. Cac khang thé tinh khiét dugc
phan tich bang SDS-PAGE.

7.2 Biéu hién tam thoi ctia khéng thé duoc lam tuong thich véi ngudi

D€ tién hanh thir nghiém céc cau tric dugc lam tuong thich véi ngudi khac
nhau Vy va Vi, cdc cassette biéu hién Vi va Vi dugce 1am tuong thich véi ngudi
C2 ciing dugc chuyén t6i céc vat truyén dé biéu hién tam thdi dugec mo ta trong
phan 7.2. B6n céu tric duge 1am tuong thich v6i ngudi C2 Vg duge déng chuyén
nhiém v6i cdu tric dang kham C2 Vy trong céc t€ bao HEK293. Tuong tu, bon
cau tric dugc 1am twong thich véi ngudi C2 Vy duge déng chuyén nhiém véi cau
tric dang kham C2 Vk trong cic t€ bao HEK293. Moi truong diéu kién duoc thu
gom tir c4c t€ bao ba ngay sau khi chuyén nhiém. Luong khang thé tao ra duoc

x4c dinh bing ELISA d6i véi khdng thé ngudi IgGx.
Vi du 8: Hoat tinh ciia khang thé duoc lam tuong thich véi ngudi C2.

8.1 Hoat tinh clia khang thé dugc 1am tuong thich v6i ngudi C2 tao ra bing

chuyén nhiém tam thoi

Céac méu cha moi trudng diéu kién tir qué trinh chuyén nhiém tam thoi
dugc thlr nghiém trong Amyloid Beta ELISA. C4c két qua thu dugc biéu thi rd

rang rang céc cau tric VH duoc lam tuong thich v6i ngudi C2 HuVH AF cic
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version 2 va 4 c¢6 chitc nang khi két hop véi chubi dang kham C2 kappa, va c6
thé so sénh dugc vé6i khang thé dang kham C2 trong thit nghiém. Nguoc lai,
khang thé chita C2 HuVH AF céc version 1 va 3 két hop véi chudi dang kham
C2 kappa thé hién khong c6 gin két & tat ca cac thit nghiém. Diéu nay ching 6
rang su thay th€ géc chudt tai vi tri 94 1a can thiét d6i véi hoat tinh cta khang
thé. Khang thé chita chudi nang dang kham C2 két hop véi tat ca bon chubi duge
lam tuong thich véi nguoi C2 kappa thé hién gén két t6t, c6 thé so sdnh véi
khéng thé dang kham, trong ELISA.

8.2 Hoat tinh clia khang thé duoc 1am tuong thich vé6i ngudi tinh khiét C2

T4m khéng thé duoc lam twong thich véi ngudi khdc nhau C2 bao gém tat
cé céc t6 hop clia hai chudi ning dugc 1am tuong thich véi ngudi va bon chudi
nhe dugc lam tuong thich véi nguoi duge tinh ch€ tir cac dong t€ bao NSO nhu

dugc mo ta va thit nghiém nhd st dung Amyloid Beta ELISA (Fig.4).

Céac két qua thu dugc biéu thi rd rang riang cdc khang thé C2 HuVH4 hoat
dong t6t hon trong thir nghiém so vé6i khang thé C2 HuVH2. Cic két qua clia
khéng thé C2 HuVH2 va C2 HuVH2/HuVK3 thé hién hoat tinh t6t nhét, nhung
giam khoang 2 1an so véi khéng thé d6i chimg dang kham C2 ChVHAF/ChVK.
Hoat tinh cia C2 HuVH2/HuVK?2 giam tir 4 dén 5 lan so v6i d6i ching. Céc
hoat tinh clia khdng thé bao gébm C2HuVH4 véi bon chudi nhe dugc lam tuong
thich v61 nguoi khéc nhau 1a tuong tu. Hoat tinh cao nhit duoc thdy doéi véi
C2HuVH4/HuVK1 va tit ca bén khang thé 1a gan vé6i khang thé d6i ching dang

kham trong thir nghiém.
Vidu9: Céc cai bién v61 CDR12
9.1 Thiét k€ chudi nhe v6i CDR 2 cai bién

Nhu da néu trén, nhiéu khing thé c¢é chung trinh tw CDRL2 tuong tu
("KVSNRFS") nhu khéng thé C2. Di quyét dinh thit nghiém xem liéu CDRL?2 cé

thé duoc cai bién nhe ma khong tic dong bat loi dén hoat tinh cta khéng thé
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khong. Hai thay thé bao toan duogc chon: R cho K tai vi tri 50 va S cho N tai vi tri
53. Vi vay, hai trinh tu CDRL2 khéc la "RVSNRFS" va "KVSSRFS". Ching
duoc dua vao trinh tu chudt Vx ma khong cé thay déi nao khic, nhu mC2 VK-R
va mC2 VK-S tuwong tng.

9.2 Biéu hién tam thoi ctia khédng thé CDRL?2 cai bién

Hai c4u tric chudi nhe C2 véi CDRL2 cai bién mo6 ta & phan 11.2.1 duge
tdch dong vao vat truyén chudi nhe dé biéu hién tam thoi. Mbi ciu tric dugc
déng chuyén nhiém véi vat truyén dang kham C2 Vy trong céc t&€ bao HEK293.
Moi trudong diéu kién duge thu gom tir c4c t€ bao ba ngay sau khi chuyén nhiém.

Luong khéng thé tao ra duoc xac dinh bing ELISA cho khéng thé IgGk nguoi.
9.3 Hoat tinh cha khang thé C2 v6i CDRL2 cai bién

C4dc miu ctha moi trudng diéu kién tir qué trinh chuyén nhiém tam thoi
mC2 VkS v6i CDRL2 cai bién duge két hgp véi mC2 Vy duge thit nghiém trong
ELISA tinh bot beta (Fig.5). C4 hai khéng thé VK-R va VK-S c6 thé so sianh
duoc véi khing thé dang kham C2, ching t6 rdng cdc cai bién riéng ré véi
CDRL2 chon loc khong tac dong rd rét dén hoat tinh cta khang thé trong thir

nghiém.
Vidu 10: Xac dinh ai luc

Dé danh gi4 tinh dac hiéu va 4i luc gan két cta khang thé dugc lam tuong
thich véi nguoi (H4K1; H4K4) va dang kham (AF) (ACI-01-Ab-7-C2) chimeric
va humanized, phan tich BIACORE. RTM. dugc ti€n hanh nhd st dung céc
monome va cic soi beta 1-42 lam khang nguyén bat dong trén chip CM5. K¥
thuat BIACORE.RTM. sir dung cac thay déi trong danh muc cé tinh khic xa &
16p bé mat khi gin két clia khang thé véi khang nguyén bat dong trén 16p. Gan
két dugc phat hién bang su cong hudng plasmon bé mit (SPR) cua tinh khic xa

dnh sdng laza tr b€ mat. Phan tich dong luc hoc tin hiéu d6i véi téc do va toc do
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dimg cho phép phan biét gifta tuong tac dac hiéu va khong dac hiéu. Nong do

clia khang thé duoc st dung trong gi6i han 0,05uM dén 1,0puM.

Béang 1: 4i luc va tinh déc hiéu gén két ctia cac khéng thé duoc 1am tuong thich
v6i nguoi (H4K1; H4K4) va dang kham (AF) chuot (ACI-01-Ab-7-C2) déi véi

cdc monome va cac soi beta 1-42

Céac monome Cac so1

ka(1/Ms)| Kq(1/s) KD (M) |ka(1/Ms)|Ka(1/s) KD (M)
ACI-01-Ab-7-C2 chuét | 1,8E+04 | 2,7E-03 | 1,5E-07 | 2,4E+04 |9,9E-04| 4,1E-08
AF dangkham 4,7E+04 | 9,5E-04 | 2E-08 |5,1E+04 |3,3E-04| 6,5E-09
H4K1 duogc lam twong | 5,0E+04 | 9,5E-04 | 1,9E-08 | 4,9E+04 |2,3E-04| 4,7E-09
thich véi nguoi
H4K4 dugc lam twong | 2,5E+04 | 4,4E-04 | 1,8E-08 | 1,3E+05 |3,0E-04| 2,3E-09
thich vé1 nguoi

Vidu 11 Thir nghiém gén két hod hoc mé mién dich
11.1 Céc 14t cat ndao ngudi

N&o cta cdc bénh nhan AD va tién AD khong bi sa sit tri tué va khoé
manh dugc 14y tir Universitatsklinik & Bonn sau khi dugc chdp thuan theo ding
nguyén tic. Ndo dugc c6 dinh trong formaldehyt va viing hdi ma duoc loai nuéc,
gan vao parafin va cdc phdn Spum dugc cét bang thiét bi vi phiu. Cic phéan
parafin dugc giit & nhiét d6 trong phong cho téi khi st dung. D61 véi nguyén liéu
mdi, cdc 14t cit & nhiét do thdp Spum dugc cit bang may diéu lanh va cic 14t cat

dugc git & -80°C cho téi khi st dung.
11.2 Ho4 hoc mo mién dich

Céc phén parafin dugc tich parafin va hydrat ho4 lai bang cadch rira cdc lat
cat trong xylen tiép theo Ia etanol 100%, etanol 90% va etanol 70%. Nén duogc
bang cdch u 30 phit trong H,0,10%, metanol 10% trong nuéc. Viéc thu héi

khdng nguyén dat dugc bang cich U cdc 14t cat trong axit formic 100% trong 3
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phit. Sau 3 14n rra trong dung dich mu6i dém Tris (TBS, do pH 1a 7.5), viéc
danh dau khong dic hiéu dugc phong bé bang céch G trong 2 gid cdc 14t cit trong
10% BSA, 0,25% Triton X-100 trong TBS. Sau khi rita (3 1an rra trong TBS),
viéc phong bé& khing thé néi sinh dugc tién hanh béng céch bé sung IgG khéng
ngudi khong dénh d4u (Biomeda) va i cdc 14t cit trong c4c ngan 4m qua dém &
nhiét do trong phong. Sau 3 1an rita khéc, khang thé khéng tinh bot ngudi so cap
duoc thém vao cdc 14t cit va t thém 24 gid & nhiét do trong phong. Sau khi rira,
IgG khang ngudi thit cdp danh dau bang phosphataza kiém (Sigma) duoc thém
vao céc lat cit va U trong 2 gid & nhiét do trong phong. Sau khi rira, cac 14t cat
duoc phét trién véi Liquid permanent Red (Dakocytomation) rita bang nudc va
lam kho bing khong khi trude khi cdy vio moi trudng v6i moi trudng ciy vinh

ctiu (corbitbalsam).

Viéc cit lanh dugc ¢6 dinh trong metanol trong 30 phit & -80°C va nén
duoc gidm bing cach b6 sung H,O, vao metanol lanh dén néng do cuéi cung 1a
10% va 1t trong 30 phit & nhiét do trong phong. Sau 3 1an ria trong dung dich
mudi dém Tris (TBS, do pH 1a 7,5), viéc danh d4u khong dac hiéu duge phong b&
bing cich U trong 2 gid cac lat cat trong 10% BSA, 0,25% Triton X-100 trong

TBS nhu néu trén va quy trinh nhuém tuong tu nhu néu trén duge ti€n hanh.

Céc 14t cét dugc kiém tra bang kinh hién vi Leica DMLB va chup anh nho
st dung may anh Leica DC500 va phdn mém Leica FireCaml.2.0.

C4 hai mang danh ddu khéng thé ngudi A va C clia ndo ciia cac bénh nhéan
AD (Fig.6). Ca hai mang khuéch tdn va nhan dugc danh d4u. Ngoai ra, cic mang
khuéch tidn & c4c bénh nhan tién AD khong bi sa st tri tué cling cé thé duoc
phat hién bdi cdc khang thé A va C. Tinh bot & bénh mach mau tinh bot nfo
(CAA) dugc d4anh ddu bang ca hai khdng thé va mot s6 t€ bao than kinh nhuém
mau c6 thé twong Ung vdi tinh bot ndi bao cling duoc phat hién. Khong cé su
ddnh dau duoc thdy trén ndo d6i ching ctia bénh nhan khoé. Cic mang c6 thé

duoc phét hién trén céc phan parafin dugc xU 1y trude bang axit formic nhung
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khong c6é cdc mang dugc danh ddu trén cdc phan parafin ma khong xiu 1y trude
bang axit formic va trén cdc phéan cat lanh ¢6 dinh trong metanol. Khing thé
ngudi B khong phdt hién cidc mang trén céc 14t cat parafin va khang thé chuot

khong nhudém parafin hodc céc 14t cat ndo lanh.

Cac chit viét tat:

A = khéng thé dang kham gin két AF (IgG4) (mC2Ch VHAF)
B = khang thé dang kham khong gin két B (IgG4) (mC2VHB)

C = khdng thé duoc lam twong thich v6i ngudi gin két H4K1 (IgG4)
(HuVH4/HuVK1)

Chuot = khang thé chuot ACI-01-Ab-C2 (IgG2b)
Vi du 12: Chdc nang caa mC2 déi véi cac soi tinh bot

12.1. Qua trinh cai bién c4u hinh cla cic soi ABi4 va quéa trinh bat dau lam tan

ra sau khi gin két khang thé mC2.

Dé dénh gid co ché€ nhd d6 khéng thé c6 thé lam tan ra céc soi tinh bot S
da tao ra trudc d6 (Apfi42), so sdanh dau d6i dau cua thir nghiém huynh quang
Thioflavin-T (Th-T) duoc ti€n hanh x4c dinh mic tan rad va cOng hudng tur hat
nhan trang thdi ran (NMR) clia c4u hinh thd c4p phan tich peptit Afi.4> ddnh d&u
bang U-'*C Tyrosinl0 va Valin12 (Fig.7A). Khang thé 1am tan 35,4% céc soi
A4 tao ra truée d6 va déng thdi kich thich su thay déi cau hinh thit cap tir tim
S thanh cudn ngdu nhién. Viéc lam giam ching loai ctia cdu hinh tdm S vé€ cudn
ngau nhién tGi 35% va vi vy gan véi ciu hinh dugc xdc dinh nho st dung thir
nghiém phéat huynh quang Th-T (Fig.7B). Thong s6 nay ching to rang viéc gan
két chia khéng thé mC2 khéi dau su dong hoan clia céu tric thit cip ma cé kha
nang tao ra su mat 6n dinh ctia viéc sip x€p gifta cdc phan tlr tuong duong clia

céc tdm S din dén lam gdy céc soi kéo dai thanh cac phan ngan hon.
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12.2 Ai Iuc gan két phu thuoc cdu hinh ctia khang thé mC2

Do da biét 1o trong tai liéu khoa hoc chuyén nganh rang phin ning luong
gin két khang thé-khang nguyén c6 thé dugc sit dung dé tao ra cai bién phu
thuoc nang lugng ciu hinh cua khing nguyén (Blond and Goldberg, 1987), thu
nghiém so sdnh 4i luc gan két ca khdng thé C2 véi toan bo protein ABi42 va véi
axit amin thi chin, nhé hon, kéo dai, peptit bao gém epitop clia khéng thé duoc
tién hanh (Fig.8). D61 véi so sdnh nay, cdc 4i luc cta khang thé dugc 1am tuong
thich v6i nguoi C2 duoc phan tich bang ELISA nho st dung céc peptit biotinyl
hod bao trum trinh tu axit amin cua epitop ciia C2 (dugc tao ra béi Mimotopes va
duoc mua cia ANAWA Trading SA) va peptit biotinyl hod hoan toan Apfi
(Bachem). Phan tich dugc thuc hién theo cdc chi din cta nha san xuét
(Mimotopes). Nhu thé hién trong Fig.8 va bang 2, khang thé gin két véi peptit
bao gém epitop dac hiéu cua né (cac axit amin 13-21 cua trinh tu Af.42) ¢6 ai
luc cao hon 36,0% so véi toan bo protein Afi4. Vi vay ¢6 goi ¥ rang su khdc
biét vé€ nang luong 4i luc gan két duoc st dung cho su dong hodn nang luong-st
dung ctia c&u hinh thif cdp ctia protein dang tinh bot thé hién khéng nguyén & vi
tri thich hop hon déi véi tuong tdc khang thé. Diéu nay giai thich tai sao 4i luc
ctia khang thé doi véi loai tu nhién (toan bo protein dang tinh bot) thap hon d6i

vGi cdu tric siéu phan ti phan 1ap.

Bang 2

0.D

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

hC2 1,225 0,9005

D6i ching IgG 0,171 0,196

Vi du 13: Céc tdc dong cua hC2 khang tinh bot doi véi su két tuc cta peptit tinh
bot 1-42
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Dé danh gi4 kha ning clia khéng thé don dong tinh bot beta khdng nguyén
duoc 1am tuong thich véi ngudi hC2 dé 1am trung hoa cic tdc dung 1am tan ra va
lam tan rd doi véi tinh bot beta (Af), thit nghiém phd huynh quang thioflavin T

dugc thuc hién.
13.1 Thir nghiém c ché két tu

Bot dong khoé Apfi4: duge hoan nguyén trong hexafloisopropanol (HFIP)
t6i ImM. Dung dich peptit dugc siéu am trong 15 phit & nhiét do trong phong,
khudy qua dém, va cdc phan tao thanh dugc cho vao cic 6ng khong tham silic
siéu ly tam. Sau d6é HFIP duoc lam bay hoi duéi dong khi argon. Méng peptit
dugc lam khoé trong chan khong trong 10 phit va gitt & -80°C cho t6i khi st

dung.

Pé thir nghiém vé su tic ché két tu ABi4 nho khang thé, khang thé hC2
duoc pha loang truée trong PBS va dung dich thit nghiém chita cdc thanh phan
dudi day duge tao ra trong 6ng nghiém u khong thdm silic 3,3 hoic 0,33uM
khang thé pha lodng truéc, 10uM thioflavin T, 33uM ApBi.42, va 8,2% DMSO. Vi
vay, ty s& mol cudi cung cta khang thé v6i ABi4 1a 1:10 va 1:100. C4c dung
dich déi chitng thich hop cling dugc tao ra. Cac dung dich sau dé duoc u trong
24 gid & 37°C, va ph6 huynh quang (cdc don vi huynh quang lién quan; RFU)
doc & séu ban sao trong cac dia 384 giéng den (Perkin-Elmer) bing phé huynh
quang ké& Perkin-Elmer FluoroCount. Sau d6 ph6 huynh quang dugc xac dinh va

% lam tan ra duogc tinh todn nhu mo ta duéi day.
13.2 Thr nghiém lam tan ra

Dé thir nghiém vé su 1am tan rd AB1.4 tich tu trudc d6 nho khang thé, AS:.
4 phan ti lugng thap, dugc di€u ch€ nhu dugc moé td & trén, duge tao thanh
110uM dung dich trong 27% DMSO va 1x PBS. Sau d6 dung dich nay duogc két
tu & 37°C trong 24 gid, sau d6é thanh phin sau dugc thém vao 3,3 hoac 0,33uM

khang thé pha loang truéc, va 10puM thioflavin T. N6 tao ra ty s6 mol khdng thé
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v61 Afia 1a 1:10 va 1:100. Sau dé dung dich nay dugc u thém 24 gid & 37°C.
Sau d6 phé huynh quang dugc xé4c dinh va % lam tan ra duoc tinh todn nhu mo

3 duéi day.
13.3 Tinh todn
Muc do tc ché két tu hodc 1am tan ra dugc biéu hién 1a % tic ché hoic

lam tan ra trung binh tuong Ung, sai s6 chuén [ clia s6 trung binh (SEM) theo

phuong trinh dudi day:

(RFU cta d6i chiing am-RFU clia d6i chimg duong)-(RFU clia miu cé Af1.42- RFU
clia méu khong c6 Af)-42) x 100%
Yotic ché =

(RFU ctia d6i chiing 4m tinh-RFU cta d6i chitng duong tinh)

13.4 Két qua
13.4.1 Midc do tc ch€ su két tu Af142

Mic do e ch€ su két tu ABi42 nhd st dung khang thé hC2 duoc thé hién
trong bang 3 va Fig.11. Véi ty s6 mol khang thé véi Afi4 12 1:100 midc Gc ché
trung binh 1a 30% (2 thir nghiém doc 1ap), trong khi véi ty s6 mol 1:10 thi mic
tic ch€'1a 80% (2 thir nghiém doc 1ap; xem bang 3).

Bang 3. Mic ttc ché két tu Af1-42 nhd hC2 véi cic ty s6 mol ctia khang thé véi

Aﬂ1-42 la 1:100 va 1210

Ty s6 mol (khang thé v6i ApB142)
Khéng thé
1:100 1:10
hC2 30,0 £ 4,1% 80,4 £ 6,9%

13.4.2 Mttc 1am tan i B4 két tu trude dé

Miic 1am tan rd ABi.42 két tu trudc dé nho st dung khang thé hC2 duoc thé

hién trong bang 4 va Fig.12. Véi ty s6 mol khéng thé véi AfBy4 12 1:100 mic
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lam tan ra trung binh 1a 24%, trong khi véi ty s6 mol 1:10 mic lam tan rd 1a 32%

(3 thir nghiém doc 14p; xem bang 4).

Béang 4. Mic 1am tan rd Af142 két tu truée dé nho hC2 véi céc ty s6 mol khang

thé v6i ABia2 12 1:100 va 1:10

Khéng thé Ty s6 mol (khang thé v6i ABi-)
1:100 1:10
hC2 30,0+ 4,1% 80,4+ 6,9%

Nho st dung thir nghiém thioflavin, cdc dac tinh chic nang kép cua khang
thé khang # duoc 1am tuong thich v6i ngudi hC2 c6 thé duge ching minh, dé 1a
tic ché su két tu ctia Af.42 trong ciu hinh tién fibrin gay bénh va ngoai ra dé lam
tan 1a cac tién fibrin Afi.4, hinh thanh truge d6. hC2 dc ché su két tu Afia t6i
80% véi ty s6 mol khang thé véi Afi.42 1a 1:10. Kha nang cia hC2 dé 1am tan ra
céc tién fibrin hinh thanh trudc dé ABi4 véi ty s6 mol 1:10 dugc thé hién 1a
32%.

Vi du 14: Gan két dac hiéu cdu hinh cia mC2 véi céc loai protein dang tinh bot

khac nhau.

Pé danh gi4 tinh dic hiéu cia mC2 t6i cdc tAng khic nhau cla protein
dang tinh bot polyme hod, tinh bot don phan va polyme tan, va tinh b6t soi manh
rat nho, ELISA dugc bao bang céc tdng khic nhau cia dang tinh bot polyme £
dugc tién hanh (Fig.9). Cac chat don phan duge diéu ché theo phuong phép cai
bién duoc cong bd bai (Klein, 2002), tinh bot polyme tan beta theo (Barghom et
al, 2005, trong khi céc soi dugc ti€én hanh bang cdch U tinh bot (Bachem,
Switzerland) v&i nong do cudi cung 1a 1pg/pl trong Tris/HCI, do pH 1a 7,4, &
37°C trong 5 ngay tiép theo la budc lam ly tam (10.000 vong phit trong 5 phit).
Sau dé polyme tinh bot duge phti 1én cdc dia ELISA v6i noéng do cudi cung la

55ug/ml va 4i luc gan két ELISA nhd st dung khang thé don dong IgG khang
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chuot (Jackson) danh d4u bang phosphat kiém dugc tién hanh. Nhu thé hién
trong bang 35, khéang thé mC2 gén két v6i tinh bot polyme tan beta véi di luc cao
hon véi cac soi va thap nhét v6i cdc chat don phan. Thong s6 d6 ching to rang
gin két clia khing thé bi tdc dong bdi epitop tinh bot va bodi cdu hinh cla céc

chat két tu dang tinh bot khac nhau.

Bang 5 gan két dac hiéu céu hinh cia mC2 véi cic monome, oligome va cac soi

tinh bot
mC2 0.D
Ab Conc ‘ _
(ug/ml) Oligome Cac sot Monome
0,625 2,806 1,620 | 1,155
0,312 1,724 0,989 0,649
0,156 1,036 0,631 0,397
0,078 0,652 0,499 0,333

Vi du 15: v& ban d6 epitop clia khdng thé don dong clia mién dich AC hC2

Viéc vé ban dé epitop clia khdng thé don dong dugc lam tuong thich véi
ngudi hC2 dugce ti€n hanh bang ELISA nhd st dung ba thu vién peptit khdc nhau.
Mot thu vién bao gém tat ca 33 peptit biotinyl hod che phu ca trinh tu axit amin
hoan chinh (aa) cia AfBi4 (dugc tao ra bdi Mimotopes va mua cuia ANAWA
Trading SA), thu vién thd hai ¢6 cic peptit biotinyl hod nho st dung peptit 12
(aal2-20 clia Ap) tir thu vién peptit thi nhat va thay th€ aa trong trinh tu bang
alanin (xem bang 8 dudi day), va thu vién thit ba c6 cdc peptit biotinyl hoa 13,
14, hoic 15 (aa 13-21 , 14-22 hodc 15-23 clia Af) va thay th€ trong mdi trudng
hop cic axit amin cudi cing dén alanin hodc dén glyxin bang aa 21 da la alanin
(xem bang 9 dudi day). Peptit hoan chinh biotinyl hod A4 dugc su dung lam

déi ching duong tinh (Bachem). V& ban d6 epitop dugc tién hanh theo cic chi

-123-



22189

din clia nha san xudt (Mimotopes). Mot cdch vén tat, cac dia phu streptavidin
(NUNC) dugc phong bé bang 0,1% BSA trong PBS qua dém & 4°C. Sau khi rira
bang PBS-0,05% Tween 20, céc dia dugc phu trong 1 gid & nhiét do trong phong
biang céc peptit khic nhau tir thu vién, pha loang trong 0,1% BSA, 0,1% natri azit
trong PBS t6i néng do cudi cung la 10uM. Sau khi rira, cdc dia dugc u trong 1
gid & nhiét do trong phong béng khang thé hC2 hoac khang thé IgG4 dang kham
khong gan két A duoc pha loang 200ng/ml trong 2% BSA, 0,1% natri azit trong
PBS. C4c dia duoc rira lai va t bang IgG dé khiang nguoi két hop véi phosphataza
kiém trong 1 gid ¢ nhiét do trong phong. Sau lan ria cudi cung, cic dia dugc 1
v6i chét nén phosphataza (pNPP) va doc & 405nm nh¢ st dung dau doc dia
ELISA.

biéu dé ching té rang khing thé don dong dugc lam tuong thich véi
ngudi hC2 gan két dac hiéu véi cdc peptit 12, 13, 14, 15 va 16 cha thu vién peptit
thtt nhat. Céc peptit d6 bao gém aa 12- 20, 13-21, 14-22, 15-23 va 16-24 tuong
ting ctia AfB1.4, ggi ¥ rang epitop nam trong ving 12-24 ctia AfS. Thu vién thit hai
v6i céc thay thé alanin duoc sit dung dé xdc dinh aa gi6i han d6i v6i gan két véi
ABi 4 (VHHQKLVFF). Gan két clia khang thé hC2 mét hoan toan khi céc axit
amin 16, 17, 19 hoac 20 duoc thay thé bang alanin, chiing té rang aa 1a giéi han
tuyét d6i cho gan két ctia khang thé véi AB. Gan két clia khdng thé hC2 mat mot
phén khi aa 15 va 18 dugc thay thé.

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

chiing to rang aa 14 cling rit quan trong d6i voi gan két.

Cuéi cuing, thu vién thit ba dugc sit dung dé xac dinh c6 hay khong aa 21,
22 hoac 23 12 gidi han d6i vé6i gén két véi epitop. Gan két clia khang thé vdéi aa
15-23 duoc gidm khi aa 23 duoc thay thé bang alanin, ching t6 rang aa 23 cling
quan trong doi véi gan két. Gan két mat mot phan khi aa 21 dugc thay thé bang

glyxin va mét mot chit khi aa 22 dugc thay thé bang alanin.
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Vi du 16: Bao vé thin kinh bang khang thé hC2

Kha nang ctia khang thé hC2 dé bao vé cdc noron khdi su thodi bién do
oligome Abeta gay ra dugc danh gid trong thur nghiém in vitro. Cac noron vd nao
chuot phoi ngay 16.5-17.5 duogc phan lap, tich ra, va nuoéi cdy in vitro trong moi
truong N3-F12. Céc t€ bao duogc sinh trudng trong toan bd chin ngay, va dugc
cung cdp vao ngay 3 va ngay ma oligome Abeta, hodc oligome Abeta cung véi
khang thé khdng Abeta hC2 dugc thém vao. Vao ngay tht nam ("4 ngay Abeta")
hoac ngay sdu ("3 ngay Abeta"), mot vai giéng chita céc t€ bao dugc xur 1y hoic
chi bang 2uM oligome Abeta, hoic héon hgp cua 2uM oligome Abeta va
50ug/mL khang thé khang Abeta hC2.

Oligome Abeta dugc diéu ché€ bang cdch hoa tan Abeta 1-42 (rPeptit)
trong HFIP, tir d6 cac peptit Abeta dugc chia thanh cdc phan 10pl véi 1mg/ml va
sau d6 lam bay hoi trong chup khoéi trong 30 phiit va cic mang peptit dugc giit &
-80°C cho téi khi sir dung. Khi st dung, mang peptit dugc hoa tan trong 10ul
DMSO, sau dé la 78,6ul HAMS F12, va dung dich peptit Abeta dugc G & 4°C
trong 24-48 gid (25uM noéng do Abeta cudi cing).

D6i véi cac t€ bao doi chitng, rieng DMSO-F12 dugc thém vao véi thé tich
tuong tu nhu Abeta-DMSO vao ngay 5, va cic t€ bao dugc nudi cdy thém 4 ngay
nita ma khong céan bat ky xit Iy b6 sung nao. Vao ngay 9, cdc noron tir tat ca cic
diéu kién nuéi cay duoc c6 dinh vad nhudém bang Tujl (khidng thé khang beta-
tubulin), ti€p theo 12 nhudém véi céc khang thé thd phét dugc dédnh ddu béing
FITC dé hinh dung c4c vi tiéu quan, va vi viy cdc quy trinh t€ bao thin kinh la

chung. C4c két qua duoc thé hién trong Fig.13.

Cic t€ bao thin kinh vé ndo phoi chuot chua xir 1y thé hién hinh thai hoc
binh thudong sau chin ngay nuéi cdy (Fig.13, cot cuc ta). X 1y cdc t€ bao bang
oligome Abeta trong ba ngay kich thich su thodi bién s¢i truc va lam giam s6

luong soi truc téng (Fig.13, cot gitia thap), va tic dong nay tham chi con thay rd
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rét vao bon ngay xu ly (Fig.13, cot gita cao hon). Nguoc lai, cac t€ bao duogc xu
ly bang hén hop cia oligome Abeta va khang thé khdng Abeta hC2 c6 vé tuong
tu vGi cac té€ bao doi ching (Fig.13, cac cot bén phai cao hon va thap hon). Cac
két qua nay biéu thi ring khéng thé khdng Abeta hC2 c6 thé bao vé cac t€ bao

than kinh v6 ndo phoi chuét khoi su thoai hod do oligome Abeta gay ra.

Bang 6: Cac vi tri va thay d6i dugc tao & cac ving khung chudi nhe dugc lam

tuong thich véi nguoi C2

Vi tri chudi nhe 45 87 50 53

C2 Vk chuot K F K N

C2HuVkl1 duge lam twong thich véi nguoi Q Y K N

C2HuVk2 duge lam twong thich véi nguoi Q F K N

C2HuVx3 duoc lam tuong thich v6i nguoi K Y K N

C2HuVk4 duge lam tuong thich vé1 nguol K F K N

dpk15 dong mam nguoi Q Y L N
C2Vk—R chuot R

C2V«k-S chuot S

Bang 7: Cac vi tri va thay déi duoc tao & cdc vang khung chudi ning duoc 1am

tuong thich vé1 nguoi C2

Vi tri chubi ning 47 94
C2VHAF chuot L S
C2HuVHAF1 dugc lam tuong thich vé1 nguoi W R
C2HuVHAF2 duoc lam tuong thich v6i nguoi 'Y S
C2HuVHAF3 dugc lam tuong thich véi nguoi L R
C2HuVHAF4 duoc lam tuong thich véi nguoi L S
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DP—54 dong mam ngudi W R

Téng s6 8 khang thé kha nhau dugc céu tric véi cdc chudi nhe C2HuVkl,
C2HuVk2, C2HuVk3, C2HuVx4 va cédc chubi nang C2HuVHAF4 va
C2HuVHAEF2

Bang 8. Tém tit vé céc peptit stt dung trong thu vién thit hai

aa |2 quan trong d6i v6i gén két duge ddnh ddu bang cic chit in nghiéng va
duong gach dudi va aa tuyét d6i quan trong déi véi gan két duge ddanh dau bang

cac chi in nghiéng va dam.
plZ-ZOVHHQKLVFF.
Al2 A H H Q K L V F F
A3 V AHOQ KLV FF
Q

Al4 V H A

Al5 V H H

>
~
=
<
i
s

Al6 V H H Q
Al7 V H H Q
Al8 V HHQ KL AFTF
A9 V HHQ KL V AF

A20 V H H O KL V FA

aano. 12 13 14 15 16 17 18 19 20
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Bang 9. Tém tat vé cac peptit stt dung trong thu vién thi ba

aa la quan trong déi véi gan két duge ddnh ddu bang céc chit in nghiéng va

dudng gach dudi va aa tuyét d6i quan trong doi véi gan két duge danh ddu bang

cac chit in nghiéng va dam.

pl3-21
pl3-21 G21
pl4-22
pl4-22 A22
pl15-23
pl5-23 A23

aa no.

HHQZXTLVTFTFA

H H Q
H Q
H Q
Q

Q

K

K

L

L

v

A%

F F G

F F A E

F F A A

F F A E D

F F A E A

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
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YEU CAU BAO HQ
1. Khang thé duoc lam twong thich véi ngudi hodc doan clia ching ma nhan
dang va gin két protein dang tinh bt f, trong d6 khang thé duoc lam tuong

thich v&i nguoi nay hodac mot doan cua chung bao gom:

i) ving bién d6i chudi ning (HCVR) bao gdm trinh tu axit amin SEQ ID
NO:15, va

ii) ving bién dbi chudi nhe (LCVR) bao goém trinh ty axit amin SEQ ID
NO:12.

2. Khéang thé duoc lam twong thich véi nguoi hodc doan cua ching theo diém 1,
bao gém chudi ning bao gbm trinh tu axit amin SEQ ID NO:16 va chudi nhe

bao gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO:13.

3. Khéng thé dugc lam tuong thich v6i ngudi hodc doan cua chung theo diém 2,

trong do Lys d4u tan cung C ctia ving 4n dinh chudi niang dugc loai bo.

4. Khang thé duoc lam tuong thich véi nguoi hodc doan cia ching theo diém 1,
trong do6 khang thé duoc lam tuong thich véi ngudi hodc mot doan ctia ching la

cta isotyp IgG1, IgG2, IgG3 hodc IgG4.

5. Phan ti axit nucleic bao gdm trinh tu nucleotit md hoa khéng thé dugc lam
tuong thich v4i ngudi hodc doan cta ching, theo diém bét ky trong sb cac diém

1-4.

6. Phan tir axit nucleic theo diém 5, trong d6 phan tir nay bao gbm trinh tu

nucleotit SEQ ID NO:22 hoéc trinh tu nucleotit SEQ ID NO:21.

7. Phan tr axit nucleic theo diém 5, trong d6 phan tir ndy bao gbm trinh tu

nucleotit SEQ ID NO:25 hodc trinh ty nucleotit SEQ ID NO:24.
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8. Vat truyén biéu hién bao gém trinh tu nucleotit theo diém bét ky trong s6 céc

diém 5-7.
9. Té bao bao gdm vét truyén biéu hién theo diém 8.

10. Dugc pham bao gbém khang thé duoc lam tuong thich véi ngudi hoiic doan
ctia chiing theo diém bat ky trong s& cac diém tir 1 dén 4, va con tiy y bao gém

chit mang dugc dung.

11. Dugc pham theo diém 10, trong d6 dugc phdm nay con tlly y bao gdbm mot
hodc nhiéu thanh phan sau: chat c6 hoat tinh sinh hoc, chét pha lodng hoic ta

duoc.

12. Dugc phim theo diém 11, trong d6 dugc pham nay con bao gdm chét ¢6
hoat tinh sinh hoc 1a hop chét dugc st dung trong diéu tri bénh thodi hoa dang
tinh bot.

13. Duoc phim theo diém 11, trong d6 dwoc pham nay bao gbdm it nhat mot
trong cac hop chit sau: hop chét chdng su mét can bang oxy héa; hop chét
chéng gay chét té bao; cac chét chelat kim loai, cac chét e ché sira chita ADN
nhu pirenzepin va cac chét chuyén hoa, axit 3-amino-1-propansulfonic (3 APS),
1,3-propandisulfonat (1,3PDS), cac chit hoat hoa a-secretaza, chét tic ché Ap-
secretaza; va chét e ché y-secretaza, cac tau protein, cac chit dan truyén than
kinh, céc chét lam gdy tAm f, cac chat din du dbi voi cac thanh phan té bao lam
sach/lam can tinh bdt B; cac chét e ché tinh bot 4 1am cin dau N, nhu bao gom
tinh bdt B pyroglutamat hoa 3-42, cac phan tir khang viém, hodc cac chit trc ché
cholinesteraza (ChEI) nhu tacrin, rivastigmin, donepezil, va/hodc galantamin,
céc chét chi van M1 hodc dugc chit khac nhu dugc chét cai bién tinh bot hoac

tau hodc cac chat bo sung dinh dudng.

14. Phuong phap xéac dinh pham vi cua lugng mang tinh bot tich tu trong mau

mo va’hodc mau dich thé bao gom:
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a) thir nghiém mét mau mé hodc mau dich thé vé su ¢6 mit caa protein
dang tinh bot v&i khang thé dugc lam tuong thich véi ngudi hodc doan

khang thé theo diém bat ky trong s cac diém tir 1 dén 4;
b) xac dinh luong khang thé hoic doan khang thé di gin két voi protein;
va
¢) tinh toan luong mang tich tu trong mau mé hodc mau dich thé.
15. B6 kit dé do im va chan doan céc bénh va tinh trang dang tinh bot bao gdm,
trong mot hoac nhiéu vét chura, khang thé dugc lam tuong thich vdi nguoi hodc

doan cta chung theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 4, thudc thir do tim

va cac hudéng dan st dung céac khang thé.

16. Phuong phép in vitro dé phén tach céc soi dang tinh bdt A ¢6 sin, bao gdm
budc cho khang thé hodc doan cta ching theo diém bat ky trong sé cac diém 2

va 3 tiép xuic vai cac so1 dang tinh bot £ ¢é san.
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Phé dugc do

— ¢ Tbng cac dot

-—1#& Dgt cia CB-dang tAim
Dot ciia CB-ngau nhién

13C Sy thay d6i hoa hoc (ppm)

— Measur
—— Sumof
——Fisef\
— il v

Phé dugc do

Téng cac dot

Dot cia CB-dang tim
Dot ciia CB-ngdu nhién

Y
0 i0

13C Sy thay dbi hoa hoc (ppm)

B)
Cong hudng PBS C2 chuot
6 ISO |[FWHH| % cuong do| 6 ISO \FWHH| % cuong do
(ppm) | (Hz) | tich phan (ppm) | (Hz) | tich phan
Val C/3 —dang tam 32,60 | 479 81,7 33,09 | 366 53,5
Val CO —ngu nhién | 3027 | 200 18,3 30,27 | 340 46,5

A) Su so sanh clia quang phd PC CPMAS va cac dot d6i voi cac soi p1-42 dang tinh
bot duoc gan nhan U-1>C Tyr10 va Vall2 duoc G véi PBS (trai; dong vai trd nhu dbi
ching) hodac ACI-7-C2 (phai) trong 24 gi¢ va sau d6 dugce lam dong kho. Cac dot cho
hai thé cAu tao ctia Vall2 CB duoc thé hién theo mau xanh 14 xay (dang tim) va xanh
(6ng xo4n ngau nhién). Pinh & ¢33 ppm twong tng vdi thé ciu tao dang tAm beta cua
céc soi trong khi & 30 ppm 14 két qua ciia thé cdu tao 6ng xoan ngau nhién.

B): Su so sanh ctia cac thong sb thich hop d6i voi hai thé cdu tao ctia Val 12 Cp. Cac
su thay dbi hoa hoc thich hop dbi v6i hai thé ciu tao la kha gidng nhau nhung cac
cudng do tich phan 14 rat khac nhau, phan 4nh su suy giam vé thé ciu tao dang tdm
beta gbc bang xip xi 35% (1-(53,5/81,7)). Diéu nay rit tuong hop & mirc do cao voi
gi4 tri da thu duoc tu do dac huynh quang.

FIG. 7
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Epitop Peptit Abetal-42

FIG. 8
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r«nam

AAGCTTATGAATATGCAAATCCTCTGAAT CTACATGG TAAAT ATAGG TTTGTCTATR OCACAAA CAGAAAAA CA TGAGA TCACAGTTCTCICTACAG TTA 1o-
4 i 4 i + 3 - St 3 i i 3 " 3 4 1 4 i 4

+ t + $ t + + + ~4 + t + $ + + + + + t
TTCGAATACTTATACGT TTAGGAGACT TAGATGTACCAT TTATATCCARACAGATATGG TGT TTGTCTT TTTGT ACTCTAGT GTCAAGAGAGATGTCAAT

Noot

!

CTGRGO\&QGG&CCTCRQCA'!GGGATCG&GCTGFA'ICATCCICITC'I"ITETAGC&ACMX:TACAGGTMGGG GC'I‘CACAG'EAGC?\GGCI’IGA&»‘I‘CTG 20-

GRG‘GTPG?GI‘CCPG}AGT@TACCCTACCKZGAGTBGTAGGAGAAG&WATO?TTC’ICGAT"I‘CC&TKICCU;RGT(TICAT@'CCGAACI‘@GAC

M 6 W S C I I & F L V A TS T
tin hiéu

GACATATATATGGG TGACARTGACATCCA CTT TGCCT TT CTCTCCACAGGTG TCCACTCCGA TA TIG TGATGAC CCAAT CTC CACTC TCOCTGC CIG TCA

DU

36

4 - + " " 3 3 Pl + 4 4 + 3.
- ¥ + T + T + T + 3 ¥ 4 ¥ 12 + T * 1 + 13

CTGTATATATACCCACTGT TAC TG TAGGT GAAACCGAAAGAG AGGTG TCCACAGGTGAGGCT AT AACAC TAC TGGGT TAGAGGT GAG AGGGAOGGACAG T
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SIG 1 G2 HuVKv1

IBgﬂl . lxpm IPsxi

CrCC?m'IGAGCCTGCCTCO\TCI‘CITGCAGATCTAGTCAGAGCCFYGTATBTRGTMT@AGA C&CCI'A'ITTACAT’IGG'XT\ CC'I'GCAGA&B CCAGGCCA ‘0

GA@ACCACTOGGACGSAGGIAGRGAA(BTCFAGA‘XCRG mcsmmmnrmr TA(.CI' CT GKCGATAAATGTAACCQTO»ACG '!‘CTI'C(I;’I‘CC%T
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GTCT(EAQGCTCCTGA Tc‘mcmacr'rrmxccnhwmmoccmccacacmcrmcmccmmcmmmmmchmc&uc‘rcmcmc <0

CAGA(IJTGTCI.‘J\GSACI’AG ANWWNMMACCWAGWYCTGWQWQ@TCAOCTAGI’CCCTUI‘C!‘AMGTGYGAGITCTAG
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C2 HuVKv1
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AGCAGAG TGGAGR:‘IGRGGATGTGGGAGPTB\’ITACI‘GCTCTCAMGTACACATGWCCTIGG& G’STTCGZ‘CCJ\M:GQCO\AGG'IGG&MTQMCGTC

-t +

’KC(?I’CI‘CACCKZ@ACTCC'D\CACOCTG\M’Z’MIGA@AG\GTMATGTGTAG\AGGMC CT@AGCCGGF’ICCGTGB’I‘TCCACCFXTAGTT‘ISO\C
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ramHl Fwﬁ

GGARTCCTGGCAGAGTCTCACAGATGCTTCTGAGACAACATTTGCT TTCARRARATGAACCACACACATCCTARAGATCTCAGCCACTTCCCATGTTTCAT

CCTAGGACCGTCTCAGAGTGTCTACGAAGACT CTGTTGTAAACGAAAGTTTTTTACT IGGTGTGTGTAGGATTTCTAGAGTCGGTGAAGGGTACAAAGTA

TTTATGTTACAGCAARCATCACAACAATCAT T CCTACAGATCACCACTGCATGTGATCRATAAAATAGT T TTTGCAACAATGGTACTTATGATAATCATC
— —t N 5 4 + N + + + 4

AARTACAATGTCGTTTGTAGTGT TG TTAGTAAGGATGTCTAGTGGTGACGTACACTAGTTATT TTATCAAAAACGTTIGTTACCATGAATACTATTAGTAG

TTITATTGTTTACAAATACTGCTTTACAATAGTTATTCOGC TTCCACTG T TCATATTAGAT TTC CAATTAGCTCACTTAGGAACATAAGTCCCTCGAACAG
} : i N N N — 3 § + + 4

AAAATAACAAATGTTTATCACGAAATATTATCAATAAGCCARCGTGACAAGTATAATCTAAAGGTTAATCGAG TGARTCCT TG TATTCAGGGAGCTTGTC

CAGT(‘J\TCTI’TTTC.\TTCC’I‘GTITCI'ATCC CCT. ACATCTL‘FITCG’I’I’GCAGACGACX‘ ATCTCCTA O\C’I‘GAARCAGGAMGCX‘AGCTTITTI‘I‘FIT C

GAGT&GTAGAAMAGTARGGACMAGKTWT’GTAGAGMAGGAMCBTGCC 'I’GATASAGGATC‘PGAC‘I‘!‘ICTCC’I‘TT CGATCGMMAAAWG

AGTGCT. AmAA‘{TAmCAATATC T (.'I‘CAT CMATGTA’I“ITAMTMCMMGCI‘ CMCCAAMAGAAAGA)U\TATSTMTTCTTI‘CAGAGTMMAT

—e

TCACGATAMTI‘N\T&AAG‘ITATA.GGAGAGTI\G’!TTAC)\TAMI“ITATTG‘!TI‘!‘CGAGTTGGTYHTCITTCTTTATACA‘ZTMGAAAGTCTCAWA

CACACCCATCACCICOCCACTGAGEGCT TCAT CARATTCACT TIGART T IGGCAT TAAATACCAT TAAGGTATATTAACTCAT TTTAAAATAAGATATATT
+ 4 N e 3 . + 4 +

3 }
—— +

+ + + + t + + + +
GTGTGGGTACTGGACCGGTOACTCCCGRACTAGTTAAGTCGARAL T TAAACCGTAATTTATGGTARTTCCATATART TGACTARAATTTTATTICTATATAR

CGTGACCATGTTT TTARCTTTCAAAAATG TAGCTGCCAGTGTGTGATTTTATT TCAGTTGTACAAAATATCTAAACCTATAGCAATGTGATTAATARARA
N + s : s % > 4 +

+
GCACTGGTACAAARATTGAAAGTTT TTACATCGACGGTCACACACTAAAATARAGCTCAACATGTTTTATAGATTTGGATATCGTTACACTAATTATTTTT

CTITAAACATATTITCCAGTACCTTAATTCTGTGATAGGAARATT TTAATCTGAGTATTITAATTTCATAATCTCTAARATAGTTTAATGATTTGTCATTG
N 3 N + " 3 N N N +
t

GAATTTGTATAAAAGGTCATGGAATTAAGACACTATCCTTTTAARATTAGACTCATAAAAT TAAAGTATTAGAGATITTATCAAATTACTAAACAG TMé

rvull

’PG‘I'IGCTGFCGTTY ACCC CAG CI‘GA’!'CT O\AAAGTGATAT‘ITAAGGAG Anamm;\wmrmp.cr ATTI'I'AGGGCCTI’!'FI‘WG

ACMCGACAG CMATG(EGTCGAC!' AGAGT!TTCACY ATAM’KTCCI‘ CTMTMMCCRQACGI’IGTTGAACFATWTAAMTCCCGGMTTTC

CTCTATTAAAACTAACT TACAACGATTCAAAACTG T T TTAAACTATTTCAAARTCATTTTAGAGCCT TTTGAAAACTCTTITAAACACTTTTITARAACTCT
+ + + 4 " - " + N M

GAGATAATTTTGATTGARTGTTGCTAAGTTTTGACAARAT T TGATAAAGT TTTACTAARATCTCCGAAAACT TTTGAGAAAATTTGTGAAAAATTTGAGA
IEooRi

ATTAAARCTAATAAGATAACT TGARATAATTT TCATGTCAARTACATTRACTGT TTAATGTTTAAATGCCAGATGAAAAATCTAAAGCTATCAAGAATTC

+ + + $ + + + + + + + + +
TAATTTTIGAT TATTCTATTGAACT T YATTARAAAGTACAGT TTATG TAATTGACAAATTACRARTTTACGCTCTACTTTTTACATTTCCATAGTTCTTAAG

[~

ACCCAGATAGGAGTATCTITCATAGCATGT I TTTCCCTGCT TAT T TTCCAGTGATCACATTATTTTGCTACCATGGTTATT TTATACAATTATCTGAAAAA

TGGGTCTATC! WCATAGMGTATCGTACAAAAAGGGACGMTAAAAGGTUCTAGTGTMTWATGGTRCCAATAAMTA?G’I‘TMTAGAW

Mx‘mcnamwwmmnﬁmmrmmsmmmmmmanmﬂm MAAAA

'ITAATCAAT)\CT’I’CL’MTITTCTCI‘T (.'FI'TI‘ATAATH‘GTATTCTC’I'AAGT CAGAMGTACMCTI‘GAOSMCCAATTGTCACTTCMTCRAMTTTHT

rvu!i

WMAMCT A‘ITTCTG’!TATCAGCNACTT’CICCU ATC‘TG‘!'IGACI‘T CT CCCRGCAMAGAT‘TE.‘H‘A T‘ITTACA'I’I‘TTM AC'IGCTCTCCCACCCA

kaMM;ACAATAGTCGhCTMAGG&ATAGACAACTGMG&GGGmmT CTAAGMTAMA‘I‘GTAMA‘I‘IGATGAUSAGAGGGTGGGT

FIG. 13-1
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ACGGGTGGMTCCCCO\GAGGGGGAT‘!‘TCCAAGAGG CQRC mmm&wcmmm&ce&m CTTAGG{’)G:TGCC(‘J\AG

‘IGCCCAC’CTTAGGGGGTCYCCCCCTMAGG’ITCT CCGG'!GGKCCGTCAACGACPCCCAGTCN‘CI\CT}' CGATCGG’DGWGAGMTCCGTCCRCCGG‘H‘C

ATTAC}\GTPGACC’!’CY CC'PGG’IATGGCXGMAA‘I‘TG mmﬂmxmmmmmmmmm

TMTGTCAACPG’GAGAGG&CO\TACCGACTTYT MCGACGTATAC CAATGTCCGGAACT CCGGMACCCT CCCGMTCTCT CAACGACC!‘]’GTCAGTC‘IT

{’sﬂ r}:ila!

CCTCCGAGGGGLTGACACCACCCAGGCCCAGAGGCAGCGCTCAGCGCCTGCTCTIGCAGGGAGGT TTTACCCCAGCCCAGCCARAGTAACCCCOGGCAGCCT

)
4

CCACCTCCCOGACTGTIGGTGGGTCCGUGTCTCCG TCCCOAGTOCCGRACGAGACG TCCCTCCAAART CGGCETCGGG TOGGTTTCATTGGGGGCCCTOGGA

3

GTTi AWCGWWGG&WTMG&GAWMCW& CPGCCTGG‘I‘C‘X‘I‘C‘ITCAGACCPGT’I‘GG

WTAGGGTCG’NTOGGACWCWCCCWAMCCCWGCGCCGMMW CGGCG%CGGACO\GAAGMGTC’IWACAAGAC

thl

AATTCT MMMAMWQWWMQWAGCMTMGCRmCAMGCCCTCAGMTGGC

'I'TMGATI"(’GM}ACT CCCCCAGCC‘T AC‘IGCRCCGCTMGWCGGATITCGI AACTCAAATGACG‘ITCCI\GTCITXTCGTACGmCGGGN}TCTT ACC‘S

Fad

TGCAAAG&GC!‘C CMCAAMCAAUTKGMCTH‘ATTMGGAATAGGGGGAAGC{ AGG}\AGMJ\ CTCJ\AMCATCAAG ATX'!‘TMATACGC!'TG‘TGGTC

AWWWTWTMﬂWATC&CmmmTAGTTCTAAM’I‘!TA‘KCCGAAGMCCAG

[

TCCTTGCT. ATAA'!TATCPGGGATAAG ummcmmummnmmwm&c C(‘AAGGGCMB\AC’H'IGT

AGGAACGATATTAATAGACCCT, Aﬁmﬁmmsmmmmmm CACTMTAGGCG‘I'!‘IGTI’G 'I‘GTGGG’ITC CCGT\’:ITGMACA

t ‘
TACTTAAACACCATCCTGTTTGCTT

.
- +

CACCATCTGTCTTCATCTTCCOGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACT
+ " + 4 —t 4 +

ATGAATTTGTGGT,

CACOGACGTGGTACACAGAAGTAGAAGGGOGGTAGACTACTCG TCAACTTTAGACCTTGA

rvuapsvprpypsoaox.xscr

HuCK

LRy

((rmt

GCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGARTAACT TCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAG TGGAAGG TGGATAACGCCCTCCAATCGGG TAACTCCCAGGAGAGTG

OGGAGACAACACACGGACGACT TAT TGAAGATAGGG TCTCTCCGG TTTCATG TCACC T TCCACCTAT TGOGGGAGG TTAGCCCATTGAGGGTCCTCTCAC

RSVVCLLHNFYPREAKVQﬂKVDN}\LQSGH.SOES
HuCK

T‘CACAGAGC}\GGACRGCAAGGACAGO\CC!' ACAGCCI‘ CAGCAGCACC C’TGACGCI'GAGCAA}\GCAGAG' ACGJ\GAMCACMAGTCI’ ACG CCTGCGAAG T

mmwmmﬂcmmmmrmmAmmmmrmmmm CA

vV T E QD 8 KD s T Y $§ L S S$ T L TUL S XKADTYETZ KT HZXUVYRARTCEV

HuCK
‘Sacl

CACCCATCAGGGCCTGAGCTOGCCOG TCACARAGAGCTTCARCAGGGGAGAG TG T TAGAGGGAGAAG TGCCCCCACCTGCTCCTCAGTTCCAGCCTGACC
+ + + 4 N N + . } 3 + +

GTGGGTAGTCCOGGACTCGAGCGEGCAG TG TTTC TOGAAG T TG T CCCCTCTCACAATC TCCCTCTTCAUGGGGE TGGACGAGGAGTCARGG TCCGACTGG

T BH 0 G L 8§ 8 P V T K § P N R G E C
HuCK J

FIG. 13-2
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CCCTCCCATCCTTTGG CCTCTGACCCTTTT TCCACAGGGGACCTACCCCTATTGOGG TCCTCCAGCTCATCTT TCACCTCACCCCCCTCCTCCTCCTTGG
3 +- < re & e 3 3 Pt — 4+ 3

GGGAGGGTAGGAAACCGGAGACTGGGARARAGG TGTCCCCTGGATGGGGATAACGCTAGGAGE TCGAGTAGAARGTGGAG TGGGGGGAGGAGGAGGAACT

C'KTTMTI‘A‘KC(.T AATGTTGGAGGAGMTGMT MATAMGTGMTC'I’I’I‘GCACC’IGT‘GGTTI‘CT CT! CTTTC CTCA‘!" TIAATAA'ITA'ITATCI‘GT!‘GTTT

GAMﬂMTkCGAﬂACMCCT CCTCTT AC'IT AmATTTCACITAGmCGTGSAC)\CCAAAGAGAGWGGAGT AM’X‘TA'{TMTMTASACM(‘AAA

TACCAACTA CTCAAT'ITCK’CV!‘ ATAAGGGACT AMTATG TAGTCATCCT MGGOG CATAAC CA"IT!’ATMAMTC)\T CCI‘TCR'ITCTATT’ITACCCTA‘X‘C

A’XCG’ITGATGAG TTkMGAGMTATTCCCTGA mATACAT CAGT A&“SATTCCGOGTAHCGTAMTATT’ITTWAGGMTN\GATMTGGGAT AG

‘Ncol
ATCCTC'I’GCMGACAG‘PCCTCCGCI\MCCCACAAGCC’!TCL‘GTCCK‘CACAGTCCCCTGGGCCATGGTAGGAGAGAC‘!TGC!TCC‘ITGTTTTCCCCTCCT

TAGGAGACG?TCWTCRGGAGGGAGNTGGGTGTTCGGMCACAGGRGWCAGG%ACCCGGTACCATC CI‘CTCTGAACGAAGGAJ\CAAAAGGGGAGGA

CAGCAAGCCCTCATAGTCCTTTITMGGGTG)\CAGGTCTTACAG!TJ\TATATCCTTTGA’I‘CAATPCCCTG)\GM“‘CMCCAAAGCRAATI‘TTI‘CAMAG

GT¢ CG'FTCGGGAGTATCAGGMMATYC CCJ\CTGTCCAGMTGTC-\GT RTATAGGMA CTMGTT MGGGACTC‘ITAGTIGGTTTCGT‘H‘MGTT‘I‘TC

A&GMACCK‘GCT ATMAGAGMTCATI’CXI'I‘GCM\C}\TGATATMTMWMTW”WTAMCWWTAGGGWWMGT

TTCTTIGGA (I;ATA‘!'TTCTC‘!TAG TMGTMCGTT macrammnmmhrrﬂccnmmnrmmmmc CC'I‘TT ACWTTCA

TCAT('J\'PGGTAC'IT A.GAm Mrcsmmcamcmama&mmcmAmAmmmcmmmAmcmm

AGTAGTAC CATC MTCTGAAWACGTACMSTACGGAATMAMMWTCCANACTCCCF GAGGACAGACGG'!TCCCGGCATAACTCXX‘GAAA

CCACAACCT, MmM’!‘CCA!‘J\CT ATRC'PGTGAGAWAMAACAWHMMWCAMGGTTCTATWGCTG&GWTATAHCTATMC

$

GGTGTTGGA TTAAA'IT&GG‘!’GTGR TATGAC)\QTCT M’IT'FI‘TGI‘AAGI Mmracmccmcmcz\mm‘cmcr CK’(.'TG 'I‘IT:\TA‘TMGATATTG

f(bal

TCAGCAATC CCA CTTCT, AGATGACI‘ GAG’Im‘CCCCACCCACCMAMACT ANWNWAWAMCMW

AGT C'GT?RGGGTGRAGATCTACTGACI‘ CACAGGGG TGGGTGGTI'I‘I‘ZTGATAEG‘ITCTT ACAAGTFT CGT CGAMTMA'I‘GTFTTCGGTTT’I’I’AACCF!T

T}\GCC’CGAT'I‘GTCCRRCJ\AT&GMTGAGTTAITWCPGTGGTATGFTTATACATTAGMTKCC CMWRGMTTMWGCIRCAACTATACCTAC

+

ATOGGGCTMGAGGTTGTPATCTT&CTCAATMTTNACACO\TACWTATGTMTC‘ETATGGG'ITAC‘I‘ CCI'CITAA’ITGTI‘(.T;ATG’I'I’GA‘!J\TGGA‘ZC

TCAC)\ORGATGAA?C'TCRTAMMTMTGTTACATAAGAGAMCTCAANCAMAGATAWTTC{GTATGWTCCATATWGTTWASGT

AGTGTGT CTACXTAGAGTATSTT!‘A‘!TACM\TGTAWAWCTATACMGAQTAWAGGTAT&THCMGWCA

MAMTAMGTI‘ AGAMTX‘TGGATGGAAA'ITACI‘CTTAG C!‘GGGGG’I’GOGCG&G'ITAGTGC CMGACA&GACAAGAAGGGG C‘!’TCI'GGG(TI‘CI'ICGT M

rrmxmm‘zm—rrmcc TACCI'ITMTGAGM’I‘CGACCCCCACCCGCTCRAT CACGGACCCT C’I‘T CIGTTCTT! CCCCGAAGACCCCRGAACCA’IT

[

rcn*c-rcrrcc-rccmmrmmmammmmcmﬂmnnmcannmmwrum CACATAAAGMCATCTTATKCC

ACAAGACMGGAGCRCACCCCMCACGTCA’ATACTAGA cammcnmmmmruucmcmamumnmcmmmnm

rvuﬁ

CAG!TAATAGRTAGAAGRGGMTMGTMTAGGTCAAGACGWGWTMGNGGGGGGCCWGGATCAMTAGCIACCYGCCFMTCCPGCCCTC

GICAATTAT! CT ATCTTH CTCC!T A'ITCATTATCCAGTTCTGGTA{.GTCGACCATI‘&C CCC CCCGGACCCI AGTTTR TCGATGGA(X;GA’ITAQGACGGGAG

FIG. 13-3
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TIGAGCCCTGRATGAGTCIGCCT TCCAGGGCTCAAGG TGCTCAACAARACAACAGGCCTGCTATTTTCCTGGCATCTGTGCCCTGTTTGGCTAGCTAGGA
" M + + N ; 4 — 3 . s I

\d v ¥ A v B T ¥ L3 ;* T
PACTOGGGACTTACTCAGACGGAAGG TCCOGAGTTCCACGAGTTIGTTTTGTTG T CCGGACGATAAAAGGACCGTAGACACGGGACARACCGATOGATCCT

GCACACATACATAGAAATTRAATGRAACAGACCTTCAGCRAGGGGACAGAGGACAGRATTARCCT TCCCCAGACACTGGARACCCATGTATGAACACTCA
* " + £ N 3 "

e + I 4 3
L aans —— * T + . t

CGTGTGTATGTATCT T TAAT TTACT T TG TCTGCAAGTCGTTCCCCTGTCTCC TG TCT TAAT TGGAACGGG TCTGTGACCTTIGGCTACATACT TG TGAGT

CATGTTTGGGMGGGGGMGGGCJ\CATGTMATGAGGACF CITCC‘TCRTYCTATGGGSCACI L‘I‘GGCCC‘I‘GCCCC!‘ CT CJ\GCTACI‘CATC CATCCAAC)\C

GTACAAACCCI’I‘ CCCCmC’CCGTGTACAmACI‘CCXGAGMGGAGT MGATACCCCGTGAGACCGGGACGGGGAGAGTCGA‘!’GAGTAGGT AGGTTGTG

f(mnf

}\CCT"’Y (s¢ ¥ MGTACCTCX'CI’CTGCC’!’RCACT CTGMGGGGI‘TCRGGAGTMCF AACAMTCCCT“CCCTCAAATGACX‘GACCATCC C'I‘I'I’GI‘CCI‘GC

TGGAMGA TTCATGGAGAGAGACGGRTGT"AGA C’I’TCCCCMGT CCT ('JT’IGA TTG‘I‘GT‘CGTABGuAAGGGAG’ﬂTAC‘TGA CX’GGI‘ AGGGAAACAGGRCG

TTTG‘TTTTC‘PTTOCAGTCAGTACTGGGAN\GTGGGGAAGGACAGTCATGGAAAMCTRCATMGGMGCACC’H’GCCCITG‘GCCT CT 'FGAGMTG?‘IG

4 +- + 4+ + t +

A}\AC}\AMAGAMGGT CAGTCATGACCCT‘!T CACCCCTT CCTGTCAG'!ACCTWATGTATTCCFYCGFGGAACGGGMGACGGAGMCI CTTTACAAC

ATGAGT. hTCAMTCTﬂCMAC’!TTGGAGGTﬂ'GAGTAGGGGTGAGkCT CAGT MTG?CCC’I"I‘CCAATGACATGMC’ITGCX’CACT CATCCC'IY}GGGGCC

TACT! cmacrnacmmmccrcmcrcmcccmcrcanmn&cﬂAm ACTTGMCGAGPG&GTAG(I:ACCCCC@

¥EOQRI

AAATTGAACAATCAAAGGC}\GGCATMTCCAGTTATGMTTCAMCC‘!T CTT CTCAGRAGATMCACTCI‘GAAGGGAMCCCACCCATMCCTMGCMG

T’ITMCT‘PGTT AGTTT CG}TCGST ATTAGGTCAATACPTMG‘STTBGAAGAAGAGTCTTCT A‘I‘rGTGAGACTT CCC‘TT?GGGTGGG‘X‘A’ITGGA"TCGT?C

rstl

K'GMG&CAGCTGCTGCAGGT GGM'!‘TG‘!‘GTC‘CXTCARMAGGTATGCT CAACL‘CC’I‘T GCI‘ CTTGGTACT: CATF\AA’I‘GGGTCACRTAMTG‘IGAC{‘TT A'I‘I‘

ACTTH G'GTCCACGACGPCCACCI'T MCACAGGAAGTTTTTCCRTACGAGTI‘GAGG}\ACGAGMCCATGAGT ATTTACCCAC‘XCT ATITACAC‘IGAAATM

TGGMATAGGGF CT mmumrmwmrnmmmmmmmmn&nnnccrc;cm

ALC!T!ATCCCAGAMCGTCTCCATH\G‘IT CAGT‘PT’I’AATCO\GT ATGACF\‘TAWC?{:CI‘ AG;CCJ\CIT'!’IACCTACTMG!‘ATAT)\ACGA C('J\C

{(bal

GGMTATAM&GGG TATAGCI’ ACZ‘CI‘ AGAMATAGT!‘GTCRGTTTCH‘GAAAMCF AMQAAAGAC\CCI ACCATATGACCCAGGAATNTAC[‘CC‘I’IC

ccr'm'rArmcccmmcckmacmcrmmmcmrmmmmrmmmcﬂracmcc'rccrrmmmmcmc

-
G}MmACCCCCAGGMATMAAAm ATGTCCACACAGAACCCATACANAWWOCAG&GG’[TAWAWW

3 + —

CCTTAMTGGGGGT ! C‘L‘I’TATTTTTGMTI\CAGGTGTGTCTTGGGT Amrmmcnmcrommmrmmo\mecm CGATCTTTCTCGGT

ACCCATCCCT! C)\ATBGGCAACTAGCCT MCAAATTGTM‘!ATATCCATGCCATAGMTGCI‘ATGAGGCRATAAWGGAACGMGTGTTGATACAGAGM

TGGGTAGGGAGT TA‘I‘CCG‘I'I‘GATCGGA’ITGTTT MCA’ITATA‘!‘AGGT ACGGI'ATCTT ACGATACT CCGTTATTITI‘CC!’I‘GCTT CACAACX‘ ATGTCTCIT

CTGGAG'ICATTCI’GMGGACP‘!‘TCT ACI‘GAGTGI\MMAGCCAATC‘TGAAAGGGTCACATA DCATGT‘GATTCCTTTTAT\GTMO\ITG‘ITGAAGTGAW

G}\CCTCACT AAGBCTTCCTGMAGATGACT CACT mC’GGT!'AGACITTCCCAGTGTATGGT A&CIMGGMTACRTTGTMMTQW

FIG. 13-4
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f(.mn! ‘Bgﬂl

AATTATAGGGATAGAGAACAGAT TCTGGTTGCCAGGGG TTAGGG TGE TCGAGAAAGAAGAGTAGGOGAARCTATAAAGGCAGATCTITGTGATCATGGGA s1c
3 3. 3 4 3 4 $- 3- 4 3 4 Y 3 4 i

TTAATATCCCTATCTCTTGTCTAAGACCAACGGTCCCCAATCCCACCACCTCTTTCTTCTCATCOGCTTIGATATTTCCCTCTAGARACACTAGTACCCT

l !
TAAATCTGTATC T TGATTGCAGCTCCTAGTTGCACGCATCTAGACATCTGATAAAATGACATACAACTGCTACACACTTATT TTATCAATGTCARATTCTTC s4¢
N N ¢ - N " N - + 5 - " + s + —

ATTTAGACATAGAACTAACGTCACCATCAACGTCCGTAGATCTGTACACTATITTACTGTATCTTCACATGTGTGARATAAAATAGTTACAGTTTARGAAC

P

GTTTTAATATCGTACTGTAATTACGTAAGAAGTAACCAACAGGAGAAACTGGGTGCAGGACACATCAGACCTC TG TGCT TTATATCCTGTCTTTGCTACT ss¢

+ + ¥ + 4 —4 + + + +
CARAATTATAGCATGACAT TARATGCAT TCT TCATTGGT TG TCCTCTTTIGACCCACGTCCIGTETAGTCTGGAGACACGAAATATAGCACAGAAACGATGA

TICTGTCAATCTATAATTATTITCCARATAATTTT T T TAAACTTTTTTTTTATGCTGGATCG 5561
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Anh xa epitop hC2_NC_20060505

5 -‘: Khang thé
doi chimg

"_g hC2 l l

1 2 3 45 6 7 B 9 10 11 12 13 14 1515 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 25 30 31 32 3 1- -
. . 62 42
& SO peptit

FIG 1. hC2 gan két vai cac peptit 12, 13, 14, 15 va 16 ciia thu vién peptit AP 1-42

Su gan két ctia hC2 voi cac peptit chdng lép cia AP 1-42 dugc phén tich bang ELISA. Su gén két voi
AP 1-42 hoan toan va gin két ciia khang thé dang kham khong gin két (khang thé dbi chimg) dugc sir
dung nhu céc déi chimg &m va duong tuong tng. S6 peptit tvong tng véi axit amin trong trinh tu Ap
1-42 trén d6 peptit bat dau. Cac két qua duoc thé hién nhu OD.

Anh xa epitop hC2_ NC 20060519

25
2 4
g 45 1
1_
0.5
0O

p1220 A12 A3 Al4 AIS  AIS A7 A1 A9 A p142
Peptit

FIG 2. hC2 gan két v&i AB 12-20 phuy thudc hoan toan vao aa 16, 17, 19 va 20 va phu thuéc mét phan
vao aa 14, 15 va 18.

Su gan két ctia hC2 v6i AP 12-20 va alanin duoc the AP 12-20 duoc phén tich bang ELISA. Su gan
két voi AP 1-42 hoan toan dugc sir dung nhu dbi chimg duwong. S6 twong ting v6i aa ma duoc thé bang
alanin. Cac két qua dugc thé hién nhu OD.

Anh xa epitop hC2_ NC_20060925-26

p13-21  p13-21G21  ple-22  pla22A22  p15-23  piS23A23 142

S6 peptit

FIG 3. hC2 gén két vai AP 15-23 phu thude vao aa 23 va phu thudc mdt phan vao aa 21 va phu thude
mot it vao aa 22.

Su gén két ctia hC2 v&i AP 13-21, 14-22 hodc 15-23 va véi 13-21G21, 14-22A22 hoac 15-23A23
duoc phan tich bang ELISA.

Su gén két voi AB 1-42 hoan toan dugc sir dung nhu dbi chimg duong. Cac két qua dugc thé hién nhu
OD.

FIG. 15
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Khang thé: MABT5102
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FIG. 16
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<223> Chubi bién dbi nhe C2 HuVK1 nhan tao twong thich véi nguoi
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100

Gln

ser

Leu

Tyr-

Ser
70

Glu
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<223> Chudi nhe C2 nhan tao twong thich v&i nguoi
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Pro
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Thr
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Ser
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Lys

Pro
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Thr
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His
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Lys
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35

Asn
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<213> Trinh tw nhan tao
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Gly Gly
55
ser Arg

Arg Ala

Gly GlIn
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Trp
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Thr

val

Gly

ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Gly

Ile phe Pro

10

val Cys teu

Lys val Asp

Glu GIn Asp

60

Leu Ser Lys

75

Thr His GlIn

Glu

Gly
10

Gly

Gly
Thr
Asn
Asp

90

Thr

cys

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Thr

val

Thr

Gly

Tyr

Lys

Ala

val

Pro
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GIn

Ser

Glu

80

Ser

Gly

Tyr

vatl

val

Tyr

80

Cys

Ser



<210> 16
<211> 439
<212> PRT

<213> Trinh tw nhan tao

<220>

22189

<223> chubi ndng C2 nhan tao twong thich v&i ngui

<400> 16

Glu
1
Ser

Gly

Ala

Ala

Ala

Ser

val
Leu
Met
Ser
50

Gly
GlIn
Ser

Ser

Thr
130

Gln

Arg

Ser

Ile

Arg

Met

Gly

Thr

115

ser

Leu
Leu
20

Trp
Asn

Phe

AsSn

Lys

Glu

val
5
Ser
val
sSer
Thr
ser
85
Tyr

Gly

Ser

Glu

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Trp

Pro

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Gly

ser

Ala

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gln

val

120

Ala

-164-

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Gly

Phe

Leu

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Thr

Pro

Gly

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Thr

Leu

Cys

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

val

Ala

Leu
140

Phe

Leu

45

Pro

Asn

val

Thr

Pro

125

val

Pro

Ser
30

Glu

Asp

Ser

Tyr

val

110

Cys

Lys

Gly
15

Ser
LLeu
Ser
Leu
Tyr
95

Ser

Ser

Asp

Gly

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys

ser

Arg

Tyr



Phe

145

Gly

Leu

Tyr

Arg

Glu

225

Asp

Asp

Gly

ASn

Pro

val

Ser

Thr

val

210

Phe

Thr

val

val

Ser

- 290

Glu

Asn

Ile

Thr

385

Arg

Leu

Ser

Pro

Glin

Ala
370

Thr

Leu

Glu

His

Ser

Cys

195

Glu

Leu

Leu

Ser

Glu

275

Thr

Asn

Ser

Gln

val

355

val

Pro

Thr

Pro

Thr

val

180

Asn

Ser

Gly

Met

Gln

260

val

Tyr

Gly

Ile

val

340

Ser

Glu

Pro

val

val

pPhe

165

val

val

Lys

Gly

Ile

Glu

His

Arg

Lys

Glu

325

Tyr

Leu

Trp

val

405

Thr

150

Pro

Thr

ASD

Tyr

Pro

230

ser

ASp

Ash

val

Glu

310

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

390

Lys

22189

val

Ala

val

His

Gly

ser

Arg

Pro

Ala

val

295

Tyr

Thr

Leu

CyS

Ser

375

Asp

Ser

Ser

val

Pro

Pro

val

Thr

Glu

Lys

Ile

Pro

Leu

360

Asn

Ser

Arg

-165-

Trp

Leu

Ser

185

Pro

Pro

Phe

Pro

val

265

Thr

val

Cys

Ser

Pro

345

val

Gly

Asp

TI"P

Asn

GlIn

170

Ser

sSer

Cys

Leu

Glu

250

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

Glin

Gly

GIn
410

Ser

155

ser

ser

Asn

Pro

Phe

235

val

Phe

Pro

Thr

val

315

Ala

GIn

Gly

Pro

Ser

395

Glu

Gly

Ser

Lew

Thr

Pro

220

Pro

Thr

Asn

Arg

val

300

Ser

Lys

Glu

Phe.

Glu
380

Phe

Gly

Ala

Gly

Gly

Lys

205

cys

Pro

Cys

Trp

Glu

285

Leu

Asn

Gly

Glu

TYyr

365

Asn

Phe

Asn

Leu

Leu

Thr

190

val

Pro

Lys

val

Tyr

270

Glu

His

Lys

Gln

Met

350

Pro

AsSn

Leu

val

Thr

TYyr

175

Lys

AsSp

Ala

Pro

val

255

val

Gln

Gln

Gly

Pro

335

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe
415

Ser

160

Ser

Thr

Lys

Pro

Lys

240

val

Asp

Phe

Asp

Leu

320

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

400

ser



22189

Cys Ser val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser
420 425 430

Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys
435

<210> 17

<211> 326

<212> PRT

<213> Chlng nguoi

<220>
<223> Viing C chubi IG GAMMA-4 — bién ddi

<400> 17

-166-



Ala

ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Arg

Glu

Asn

Trp

Ser

Thr

Pro

val

50

Ser

Thr

val.

Phe

Thr

130

val

val

ser

Leu

Thr
Ser
Glu
35

His
ser
Cys
Glu
Leu
115
Leu
ser
Glu

Thr

Asn

Lys

Glu

20

Pro

Thr

val

Asn

Ser

100

Gly

Met

Glin

val

Tyr

180

Gly

Gly

Ser

val

Phe

val

val

85

Lys

Gly

Ile

Glu

His

165

Arg

Lys

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

ASp

TYr

Pro

ser

Asp

Asn

val

Glu

22189

ser

Ala

val

Ala

55

val

His

Gly

Ser

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

-167-

val

Ala

ser

40

val

Pro

Lys

Pro

val

120

Thr

Glu

LyS

Ser

Lys

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Pro

105

Phe

Pro

val

Thr

val

185

cys

Pro

10

Gly

AsSn

GIn

Ser

Leu

Cys

ser

ser

Ser

.75

Ser

90

Cys

Leu

Glu

Gln

Lys

170

Leu

Lys

Asn

Pro

phe

val

phe

155

Pro

Thr

val

Ala

Leu

Gly

ser

60

Leu

Thr

Pro

Pro

Thr

140

Asn

Arg

val

ser

Pro

val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Pro

125

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

Leu

Thr

val

Pro

110

Lys

val

Tyr

Glu

His

190

Lys

Ser
15

Asp

Thr

Tyr s

Lys

ASp

95

Ala

Pro

val

val

GIn

175

Gin

Gly

Arg

TYyr

Ser

Thr

80

Lys

Pro

Lys

val

Asp

160

Phe

Asp

Leu



22189

195 200 ' 205

Pro ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile ser Lys Ala Lys Gly GIn
210 215 220

Glu pro Gln val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gin Glu Glu Met
225 230 235

Asn GIn vdl Ser Leu Thr Cys Leu val Lys Gly Phe Tyr Pro

245 250

Ile Ala val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn

260 ' 265 270

Thr Thr Pro Pro val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu
275 280 285

Arg Leu Thr val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn val
290 295 30

[

Cys Ser val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GlIn
305 310 315

Leu Ser Leu Ser teu Gly
325

<210> 18
<211> 51

<212> DNA

<213> Chudt nhitnha

<220>
<223> Vung bién dbi chudi nang dwoc lam twong thich véi ngudi C2 HuVH AF 4 (CDR2)

<400> 18
agcatcaata gtaatggtgg tagcacctat tatccagaca gtgtgaaggg c 51

<210> 19

<211>9

<212> DNA

<213> Chudt nhitnha

<220>
<223> Vung bién dbi chudi nang dwgc lam twong thich véi ngudi C2 HuVH AF 4 (CDR3)

<400> 19
ggtgactac 9

<210> 20

<211> 49

<212> DNA

<213> Chudt nhatnha

<220>
<223> Vung bién dbi chudi nhe dwoc lam tuwong thich véi ngwdi C2 HuVH 1 (CDR1)

-168-

Pro

Thr

Ser

255

Tyr

Tyr

phe

Lys

Arg

Lys

240

Asp

Lys

ser

Ser

Ser
320



22189

<400> 20
agatctagtc agagccttgt atatagtaat ggagacacct atttacatt 49

<210> 21

<211> 336

<212> DNA

<213> Trinh tw nhan tao

<220>
<223> Chubi bién ddi nhe C2 HuVK1 nhan tao twong thich v&i ngudi

<400> 21
gatattgtga tgacccaatc tccactctcc ctgectgteca ctectggtga gectgectceg
atctcrtgca gatctagtca gagocttgta. tatagtaatg gagacaccta tttacattgg
tacctgcaga agccaggcca gtctccacag ctcctgatct acaaagtitc caaccgattt
Tetggggtce cagacaggtt cagtggcagt ggatcaggga cagatftcac actcaagatc
agcagagtgg aggctgagga tgtgggagrtt tattactgct ctcaaagtac acatgttect
tggacgttcg gccaaggcac caaggtggaa atcaaa
aggactgtgg ctgcaccatc tgtcttcatc ttcccgccatr ctgatgagca gttgaaatct
ggaactgect ¢tgttgtgrg cctgotgaat aacttctatc ccagagaggc caaagtacag
tggaaggtgg ataacgccct ccaatcgggt aactcccagg agagtgtcac agagcaggac
agcaaggaca gcacctacag cctcagcagc accctgacgc tgagcaaagc agactacgag
aaacacaaag tctacgcctg cgaagtcacc catcagggcec tgagctcgec cgtcacaaag
agcttcaaca ggggagagtg t
<210> 22
<211> 657
<212> DNA

<213> Trinh tw nhan tao

<220>
<223> chudi nhe C2 nhan tao twong thich v&i nguei

<400> 22

-169-

60
120
180
240
300.
336

60
120
180
240
300
321



gatatigtga
atctcttgeca
tacctgcaga
tctggggtcc
agcagagtgg
tggacgttcg
ttcatcttcc
ctgaataact
tcgggtaact
agcagcaccc
gtcacccatc
<210> 23

<211> 321
<212> DNA

tgacccaatc
gatctagtca
agccaggcca
cagacaggtt
aggctgagga
gccaaggcac
cgccatctga
tctatcccag
cccaggagag
tgacgctgag

agggcctgag

<213> Chung nguw¢

<220>

22189

tcecactctcc
gagccttgta
gtctccacag
cagtggcagt
tgtgggagtt
caaggtggaa
tgagcagttg
agaggccaaa
tgtcacagag
caaagcagac

ctcgecegtc

ctgcctgtca
tatagtaatg
ctcctgatct
ggatcaggga
tattactgct
atcaaaagga
aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca
tacgagaaac

acaaagagct

ctcctggtga
gagacaccta
acaaagtttc
cagatttcac
ctcaaagtac
ctgtggctgce
ctgcctctgt
aggtggataa
aggacagcac
acaaagtcta

tcaacagggg

<223>Ving &n dinh chudi ndng C2 nhan tao twong thich véi nguoi

<400> 23

<210> 25
<211> 1317
<212> DNA

<213> Trinh tw nhan tao

<220>

<223> chubi nhe C2 nhan tao twong thich véi ngudi

<400> 25

-170-

gcectgectec
tttacattgg
caaccgattt
actcaagatc
acatgttccet
accatctgtc
tgtgtgcctg
cgcecctcecaa
ctacagcctce
cgcctgcgaa

agagrgt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
657



22189

-171-

gaggtgcagc tggtcgagtc tgggggaggce ttagtgcagc ctggagggtc cctgagactc 60

tcctgtgcag cctctggatt cactttcagt agctatggca tgtcttgggt tcgocaggcet 120

ccaggcaagg gtctcgaatt ggtcgcaagc atcaatagta atggtggtag cacctattat 180

ccagacagtg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca atgccaagaa ctccctgtac 240

ctgcaaatga acagtctgag agctgaggac accgccgtgt attactgtgc aagtggtgac 300

tactggggcc aaggcaccac tgtcacagtc tcctcagctt ccaccaaggg cccatccgtc 360

ttcccecectgg cgecctgetc cagatcgacc tccgagagca cagccgocct gggctgectg 420

gtcaaggact acttccccga accggtgacg gtgtcgtgga actcaggcgc cctgaccage 480

ggcgtigcaca ccttcccgge tgtcctacag tcctcaggac tctactccct cagcagecgtg . 540

gtgaccgtgc cctccagcag cttgggcacg aagacctaca cctgcaacgt agatcacaag 600

cccagcaaca ccaaggtgga caagagagtt gagtccaaat atggtccccc gtgtccccca 660

tgcccagcac ctgagttcct ggggggacca tcagtcttcc tgttcccccc aaaacccaag 720

<210> 24

<211> 336

<212> DNA

<213> Trinh tw nhan tao

<220> o

<223> Chuobi bién doi nang C2 HuVK AF nhan tao twong thich véi nguoi

<400> 24
gaggtgeage tggtcgagtc tgggggagge ttagtgcage ctggagggre. cctgagactc 60
tcoctgtgeag cctcotggatt cactttcagt agctatggea tgtcttgggt tcgccagget 120
ccaggcaagg gtctcgaatt ggtcgcaage atcaatagta atggtggrag cacctattat 180
ccagacagtg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca atgccaagaa ctccctgtac 240
ctgcaaatga acagtctgag agctgaggac accgccgtgt attactgtgc aagtggtgac 300
tactggggcc aaggcaccac tgtcacagtc tectca. 336 ‘

\



gacactctca
gaagaccccg
acaaagccgce
ctgcaccagg
ccgtecctcca
tacaccctgce
gtcaaaggct
aacaactaca
aggctaaccg

catgaggctc

<211> 981
<212> DNA

tgatctcccg
aggtccagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
cccecatceca
tctaccccag
agaccacgcc
tggacaagag

tgcacaacca

<213> Ching nguwoi

<220>

22189

gacccctgag
caactggtac
gttcaacdgc
cggcaaggag
catctccaaa
ggaggagatg
cgacatcgcc
tcccgtectce
caggtggcag

ctacacacag .

gtcacgtgcg
gtggatggcg
acgtaccgtg
tacaagtgceca
gccaaagggce
accaagaacc
gtggagtggg
gattccgacg

gaggggaatg

aagagccrct

tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagcgt
aggtctccaa
agccccgaga
aggtcagcct
agagcaatgg
gctccttett
tcttctcatg

ccctgtctcet

<223> Ving &n dinh chubi ndng C2 nhan tao twong thich v&i ngudi

<400> 26

gcttccacca
agcacagccg
tggaactcag
ggactctact
tacacctgea
aaatatggtc
trcctgttcc
tgcgtggtgg
ggcgtggagg
cgtgtggtca
tgcaaggtct
gggcagcccc
aaccaggtca
tgggagagca
gacggctcct
aatgtcttct

ctctccotgt

<210> 27

agggcccatc
ccctgggetyg
gcgcectgac
ccctcageag
acgtagatca
cceegtgtec
ccccaaaacc
tggacgtgag
tgcataatgce
gcgtectcac
ccaacaaagg
gagagccaca
gcctgacctg
atgggcagcc
tcttectcta
catgctcegt

ctctgggtaa

cgtcttccec
cctggtcaag
cagcggcegtg
cgtggtgacc
caagcccage
cccatgccca
caaggacact
ccaggaagac
caagacaaag
cgtcctgcac
cctececcgtec
ggtgtacacc
cctggtcaaa
ggagaacaac
cagcaggcta
gatgcatgag

a

ctggcgccect
gactacttcc
cacaccttcc
gtgccctcca
aacaccaagg
gcacctgagt
ctcatgatct
ccecgaggtec
€cgcgggagg
caggactggc
tccatcgaga
ctgcccecat
ggcttctacc
tacaagacca
accgtggaca

gctctgcaca

-172-

gctccagatc
ccgaaccggt
cggctgtcct
gcagcttggg
tggacaagag
tcctgggggg
cccggacccc
agttcaactg
agcagttcaa
tgaacggcaa
aaaccatctc
cccaggagga
ccagcgacat
cgccteeegt
agagcaggtg

accactacac

cgtgagccag
taatgccaag
cctcaccgtc
caaaggcctc
gccacaggtg
gacctgcctg
gcagccggag
cctctacagc
ctcecgtgatg

gggtaaa

gacctccgag
gacggtgtcg
acagtcctca
ctacgaagacc
agttgagtcc
accatcagtc
tgaggtcacg
gtacgtggat
cagcacgtac
ggagtacaag
caaagccaaa
gatgaccaag
cgccgtggag
cctcgattcc
gcaggagggg

acagaagagc

780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1317

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
981



<211> 112
<212> PRT

<213> Chudtnhatnha

<400> 27
ASp
1
ASp
Asn
Pro
AsSp
65

Ser

Thr

<210> 28
<211> 112
<212> PRT

val

Gln

Gly

Arg

Arg

His

val

Ala

Asp

35

Leu

Phe

val

val

<213> Chudtnhatnha

<400> 28

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Trp

GIn

ser

Leu

Tyr

ser

70

Glu

Thr .

22189

Thr

cys

His

Lys

Gly

Asp

Phe

-173-

Pro

Arg

Trp

40

val

Ser

Leu

Gly

teu

Ser

25

Tyr

Ser

Gty

Gly

ser

10

ser

Leu

ASD

Thr

val

90

Gly

Leu

GIn

Gln

Arg

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

Leu
15

Tyr

val

Lys

GlIn

95

Ile

Gly

ser

sSer

Pro

Ile

80

Ser

Lys



Glu
Ser

Gly

50

Lys
65

Leu
Ala

<210> 29
<211> 336
<212> DNA

val

Leu

Met

ser

Gly

Glin

Ser

GIn Leu

Leu
20

Lys

Ser
35

Trp
Ite Asn
pPhe

Arg

Met Ser

val

Ser

ser

Thr

Ser

22189

Glu ser

Cys Ala

1 Arg Gin

Asn Gly

55

Ile
70

Ser

Ley Lys

85

Gly Asp

<213> Chudt nhatnha

<400> 29

gatgttgtga

atctcttgca

tacctgcaga

tctggggtcc

agcagagtgg

tggacgticg
<210> 30

<211> 417
<212> DNA

tgacccaaac
gatctagtca
agccaggcca
cagacaggtt
aggctgagga
gtggaggcac

<213> Chuét nhatnha

<400> 30

Tyr

Trp Gly

tccactcrece
gagccttgta
gtctccaaag
cagtggcagt
tctgggagtt

caagctagaa

Gly Gly

Ser
25

Ala

Thr
40

Pro
Gly ser
Arg Asp
Glu

Ser

Gln

Gly

10

Gly

Asp

Thr

Asn

Asp

S0

Ser

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ala
75

Thr

Thr

val

Thr

Arg

Tyr

60

Lys

Ala

Leu

Gln Pro

Phe Ser

30

Leu Glu

45

Pro Asp

Asn Thr
Met

Tyr

val
110

Thr

Gly

15

Ser

Leu

Ser

Leu

Gly

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys

ser

ctgcctgtca gtcttggaga

tatagtaatg gagacaccta

ctcctgatct acaaagtric

ggatcaggga cagatttcac

tatttctgct ctcaaagtac

atcaaa

-174-

tcaagcctec
tttacattgg
caaccgattt
actcaagatc

acatgttcct

60
120
180
240
300
336



atgaagttgc
gttgtgatga
tcttgcagat
ctgcagaagc
ggggtcccag
agagtggagg
acgttcggtg

<211> 336
<212> DNA

ctgttaggct
cccaaactcc
ctagtcagag
caggccagtc
acaggttcag
ctgaggafct

gaggcaccaa

<213> Chudtnhitnha

<400> 31

gaggtgcagc

tcctgtgcag

ccagacaaga

ccagacagtg

ctgcaaatga

tactggggcc
<210> 32

<211> 408
<212> DNA

tggtggagrtc
cctctggatt
ggctggaatt
tgaagggccg
gcagtctgaa

aaggctccac

<213> Chudt nhat nha

<400> 32

atgrasttsg

gtgcagctgg
tgtgcagcct
gacaagaggc
‘gacagtgtga
caaatgagca

tggggccaag

ggytcagmtt

tggagtctgg
ctggattcac
tggaattggt
agggccgatt
gtctgaagtc

gctccactct

22189

gttggtgctg
actctccctg
ccttgtatat
tccaaagctc
tggcagtgga
gggagtttat

gctagaaatc

tgggggaggc
cactttcagt

ggtcgcaage
attcaccatc
gtctgaggac

tctcacagtc

gritttcctt

gggaggctta
tttcagtage

cgcaagcatc
caccatctcc
tgaggacaca

cacagtctcc

atgttctgga
cctgtcagtc
agtaatggag
ctgatctaca
tcagggacag
ttctgctcte

aaacgggcetg

ttagtgcagc
agctatggcea
atcaatagta
tccagagaca
acagccatgt

tcctea

gcccttatet

gtgcagcctg
tatggcatgt
aatagtaatg
agagacaatg
gccatgtatt

tcagccaaaa
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ttectgette
ttggagatca
acacctattt
aagtttccaa
atttcacact
daagtacaca

atgctgcacc

ctggagggtc
tgtcttgggt
atggtggtag
atgccaagaa

attactgtgc

taaaaggtgt

gagggtccct
cttgggttcg
gtggtagcac
ccaagaacac
actgtgcaag

caacaccc

cagcagtgat
agcctccatc
acattggtac
ccgattttct
caagatcagc
tgttccttgg

aactgta

cctgaaactc
tcgecagact
cacctattat
caccctgtac

aagtggtgac

ccaatgtgag

gaaactctcc
ccagactcca
ctattatcca
cctgtacctg

tggtgactac

60
120
180

240

300
360
417

60
120
180
240
300
336

60

120
180
240
300
360
408





