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(57) Sang ché dé cap dén quy trinh chon loc khang thé khang c-Met c6 kha nang e ché
qua trinh hoat hoa cta c-Met phu thudc vao phdi tir va khong phu thudc vao phdi tir. Cu
thé hon, quy trinh ndy dwa vao viéc trc ché qua trinh dime hod c-Met.

Ngoai ra, sang ché con dé cap dén cac khang thé va ché pham chira cac khang thé nay
dé bao ché thudc diéu tri bénh ung thu. Pong thoi, quy trinh va kit chan doan ciing lam
mot phan cta sang ché.
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Linh vy ky thuit dwoc dé cap

| Sang ché @& cap dén khang thé c6 kha ning gin két diic hiéu véi thu thé c-
Met & nguoi va/hodc ¢6 kha nang tc ché dic hiéu hoat tinh tyrosin kinaza cda thu
thé nay, dic biét 1a cac khang thé don dong c6 ngudn gbc tir chudt, loai kham va
duoc lam tuong thich véi ngudi, cling nhu trinh trr axit amin va axit nucleic ma
hoa cac khang thé nay. Pic biét, khang thé theo sang ché ¢6 kha ning trc ché qua
trinh dime hoa c-Met. Sang ché cing md ta viéc st dung cac khang thé nay lam
thubc dé phong va/hoac diu tri cac bénh ung thu hoic bénh ly bét ky lién quan
dén sy biu hién qua mirc cua thu thé nay, cing nhu trong cac quy trinh hodc kit
dé chin doén céc bénh lién quan dén sy biéu hién qua muc cua c-Met. Sang ché
con bao gdm cac san phdm va/hoic ché phim chira cac khang thé nhu vay két hop
v6i cac khang thé va/hodc hoa chit khac khang cac yéu t6 sinh trudng khac tham
gia vdo qua trinh 1am tién trién hodc di can ciia khdi u va/hoic hop chét va/hoic
tac nhan khang ung thu hoic tac nhan dugc tiép hop voi doc t6 va st dung ching

dé phong ngira va/hodic diéu tri mot s6 bénh ung thr.

Tinh trang k§ thuét cia sing ché

Céc tac nhan hudéng dich thu thé tyrosin kinaza (Receptor tyrosine kinase
(RTK)), nhu céac chét uc ché trastuzumab, cetuximab, bevacizumab, imatinib va
gefitinib, d dugc chimg minh 13 ¢6 tic dung huéng vao nhém protein nay dé diéu
tri mot s bénh ung thu.

c-Met, 1a thanh vién nguyén mau thudc phan ho RTK, phan ho nay ciing
bao gém RON va SEA. Ho RTK c-Met c6 ciu tric khac vé6i cac ho RTK khac va
1a thu thé c6 4i luc cao da biét duy nhit d6i voi yéu t sinh trudng té bao gan
(HGF), con dugc goi 1a yéu td phén tan (SF) [D.P. Bottaro et al., Science 1991,
251: 802-804; L. Naldini et al., Eur. Mol. Biol. Org. J. 1991, 10:2867-2878]. c-
Met va HGF dugc biéu hién ¢ nhidu mé va ching thudng chi biéu hién 1an luot
cac té bao c6 ngudn gbc biéu mo va trung md [M.F. Di Renzo et al., Oncogene
1991, 6:1997-2003; E. Sonnenberg et al., J. Cell. Biol. 1993, 123:223-235]. Ca c-

Met 14n HGF déu cin thiét d6i vdi sy phat trién binh thuong & dong vat ¢6 vi va
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dugc thiy 1a dic biét quan trong trong qué trinh di trt té bao, phan ho4 hinh thai,
va tb chirc cdu triic hinh dng ba chiéu ciing nhu phat trién va tao mach [F. Baldt et
al., Nature 1995, 376:768-771; C. Schmidt et al., Nature. 1995:373:699-702;
Tsarfaty et al., Science 1994, 263:98-101]. Trong khi qua trinh diéu hoa c6 kiém
soat c-Met va HGF c6 vai trd quan trong trong qua trinh phat trién, duy tri va stra
chita m6 & dong vat c6 va [Nagayama T, Nagayama M, Kohara S, Kamiguchi H,
Shibuya M, Katoh Y, Itoh J, Shinohara Y., Brain Res. 2004, 5;999(2):155-66;
Tahara Y, Ido A, Yamamoto S, Miyata Y, Uto H, Hori T, Hayashi K, Tsubouchi
H., ] Pharmacol Exp Ther. 2003, 307(1):146-51], thi qua trinh rdi loan didu hoa
cua chung lai kéo theo su tién trién c4c bénh ung thu. |

Viéc truyén tin hiéu sai do su hoat héa khong thich hop ctia c-Met 1a mét
trong s céc thay ddi thudng xuyén nhit dugc quan séat thy & ngudi bénh ung thu
va dong mot vai tro rét quan trong trong viéc tao khdi u va di can [Birchmeier et
al., Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2003, 4:915-925; L. Trusolino and Comoglio P. M.,
Nat Rev. Cancer. 2002, 2(4):289-300].

Su hoat héa c-Met khéng thich hop c6 thé phat sinh theo cic co ché khong
phu thudc va phu thudc vao phéi tir, ching bao gbm sur biéu hién qué muc cia c-
Met, va/hoic su hoat héa cén tiét hodc tu tiét, hodc thdong qua su gia tdng qua trinh
dot bién chirc ning [J.G. Christensen, Burrows J. and Salgia R., Cancer Latters.
2005, 226:1-26]. Tuy nhién, qua trinh oligome hod thu thé c-Met, khi ¢6 hodc
khong c6 phdi tir, 12 cin thiét dé didu hoa 4i luc gin két va dong hoc gin két cia
kinaza v&i co chit peptit chira ATP va tyrosin [Hays JL, Watowich SJ,
Biochemistry, 2004 Aug 17, 43:10570-8]. c-Met d3 dugc hoat héa 16i kéo céc chét
tac dong truyén tin hiéu dén vi tri da nbi ctia n6 trong mién bao chit, din dén su
hoat h6éa mét s6 duong truyén tin hiéu chinh, bao gém Ras-MAPK, PI3K, Src va
Stat3 [Gao CF, Vande Woude GF, Cell Res. 2005, 15(1):49-51; Furge KA, Zhang
YW, Vande Woude GF, Oncogene. 2000, 19(49):5582-9]. Cac dudng nay la rit
can thiét cho qua trinh ting sinh, x4m 14n va tao mach ctia t& bao khéi u va tranh
quéa trinh chét theo chuong trinh [Furge KA, Zhang YW, Vande Woude GF,
Oncogene, 2000, 19(49):5582-9; Gu H, Neel BG, Trends Cell Biol. 2003 Mar,
13(3):122-30; Fan S, Ma YX, Wang JA, Yuan RQ, Meng Q, Cao Y, Laterra JJ,
Goldberg ID, Rosen EM, Oncogene. 2000 Apr 27, 19(18):2212-23]. Ngoai ra, so
véi RTK khéc, nét doc ddo trong viéc truyén tin hi€u cia c-Met 14 sy tuong tac

clia né véi cac phirc hop bam dinh tai tiéu diém va cac thanh phan gén két khong
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phai kinaza nhu a6b4 integrin [Trusolino L, Bertotti A, Comoglio PM, Cell. 2001,
107:643-54], CD44v6 [Van der Voort R, Taher TE, Wielenga VJ, Spaargaren M,
Prevo R, Smit L, David G, Hartmann G, Gherardi E, Pals ST, J Biol Chem. 1999,
274(10):6499-506], Plexin B1 hodc semaphorin [Giordano S, Corso S, Conrotto
P, Artigiani S, Gilestro G, Barberis D, Tamagnone L, Comoglio PM, Nat Cell
Biol. 2002, 4(9):720-4; Conrotto P, Valdembri D, Corso S, Serini G, Tamagnone
L, Comoglio PM, Bussolino F, Giordano S, Blood. 2005, 105(11):4321-9;
Conrotto P, Corso S, Gamberini S, Comoglio PM, Giordano S, Oncogene. 2004,
23:5131-7], chiing c6 thé con 1am phirc tap thém cho qua trinh diéu hoa chirc ning
t& bao cua thu thé nay. Cudi cing, dir liéu gin ddy da chimg minh rang c-Met c6
thé tham gia vao su d khang ciia khéi u dbi véi gefitinib hoic erlotinib, didu nay
goi ¥ rang ché phim chira hop chat huéng vao ca EGFR 14n c-Met c6 thé 1a rat
dang dugc quan tdm [Engelman JA at al., Science, 2007, 316:1039-43].

Trong vai nim qua, nhiéu phuong phép khic nhau da duoc phat trién dé
12‘11"1’1‘ suy giam viéc truyén tin hiéu c-Met trong cic dong té bao ung thu. Cac
phuong phap nay bao gbm i) cic khang thé trung hoa khang c-Met hoic HGF/SF
[Cao B, Su Y, Oskarsson M, Zhao P, Kort EJ, Fisher RJ, Wang LM, Vande
Woude GF, Proc Natl Acad Sci U S A. 2001, 98(13):7443-8; Martens T, Schmidt
NO, Eckerich C, Fillbrandt R, Merchant M, Schwall R, Westphal M, Lamszus K,
Clin Cancer Res. 2006, 12(20):6144-52] hoic st dung chit dbi khang HGF/SF
NK4 dé ngan ngira su gin két cia phdi tir véi c-Met [Kuba K, Matsumoto K, Date
K, Shimura H, Tanaka M, Nakamura T, Cancer Res., 2000, 60:6737-43], ii) céc
chét trc ché vi tri gén két ATP nho véi c-Met tre ché hoat tinh kinaza [Christensen
JG, Schreck R, Burrows J, Kuruganti P, Chan E, Le P, Chen J, Wang X, Ruslim
L, Blake R, Lipson KE, Ramphal J, Do S, Cui JJ, Cherrington JM, Mendel DB,
Cancer Res. 2003, 63:7345-55], iii) polypeptit mién SH2 dugc tao ra bing k¥
thut di truyén can thiép viéc tiép cén véi vi tri da nbi va ARN can thiép hodc
ribozym lam suy gidm muc 49 biéu hién cta thu thé hoic phéi tr. Hau hét cac
phwong phap nay déu mé ta cach trc ché chon loc c-Met, 1am trc ché khéi u va cho
thdy riang c-Met c6 thé dugc quan tdm dé diu tri bénh ung thu.

Trong sb cac phén tir dugc tao ra d& hudng dich c-Met, mot sb 1a cac khang
thé.

Khang thé dugc mé ta nhiu nhét 13 khéng thé khéng c-Met 5D5 do
Genentech [W096/38557] tao ra, c6 tic dung nhu mot chit chii véan tiém ning khi
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ding mot minh trong nhiéu mé hinh thir nghiém khac nhau va nhu 1a mét chit dbi
khang khi dugc str dung lam doan Fab. Dang duogc tao ra b%lng k¥ thuat di truyén
6 hoa tri mdt ciia khang thé nay da duoc mé ta nhu 1a 5D5 mot nhanh (OAS5DS5)
va duoc tao ra dudi dang protein tai td hop trong E. Coli ciing 1a dbi tuong cia
don yéu cau cip patent [W02006/015371] cia Genentech. Tuy nhién, phan tir nay
khong thé duoc coi 14 khang thé vi ciu tric gidn gido dic biét cia nd, ciing thé
hién cac dot bién c6 thé sinh mién dich & ngudi. V& mit hoat tinh, phan tr khong
glycosyl hoa nay khong cé chirc ning tdc dong va khdng c6 dir li¢u rd rang nao
chimg t6 ring OAS5D5 trc ché qua trinh dime hoa ctia c-Met. Ngoai ra, khi duoc
thir nghiém theo mé hinh thir nghiém G55 in vivo, dong t& bao u nguyén bao xbp
lai biéu hién c-Met ma khong biéu hién ARN thong tin va protein HGF va phat
trién doc 1ap voi phéi tir, khang thé khang c-Met mdt nhanh nay khéng cé tac
dung dang ké dén sy phat trién khéi u G55, diéu ndy d3 goi ¥ ring OASDS c6 téc
dung chu yéu 1a trc ché sy gin két cia HGF va khong thé hudng dich 14 cac khéi u
dugc hoat hoa ddc 1dp véi HGF [Martens T. et al, Clin. Cancer Res., 2006,
12(20):6144-6152].

Khang thé khac huéng dich 1a c-Met d3 duoc Pfizer mé ta 1a khang thé c6
tac dung “chi yéu nhu 13 chit d6i khang c-Met, va theo mét sb trudong hop, nhur 13
chit chi1 van c-Met * [WO 2005/016382]. Khéng c6 dir liéu nao cho thiy tac dung
bat ky cta cic khang thé ciia Pfizer dén qué trinh dime hoé c-Met dugc mo ta
trong sang ché.

Mot trong cac khia canh sang tao ciia sang ché nay 13 tao ra cic khang thé
don dong cua chudt nhét khong c6 hoat tinh chii van ndi tai va tc ché qué trinh
dime hoa c-Met. Ngoai viéc huéng vao khdi u phu thudc phéi tir, phuong phap
nay con lam suy yéu qua trinh hoat héa ciia c-Met khong phu thudc vao phéi tir do
su biéu hién qud mirc ctia n6 hodc cic dot bién ciia mién ndi bao van con phu
thudc vao qué trinh oligome hoa dé truyén tin hiéu. Mit khac, cac khang thé nhu
véy c6 thé con c6 tic dung 4n ngit khong gian di véi sy twong tic cia c-Met voi
cac thanh phdn ciia né, didu nay s& lam suy yéu cdc chirc ning cia c-Met. Tt
hon, néu céc khang thé ndy s€ dugc lam tuong thich véi ngudi va dugce tao ra
bang k¥ thuat di truyén, dudi dang IgG1 ngudi dé c6 duge chirc ning tic dong
nhu ADCC va CDC, ngoai céc chirc ning lién quan dén viéc trc ché dic hiéu thu
thé c-Met.
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Ban chit ky thuat ciia sing ché

BAt ngd, 14n du tién céc tic gia sang ché da tao ra dugc khang thé c6 kha
ning gin két v6i c-Met, nhung ciing c6 kha ning Grc ché qu4 trinh dime hoé cua
c-Met. Pung 1a trong tinh trang k¥ thuét, d6i khi ngudi ta ciing cho ring mét
khang thé c6 kha nang e ché qua trinh dime ho4 ctia c-Met véi cac thanh phan
ctia n6 c6 thé 1a khang thé dang quan tdm, nhung khang thé c6 kha ning nhu vay
chua tirng dugc bdc 19, hodc goi y mot cach rd rang trong linh vuc nay. Ngoai ra,
v& tinh dic hiéu cia khang thé, vin chua c6 mot bing ching nao cho thiy su

thanh cong trong viéc tao ra khang thé hoat tinh nhu vay.

MO ta vin tit cac hinh vé

Céc dic trung va cac vu diém khac cia sang ché s& duot thé hién trong
phén mo ta dudi ddy qua cac vi du va va céc hinh vé, trong do:

Fig.1 thé hién vi du v& profin FACS cua céc khéang thé khang c-Met dugc
chon; .

Fig.2A vi Fig.2B thé hién trc ché in vitro qua trinh ting sinh BXPC3 bang
cac khang thé huéng dich c-Met; ‘

Fig.3 thé hién @c ché qu4 trinh dime hoa c-Met;

Fig.4 thé hién nhén biét protein bing cac khang thé khang c-Met;

Fig.5A va Fig.5B 1a “ban dd epitop” ciia 11E1 va 5D5 bing phan tich
BIAcore;

Fig.6A va Fig.6B thé hién tac dung ctia MAbs dén qua trinh phosphoryl
héa c-Met;

Fig.7A va Fig.7B thé hién su thay th8 HGF duogc d4nh du phong xa bing
cac khang thé khang c-Met;

Fig.8 thé hién su trc ché sy xam 14n bang cic khang thé khang c-Met [trén
hinh nay, SVF dugc dung dé chi huyét thanh bao thai bé (FCS)];

Fig.9 thé hién tac dung cia céc khang thé khang c-Met dén qua trinh hdi
phuc vét thuong;

Fig.10A va Fig.10B thé hién thir nghiém phan tan;

Fig.11 thé hién su tht nghiém tao éng ba chiéu;

Fig.12A va Fig.12B thé hién tac dung cta cac khang thé dén su tao thanh
khéi phéng cau;
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Fig.13 thé hién hoat tinh in vivo ciia Mab khang c-Met trong m6 hinh di
ghép U8TMG;

Fig.14 thé hién su biéu hién HGF bing mét tp hop cac dong té bao khdi u;

Fig.15A va Fig.15B thé hién su x4c dinh dic diém dong té bao NCI-H441;
voi Fig.15A tuong Gng véi phan tich dinh lwong RT-PCR va Fig.15B tuong Gng
v6i phén tich FACS;

Fig.16 thé hién hoat tinh in vivo ctia cic khang thé khang c-Met dén mo
hinh di ghép INCI-H441; \

Fig.17A thé hién su sép thing hang 224G11 VL véi gen dong té bao mam
IGKV3-5%01 chudt;

Fig.17B thé hién sy sip thing hang 224G11 VL véi gen dong té bao mim
IGKJ4*01 chuot ;

Fig.18A thé hién su sép thing hang 224G11 VL véi gen dong té bao mam
IGKV3-11*01 va IGKV4-1*01 nguoi;

Fig.18B thé hién sy sip thang hang 224G11 VL véi gen dong té bao mim
IGKJ4*02 nguoi;

Fig.19A: Phién ban dugc lam tuong thich v6i nguoi trén co sé IGKV3-
11*01 cua 224G11 VL véi cac dot bién néu trén;

Fig.19B: Phién ban dugc lam tuong thich véi nguoi trén co sé IGKV4-
1*01 ctia 224G11 VL véi céc dot bién néu trén;

Fig.20A thé hién su sép thing hang VH 224G11 véi gen dong t& bao mam
IGHV1-18*01 chugt;

Fig.20B thé hién su sip thing hang VH 224G11 véi gen dong t& bao mam
IGHD2-4*01 chudt;

Fig.20C thé hién sy sip thing hang VH 224G11 véi gen dong té bao mam
IGHJ2*01 chudt;

Fig.21A thé hién sy sip thing hang VH 224G11 véi gen dong té bio mam
IGHV1-2*02 nguoi;

Fig.21B thé hién sy sip thing hang VH 224G11 véi gen dong té bao mam
IGHJ4*01 nguoi;

Fig.22 thé hién VH 224G11 dugc lam twong thich v6i ngudi véi cac dot
bién néu trén;

Fig.23A thé hién su sip thing hang VL 227H1 véi gen dong té bao mam
IGKV3-5*01 chudt;
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Fig.23B thé hién sy sip thing hang VL 227H1 véi gen dong t& bao mim
IGKJ4*01 chudt ;

Fig.24A thé hién su sip thing hang VL 227H1 véi gen dong té bao mim
- IGKV3-11*01 va IGKV4-1*01 ngudi;

Fig.24B thé hién sy sip thing hang VL 227H1 véi gen dong té bao mam
IGKJ4*02 ngudi;

Fig.25A 1a phién ban dugc 1am tuong thich véi nguoi trén co sé IGKV3-
11*01 ciia VL 227H1 v6i céc dot bién néu trén;

Fig.25B‘ 1a phién ban dugc lam tuong thich véi nguoi trén co sé¢ IGKV4-
1*01 ctia VL 227H1 v6i cac dot bién néu trén;

Fig.26A thé hién su sip thing hang VH 227H1 véi gen dong té bao mim
IGHV1-18*01 chudt;

Fig.26B thé hién sy sip thing hang VH 227H1 véi gen dong té bao mam
IGHD1-1*02 chudt;

Fig.26C thé hién sy sép thdng hang VH 227H1 véi gen dong té bao mam
IGHJ2*01 chudt ;

Fig.27A thé hién su sip thing hang VH 227H1 véi gen dong té bio mam
IGHV1-2*02 nguoi;

Fig.27B thé hién su sip thing hang VH 227H1 véi gen dong t& bao mam
IGHJ4*01 ngudi;

Fig.28 thé hién VH 227H1 duoc 1am tuong thich véi ngudi véi céc dot
bién néu trén; _

Fig.29A thé hién su sip thing hang VL 223C4 véi gen dong té bio mam
IGKV12-46*01 chudt;

Fig.29B thé hién su sip thing hang VL 223C4 v6i gen dong t& bao mam
IGKJ2*01 chudt;

Fig.30A thé hién su sép thing hang VL 223C4 v6i gen dong t& bao mim
IGKV1-NL1*01 nguoi;

Fig.30B thé hién su sip thing hang VL 223C4 véi gen dong té bio mam
IGKJ2*01 nguoi;

Fig.31 thé hién VL 223C4 duogc 1am twong thich véi ngudi véi cac dot bién
néu trén;

Fig.32A thé hién su sip thing hang VH 223C4 véi gen dong t& bao mam
IGHV1-18*01 chudt;



26771

Fig.32B thé hién sy sdp thing hang VH 223C4 véi gen dong té bao mim
IGHD6-3*01 chudt ; :

Fig.32C thé hién su sip thing hang VH 223C4 v6i gen dong t& bao mim
IGHJ4*01 chudt ;

~ Fig.33A thé hién sy sdp thing hang VH 223C4 véi gen dong té bao mam
IGHV1-2*02 nguoi;

Fig.33B thé hién sy sép thing hang VH 223C4 véi gen dong té bao mim
IGHD1-26*01 nguoi;

Fig.33C thé hién sy sip thing hang VH 223C4 vé6i gen dong t& bao mim
IGHJ6*01 nguoi; va

Fig.34 thé hién VH 223C4 dugc 1am twong thich v6i ngudi véi cac dot bién
néu trén;

Fig.35 thé hién hoat tinh khang khdi u cia Mab 224G11 cua chudt mot
minh hogc két hgp v6i Navelbine® dén mé hinh khéi u NCI-H441 di ghép dugc
thiét 1ap; ‘ | .

Fig.36 thé hién danh gia Mab khang c-Met dén qua trinh ting sinh
HUVEC;

Fig.37 thé hién danh gia Mab khang c-Met dén su tao 6ng HUVEC;

Fig.38A thé hién sy sip thing hang VL 11E1 véi gen dong té bao mim
IGKV4-79*01 chudt ;

Fig.38B thé hién su sép thing hang VL 11E1 véi gen dong té bao mim
IGKJ4*01 chudt;

Fig.39A thé hién sy sép thdng hang VL 11E1 véi gen dong té bio mim
IGKV3D-7*01 nguoi;

Fig.39B thé hién su sép thing hang VL 11E1 véi gen dong té bao mam
IGKJ4*02 ngudi;

Fig.40 1a phién ban dugc 1am tuong thich véi ngudi cia VL 11E1 véi cac
dot bién néu trén;

Fig.41A thé hién su sip thing hang VH 11EI véi gen dong té bao mim
IGHV1-7*01 chudt;

Fig.41B thé hién sy sip thing hang VH 11E1 véi gen dong t& bio mam
IGHD4-1*01 chudt ;

Fig.41C thé hién su sip thing hang VH 11E1 véi gen dong té bao mim
IGHJ3*01 chudt;
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Fig.42A thé hién su sip thing hang VH 11E1 vé6i gen dong t& bao mam
IGHV1-2*02 va IGHV1-46*01 nguoi;

Fig.42B thé hién sy sip thing hang VH 11E1 vé6i gen dong té bao mam
IGHJ4*03 nguoi;

Fig.43 thé hién VH 11E1 duoc 1am twong thich v6i ngudi voi cac dot bién
néu trén;

Fig.44A va Fig.44B thé hién thir nghiém phosphoryl héa c-Met trén cac té
bao A549. Déanh gia Mab dugc tinh ché 11E1 va 224G11, vdéi su khong c6 miat
hodc ¢6 mit cia HGF, & ndng d6 30 pg/ml (Fig.44A) hoic trong khoang lidu
lwong tir 0,0015 dén 30 pg/ml dé x4c dinh céc gié tri ECs, (Fig.44B);

Fig.45 thé hién su két hop in vivo Mab 224G11 véi Navelbine® trong
NSCLC M0 hinh di ghép INCI-H441;

Fig.46 thé hién su két hop in vivo Mab 224G11 véi doxorubixin trong mo
hinh di ghép NSCLC NCI-H441;

Fig.47 thé hién su két hop in vivo Mab 224G11 véi doxetaxel trong md
hinh di ghép NSCLC NCI-H441;

Fig.48 thé hién su két hop in vivo Mab 224G 11 vé6i Temozolomit trong md
hinh di ghép NSCLC NCI-H441;

Fig.49A, Fig.49B, Fig.49C va Fig.49D: Tac dung cuia Mab khang c-Met
dén su phat trién khéi phéng ciu U87-MG;

Fig.50A va Fig.50B thé hién hoat tinh in vitro ciia cac dang 224G11 kham
va dugc 1am tuong thich v6i ngudi trong thir nghiém phospho-c-Met;

Fig.51 thé hién thiét 14p phan tich Biacore;

Fig.52 thé hién hoat tinh in vitro cta 224G11 &n céc t& bao MDA-MB-
231 cing duogc cdy bang cac té bao MRC5 1am ngudn HGF ngudi & chudt nhit
trui 16ng khong c6 tuyén tc;

Fig.53 thé hién thir nghiém gén két trén co sé ELISA vé6i Fc-cMet. Hoat
tinh gén két khang Fc-c-Met dugc do trong thir nghiém trén co s ELISA, trong
6 thé tiép hop Fc khang chudt duge sir dung dé phat hién céc khang thé don dong
ctia chudt di dugc tinh ché 11E1, 224G11 va 227H1. Hoat tinh gén két phu thudc
lidu lugng dén Fc-cMet tai td hop dugc bao bang chit déo dugc do & bude séng
450nm;

Fig.54 thé hién thir nghiém canh tranh HGF-cMet. Trong thir nghiém trén
co s& ELISA nay, gbc Fc-cMET tai t6 hop gén két voi HGF dugc bao bing chét
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déo v6i su c6 mit cia cac khang thé don dong ctia chudt da dugc tinh ché 11E1,
224G11 va 227H1 dugc phét hién bang thé tiép hop Fc khang chudt va duogc do &
450 nm;

Fig.55 thé hién su sép thing hang cac trinh t axit amin clia mién VH t4i t
hop thu duge tir 227H1. Trinh tyr axit amin VH 227H1 dugc sip thing hang véi
trinh ty khung nhan ctia ngudi dugc chon, chi véi céc axit amin da néu dugce théy
1a khac véi trinh ty VH 227H1 ctia chudt. Céc trinh tu 227H1 HZ1, HZ2 va HZ3
VH tuong g v6i phién ban dugc lam tuong thich v6i ngudi dd duge thuc hién
ctia mién VH cua chudt 227H1, vé6i cac géc chudt con lai & dang dugc in dam.
Trong HZ3, 10 gbc (*) duoc thay dbi mot cach tir dong cho cac phan twong tmg
clia ching & ngudi. Trong HZ2, 7 gbc tir nhém thir ba (3) da dugc nghién ciru.
Trong HZ1VH, 9 gbc tir nhém thir hai (2) duoc dot bién thanh cac phan tudng
{ng ctia chiing & ngudi, chi 6 gbc tir nhém thir nhét (1) van 13 chudt;

Fig.56 thé hién thir nghiém gén két trén co s ELISA vé6i Fc-cMet ctia cac
khang thé 227H]1 tai td hop. Hoat tinh gin kéthkhé_ng Fc-cMet duge do trong thir
nghiém trén co s& ELISA, trong d6 thé tiép hop Fc khang ngudi duge sir dung dé
phat hién cac khang thé tai t6 hop thu dugc tir 227H1 kham va dugc 1am tuong
thich v6i ngudi. Hoat tinh gin két phu thudc lidu luong dén Fe-cMet tai t6 hop
duogc bao bang chit déo cua cac khang thé 227H1 thu duoc tir mién VH duoc 1am
tuong thich véi ngudi duge do & bude séng 450nm va sau d6 so voi hoat tinh gén
két ctia khang thé kham gdc/tham chiéu;

Fig.57 thé hién thir nghiém gén két trén co s& ELISA véi Fc-cMet ciia cac
khang thé thu dugc tir 227H]1 tai té hop. Hoat tinh gin két khang Fc-cMet duoc
do trong thir nghiém trén co s& ELISA, trong d6 thé tiép hop Fc khang ngudi
dugc sir dung dé phat hién cac khang thé tai td hop thu duoc tir 227H1 kham va
dugc 1am twong thich véi ngudi. Hoat tinh gin két phu thude lidu luong dén Fe-
cMet i t6 hop duoc bao bang chit déo ciia khang thé 227H1 thu dugc tir HZ4VH
dugc 1am tuong thich véi nguoi duge do & bude séng 450nm va sau dé dugc so
sanh vé6i hoat tinh gén két ctia khang thé kham gdc/tham chiéu;

Fig.58 thé hién thir nghiém canh tranh HGF-cMet ctia cic khang thé chudt
227H1 va t4i t6 hop. Trong thir nghiém trén co s& ELISA nay, gbc Fc-cMet tai tb
hop gin két véi HGF dugc bao bang chét déo véi su c6 mit ciia cac dang khac
nhau ciia khang thé 227H1 duoc phét hién bing khang thé khang cMet khong lién
quan da dugc biotinyl hoa. Khang thé don dong 227H1 cta chudt da dugce tinh
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ché, cac khang thé tai t6 hop thu dugc tir 227H1 duge 1am twong thich v6i ngudi
thu dugc tir HZ4VH va kham duoc thir nghiém va dugc so sanh vé kha ning ciia
- chung trong viéc canh tranh véi gin két HGF-cMet khi duge do & budc song
450nm;

Fig.59 thé hién trinh tw mién thay di dugc 1am twong thich véi ngudi VH
227H1-HZ. *, trong tng véi axit amin dugc thay ddi thuc té véi cac phan tuong
ung cia chung & nguoi; !, tuong Ung véi axit amin duge lam tuong thich véi
nguoi trong khi thuc hién tir HZ3 dén HZ1; P, tuong g véi cac axit amin dugce
lam tuong thich véi ngudi trong trinh ty VH 227H1-HZ cubi;

Fig.60 thé hién sy sip thing hang céc trinh tir axit amin ciia mién VH tai td
hop thu duoc tir 11E1. Trinh ty axit amin VH 11E1 dugc sép thing hang véi trinh
* tr khung nhan ciia ngudi duge chon, chi véi cac axit amin dd néu dugc thiy 13
khac v6i trinh tu chi v6i trinh tu VH 11E1 chudt. Cac trinh ty 11E1 HZ VHI,
VH2 va VH3 tuong tng vadi phién ban duge 1am tuong thich véi nguoi da duge
thyuc hién ctia mién VH cua chu¢t 11E1, véi céc géc chudt con lai & dang dugc in
dam. Trong HZ VH3, 7 gbc (*) dugc thay ddi mot cach tu dong cho cic phin
turong tmg cta ching & ngudi. Trong HZ VH2, 7 gbc tir nhém thi ba (3) da duoc
nghién ctru. Trong HZ VHI, 5 gbc tir nhém thi hai (2) dugc dot bién thanh cac
phén twong Gng cta chiung & ngudi, chi 5 gbc tir nhom thtr nhat (1) van 1a chubt;

Fig.61 thé hién thir nghiém gén két trén co s& ELISA v&i Fe-cMet ciila cac
khéang thé 11E1 tai t hop. Hoat tinh gin két khang Fc-cMet duoc do trong thir
nghiém trén co s& ELISA, trong d6 thé tiép hop Fc khang ngudi duge sir dung dé
phét hién céc khang thé tai t6 hop thu dugc tir 11E1 kham va dugc lam tuong
thich v6i nguoi. Hoat tinh gé'.n két phu thudc lidu luong dén Fc-cMet téi.tc‘) hop
duogc bao béng chit déo cua cac khéng thé 11E1 thu dugce tir mién VH dugc 1am
trong thich v6i ngudi duge do & bude séng 450nm va sau d6 so véi hoat tinh gin
két ciia khang thé kham gbc/tham chiéu ;

Fig.62 thé hién su sip thing hang cac trinh t axit amin ctia mién VL t4i td
hop thu duge tir 11E1. Trinh tu axit amin VL 11E1 duoc sap thang hang véi trinh
tu khung nhén cda ngudi duge chon, chi véi céc axit amin d& néu dugc théy 1a
khac véi trinh tur VL 11E1 chudt. Céc trinh tr 11E1 HZ VL1, VL2 va VL3 tuong
ung véi cac phi€én ban dugc lam tuong thich v6i nguoi dugc thuc hién cua
miénVL chuét 1E1, véi cac géc chudt con lai dugc in ddm. Trong HZ VL3, mudi

gbc (*) dugc thay dbi mot cach ty dong cho cac phin twong Umg cia ching &

-12-



26771

ngudi. Trong HZ VL2, 8 gdc tir nhém thir ba (3) dd dugc nghién ctru. Trong HZ
VL1, 8 gbc tir nhém thir hai (2) dugc dot bién thanh cdc phin tuong Umg cia
ching & ngudi, chi 4 gbe tir nhém thir nhét (1) van 1a chudt;

Fig.63 thé hién thir nghiém gén két trén co s& ELISA véi Fc-cMet ctia céc
khang thé 11E1 t4i t6 hop. Hoat tinh gin két khang Fc-cMet dugc do trong thir
nghiém trén co s& ELISA, trong d6 thé tiép hop Fc khang ngudi dugc str dung dé
phat hién céc khang thé tai td hop thu duogc tir 11E1 kham va duge 1am trong
thich véi ngudi. Hoat tinh gin két phy thudc liéu luong dén Fc-cMet tai t6 hop
dugc bao bing chit déo cia cac khang thé 11E1 thu duogc tir mién VL dugc 1am
tuong thich véi ngudi duoc do & budce séng 450nm va sau d6 so véi hoat tinh gin
két ctia khang thé kham gbc/tham chiéu;

Fig.64 thé hién thir nghiém gin két trén co sé ELISA véi Fc-cMet clia céc
khang thé 11EI tai t5 hop. Hoat tinh gin két khang Fc-cMet dugc do trong thir
nghiém trén co sé ELISA, trong d6 thé tiép hop Fc khang ngudi dugc sit dung dé
phat hién céc khang thé tai td hop thu dugc tir 11E1 kham va duge 1am turong
thich véi ngudi. Hoat tinh gin két phy thudc liéu lwong dén Fc-cMet tai td hop
dugc bao bing cht déo ctia cac khang thé 11E1 thu dugc tir cic mién duge 1am
tuong thich véi ngudi don hodc kép dugc do & budce séng 450nm va sau d6 dugc
so sanh véi hoat tinh gin két ctia khang thé kham gbc/tham chiéu;

Fig.65 thé hién su sip thing hang céc trinh tyr axit amin ca trinh tw mién
VH 224G11. Trinh ty axit amin VH 224G11 dugc sdp thing hang véi trinh ty VH
227H1 (dugc gach duéi 1a cic gbc khong dong nhat) va véi trinh tu khung nhan
ctia ngudi dugce chon, chi véi cic axit amin d3 néu duoc théy l1a khac véi chuot
trinh ty VH 224G11. Trinh tg 224G11 HZ VHO tuong tng véi phién ban duogc
1am tuwong thich v6i ngudi “trén co s& 227H1/IMGT hoan toan” ctia mién VH cta
chudt 224G11. Trong trinh tur nay, khong mét gbc bén ngoai-IMGT-CDR van 1a
chudt;

Fig.66 thé hién thir nghiém gén két trén co s& ELISA v6i Fe-cMet ciia cac
khang thé 224G11 tai td hop. Hoat tinh gin két khang Fc-cMet dugc do trong thir
nghiém trén co s& ELISA, trong d6 thé tiép hop Fc‘khéng ngudi duge st dung dé
phat hién cac khang thé ti td hop thu dugc tir 224G11 dugc lam twong thich véi
ngudi thu duoc tir HZVHO va kham. Hoat tinh gin két phu thudc liéu Iuong dén
Fc-cMet tai t6 hop duoc bao bang chit déo cua khang thé 224G11 thu duoc tir
mién VH duogc 1am twong thich véi ngudi HZVHO “IMGT hoan toan” dugc do &
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budc séng 450nm va sau d6 dugc so sanh véi hoat tinh gin két cta khang thé
kham gdc/tham chiéu; :

Fig.67 thé hién thu nghiém canh tranh HGF-cMet ctia 224G11 cua chudt
va cac khang thé tai td hop. Trong thir nghiém trén co s& ELISA nay, gbc Fc-cMet
tai td hop gin két véi HGF dugc bao bang chit déo vé6i su ¢6 mit cia cac dang
khac nhau ciia khang thé 224G11 dugc phat hién bing khang thé khang cMet
khong lién quan duoc biotinyl hoa. Khang thé don dong 224G11 caa chudt dugce
tinh ché, cac khang thé tai td hop thu duoc tir 224G11 duoc lam twong thich vé6i
ngudi thu duge tir HZVHO va kham dugc thir nghiém va duoc so sanh vé kha
nang cua ching trong vi€c canh tranh véi gén két HGF-cMet khi duge do & budce
song 450nm;

Fig.68 thé hién su sdp thing hang cic trinh tu axit amin cta trinh tu mién
VL 224G11. Trinh ty axit amin VL 224G11 dugc sdp thdng hang v6i hai trinh tu
khung nhan ctia ngudi duge chon, chi véi cac axit amin dd néu dugc thiy 1a khéc
v6i trinh tu VL 224G11 cta chudt. Trinh tu 224G11 HZ VL3 tuong g v6i phién
ban dugc 1am tuong thich véi ngudi “ngin hon-CDR1” cia mién VH cta chudt
224G11 trong khi HZ VL6 twong tmg véi phién ban “dai hon-CDR1”, véi céc gbc
chudt con lai duge in ddm. P6i v6i ca hai phién ban dugc lam tuong thich véi
ngudi co &, cac gbe chuf)t con lai dugce phén loai cho quy trinh 1am twong thich
v6i nguoi hon nira, trong d6 * tuong Gng véi cac axit amin dugc lam twong thich
vO1 nguodi trong cac phién ban co sd, va 3, 2 va 1 tuong ting véi cdc nhém cia cac
gbc dé thiét ké phién ban dugc 1am trong thich v6i ngudi dugc thue hién;

Fig.69 thé hién thir nghiém gin két trén co s& ELISA véi Fe-cMet cta cc
khang thé 224G 11 tai t6 hop. Hoat tinh gin két khang Fc-cMet duoc do trong thir
nghiém trén co s& ELISA, trong d6 thé tiép hop Fc khang ngudi dugce st dung dé
phat hién céc khang thé tai t6 hop thu dugc tir 22G11 kham va duge lam twong
thich v6i ngudi. Hoat tinh gén két phu thudc lidu lwong dén Fc-cMet tai t6 hop
dugc bao bang chét déo cia cac khang thé 224G11 thu duge tir mién VL3 va VL6
dugc lam tuong thich v6i nguoi duge do & bude séng 450nm va sau d6 so vdi
hoat tinh gén két ciia khang thé kham gbc/tham chiéu;

Fig.70 thé hién thir nghiém gén két trén co s ELISA v6i Fe-cMet ctia cac
khang thé 224G11 t4i t6 hop. Hoat tinh gén két khang Fc-cMet duoc do trong thir
nghiém trén co s& ELISA, trong d6 thé tiép hop Fc khang ngudi duge sir dung dé
phat hién cac khang thé tai t6 hop thu dugc tir 224G11 kham va dugc 1am trong
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thich v6i ngudi. Hoat tinh gén két phu thudc liéu lwong dén Fc-cMet tai t6 hop
duoc bao bing chit déo ciia cac khang thé 224G11 thu dugc tir mién VL dugc
lam tuong thich véi nguoi duge do & bude séng 450nm va sau d6 so véi hoat tinh
gén két ciia khang thé kham gbc/tham chiéu;

Fig.71 thé hién thir nghiém canh tranh HGF-cMet ciia cAc khang thé tai td
hop va 224G11 cia chudt. Trong thir nghiém trén co s& ELISA nay, gbc Fc-cMet
tai td hop gin két v6i HGF duoc bao bing chat déo vdi su ¢6 mit ciia cac dang
khac nhau cta khang thé 224G11 dugc phét hién bing khang thé khang cMet
khong lién quan dugc biotinyl hoa. Khang thé don dong 224G11 cla chudt da
dugc tinh ché, cac khang thé tai t6 hop 224G11 thu duge tir dugce 1am twong thich
v6i ngudi thu duoc tir HZ VL4 va kham duoc thir nghiém va dugc so sanh vé kha
ning ctia ching trong viéc canh tranh véi gin két HGF-cMet khi dugc do & bude
song 450nm;

Fig.72 thé hién trinh ty axit amin cta trinh ty mién VL 224G11 dugc lam
tuong thich véi ngudi VL4. *, tuong Gng vGi cac axit amin dugc thay d6i thuc té
v6i cac phan twong tng clia ching & ngudi trong phién ban HZ VL6 co sd; !,
tuong Gng vadi cac axit amin dugc 1am tuong thich véi ngudi trong qué trinh thuc
hién tir HZ VL6 dén HZ VL4; P, tuong (mg v6i cac axit amin van 14 chudt trong
trinh tw 224G11-HZ V14 ;

Fig.73 thé hién thir nghiém gin két trén co sé ELISA véi Fc-cMet ctia cac
khang thé 224G11 tai td hop. Hoat tinh gin két khang Fc-cMet dugc do trong thir
nghiém trén co s¢ ELISA, trong d6 thé tiép hop Fc khang ngudi duge st dung dé
phat hién cac khang thé tai td hop thu duoc tir 22G11 kham va duge 1am tuong
thich v6i ngudi. Hoat tinh gin két phu thudc lidu luong dén Fe-cMet téi td hop
dugc bao b%mg chét déo cua cac khéng thé 224G11 thu duge tir cac mién dugc
lam tuong thich véi ngudi don hodc kép dugce do & bude séng 450nm va sau 46 so
v6i hoat tinh gin két ciia khang thé kham gdc/tham chiéu;

Fig.74 thé hién thtr nghiém canh tranh HGF-cMet ciia c4c khang thé tai td
hop va 224G11 cuia chudt. Trong thir nghi€m trén co s& ELISA nay, gbc Fe-cMet
t4i t hop gén két v6i HGF dugc bao bing chit déo véi su ¢6 mit clia cac dang
khac nhau cta khang thé 224G11 dugc phéat hién biang khang thé khang cMet
khérig lién quan dugc biotinyl héa. Khang thé don dong 224G11 cta chudt di
dugc tinh ché, cac khéng thé tai td hop thu dugc tir 224G11 dugce lam tuong thich

v6i nguoi mot cach hoan toan va kham duge thir nghi€ém va dugce so sénh ve kha
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ning cia chiing trong viéc canh tranh vé6i gan két HGF-cMet khi duoc do & bude
song 450nm;

Fig.75 thé hién thtr nghiém gin két trén co s& ELISA véi Fc-cMet clia cac
khang thé 224G11 t4i td hop. Hoat tinh gin két khang Fc-cMet duge do trong thir
nghiém trén co s& ELISA, trong d6 thé tiép hop Fc khang ngudi duge str dung dé
phat hién cac khang thé tai t6 hop thu dugc tir 22G11 kham va dugc 1am tuong
thich v6i ngudi. Hoat tinh gin két phu thudc lidu lugng dén Fc-cMet tai t6 hop
duoc bao béng chét déo cua cac thé don dot bién cia céc khang thé 224G11 dugc
lam tuong thich véi ngudi mot cach hoan toan thu duge tir VL4 dugc do & bude
séng 450nm va sau d6 so v6i hoat tinh gén két ctia khang thé kham gdc/tham
chiéu; :

Fig.76 thé hién thir nghiém gén két trén co sé ELISA vé6i Fe-cMet clia céc
khang thé 224G11 t4i td hop. Hoat tinh gin két khang Fc-cMet dugc do trong thir
nghiém trén co s& ELISA, trong d6 thé tiép hop Fc khang ngudi dugce st dung dé
phat hién céc khéng thé téi t6 hop thu dugc tir 22G11 kham va duge 1am tuong
thich v&i ngudi. Hoat tinh gin két phu thudc lidu lugng dén Fc-cMet tai t6 hop
duoc bao bing chit déo cia cac thé don dot bién va da ciia cac khang thé 224G11
dugce 1am tuong thich véi ngudi mot cach hoan toan thu duge tir VL4 dugce do &
bude séng 450nm va sau d6 so véi hoat tinh gin két cia khang thé kham
gbc/tham chiéu; va

Fig.77 thé hién thir nghiém canh tranh HGF-cMet ciia cac khang thé tai td

hop va 224G11 cua chudt. Trong thir nghi€ém trén co sé ELISA nay, gbc Fe-cMet
t4i t5 hop gin két v6i HGF duogc bao bing chit déo vé6i su c6 mit cia cac dang
khac nhau cia khang thé 224G11 dugc phat hién bing khang thé khang cMet
khong lién quan d3 dugc biotinyl héa. Khang thé don dong 224G11 ctia chudt da
duge tinh ché, céc thé dot bién khim va cdc thé don hodc da dot bién cla cac
khang thé tai t hop 224G11 duoc 1am tuong thich v6i ngudi mot cach hoan toan
thu dugc tir VL4 dugc thir nghi€ém va dugc so sénh vé kha nang cua ching trong
viéc canh tranh véi gén két HGF-cMet khi dugc do & bude séng 450nm.

MO ta chi tiét sang ché

Theo khia canh thtr nhit, sang ché dé& cép dén quy trinh san xuit va chon
loc khang thé nhu duge mo ta trong ban mo ta ndy.

Cu thé hon, sang ché @ cap dén quy trinh chon loc khang thé khang c-Met,
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hoac mot trong sb cac doan chuc nang hodc dan xuit cta no, c6 kha nang rc ché
qua trinh hoat hoa ctia c-Met phu thudc vao phéi tir va khéng phu thudc vao phéi
tir, bao gdm cac budc sau: :

i) sang loc céc khang thé tao ra va chon loc cac khéng thé c6 kha nang gin
két dic hiéu vdi c-Met;

ii) danh gi4 in vitro cic khang thé da dugc chon loc thu duge tir budc i) va
chon loc céc khang thé c6 kha ning trc ché ting sinh té bao khbi u véi it nhit 13
50%, t6t hon néu it nhat 60%, 70% hodc 80% dbi v6i it nhat mot loai khéi u; va
sau do _

iii)‘thfx nghiém céc khéng thé da duogc chon loc thu dugc tir budc ii) va
chon loc cac khang thé ¢6 kha ning trc ché qua trinh dime ho4 c-Met.

Nhu d3 duoc gidi thich trén day, viéc tc ché qua trinh dime hoa c-Met 13
khia canh chinh ctia sang ché vi cac khang thé nhu vay s& dugc thuc sy quan tim
d6i v6i nhém bénh nhan 16n. Khong nhitng ung thu c-Met hoat héa phu thudc

“phéi tir, ma con ung thu c-Met hoat héa khong phu thude vao phdi tir ¢6 thé duge -

didu tri bang cac khang thé dugc tao ra bang quy trinh nay.

Viéc tao ra khang thé c6 thé dugc thuc hién bang phuong phép bat ky ma
ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay da biét, vi du nhu, dung
hop té bao u tuy véi cac té bao 14 lach tir chudt nhit dugc gdy mién dich hogc céc
loai khac twong hop véi céc té bao u tuy dugc chon [Kohler & Milstein, 1975,
Nature, 256:495-497]. Cac con vét dugc gdy mién dich c¢6 thé bao gdm chudt nhit
chuyén gen vé6i loci globulin mién dich ngudi, sau d6 truc tiép tao ra cac khang
thé nguoi. Phuong 4n c6 thé khac c6 thé bao gdm viée st dung céc cong nghé
biéu hién thé thuc khuén dé sang loc cic thu vién.

Budc sang loc i) ¢6 thé duoc thuc hién bang phuong phap bét ky hodc quy
trinh ma ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay da biét. Pé 1am
vi du minh hoa, c6 thé ké dén phén tich ELISA, BIAcore, hod m6 mién dich,
FACS va céc sang loc chirc ndng. Quy trinh dugc wu tién bao gdm viéc sang loc
bang ELISA trén protein tai t6 hop c-Met va sau d6 bing phan tich FACS trén it
nhit mot dong té bao khdi u d& dam bao ring cac khang thé tao ra sé& ciing c6 thé
nhén biét dugc thu thé ty nhién trén cac t& bao khdi u. Quy trinh ndy s& dugc mo
ta mot cach chinh xac hon trong céc vi du sau.

Theo ciing cach, budc ii) ciing c6 thé duoc thuc hién theo phuong phap b

dién bing cac phuong phép hodc quy trinh di biét vi du nhu bang céch sir dung
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3H-thymidin hozc tdc nhan nhuém ADN khéac bit ky, MTT, d4nh gia ATP, v.v..
Kiéu t& bao khéi u dwoc wu tién c6 thé bao gém kiéu BxPC3.

Thuét ngit &c ché qua trinh dime hod c-Met, t6t hon néu thuét ngir nay
dugc hidu 1a qué trinh homodime hoa c-Mét.

Bude iii) 12 bude chon loc quy trinh nay, bao gdm viéc danh gi cac khing
thé bang phén tich BRET d6i véi cac té bao biéu hién ca hai loai c-Met-RLuc/c-
Met-YFP va chon loc céc khang thé c6 kha nang rc ché tin hiéu BRET v6i it nhét
14 30%, tét hon 12 35%, 40%, 45%, 50%, 55% va tot nhét 1a 60%.

K§ thuit BRET la k¥ thuat dugc dai dién boi qua trinh dime hoé protein
[Angers et al., PNAS, 2000, 97:3684-89].

K¥ thuat BRET dugc st dung & budc iii) cua quy trinh, 12 da dugc ngudi
co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thut nay biét ro va s& dugc md ta mot
cach chi tiét trong phin vi du thuc hién sing ché sau. Cu thé hon, BRET
(Bioluminescence Resonance Energy Transfer) 13 sy truyén ning luorig khong
birc xa xay ra gitta vét cho phat quang sinh hoc (Renilla Luciferase (Rluc)) va vat
nhan phét huynh quang, thé dot bién cia GFP (Greén Fluorescent Protein) hodc
YFP (Yellow fluorescent protein). Trong truong hgp nay, EYFP (Enhanced
Yellow Fluorescent Protein) duogc st dung. Hiéu qua cta viéc truyén ning luong
nay tuy thudc vao hudng va khoang cach gitta vat cho va vat nhan. Sau 4o, su
truyén ning lugng c6 thé xay ra chi khi hai phan tir & gan nhau (1-10 nm). Dic
tinh chét nay dugc sir dung dé tao ra thir nghiém twong tac protein-protein. Thyc
véy, @& nghién ctru su tuong tic gifra hai thanh phén, thanh phan thir nhit dugc
dung hop vé mit di truyén véi Renilla Luxiferaza va thanh phan tht hai duoc
dung hop véi thé dot bién mau vang ctia GFP. Néi chung, nhung khong bét budc,
cac protein dung hgp dugc biéu hién & cac té bao dong vat c¢6 vi. Véi sy c6 mit
ctia co chit d& thim qua mang cta né (coelenterazin), Rluc phét ra 4nh sang mau
xanh da troi. Néu thé dot bién GFP cach Rluc mét khoang cach nhé hon 10 nm,
thi su truyén ning lugng c6 thé xay ra va tin hiéu mau vang b sung c6 thé duoc
phat hién. Tin hiéu BRET dugc do bing ty 1é giira 4nh sang dugc phét ra tir vat
nhén va anh sang dugc phat ra tir vt cho. Vi vay, tin hiéu BRET s¢€ tang khi hai
protein dung hop dugc dua vao gin nhau hoic néu su thay d6i hinh thé khién cho
thé d6t bién Rluc va GFP gin nhau hon.

Néu theo phuong 4n wu tién, phan tich BRET bao gdm phuong phap bat ky

ma ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuét ny da biét c6 thé duoc
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su duhg dé do qua trinh dime ho4 c-Met. Khong nhim muc dich gi('yi han, céc
cong nghé sau c6 thé dugc ké dén: FRET (Fluorescence Resonance Energy
Transfer-Truyén ning luong cdng huéng huynh quang), HTRF (Homogenous
Time resolved Fluorescence-Phat huynh quang ph4n giai theo thoi gian dong
nhét), FLIM (Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy-Kinh hién vi hién hinh
thdi gian séng huynh quang) hoic SW-FCCS (single wavelength fluorescence
cross-correlation spectroscopy-Quang phd twong tac chéo phéat huynh quang budc
song don).

‘ Céc cong nghé cb dién khéc ciing c6 thé duge st dung, nhu ddng két tia
mién dich, sang loc Alpha, tao lién két ngang hod hoc, lai kép, séc ky ai luc,
ELISA hoic thim tiy Far.

Theo khia canh thi hai, sang ché @ cap dén khang thé phén 13p dugc, hodc
mdt trong sb cac doan chirc ning hodc din xudt ctia nod, thu dugc bing quy trinh
néu trén. Khang thé nay hodc mot trong s cac doan hodc din xuét cia no, 13 c6
kha ning gin két diac hiéu véi c-Met & ngudi va, néu can, t6t hon 1 con c6 kha
nang trc ché su gin két tu nhién cia phdi tir HGF clia n6 va/hodc ¢ kha ning trc
ché dic hiéu hoat tinh tyrosin kinaza ctia c-Met nay, khang thé nay ciing c6 kha
ning trc ché qua trinh dime hoa c-Met. Cu thé hon, céc khang thé nay s& c6 kha
ning trc ché qua trinh hoat héa cia c-Met phu thudc vao phdi tir va khong phu
thudc vao phdi tir.

Thuét ngt “cédc doan chirc ndng va din xuit” s& dugc xac dinh mét cach
chi tiét hon trong phin mé ta sau.

Cén phai hiéu ring, & dy sang ché khong dé cdp dén cac khang thé & dang
tur nhién, diéu d6 c6 nghia 13 ching khong & trong méi truong ti nhién ciia chiing,
nhung chiing c6 thé dugc duge phén 14p hodc thu duge bﬁng cach tinh ché tir cac
ngudn ty nhién, hodc con thu dugc bang cach tai t hop di truyén, hodc bang cach
tdng hop hoa hoc, va sau d6 ching c6 thé chira cc axit amin khong c6 trong tur
nhién nhu s€ dugc mo ta thém dudi day.

Sang ché d& cap dén khang thé, hoic mét trong sd cic doan chirc ning
hodc din xuét cta nd, khang thé nay khéc biét & chd, khang thé nay bao gdm it
nhét mét vung xac dinh bd trg CDR duge chon tir cac CDR bao gém céc trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID No. 1-17 va 56-61.

Khang thé, hoic doan hoic din xuit bit ky, c6 it nhit mot CDR c6 dd
gidng v& trinh tyr it nhit 13 80%, 85%, 90%, 95% va 98%, sau khi sip thing hang
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ti wu v6i cac trinh tu néu trong SEQ ID No. 1-17 va 56-61 can phai dugc hiéu 1a
tuong duong. ‘ |

Thuét ngit ving CDR hodc CDR(s) dugc dui dinh dé chi cic ving siéu bién
ctia cac chudi ning va nhe ctia globulin mién dich nhu dugc x4c dinh bing IMGT.

Viéc danh sé doc nhit IMGT dugc ding dé so sénh bét cir mién thay ddi
nao cua thu thé khang nguyén, loai chudi, hoic cac gbc [Lefranc M.-P.,
Immunology Today 18, 509 (1997) / Lefranc M.-P., The Immunologist, 7, 132-
136 (1999) / Lefranc, M.-P., Pommié, C., Ruiz, M., Giudicelli, V., Foulquier, E.,
Truong, L., Thouvenin-Contet, V. va Lefranc, Dev. Comp. Immunol., 27, 55-77
~ (2003)]. Theo cach danh s doc nhit IMGT, cac axit amin bio toan thudng cé
cung mot vi tri, vi du xystein 23 (1st-CYS), tryptophan 41 (BAO TOaND-TRP),
axit amin ky nudc 89, xystein 104 (2nd-CYS), phenylalanin hoic tryptophan 118
(J-PHE hoic J-TRP). Viéc d4nh sé doc nhit IMGT tao ra su phén dinh chuin hoa
cua céac vung khung (FRII-IMGT: cac vi tri tir 1 dén 26, FR2-IMGT: tir 39 dén 55,
FR3-IMGT: tir 66 dn 104 va FR4-IMGT: tir 118 dén 128) va ciia cic viing X4c
dinh bb trg: CDR1-IMGT: tir 27 dén 38, CDR2-IMGT: tir 56 dén 65 va CDR3-
IMGT: tir 105 dén 117. Khi c4c khe h& tuong trung cho cac vi trf trdng, chiéu dai
CDR-IMGT (dugc thé hién trong cac déu ngodc vudng va dugc tach bang cac
chim nho, vi du [8,8,13]) s& 14 thong tin quyét dinh. Viéc d4nh s6 doc nhit IMGT
dugc st dung theo cach biéu dién bing db thi 2D, dugc ky hiéu 1a IMGT Colliers -
de Perles [Ruiz, M. va Lefranc, M.-P., Immunogenetics, 53, 857-883 (2002) /
Kaas, Q. va Lefranc, M.-P., Current Bioinformatics, 2, 21-30 (2007)], va theo cu
triic 3D dugc ky hiéu 1a IMGT/c4u trac 3D-DB [Kaas, Q., Ruiz, M. and Lefranc,
M.-P., T cell receptor and MHC structural data. Nucl. Acids. Res., 32, D208-
D210 (2004)].

C6 3 chudi ning CDR va 3 chudi nhe CDR. Thuat ngit CDR hoic CDRs
dugc sit dung & diy dé chi, theo trudng hop nay, mot trong sd cic ving nay hoic
mdt s, hodc thdm chi toan bd cac vung nay chira ph::in 16n géc axit amin chiu
trach nhiém d6i vé6i viée gin két bang 4i luc cua khang thé dbi voi khang nguyén
hoic epitop ma n6 nhan biét.

Thuét ngit “phdn trim d6 giéng” giira hai trinh tur axit nucleic hojc axit
amin trong ban md ta nay dugc du dinh @& chi phan trim nucleotit hoic gbc axit
amin giéng nhau giita hai trinh tir dugc so sanh, thu duoc sau khi sép thing hang

t6t nhit (sip thing hang t&i wu), gia tri phin trim nay 13 gia tri don thuin vé mit
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théng ké va su khéc biét gifta hai trinh tu duge phin bd mot céch ngiu nhién va
trén toan bd chidu dai cia ching. Theo truyén thdng, viéc so sanh céc trinh ty
gira hai trinh tr axit nucleic hodc axit amin dugc tién hanh bang cach so sanh cac
trinh ty nay sau khi chung da duogc sip hang theo cach tbi uu, viée so sanh nay co
thé dugc tién hanh biang bang phin doan hoic bing “cira sd so sanh”. Ngoai
phuong phép thii céng, viéc sip théng hang t8i wu céc trinh tu d& so sanh co thé
dugc tién hanh bang thuafit toan tuong ddng cuc bd clia Smith va Waterman (1981)
[Ad. App. Math. 2:482], bang thu4t to4n twong ddng cuc bd ciia Neddleman va
Wunsch (1970) [J. Mol. Biol. 48: 443], bing phuong phap tra ctru tinh twong tu
clia Pearon va Lipman (1988) [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444), bang phin
mém may vi tinh st dung céc thuit toan nay (GAP, BESTFIT, FASTA and
TFASTA in the Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer
Group, 575 Science Dr., Madison, WI, or else by BLAST N or BLAST P
comparison software). |

Phén trim d6 gidng giita hai trinh tur axit nucleic hodc axit amin x4ac dinh
bing cach so sanh hai trinh tu nay dugc sip hang theo cach t6i wu va trong d6
trinh tu axit nucleic hodc axit amin dugc so sanh c6 thé bao gém viéc bd sung
hoic loai bo dbi véi trinh tu tham chiéu @& sip thing hang t6i wu giita hai trinh tu
nay. Phin trim d6 gidng dugc tinh toan bang cach xac dinh sd vi tri giéng nhau

- ma nucleotit hodc gdc axit amin 14 gidng nhau gitra hai trinh tu, bang cach chia s6
vi tri gidng nhau nay cho tdng sb vi tri trong cira s so sanh va bang cach nhan két
qua thu duoc véi 100 @ thu duoce phén trim do giéng giita hai trinh tir nay.

Vi du, ¢6 thé st dung chuong trinh BLAST, “céc trinh tu BLAST 2~
(Tatusova et al., “céc trinh ty Blast 2 - mdt cong cu mai dé so sanh céc trinh tyr
protein va nucleotit ”, FEMS Microbiol Lett. 174:247-250) c¢6 thé c6 trén trang
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ gorf/bl2.html, cac théng sb dwgc st dung 1a céc
thong s6 mic dinh (cu thé ddi véi cac thong s6 “diém phat cho khe hé™: 5, va
“diém phat cho khe kéo dai”: 2; ma trdn dugc chon, vi du, 12 ma tran “BLOSUM
62” dugc dé xuét béi chuong trinh nay), phan tram d6 gidng gitra hai trinh tu cn
dugc so sanh duge tinh toan truc tiép bing chuong trinh nay.

Thuét ngit trinh ty axit amin c¢6 d9 giéng vé trinh tu it nhat 1a 80%, t6t hon
12 85%, 90%, 95% vi 98% so Vv6i trinh tu axit amin tham chiéu, dbi véi trinh ty
tham chiéu chiing c6 mot sb cai bién nhit dinh, cu thé 1a loai bo, bd sung hoic

thay thé it nhit mot axit amin, cit cut hoiic kéo dai. Trong trudng hop thay thé
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mot hodc nhidu axit amin lién tiép hodc khong lién tiép, cdc thay thé duc_irc uu tién
12 cac thay thé trong d6 cac axit amin dugc thé dugc thay thé bang cac axit
amin“tuong duong lugng”.

Thuét ngit “c4c axit amin twong duong” dugc ding dé chi axit amin bét ky
c6 kha ning dugc thé bing mot trong sd cac axit amin c6 cdu triic co s, tuy
nhién, chit yéu 13 cai bién hoat tinh sinh hoc clia cac khang thé twong tmg va nhu
s& dugc x4c dinh dudi dy, dic biét 1a trong phan vi du thuc hién sang ché. Céac
- axit amin 'tuorng dwong nay c6 thé duoc xac dinh bing cach dua vio do twong
ddng céu tric cia ching v6i cdc axit amin ma ching thay thé, hodc dua vao két
qué clia cac thir nghiém so sanh hoat tinh sinh hoc gitta cac khang thé khac nhau
c6 thé dugc tién hanh. .

Dé vi du, c6 thé k& dén kha ning thay thé c6 thé duoc tién hanh ma khong
lam thay déi nhidu v& hoat tinh sinh hoc ciia khang thé duoc cai bién tuong tmg.

Dé 1am vi du minh hoa, bang dudi ddy 1 dua ra cac kha ning thay thé c6
thé ¢6 dugc su bao toan vé hoat tinh sinh hoc ctia khang thé cai bién. T4t nhién,

cing c6 thé c6 thay thé nguoc tfong cing mét diéu kién.
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7 Bang 1
Cic gbc ban dau Cic thay thé
Ala (A) Val, Gly, Pro
Arg (R) Lys, His
Asn (N) Gln
Asp (D) Glu
Cys (O) Ser
Gln (Q) Asn
Glu (G) Asp
Gly (G) Ala
His (H) Arg
le (D) Leu
Leu (L) Ile, Val, Met
Lys (K) Arg
Met (M) Leu
Phe (F) Tyr
Pro (P) Ala
Ser (S) Thr, Cys
Thr (T) Ser
Trp (W) Tyr
Tyr (Y) Phe, Trp
Val (V) Leu, Ala

Theo phuong an thir nhét, khang thé s& dugc xac dinh béi trinh tuw chudi

Céc trinh tir ndy 1a c4c trinh tu sau:

SEQ ID No. 1:
SEQ ID No. 2:
SEQ ID No. 3:-
SEQ ID No. 4:

GYIFTAYT
IKPNNGLA

ning cia nd. Cu thé hon, khang thé nay hoic mét trong s6 cac doan chirc ning
hoic din xuft cia n6, khic biét & chd, n6 bao gbm chudi ning chira it nhit mot
CDR dugc chon tir cac CDR bao gdm cac trinh tyr axit amin néu trong SEQ ID
No. 1-9 va 56-58.

ARSEITTEFDY

GYSFIDYT
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SEQ ID No. 5: INPYNGGT

SEQ ID No. 6: AREFEITKDFDF

SEQ ID No. 7: GYTFIDYN

SEQ ID No. 8: INPNNGGT

SEQ ID No. 9: ARGRYVGYYYAMDY
SEQ ID No. 56: GYTFTSYW

SEQ ID No. 57: INPTTGST

SEQ ID No. 58: AIGGYGSWFAY

Cac CDR ctia chudi ning c6 thé duge chon mot cach ngiu nhién trong
trinh tu trude, tirc 1a SEQ ID No. 1-9 va 56-58.

Theo khia canh duge uu tién, khéng thé ndy, hoic mot trong sb cac doan
chtic ning hoic dan xuét cla no, bao gém chudi niing chira it nhét mot CDR dugc
chon tir CDR-H1, CDR-H2 va CDR-H3, trong do:

- CDR-H1 bao gém trinh ty axit amin néu trong SEQ ID No. 1, 4, 7 hodc

56,

- CDR-H2 bao gdm trinh tir axit amin néu trong SEQ ID No. 2, 5, 8 hoic
57,va

- CDR-H3 bao gf?)m trinh tu axit amin néu trong SEQ ID No. 3, 6, 9 hodc
58.

Theo phuong an thr nhét cta khia canh néu trén, khéang thé nay, hodc mot
trong sb cac doan chuc niang hoic din xuit cia né, bao gdm chudi ning chira
CDR-H1, CDR-H2 va CDR-H3, trong d6 CDR-H1 bao gém trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID No. 1, CDR-H2 bao gdm trinh ti axit amin néu trong SEQ ID
No. 2 va CDR-H3 bao gbm trinh tir axit amin néu trong SEQ ID No. 3.

Sang ché @ cap dén khang thé, hoic mét trong sd cac doan chirc ning
hodc din xuét ciia nd, bao gdm chudi ning co trinh tu bao gdm trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID No. 18.

SEQ ID No. 18:
EVQLQQSGPELVKPGASVKISCKTSGYIFTAYTMHWVRQSLG
ESLDWIGGIKPNNGLANYNQKFKGKATLTVDKSSSTAYMDLRSLTSEDSA
VYYCARSEITTEFDYWGQGTALTVSS
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Theo phuong an thir hai cta khia cé_mh néu trén, khéng thé nay, hodc mét
trong s& céc doan chirc ning hodc din xuit clia nd, bao gdm chudi ning chira
CDR-H1, CDR-H2 va CDR-H3, trong d6 CDR-HI bao gbm trinh ti axit amin
néu trong SEQ ID No. 4, CDR-H2 bao gdm trinh tir axit amin néu trong SEQ ID
No. 5 va CDR-H3 bao gdm trinh tir axit amin néu trong SEQ ID No. 6.

Theo phuong 4n thir hai néu trén, khang thé nay, hoic mét trong sd cac
doan chirc ning hoic din xuét ctia n6, nhu néu trén, s& bao gdbm chudi ning c6
trinh tu bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID No. 19.

SEQ ID No. 19:
EVQLQQSGPELVKPGASMKISCKASGYSFIDYTLNWVKQSH

- GKTLEWIGLINPYNGGTTYNQKFKGKATLTVDKSSSTAYMELLSLTSEDS
AVYYCAREEITKDFDFWGQGTTLTVSS

Theo phuong an tha ba cia khia canh néu trén, khing thé nay, hoic mot
trong sb cac doan chitc ning hodc din xuit ciia no, bao g?)m chudi ning chtra
CDR-H1, CDR-H2 va CDR-H3, trong d6 CDR-H1 bao gém trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID No. 7, CDR-H2 bao gdm trinh tir axit amin néu trong SEQ ID
No. 8 va CDR-H3 bao gdm trinh tir axit amin néu trong SEQ ID No. 9.

Theo phuong 4n thir ba néu trén, khang thé, hoic mot trong s cac doan
chirc ning hodc din xuét cia no, s& bao gém chudi ning c6 trinh tu bao gém trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID No. 20.

SEQ ID No. 20:
EVLLQQSGPELVKPGASVKIPCKASGYTFTDYNMDWVKQSH
GMSLEWIGDINPNNGGTIFNQKFKGKATLTVDKSSSTAYMELRSLTSEDT
AVYYCARGRYVGYYYAMDYWGQGTSVTVSS

Theo phuong 4n thtr tur cia khia canh néu trén, khang thé theo sang ché,
hodc mét trong s& cac doan chirc ning hodc din xuét ciia nd, bao gdm chudi ning
chira CDR-H1, CDR-H2 va CDR-H3, trong d6 CDR-H1 bao gé)m trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID No. 56, CDR-H2 bao gdm trinh tyr axit amin néu trong
SEQ ID No. 57 va CDR-H3 bao gbm trinh tyr axit amin néu trong SEQ ID No. 58.

Theo phuong &n thtr tu néu trén, khang thé, hodc mot trong sb cac doan
chirc nang hodc din xuét ciia nd, nhu néu trén, s& bao gém chudi n3ng co trinh tu
bao gbm trinh tyr axit amin néu trong SEQ ID No. 62.

SEQ ID No. 62:
QVQLQQSGAELAKPGASVKMSCKASGYTFTSY WMNWVKQRPGQGLEWI
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GYINPTTGSTDYNQKLKDKATLTADKSSNTAYMQLSSLTSEDSAVYYCAI .
GGYGSWFAYWGQGTLVTVSA | ‘

Theo phuong 4n thir hai, khang thé s& duoc xac dinh boi trinh tu chudi nhe
ctia né. Cu thé hon, theo khia canh cu thé thir hai, khéng thé nady, hodc mdt trong
s& cac doan chirc ning hodc din xuit ciia no, khac biét & chd, né bao gdbm chubi
nhe chira it nhit mét CDR dugc chon tir cac CDR bao gém céc trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID No. 10-17 va 59-61.

Céc trinh tu ndy 1a céc trinh tu sau:
SEQ ID No. 10: ESVDSYANSF
SEQ ID No. 11: RAS

SEQ ID No. 12: QQSKEDPLT
SEQ ID No. 13: ESIDTYGNSF
SEQ ID No. 14: QQSNEDPFT
SEQ ID No. 15:  ENIYSN
SEQID No. 16: AAT

SEQ ID No. 17: QHFWGPPYT
SEQ ID No. 59: SSVSSTY

SEQ ID No. 60: TTS

SEQ ID No. 61: HQWSSYPFT

Cac CDR cua chudi nhe c¢6 thé duoc chon mdt cach ngiu nhién trong trinh
tu trudce, tire 1a SEQ ID No. 10-17 va 59-61.

Theo khia canh dugc uu tién khac, khang thé nay hodc mot trong sb cac
doan chirc niang hodc dan xuét cta nd, bao gff)m chudi nhe chira it nhat mdt CDR
dugce chon tir CDR-L1, CDR-L2 va CDR-L3, trong d6:

- CDR-L1 bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID No. 10, 13, 15
hoac 59,

- CDR-L2 bao gém trinh ty axit amin néu trong SEQ ID No. 11, 16 hodc
60, va _

- CDR-L3 bao g6m trinh tu axit amin néu trong SEQ ID No. 12, 14, 17
hodc 61.

Theo phuong 4n thir nhét cta khia canh néu trén, khang thé nay, hoic mot

trong sO cac doan chic ndng hodc din xuét cua nd, bao gom chubi nhe chira CDR-
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L1, CDR-L2 va CDR-L3, trong 6 CDR-L1 bao gdm trinh tir axit amin néu trong
SEQ ID No. 10, CDR-L2 bao gém trinh tu axit amin néu trong SEQ ID No. 11 va
CDR-L3 bao gém trinh tu axit amin néu trong SEQ ID No. 12.

Cu thé hon, khéng thé ndy, hodc mdt trong sb cac doan chic ning hoic din

xuét cua no, nhu néu trén, bao gém chudi nhe ¢6 trinh tir bao gém trinh tu axit
 amin néu trong SEQ ID No. 21.
SEQ ID No. 21:
DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASESVDSYANSFMHWYQQ
KPGQPPKLLIYRASNLESGIPARFSGSGSRTDFTLTINPVEADDVATYYCQQ
SKEDPLTFGSGTKLEMK '

Theo phuong 4n thr hai cia khia canh néu trén, khang thé nay, hoic mot
: trong s cac doan chirc ning hoic din xuét ciia no, bao gdm chudi nhe chira CDR-
L1, CDR-L2 va CDR-L3, trong 6 CDR-L1 bao gdm trinh tir axit amin néu trong
SEQ ID No. 13, CDR-L2 bao gbm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID No. 11 va
CDR-L3 bao gdm trinh tir axit amin néu trong SEQ ID No. 14.

Khang thé nay, hoic mét trong sb cac doan chirc ning hodc din xuét cta
noé, nhu néu trén, s€ bao gém chudi nhe c¢6 trinh tur bao gém trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID No. 22.

SEQ ID No. 22:
GIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRVSESIDTYGNSFIHWYQQKP
GQPPKLLIYRASNLESGIPARFSGSGSRTDFTLTINPVEADDSATYYCQQSN
EDPFTFGSGTKLEMK

Theo phuong 4n thir ba cia khia canh néu trén, khang thé nay, hoic mot
trong s cic doan chirc ning hodc din xuét ciia né, bao gdbm chudi nhe chira CDR-
L1, CDR-L2 va CDR-L3, trong d6 CDR-L1 bao gbm trinh tir axit amin néu trong
SEQ ID No. 15, CDR-L2 bao gém trinh tu axit amin néu trong SEQ ID No. 16 va
CDR-L3 bao gdm trinh tyr axit amin néu trong SEQ ID No. 17.

Khang thé ndy, hodc mot trong sb cac doan chtrc nang hodc din xuit cta
noé, nhu néu trén, sé bao gf”)m chudi nhe c6 trinh tu bao gEA)m trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID No. 23.

SEQ ID No. 23:
"DIQMTQSPASLSVSVGETVTITCRASENIYSNLAWYQQKQGKSP
QLLVYAATNLVDGVPSRFSGSGSGTQYSLKINSLQSEDFGSYYCQHFWGP
PYTFGGGTKLEIK
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“Theo phuong 4n thir tu ctia khia canh néu trén, khang thé nay, hoic mét
trong s6 cac doan chirc ning hoic din xuit ciia n6, nhu néu trén, bao gdm chudi
nhe chirta CDR-L1, CDR-L2 va CDR-L3, trong d6 CDR-L1 bao gE‘)m trinh tur axit
amin néu trong SEQ ID No. 59, CDR-L2 bao gdm trinh tir axit amin néu trong
SEQ ID No. 60 va CDR-L3 bao gdm trinh ti axit amin néu trong SEQ ID No. 61.

Khang thé nay, hodc mat trong sb cac doan chuc ning hodc din Xuét ciia
no, nhu néu trén, s€ bao gE‘)m chudi nhe c6 trinh tr bao gém trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID No. 63.

- SEQ ID No. 63: ,
QIVLTQSPAIMSASPGEKVTLTCSASSSVSSTYLYWYQQKPGSSPKLWIYT
TSILASGVPARFSGSGSGTSYSLTISSMETEDAASYFCHQWSSYPFTFGSGT
KLDIK | .

Theo phuong 4n thtr ba, khang thé s& dugc x4c dinh bang ca trinh tu chudi
nhe ctia né 13n trinh tu chudi niang cia né. Khang thé nay, hoic mét trong s céc
doan chirc ning hoic din xuit cia no, khic biét & chd, né bao gébm chudi ning
chtra trinh tur axit amin néu trong SEQ ID No. 18, 19, 20 hodc 62 va chudi nhe
chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID No. 21, 22, 23 hodc 63.

Cu thé hon, khéng thé dugc wu tién, hodc mot trong sb cac doan nhi gia
gdn két v6i c-Met ciia n6, c6 tén 1a 224G11, khac biét & chd, khang thé nay bao
gdm chudi ning chita CDR-H1, CDR-H2 va CDR-H3 14n lugt chira cic trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID No. 1,2 va 3; va chudi nhe chira CDR-L1, CDR-L2
va CDR-L3 14n lugt chira céc trinh ty axit amin néu trong SEQ ID No. 10, 11 va
12.

Theo khia canh khéc, sang ché dé cap dén khéng thé, hodc mot trong sb cac
doan chirc ning hoic din xuit cia no, c6 tén la khang thé 224G11 bao gdm chudi
ning chira trinh tir axit amin néu trong SEQ ID No. 18 va chudi nhe chtra trinh tur
axit amin néu trong SEQ ID No. 21.

Sang ché d& cap dén khang thé, hoic mot trong sd cic doan chirc ning
hodc din xuit ciia né, cb tén 1a 227H1, bao gém chudi n3ng chra CDR-H1, CDR-
H2 va CDR-H3 14n lugt chira cdc trinh tir axit amin néu trong SEQ ID No. 4, 5 va
6; va chudi nhe chira CDR-L1, CDR-L2 va CDR-L3 lan lugt chita c4c trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID No. 13, 11 va 14.
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Sang ché d& cap dén khang thé 227H1 néu trén bao gbm chudi ning chtra |
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID No. 19 va chubi nhe chtra trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID No. 22.

Sang ché dé cip dén khang thé, hoic mot trong sé cic doan chirc ning
hogic dan xuét ctia n6, c6 tén 1a 223C4, bao gdm chudi ning chira CDR-H1, CDR-
H2 va CDR-H3 14n luot chira c4c trinh tu axit amin néu trong SEQ ID No. 7, 8 va
9; va chudi nhe chira CDR-L1, CDR-L2 va CDR-L3 1an lugt chira cac trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID No. 15, 16 va 17.
~ Sang ché d& cap dén khang thé 223C4 néu trén bao gdm chudi ning chira
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID No. 20 va chudi nhe chira trinh tu axit amin |
néu trong SEQ ID No. 23. '

Sang ché dé cip dén khang thé, hoic mot trong sé cac doan chirc ning
hodc din xuit ciia n6, c6 tén 1a 11E1, bao gdbm chudi ning chira CDR-H1, CDR-
H2 va CDR-H3 14n lugt chira c4c trinh tu axit amin néu trong SEQ ID No. 56, 57
va 58; va chudi nhe chita CDR-L1, CDR-L2 va CDR-L3 l4n luot chira c4c trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID No. 59, 60 va 61.

Sang ché d& cap dén khang thé 11E1 bao gém chudi ning chira trinh tur axit
amin néu trong SEQ ID No. 62 va chudi nhe chira trinh tur axit amin néu trong
SEQ ID No. 63.

Theo khia canh khéc, sang ché dé cap dén té bao lai cua chudt c6 kha nang
tiét cac khang thé don dong theo sang ché, dic biét 1a té bao lai c6 ngudn gbc tir
chudt nhu duge ndp luu tai Collection Nationale de Cultures de Microorganismes
(CNCM, National Collection of Microorganism Cultures) (Institut Pasteur, Paris,
France).

Sang ché d& cap dén té bao lai ctia chudt c6 kha ning tiét ra khang thé don
dong theo sang ché, duoc ndp luu tai Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes (CNCM, National Collection of Microorganism Cultures)
(Institut Pasteur, Paris, France) vao ngay 03/14/2007 véi s6 ndp Iueu I-3731.

Sang ché mb ta t& bao lai ciia chudt dugc ndp hru tai CNCM vio ngay
03/14/2007 vé6i s6 ndp luu CNCM 1-3724 (twong tmg v6i 11E1), [-3732 (tuong
ng v6i 227H1) va vao ngdy 07/06/2007 véi sb nop luu 1-3786 (tuong tmg véi
223C4). Cac té bao lai nay bao gbém té bao lai ciia chudt thu duogc tir qua trinh
dung hop té bao cia t& bao lach chudt nhit duge gay mién dich véi dong té bao u
tuy (Sp20 Agl4).
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Bang 2 duéi déy tap hop cac yéu t6 lién quan dén cac khang thé dugc wu

tién.
- Bang 2
224G11 227H1 223C4 11E1
1-3731 13732 1-3786 1-3724
SEQID SEQID SEQID SEQID SEQ SEQID SEQID SEQID
Prot. Nucl. ‘ Prot; Nucl. IDProt. Nucl. Prot. Nucl.
1 24 4 . 27 7 30 56 64
CDR-H1 | | |
CDR-H2 2 25 5 28 8 31 57 65
CDR-H3 3 2% 6 29 9 32 58 66
Chudi ning 18 41 19 42 20 43 62 70
CDR-L1 10 33 13 36 15 38 59 67
CDR-L2 11 34 11 34 16 39 60 68
CDR-L3 12 35 14 37 17 40 61 69
Chudinhe 21 44 22 45 23 46 63 71

Tir bang 2, d& thdy ring CDR-L2 ctia cac khang thé 227H1 va 224Gl11 la
gidng nhau. Vi du nay thé hién rd rang céc khang thé chira it nhit mot CDR duogc
chon mdt cach ngiu nhién théng qua cic trinh ty CDR di dugc mo ta. ‘

Theo phuong 4n dugc wu tién, sang ché dé cap dén cac khang thé don
dong.

Thuat ngit “khang thé don dong” hodc duogc sir dung theo nghia thong
thuong cia né dé chi khang thé thu dugc tir nhém céc khang thé gan nhu 13 ddng
nhét, tirc 12 cac khang thé riéng 1& ¢6 trong nhém 13 gidng nhau, trir cac dot bién
xuét hién trong tu nhién cé thé ma c6 thé c6 mit v6i luong nhé. Néi cach khac,
khang thé don dong 13 khang thé ddng nhit thu dugc tir qué trinh ting sinh cia
mot dong té bao (vi du céc t€ bao lai, céc té bao chit c6 nhan dién hinh dugc
chuyén nhiém v6i ADN ma hoa khang thé ddng nhét, cic t& bao chi khong c6
nhan dién hinh dugc bién nap véi ADN mi héa khang thé ddng nhit, v.v.), va néi

chung khéc biét & chudi niing ctia mdt nhém va phan nhém, va chudi nhe ctia mot
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loai. Céc khang thé don dong c6 tinh dic hiéu cao chéng lai mot khang nguyén.
Hon thé nita, trai v6i ché phdm chira cac khéng thé da dong thuong bao gbm cac
khéng thé khac nhau chéng lai yéu t§ quyét dinh khéc nhau, hoic epitop, thi mdi
khang thé don dong duge dinh huéng chéng lai mét yéu t6 quyét dinh trén khéng
nguyén. |

Trong ban md ta nay, thut ngit polypeptit, trinh tu polypeptit, trinh ty axit
amin, peptit va cac protein dugc gén vao cac hop chit khang thé hodc vao trinh tur
ctia chiing c6 thé dugc ding thay d6i cho nhau. ,

Theo khia canh cu thé tuong tu, séng ché dé céap dén khéng thé kham, hoic
mot trong sb cac doan chirc nang cua nod, theo sang ché, khac biét & chd khéng thé
ndy con bao gdbm cic ving dn dinh cta chudi nhe va chudi ning thu duoc tir
khang thé ctia cac loai khéc loai chudt nhit, dic biét 1a ngudi, va cc ving én dinh
ctia chudi nhe va chudi ning thu dugc tir khang thé nguoi 14n luot 13 viing kappa
va gama-1, gama-2 hodc gama-4.

Trong don nay, IgG1 dugc mo ta 14 cé chiic niang tac dong, va ADCC va
CDC. | | |

Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc s& thira nhén ring chirc ning
tac dong bao gdm, vi du, gin két Clq; doc tinh t& biao phu thude b thé (CDC);
gén két thu thé Fc; doc tinh té bio do té bao phu thudc khang thé gay ra (ADCC);

qua trinh thyc bao; va qua trinh diéu hoa gidm cuda thu thé bé mit té bao (vi du thy
 thé t& bao B; BCR).

“T6t hon, néu cac khang thé nay 1a cac khing thé don dong dic hidu, dic
biét 1a cac khang thé c6 ngudn gdc tir chudt, kham hodc duge 1am twong thich véi
ngudi, ¢ thé thu duge theo cac phuong phap chudn ma ngudi ¢6 hiéu biét trung
binh trong linh virc k¥ thuat nay da biét.

Néi chung, dé didu ché cac khang thé don dong hoic cic doan chirc ning
hodc dan xuét cia chung, dic biét 1a c6 ngudn gbc tir chudt, c6 thé str dung k¥
thust dugc md ta mot cach cu thé trong 4n phém: the manual “Antibodies”
(Harlow and Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor NY, pp. 726, 1988) hoic k¥ thuat diéu ché tir t&
bao lai dugc md ta trong 4n phim Kohler and Milstein (Nature, 256:495-497,
1975).

Céac khang thé don dong theo séng ché c6 thé thu duoc, vi dy, tir té bao

dong vat dugc gdy mién dich khéng c-Met, hodc mot trong s6 cic doan cia n6
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chira epitop dugc nhan biét mot cach dic hi€u béng cac khang thé don dong theo
sang ché. Tét hon, néu c-Met nay, hodc mot trong s6 cac doan clia no, c6 thé dugc
tao ra theo cic phuong phép thong thudng, bang cach tai td hop di truyén di tir
trinh tg axit nucleic c6 trong trinh tu ADN bd trg ma hoa c-Met hoic béng ééch
tdng hop peptit di tir trinh tir axit amin c6 trong trinh tir peptit ciia c-Met.

Céc khang thé don dong theo séng ché co thé, vi dy, dugc tinh ché trén cot
ai luc, trén d6 c-Met hodc mdt trong sb cac doan cua n6 chua epitop dugc nhan
biét mot cach dic hiéu béi cac khang thé don dong theo séng ché da duge ¢ dinh
truée d6. Cu thé hon, cic khang thé don dong nay c6 thé dugc tinh ché bang sic
ky trén protein A va/hodc G, sau d6 c6 hoic khong ¢ budc sic ky trao ddi ion
nhim muc dich khir bo tap chit protein con lai cling nhu ADN va LPS, ban thén
n6 sau d6 cin hoic khéng cin c6 budc sic ky loai trir trén gel Sepharoza™ dé khir
bd cac két tu tiém nang do sy c6 mdt cia cic dime hodc multime khac. Theo
phuong dm dugc uu ti€n hon nita, tht ca cac k¥ thudt nay co thé duoc st dung mdt
cach df‘mg thoi hodc 14n luot. ’

Céc khang thé kham hodic dugc 1am tuong thich véi ngudi ciing duge bao
gdm trong c4c khang thé theo sang ché.

Thuat ngir khang thé kham dugc du dinh dé chi khang thé chta ving
(chudi nhe va chudi ning) thay ddi trr nhién thu duoc tir khang thé cia céc loai da
néu két hop véi cac ving 6n dinh ciia chudi nhe va chudi ning ciia khang thé cua
céc loai khac so v6i loai cac loai d@ néu nay (vi du chudt nhit, ngua, thd, chd, bo,
ga, v.v.).

Céc khang thé hoic cac doan cuia chiing thudc loai kham theo sang ché co
thé dugc diéu ché bang cach st dung k¥ thuat ti t6 hop di truyén. Vi du, khang
thé kham c6 thé duoc tao ra biang cach tao dong ADN téi td hop chtra gen khéi
dau va trinh ty ma hoa viing thay ddi cia khang thé don dong khong phai ngudi,
dac biét 1a chudt, theo sang ché va trinh tu m3 hoa vung dn dinh coa khang thé
ngudi. Khang thé kham theo sang ché dugc ma hod bai gen tai to hop nhu vay s&
13, vi du, thé kham chudt nhét-nguc‘yi, tinh dédc hi¢u ctia khéng thé ndy dugc x4ac
dinh béi viing thay ddi thu dugc tir ADN chudt va isotyp ctia n6 dugc xé4c dinh
béi ving 6n dinh thu dugc tir ADN ngudi. Dbi véi cac phuong phép diéu ché cac
khang thé kham, c6 thé tham khao céc 4n phdmVerhoeyn et al. (BioEssays, 8:74,
1988), Morrison et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:6851-6855, 1984) ou le
brevet US 4,816,567 ching han.
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Thuét ngit khang thé dugc 1am twong thich véi ngudi dugc dy dinh dé chi
khang thé chira cac ving CDR thu dugc tir khang thé c6 nguén gbc khong phai
ngudi, cac phan khic cta phan tir khang thé thu duoc tir mot (hoic tir mét sb)
khéng thé nguoi. Ngoai ra, mot sb géc cua cac doan khung (dugce goi 1a FR) c6
thé duogc cai bién dé bao toan 4i luc gin két (Jones et al., Nature, 321:522-525,
1986; Verhoeyen et al., Science, 239:1534-1536, 1988; Riechmann et al., Nature,
332:323-327, 1988).

Khang thé dugc 1am tuong thich v6i ngudi theo sang ché hodc cc doan
cta chung c6 thé duoc didu ché bang cac k§ thuit ma ngudi co hiéu biét trung
binh trong linh vure k§ thuét nay da biét ( vi du nhu cac k¥ thuét duge mo ta trong
an phém Singer et al., J. Immun. 150:2844-2857, 1992; Mountain et al.,
Biotechnol. Genet. Eng. Rev., 10: 1-142, 1992; hodc Bebbington et al.,
Bio/Technology, 10:169-175, 1992).

Phuong phap 1am tuong thich véi ngudi khac 1a da dugc ngudi c6 hiéu biét
trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay biét, vi du, phrrong phap “ghép CDR” dugc
Protein Design Lab (PDL) md ta trong c4c don yéu ciu cdp patent sé EP 0
451261, EP 0 682 040, EP 0 9127, EP 0 566 647 hodac US 5,530,101, US
6,180,370, US 5,585,089 va US 5,693,761. Ciing c6 thé k& dén cac don yéu cau
cAp patent sau : US 5,639,641; US 6,054,297; US 5,886,152 va US 5,877,293.

Thuét ngit “doan chirc ning” ctia khang thé theo sang ché dugc du dinh dé
chi cu thé doan khang thé, nhu cac doan Fv, scFv (sc dbi véi chubi don), Fab,
F(ab’),, Fab’, scFv-Fc hodc cac diabody, hodc phan doan bét ky ctia no, thoi gian
bén tdn s& dugc tang 1én biang cach cai bién hod hoc, nhu poly(alkylen) glycol bd
sung nhu poly(etylen) glycol (“PEG hod”) (cac doan dugc peg hdéa dugc goi la
Fv-PEG, scFv-PEG, Fab-PEG, F(ab’),-PEG hoic Fab’-PEG) (“PEG” ddi véi
Poly(Etylen) Glycol), hoic bing cach két hop trong liposom, cic doan nay co it
nhét moét CDR dic thi ¢6 trinh tyr néu trong SEQ ID No. 1-17 va 56-61 theo sang
ché, va, dic biét 13, & chd no c6 kha nang tdc dong theo cach chung, hoat tinh cuc
bd ngang bang cia khang thé tir 46 n6 dugc sinh ra, cu thé nhu kha ning nhan
biét va ga’in két v6i c-Met, va, néu can, trc ché hoat tinh cta c-Met.

Sang ché mb ta rang cac doan chirc ning nay s& dugc tao thanh hoic s& bao
gdm trinh tu riéng phan cia chudi thay déi ning hoic nhe ciia khang thé ma tir d6
ching dugc tao ra, trinh tu riéng phén nay 1a da dé gitt dugc cung mdt tinh dédc
hiéu gén két nhu khang thé d6 n6 duoc sinh ra va c6 4i luc du, it nhat bang 1/100,
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hodic it nht 12 1/10 so v6i khang thd tir d6 n6 duogc sinh ra, déi véi c-Met. Doan
chirc nang nhu vay sé& chira tdi thiéu 5 axit amin, tét hon 13 6, 7, 8, 9, 10, 12, 15,
25,50 va 100 axit amin lién tiép trén trinh tu cia khang thé tir d6 n6é dugc sinh ra.

Cac doan chirc nang nay sé& la cac doan Fv, scFv, Fab, F(ab’),, F(ab’),
scFv-Fc type hoic cac diabody, néi chung chiing ¢6 ciing mot tinh dic hiéu gin
két nhu khang thé tir d6 ching dugc sinh ra. Cac doan nay duge chon tir cac doan
¢6 hoa tri hai nhu doan F(ab’), . Poan khéng thé theo sang ché co thé thu dugc bit
dAu tir cac khang thé nhu dugc mé ta trén ddy bang cac phuong phép nhu phan
huy bang enzym, nhu pepsin hodc papain va/hoic bang cach phan giai cac lién két.
cAu disulfua bang cach khir hoa hoc. Theo cach khic, cac doan khang thé dugc
bao gdm trong sang ché c6 thé thu duoc biang cic k¥ thuat tai t hop di truyén nhu
ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh virc ky thuit ndy da biét hodc bang cach
tbng hop peptit, vi du, thiét bi tdng hop peptit tw déng nhur cac thiét bi do cong ty
Applied Biosystems cung cap, v.v..

Cén phai hiéu ring thuét ngit “doan c6 ho4 tri hai” 1a doan khang thé bat ky
chtra hai nhanh va, cu thé hon, cac doan F(ab’),.

Séang ché dé cap dén khang thé, hodc clia chiing doan chirc ning, theo sing
ché, dic biét 1a cac khang thé kham hodc dugc 1am tuong thich véi nguoi, thu
duoc bang cach tai td hop di truyén hodc bing cach tdng hop hod hoc.

Thuét ngr “dan xuit” ctia khang thé theo sing ché dugc ding dé chi
protein gin két chira ciu triic gian gido protein va it nhit mot trong sb cac CDR
duoc chon tir khang thé ban diu dé duy tri kha ning gin két. Cac hop chét nhu
vay 1 da dugc ngudi cé hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thut nay biét va s&
duoc mé ta mot cach chi tiét hon trong phan md ta duéi day.

Sang ché d& cap dén khang thé, hoic mot trong sb cac doan gin két c-Met
hodc din xuit cia né theo sang ché, khac biét & chd, din xuit nay chira protein
gin két c6 ciu tric gian gido trén d6 it nhit mot CDR dugc ghép dé bio toan vé
dic tinh nhan biét paratopic ciia khang thé ban dau.

Mot hodc mdt s trinh tyr trong 6 trinh tu CDR dugc md ta trong sang ché
c¢6 thé duoc thé hién trén céu triic gian gido protein. Trong trudng hop nay, chu
tric gian gido protein tai tao mach chinh protein c¢é cu tric cudn gap thich hop
cia CDR dugc ghép, do d6 cho phép né (hodc chung) duy tri dugc dac tinh nhan
biét paratopic khang nguyén ctia chiing.

Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay biét cach chon
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1loc cAu triic gian gido protein trén do6 it nhat mot CDR duge chon tir khang thé ban
dAu co6 thé duoc ghép. Cu thé hon; da biét ring @& chon dugc, cu tric gian gido
nhu vy phai biéu hién mot sb dau hiéu nhu sau (Skerra A., J. Mol. Recogn., 13,
2000, 167-187):

su bao toan tét v& mat di truyén hinh thé
- kién trac manh véi td chirc phan tir ba chidu da biét ( vi du
nhu tinh thé hoc hoic NMR),
- kich thuéc nhd,
- céc cai bién sau dich ma 14 khong c6 hodc chi & mirc thip,
- dé tao ra, biéu hién va tinh ché.

Ca‘iu tric gian gido protein nhu vy c6 thé 13, nhung khong nhim muc dich
gidi han, cAu tric dirgc chon tir nhém bao gdm fibronectin va t5t hon 13 mién
fibronectin thd mudi loai III (FNfnl0), lipocalin, anticalin (Skerra A., J.
Biotechnol., 2001, 74(4):257-75), din xuét protein Z tu mién B coa
staphylococcal protein A, thioredoxin A hodc protein bét ky c6 mién lap lai nhu
“mién lap ankyrin” (Kohl et al., PNAS, 2003, vol. 100, No. 4, 1700-1705), “mién
1ap armadillo”, “mién l3p giau leuxin” hodc “mién l3p tetratricopeptit”.

Ciing ¢6 thé k& dén céu triic gian gido thu dugc tir cac doc t& (vi du nhu doc
td bo cap, con trung, thuc vat hodc dong vat than mém) hoiic chét tc ché protein
loai noron nitric oxyt syntaza (PIN).

Pé 1am vi du minh hoa cac cAu tric lai, c6 thé k& dén cai xen CDR-H1
(chudi nang) cua khang thé khang CD4, tic 1a khang thé 13B8,2, vao mot trong
vong PIN. Pic tinh gén két ctia protein gin két thu dugc van twong ty v6i khéng
thé ban diu (Bes et al., BBRC 343, 2006, 334-344). Ciing c6 thé ké dén viéc ghép
CDR-H3 (chudi nang) khang thé VHH khéng lyzozym trén vong neocarzinostatin
(Nicaise et al., 2004).

Trong truong hop sang ché, CDR thich hop dé bao toan c6 thé 13, nhung
khong gidi han & CDR-L2 khi né dugc bao toan trong hai khang thé nhan dién
theo sang ché, tirc 13 227H1 va 224G11.

Nhu néu trén, cdu trac gian gido protein nhur vay c6 thé bao gbm tir 1 dén 6
CDR tir khang thé ban dau. Theo phuong 4n wu tién, nhung khong kém theo gidi
han bt ky, ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuit ndy s& lya chon it
nhit mot CDR tir chudi ning, chudi ning nay 14 duoc biét 13 c6 lién quan dic biét

dén tinh dic hiéu cua khang thé. Viéc chon loc CDR quan tdm s& 14 dé dang dbi
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v6i ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay véi phuong phap da
biét (BES et al., FEBS letters 508, 2001, 67-74).

Dé chimg minh, c4c vi du nay 1a khéng mang tinh gidi han va c4u tric gian
gido khéc bét ky da biét hosic dugc md ta phai dugc bao gbm trong ban mé ta nay.

Theo mét khia canh, sang ché d& cap dén axit nucleic phén 1ap, khéc biét &
chd, nd dugc chon tir c4c axit nucleic sau:

a) axit nucleic, ADN hodc ARN, ma hoa khéng thé, hodc mot trong sb cac
doan nhi gia gén két v6i c-Met ctia no, theo sdng ché; '

b) axit nucleic bao gbém trinh ty ADN chon tir nhém bao gém cac trinh tu
sau: '

- trinh ty nucleic bao gdm céc trinh.tw néu trong SEQ ID No. 24, SEQ ID
No. 25, SEQ ID No. 26 va céc trinh tu néu trong SEQ ID No. 33, SEQ ID No. 34
va SEQ ID No. 35;

- trinh tu nucleic bao gém cac trinh tu néu trong SEQ ID No. 27, SEQ ID
No. 28, SEQ ID No. 29 va céc trinh tir néu trong SEQ ID No. 36, SEQ ID No. 34
va SEQ ID No. 37;

- trinh tu nucleic bao gém cac trinh ty néu trong SEQ ID No. 30, SEQ ID
No. 31, SEQ ID No. 32 va céc trinh tu néu trong SEQ ID No. 38, SEQ ID No. 39
va SEQ ID No. 40; va

- trinh tur nucleic bao gém cac trinh ty néu trong SEQ ID No. 64, SEQ ID

No. 65, SEQ ID No. 66 va cac trinh tu néu trong SEQ ID No. 67, SEQ ID No. 68
va SEQ ID No. 69;

¢) axit nucleic bao gém trinh tu ADN chon tir nhém bao gém cac trinh tu
sau: v

- trinh tu nucleic bao gém cac trinh tu néu trong SEQ ID No. 41 va SEQ
ID No. 44,

- trinh tir nucleic bao gdm céc trinh trr néu trong SEQ ID No. 42 va SEQ
ID No. 45;

- trinh tu nucleic bao gE‘)m cac trinh ty néu trong SEQ ID No. 43 va SEQ -
ID No. 46, va

- trinh tu nucleic bao gdm céc trinh tr néu trong SEQ ID No. 70 va SEQ
ID No. 71;

d) céc axit nucleic ARN tuong g cua cac axit nucleic nhu dugc x4c dinh

& muc b) hodc ¢);
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e) cac axit nucleic bd trg ciia cac axit nucleic nhu dugc x4c dinh & muc a),
b) vac); va

f) axit nucleic c6 it nhét 18 nucleotit c6 kha ning lai hod trong cac diéu
kién rat nghiém ngjt v6i it nhit mot trong s cac CDR ¢6 trinh tu néu trong SEQ
ID No. 24-40 va 64-69.

Thuat nglt axit nucleic, trinh tu nucleic hodc axit nucleic, polynucleotit,
oligonucleotit, trinh tu polynucleotit, trinh tg nucleotit, thuat nglt nay s€& it dugc
str dung trong sang ché, duoc du dinh dé chi 1ién két chinh x4c cta nucleotit, dugc
cai bién hodc khong duoc cai bién, cho phép doan hodc ving axit nucleic dugc

Xac dinh, chra hodc khong chira nucleotit khong c6 trong tu nhién, va co thé
tuong Gmg v6i ADN sgi kép, ADN soi don nhur san phim phién ma ctia ADN nay.

Ciing cin phai hiéu ring sang ché khong d& cap dén céc trinh tir nucleotit
trong moi truong nhidm sic thé tu nhién cua chung, didu d6 c6 nghia 13 & trang
thai tu nhién. N6 lién quan dén cac trinh tur dugc phén 1ap va/hodc dugc tinh ché,
diéu d6 co nghia 1a chung dugc chon moét cach truc tiép hodc gidn tiép, vi du bing
cach sao chép méi trudng cia chiing dugc cai bién it nhit mét phan. Vi vay, nd
dugc ding dé chi axit nucleic phan 14p thu dugc bing cach tai td hop di truyén
béng, vi du, céc té bao chi hoic thu duge béng cach téng hop hod hoc.

Viéc lai hod trong cac didu kién c6 tinh nghiém ngit cao thé hién ring cac
diéu kién nhiét do va cac diéu kién cuong d6 ion duge chon theo céch sao cho
chiing cho phép duy tri viéc lai hoa gitra hai doan ADN bd sung. P& minh hoa,
cac diéu kién c6 tinh nghiém nggt cao cta budc lai hod nhim muc dich x4c dinh
doan polynucleotit dugc mo ta trén ddy 1a nhu sau. -

Viéc lai hoa ADN-ADN hoidc ADN-ARN dugce tién hanh theo hai budc:
(1) tién lai hod & nhiét do 42°C trong thoi gian 3 gid trong dung dich dém
phosphat (20 mM, d6 pH=7,5) chtra 5 x SSC (1 x SSC tuong tng v6i dung dich
0,15 M NaCl + 0,015 M natri xitrat), 50% formamit, 7% natri dodexyl sulfat
(SDS), 10 x Denhardt’s, 5% dextran sulfat va 1% ADN tinh tring c4 hdi; (2) viéc
lai hoa thuc té trong thoi gian 20 gio ¢ nhiét do phu thudc vao kich thudc cta
doan do (tirc 1a: 42°C, dbi voi doan do kich thude > 100 nucleotit) tiép d6 14 2 1an
rira 20 phut & nhiét 6 20°C trong 2 x SSC + 2% SDS, 1 14n rira 20 phut & nhiét
dd 20°C trong 0,1 x SSC + 0,1% SDS. Lan rira cudi dugc tién hanh trong 0,1 x
SSC + 0,1% SDS trong 30 phut & nhiét 4o 60°C dbi véi doan do co kich thude >

100 nucleotit. Cac diéu kién lai hod c6 tinh nghiém ngit cao dugc mo ta trén ddy
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dbi véi polynucleotit ¢ kich thuéc xac dinh ¢ thé dugc didu chinh bdi ngudi c6
hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuit ndy dbi véi oligonucleotit ¢ kich
thudce 16n hon hodc nhé hon, nhu dugc mo ta trong n phém: Sambrook et al.
(1989, Molecular cloning: a laboratory manual. 2nd Ed. Cold Spring Harbor).

Sang ché ciing d& cap dén vat truyén chira axit nucleic theo sang ché.

Dic biét, sang ché tap trung vao viéc tao dong va/hodc biéu hién céac vat
truyén chira trinh tr nucleotit theo séng ché.

Sang ché mo ta ring vat truyén chira cic nguyén t6 cho phép biéu hién
va/hoic tiét cac trinh ty nucleotit trong té bao chii x4c dinh. Do d6, vt truyén phai
chtra gen khéi dau, cac tin hiéu khéi d4u va két thic qua trinh dich mé, ciing nhu
cac ving thich hop cia viéc didu hoa qua trinh phién ma. N6 phai c6 thé duoc duy

tri theo cach dn dinh trong té bao chi va c6 thé tly y ¢6 céc tin hiéu cu thé dinh ro
viéc tiét protein dd dugce dich ma. C4c nguyén t§ khac nhau nay dugc ngudi co
hiéu biét trung binh trong linh vurc k¥ thuét nay chon va t81 ru hoa theo chirc ning
ctia t& bao chu duge st dung. Pé thuc hién diéu nay, céc trinh tu nucleotit theo. .
sang ché c6 thé dugc cai xen vao vat truyén sao chép tu tri trong vat chu dugc
chon, hodc vat truyén hop nhét cta vat chu duge chon.

Céc vat truyén nhu vy duge diéu ché bang cac phuong phap dang dugc
ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuat ndy st dung, va cac dong vo
tinh thu dugc c6 thé duge dua vao vat cha thich hop bang cach cc phuong phép
chuén, nhu lipofection, duc 15 dién, sbc nhiét, hoic cac phuong phap hod hoc.

Vi duy, céc vt truyén theo sang ché 1a vat truyén c6 ngudn gbc plasmit hogc
virut. Chung 13 hiru ich dé bién nap cac té bao chu dé tao dong v tinh hoic biéu
hién céc trinh ty nucleotit theo sang ché.

Sang ché ciing bao gbm céc té bao chii dugc bién nap bing hoic bao gdm
vét truyén theo sang ché.

Té bao chit c6 thé duge chon tir cac hé khong c6 nhan dién hinh hoic ¢6
nhén dién hinh, vi du c4c té bao vi khudn, ma ciing 1 céc té bio ndm men hoic
cac _té bao dong vét, cu thé cac té bao dong vat c6 vii. Ciing ¢6 thé sir dung cac té
bao con trung hodc cac té bao thuc vat.

Sang ché ciing dé cap dén cac dong vat, trir ngudi, bao gdm it nhit mot té

~ bao duge bién nap theo séng ché.
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Theo khia canh khac, d6i tugng ctia sang ché 13 quy trinh tao ra khang thé,
mdt trong sb cac doan nhi gi gin két v6i c-Met ctia né theo sang ché, khac biét &
chd, n6 bao gbém céc giai doan: '

a) nudi cdy bao chu theo sang ché trong méi trudng va cac diu kién nudi
cy thich hop té; va

b) thu hdi cac khang thé, hodc mot trong sb cic doan chirc ning cia
ching, dugc tao ra tir mdi trudng nudi cdy hodc céc té bao nudi ciy néu trén.

Céc té bao dugc bién nap theo sang ché c6 thé dugc sir dung trong cdc quy
trinh dé didu ché polypeptit tai t& hop theo sang ché. Cic quy trinh diéu ché
polypeptit theo sdng ché & dang tai td hop, khac biét & chd ching st dung vat
truyén va/hoic t& bao dugc bién nap bang vat truyén theo sang ché, ban than
chung dugc bao gbm trong séng ché. Tt hon, néu té bao dugc bién nap bing vit
truyén theo sang ché dwgc nudi cdy trong cac didu kién cho phép biéu hién
polypeptit va peptit tai td hop néu trén dugc thu hdi.

Nhur da néu, té bao chu c6 thé dugc chon tir hé khong c6 nhan dién hinh
“hodc c6 nhin dién hinh. Cu thé, co thé dé x4c dinh céc trinh tr nucleotit theo sang

ché, tao diéu kién thun loi cho viéc tiét vao hé khong c6 nhan dién hinh hoic c6
nhan dién hinh nhu vy. Do d6, c6 thé c6 loi néu vat truyén theo sang ché mang
trinh ty nhu vdy dugc sir dung dé tao ra cac protein tai tb hop, dugc dung dé tiét.
Thuc té, viéc tinh ché cac protein tai td hop dugc quan tdm nay s& dugce tao diéu
kién thudn lgi boi thye té 1 ching c6 mit trong dich ndi bé mit cia dich nuéi ciy
té bao chir khong phai 14 & phia trong ctia cac té bao chi.

Ciing c6 thé didu ché polypeptit theo sang ché bang cach téng hop hoa hoc.
Quy trinh didu ché nhu vay ciing 14 d6i twong cta sang ché. Ngudi c6 hidu biét

- trung binh trong linh vuc k¥ thuit nay biét dugc cac quy trinh tng hop hod hoc,

vi du ky thudt st dung pha rin [Steward et al., 1984, Solid phase peptide
synthesis, Pierce Chem. Company, Rockford, 111, 2nd ed., (1984)] hodc ky thuat
sir dung pha rin cuc bd, bing cach ngung tu cac phan doan hodc bang cach tong
hop trong dung dich tgheo phuong phép c¢b dién. Polypeptit thu dugc bang cach
tdng hop hoa hoc va ¢6 thé chira céc axit amin khong c6 trong tu nhién twong ung
ciing dugc bao gbm trong séng ché.

Séng ché dé cap dén khéng thé, hodc mot trong sb cac doan chirc ning
hodc din xuét cta chung, c6 thé thu dugc bing quy trinh theo séng ché.

Sang ché ciing dé cap dén khang thé theo sang ché @ ding lam thubc.
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Sang ché m6 ta dugc phdm chira hoat chét 1 hop chit bao gdm khéng thé,
hodc mét trong s& cac doan chirc ning ciia né theo sang ché, tét hon 1a duge tron
vé6i ta dugc va/hodc chit din thube duoc dung.

Phuong 4n bd sung khéc theo sang ché bao gdm ché phdm nhu dugc mb ta
trén day con chira san phidm phéi hop dé ding ddng thoi, riéng r& hoic 14n lugt 14
khang thé khang khéi u.

‘Khéng thé khang khdi u thtr hai ¢6 thé duoc chon tir cac khang thé khang
IGF-IR, khiang EGFR, khang HER2/neu, khang VEGFR, khang VEGF, v.v., hodc
chc khang thé khang khéi u khac bt ky ma nguoi ¢ hidu biét trung binh trong
linh vire k§ thuét nay da biét. Sang ché md ta viéc sir dung doan chirc ning hoic
dAn xuét cta cac khang thé néu trén dé 1am khang thé tht hai. |

Pé 1am khang thé dugc wu tién nhét, cac khang thé khang EGFR dugc
chon, vi du nhu khang thé C225 (Erbitux).

Thuét ngir “sir dung ddng thoi” dugc dung dé chi viéc ding hai hop chit
“ctia ché phdm theo sang ché & dang mét duge phim va duge phdm gidng nhau.

Thuét ngit “sir dung riéng r& duoc dung dé chi viéc cho ding ddng thoi
hai hop chét ctia ché phim theo sang ché duéi cac dang dugc phdm riéng biét.

Thuét ngir “st dung 1n luot” dugc ding dé chi viéc ding lién tiép hai hop
chit ciia ché phim theo sang ché, mdi hop chat dudi cic dang duge phim riéng
biét.

Theo cach chung, ché phdm theo sang ché 1am ting mot cach dang ké higu
qué didu tri bénh ung thu. Néi cach khic, tac dung diéu tri ciia khang thé khang c-
Met theo sang ché ¢6 hiéu luc theo cach bat ngd bing cach ding tic nhan gy doc
té bao. Uu diém chinh tiép theo khac dwoc tao ra bdi ché phdm theo sang ché lién
quan dén kha ning st dung liéu hoat chét thdp hon c6 hiéu qua, cho phép tranh
dugc hodc gidm dugc cac rhi do vé sy xut hién cac tac dung thir cép, cu thé cac
tac dung ciia tac nhan gy doc té bao.

Ngoai ra, ché phdm theo sang ché s& cho phép dat dugc tic dung diéu tri
mong dgi nhanh hon.

Ché phim theo sang ché ciing c6 thé khac biét & chd, né con bao gbm san
phim phédi hop dé ding ddng thoi, riéng 1& hoic 1an luot, 13 tic nhan giy doc té
bao/kim ham té bao.

Thuét ngit “tic nhan diéu tri khang ung thu” hoic “tic nhan gy doc té

bao/kim ham té bao” dugc ding dé chi chit khi duge cho dbi tuong sir dung, c6
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tac dung diéu tri hoic phong rigl‘Ia su phat trién ung thu trong co thé cua dbi
tuong. Dé 1am vi du minh hoa vé c4c tac nhan nhu'véy, c6 thé k& dén cac tac nhan
alkyl héa, cac chit khang chuyén hod, chét khang sinh khéng khéi u, chét tc ché
giam phan, chit trc ché chirc ning ctia chit nhiém sic, tic nhan chéng tao mach,
khang estrogen, khang androgen hoic cic chit diéu bién mién dich.

Vi d1_1,’ c4c tac nhan nhu vy dugc trich din trong 4n phdm xuit ban nim
2001 ctia VIDAL, & trang danh cho phin “the compounds attached to the
cancerology and hematology” cot “Cytotoxics”, cac hop chat gay doc t& bao nay
dugc trich din ¢6 vién din dén tai liéu nay dugc trich din trong ban md ta ndy 14
tac nhan gay doc té bao duoc wu tién.

Céc tac nhan sau duogc d& cép.

Thuét ngit “tac nhan alkyl hoa” ding @ chi chét bat ky c6 thé lién két
ngang hodc alkyl hoa phan tir b4t ky, t6t hon 13 axit nucleic (vi du ADN), trong té
bao. Vi du vé tic nhan alkyl héa bao gdm nito mustard nhu mecloetamin,
~clorambucol, melphalen, clorydrat, pipobromen, prednimustin, disodic-phosphat
hodc estramustin; cidc oxazophorin nhu xyclophosphamit, altretamin, trofosfamit,
sulfofosfamit hoac ifosfamit; cdc aziridin hodc imin-etylen nhu thiotepa,
trietylenamin hodc altetramin; nitrosoure nhu carmustin, streptozocin, fotemustin
hodc lomustin; alkyle-sulfonat nhu busulfan, treosulfan hodc improsulfan; triazen
nhu dacarbazin; hoic phirc chit platin nhu cis-platin, oxaliplatin va carboplatin.

Thuét ngir “chit chéng chuyén hoa” dugc dung dé chi cic chit tc ché su
sinh truéng va/hodic su trao dbi chit ctia té bao bang cach gy can tré mot s6 hoat
tinh nhét dinh, thudng 12 tdng hgp ADN. Vi du vé cac chit chdng chuyén hod bao
gém metotrexat, S-fluoruraxil, floxuridin, 5-flodeoxyuridin, capecitabin,
xytarabin, fludarabin, xytosin arabinosit, 6-mercaptopurin (6-MP), 6-thioguanin
(6-TG), clodesoxyadenosin, S-azaxytidin, gemxitabin, cladribin,
deoxycoformyxin va pentostatin.

Thuét ngir “cht khang sinh khang khdi u” dugc ding d chi cac hop chét
c6 thé ngin ngira hoic e ché tdng hop ADN, ARN vi/hoic protein. Vi du vé chét
khang sinh khang khdi u bao gdm doxorubixin, daunorubixin, idarubixin,
valrubicin, mitoxantron, dactinomyxin, mithramyxin, plicamyxin, mitomyxin C,
bleomyxin, va procarbazin.

Thuét ngit “chét &rc ché giam phan” dugc ding dé chi cac chét ngin ngira
su tién trién binh thuong cta chu trinh té bao va phan bio. Néi chung, chét e
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ché vi quan hoic taxoit nhu paclitaxel va doxetaxel c6 kha ning tc ché qua trinh
phén bao. Vinca alkaloit nhu vinblastin, vincristin, vindesin va vinorelbin ciing ¢6
kha ning trc ché qua trinh phén bao.

Thuét ngit “chét wc ché chirc ning ctia chét nhiém séc” hodc “chét e ché
topoisomeraza” dugc ding dé chi cac chét trc ché chirc ning thong thudng cia
chét nhiém séc tao protein nhu topoisomeraza I hodc topoisomeraza II. Vi du vé
chét &rc ché chirc nang cia chéit nhidm sic bao gém, ddi véi topoisomeraza I, 14
camptothexin va cdc din xuét ciia né nhu topotecan hoic irinotecan, va, dbi véi
topoisomeraza I, 13 etoposit, etoposit phosphat va teniposit.

Thuét ngit “tdc nhan chéng tao mach” dung dé chi thubc, hop chét, chét
hodc tic nhan bt ky trc ché su phat trién ctia cac mach méu. T4c nhan chéng tao
mach dwgc 14y 1am vi du bao gdm, nhung khéng chi giéi han & razoxin,
marimastat, batimastat, prinomastat, tanomastat, ilomastat, CGS-27023A,
halofuginon, COL-3, neovastat, BMS-275291, thalidomide, CDC 501, DMXAA,
L-651582, -squalamin, endostatin, SU5416, SU6668, interferon-alpha,
EMD121974, interleukin-12, IM862, angiostatiri va vitaxin.

Thuat ngit “khang estrogen” hodc “tdc nhan khang estrogen” dugc dung dé
chi chit bat ky c6 tac dung lam giam, dbi khang hodc trc ché tac dung cla
estrogen. Vi du vé céc tac nhan khéang estrogen 1a tamoxifen, toremifen, raloxifen,
droloxifen, iodoxyfen, anastrozol, letrozol, va exemestan.

Thuat ngir “khang androgen” hodc “tac nhan khang androgen” dugc diung
d8 chi chit bat ky c6 tic dung lam giam, d6i khang hoic tic ché tic dung cia
androgen. Vi du vé khang androgen 1a flutamit, nilutamit, bicalutamit,
sprironolacton, xyproteron axetat, finasterit va ximitidin.

Thuat ngit “céc chét didu bién mién dich” 13 cdc chit kich thich hé mién
dich.

Vi du vé céc chét diéu bién mién dich bao gém interferon, interleukin nhu
aldesleukine, OCT-43, denileukin diflitox va interleukin-2, yéu td gdy hoai tr
khdi u nhu tasonermine hodc cac chit diéu bién mién dich khac nhu lentinan,
sizofiran, roquinimex, pidotimod, pegademase, thymopentine, poly I:C hodc
levamisole két hop véi 5-flouraxil.

Pé chi tiét hon, ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuit nay
c6 thé tham khao sach huéng din clia “Association Frangaise des Enseignants de

Chimie Thérapeutique” and entitled “traité de chimie thérapeutique, vol. 6,
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Médicaments antitumoraux et perspectives dans le traitement des cancers, edition
TEC & DOC, 2003”. ;

Pé lam tac nhan hoa hoc hodc tic nhan giy doc té bao, cling c6 thé ké dén
tAt ca cac chét e ché kinaza vi du nhu gefitinib hodc erlotinib.

Sang ché mb ta ring, dé 1am san phim phéi hop theo séng ché, ché phim
nay, khac biét & chd, téc nhan gy doc t bao dugc lién hop hod hoc véi khang thé
néu trén @& ding dong thoi. ’

Dé tao diéu kién thuén loi cho viéc lién hop gifta tic nhin gdy ddc té bao
va khang thé theo sang ché, dic biét 1 ¢ thé dwa vao cac phan tir dém giita hai
hop chét can dugc lién hop, nhu poly(alkylen) glycol nhu polyetylen glycol, hodc
axit amin, hodic theo phuong 4n khéc, str dung céc din xut ¢6 hoat tinh cla tic
nhén gy doc té bao d3 dugc dua vao cac chirc ning c6 kha ning phan tmg véi
khéng thé theo sang ché. Cac k¥ thuat lién hop nay 1a da biét dbi véi nguoi c6
hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuit nay va s& khong dugc md ta trong ban
mo ta ndy. - : : .

Theo khia canh khic, sang ché dé cap dén hdn hop khéc biét & chd it nhat
mot trong sb cac cac khang thé, hoic mét trong sd cac doan chirc ning hoic dén
xuét cia ching, dugc tiép hop vai doc t6 t& bao va/hodc nguyén t5 phéng xa.

Déc tb hodic nguyén t6 phong xa néu trén c6 kha ning tic ché it nhat mot
hoat tinh t& bao cia cac t& bao biéu hién c-Met, theo cich duge wu tién hon ¢6 kha
ning ngin ngira sy phat trién hogc ting sinh cia té bao ndy, dic biét 1a 1am mét
hoat tinh hoan toan cta té bao nay.

Sang ché mo ta rﬁng doc td néu trén con 1a doc t6 vi khudn dudng rudt, dédc
biét 1a Pseudomonas exotoxin A.

Tét hon, néu cc nguyén t6 phong xa (hodc ddng vi phong xa) duge tiép
hop v6i cac khang thé duoc st dung dé diéu tri 14 cac ddng vi phong xa phat ra tia

1 . X .1 A . 21
3 1, ytr190, vangl”, paladi 0 dong67, bismut?!’

gama va tot hon 13 iot va antimon®'.
Céac ddng vi phéng xa phét ra céc tia beta va alpha c6 thé ciing duogc str dung dé
diéu tri.

Thuét ngit doc t6 hodc nguyén tb phong xa dugc tiép hop véi it nhat mot
khang thé, hodc mot trong sb cac doan chic nang cua nod, theo sang ché, dugc du
dinh d& chi phuong phép bét ky cho phép doc t& hogc nguyén t6 phong xa nay gin
két v6i it nhat mot khang thé néu trén, dic biét 1a bing cach lién hop cong héa tri

giita hai hop chit, ¢6 hodc khong bd sung phan tir lién Kkét.
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Trong s cac tac nhén cho phép lién két theo cach hod hoc (cong hoa tri),
tinh dién hodc khdng cdng hoa tri cuia tAt ca hodc mot phén trong sé cac hop phén
cua thé tiép hop, cu thé c6 thé ké dén benzoquinon, carbodiimit va cu thé hon
EDC (1-etyl-3-[3-dimetyl-aminopropyl]-carbodiimit hydroclorua), dimaleimit,
axit dithiobis-nitro benzoic (DTNB), N-sucxinimidyl S-axetyl thio-axetat
(SATA), céc tac nhan lién két ciu c6 mot hodc nhidu nhém phenylazit phan tmg
voi tia cyc tim (U.V.) va tdt hon 1a N-[-4-(azidosalicylamino)butyl]-3’-(2’-
pyridyldithio)-propionamit (APDP), N-sucxinimid-yl 3-(2-pyridyldithio)propionat
(SPDP), 6-hydrazino-nicotinamit (HYNIC).

Dang lién hop khéc, dic biét 1a dbi véi cac nguyén td phong xa, co thé bao
gdm viéc str dung chét chelat dang ion c¢6 hai nhém chire.

Trong sb cic chit chelat nay, c6 thé ké dén cac chelat thu duge tir EDTA
(axit etylendiamintetraaxetic) hodc tr DTPA (axit dietylentriaminpentaaxetic)
dugc phat trién dé lién két kim loai, dic biét 1a kim loai phong xa, va globulin
mién dich. Do vay, DTPA va cac din xuit ctia né c6 thé dugc thé bing cach cac
nhém khac nhau trén mach cacbon dé lam tang do bn dinh va d6 bén coa phuc
chét phéi tir-kim loai (Krejcarek et al. (1977); Brechbiel et al. (1991); Gansow
(1991); US patent 4,831,175).

Vi du, axit dietylentriaminpentaaxetic (DTPA) va cdc dan xuit cia nd, |
duoc st dung mdt cach rong rdi trong y hoc va trong sinh hoc trong thoi gian dai
duéi dang tu do cia chung, hodc dudi dang phirc hgp véi ion kim loai, c6 dic tinh
dang chi y 1am tao ra céac chelat 6n dinh véi ion kim loai va dugc lién hop véi cac
protein mong mudn dung dé didu tri hodc chin doan nhu cac khang thé dé phat
trién thé tiép hop mién dich phéng xa trong diéu tri bénh ung thu (Meases et al.,
(1984); Gansow et al. (1990)).

Sang c;hé md ta ring it nhat mot khang thé néu trén tao ra thé tiép hop theo
séng ché duge chon tir cac doan chirc nang cua no, dac bict 1a cadc doan bi cit ra
khéi hop phén Fc ciia ching nhu cic doan scFv.

Sang ché mo ta ring tic nhan gy doc té bao/kim ham té bao néu trén hoic
doc t6 t& bao va/hoic nguyén 6 phéng xa duge lién hop hod hoc véi it nhat mét
trong sb cac nguyén té ciia ché phdm nay dé ding dong thoi.

Séang ché bao gdbm ché phdm néu trén dé ding 1am thudc.

Ngoai ra, sang ché mod ta viéc sir dung ché phim theo sang ché dé bao ché

thudc.
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Trong ban mo ta nay, sang ché ciing md ta viéc sir dung khang thé, hoic
mdt trong sb cac doan nhi gia gin két v6i c-Met clia né, va/hodc c_hé phidm nhu
dugc mo ta trén ddy d& bao ché thudc ding dé wc ché qua trinh phét trién va/hoic
qua trinh téng sinh cuia cic té bao khdi u. : :

Theo khia canh khéc, sang ché dé cap dén viéc str dung khang thé, hoic
mot trong s& cac doan nhi gia gin két voi c-Met ctia né va/hodc ché phim nhu
duge mo ta trén day hodc sir dung néu trén dé bao ché thubc ding dé phong hoic
diéu tri bénh ung thu.

Sang ché ciing md ta phuong phép trc ché qua trinh phét trién va/hodc qua
trinh ting sinh ctia cac t& bao khéi u & ngudi bénh bao gbém buéc cho ngudi bénh
can didu tri ding khang thé, hoic mot trong sb cac doan chirc ning hozc dan xuét

“ctia n6 theo sang ché, khang thé dugc tao ra boi té bao lai theo sang ché hoic ché
phdm theo sang ché.

Sang ché ciing mo ta phuong phip phong hodc diéu tri bénh ung thu &
ngudi bénh cin diéu tri, bao gdm buéc cho ngudi bénh ding khéang thé, hoic mot
trong sb cac doan chirc ning hoic dén xudt ctia n6 theo sang ché, khang thé dugc
tao ra bdi té bao lai theo sang ché hodc ché phdm theo sang ché.

Theo khia canh dugc dic biét vu tién, ung thu 1a ung thu dugc chon tir ung
thu tuyén tién liét, bénh sacom xuong, ung thu phdi, ung thu vii, ung thu mang
trong tir cung, u nguyén bao x6p hodc ung thur rudt két.

Nhu duoc giai thich trén day, sang ché ¢6 wvu diém 1a cho phép diéu tri
bénh ung thu lién quan dén su hoat hoa Met phu thudc va khong phu thudc vao
HGF.

Theo khia canh khac, sing ché bao gdm phuong phép chin doan in vitro
cac bénh do su biéu hién qua muc hodc bidu hién dudi mirc binh thudng thu thé
c-Met béng cach st dung miu sinh hoc bi ngi ngd c6 sy c6 mit khong binh
thuong cia thu thé c-Met, phuong phap ndy khac biét & chd, n6 bao gdm buéc,
trong d6 mau sinh hoc dugc tiép xuc véi khang thé theo sang ché, khang thé nay
¢6 th8 duge danh du, néu can.

Sang ché ciing md ta rang cic bénh lién quan dén su c6 mit khong binh
thudng cta thu thé c-Met trong phuong phép chin do4n nay s& 12 bénh ung thu.

Khang thé néu trén, hoic mot trong sb cac doan chirc nang cla no, co thé
c6 mit dudi dang thé tiép hop mién dich hoic khang thé dugc danh déu dé thu

duoc tin hiéu c6 thé phat hién va/hodc c6 thé x4c dinh.
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Céac khang thé duoc danh ddu theo sing ché hodc doan chirc nang cua
chiing bao gdm, vi du, cac khang thé dugc goi 1a thé tiép hop mién dich c6 thé
dugc tiép hop, vi du, v6i enzym nhu peroxidaza, kiém phosphataza, beta-D-
galactosidaza, glucoza ~ oxydaza, glucoza amylaza, cacbonic anhydraza,
axetylcholinsteraza, lysozym, malat dehydroaza hodc glucoza 6-phosphat
dehydroaza hodc véi phén tir nhu biotin, digoxyin hodc 5-bromdeoxyuridin. Nhdn
huynh quang c6 thé ciing dugc tiép hop vdi cac khang thé hoic doan chirc ning
ctia chung theo sang ché va dic biét 1a bao gém fluorescein va céc dan Xuét cia
n6, flocrom, rhodamin va cac din xuét cta no, GFP (GFP 1a Protein phat huynh
quang xanh 14 cdy “Green Fluorescent Protein”), dansyl, umbelliferon v.v.. Trong
cac thé tiép hop nhu vy, cic khang thé theo sang ché hodc doan chirc ning ctia
chiing c6 thé dugc didu ché bang cac phuong phap da biét dbi voi ngudi ¢ hiéu
biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay. Chung c6 thé dugc lién hop véi
enzym hodc nhan huynh quahg mot cach truc tiép hodc qua trung gian 13 nhém
dém hoic nhém lién két nhu polyaldehyt, nhu glutaraldehyt, axit
etylendiamintetraaxetic (EDTA), axit dietylen-triaminpentaaxetic (DPTA), hodc
v6i su ¢6 mit caa chét lién hop nhu cac chét da duoc dé cp trén ddy ddi véi thé
tiép hop didu tri. Thé tiép hop chira nhan phat huynh quang c6 thé dugc diéu ché
bang phan ting véi isothioxyanat. ‘

Céc thé tiép hop khac c6 thé ciing bao gbém céc nhin phat quang ho4 hoc
nhu luminol va dioxetan, nhan phat quang sinh hoc nhu luxiferaza va luxiferin,

125 126 :99m 111
b b

hodc nhdn phéng xa nhu iotm, iot'®, iot'®, iot'*®, brom’’, tecneti”™, indi'"!,

e e .67 . . . .1 . ) A 5

md1113m, gah6 , ga1168, ruteni’ , ruten197, ruteni'® , ruteni'® , thuy nganm, thuy
A . . . .4 121 1 .

ngan®®, reni®™, reni'®, reni'®, scandi?’, telu'*'™, telu'*™ telu'”™ thulium'®’,

thulium'®’, thulium'®, flo’®, ytri'®®, iot"*!. Phuong phap da biét dbi véi nguoi c6
hidu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay hién c6 dé lién hop ddng vi phong
xa didu tri vdi cac khang thé mét cach truc tiép hoic thong qua tac nhan cang héa
nhu EDTA, DTPA da dugc d& cép trén day c6 thé dwuoc sir dung ddi véi cac
nguyén t6 phong xa c6 thé dugc sir dung trong chin doan. Ciing c6 thé ké dén
viéc danh diu bang Na[I'’] theo phuong phép cloramin T [Hunter W.M. and
Greenwood F.C. (1962) Nature 194:495] hodc bing tecneti’™™ theo phwong phéap
ctia Crockford cac ddng tac gia (US patent 4,424,200) hodc dugc gin vao qua
DTPA nhu dugc Hnatowich (US patent 4,479,930) mo ta.
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Do vay, chc khang thé, hoic doan chirc ning cia ching, theo séng ché c6
thé duoc sir dung trong quy trinh phét hién va/hodc x4c dinh sy biéu hién quéa mirc
hodc biéu hién dudi mic binh thudng, tdt hon 12 biéu hién qua murc cua thu thé c-
Met trong mAu sinh hoc, khac biét & chd quy trinh nay bao gdm céc budc sau:

a) cho mau sinh hoc tiép xuc véi khang thé, hodc mot trong sd cac doan
chﬁcnﬁngcﬁané,ﬂwoséngché;vé

b) d& cho phirc hop c-Met/khang thé c6 thé dugc tao thanh.

'Theo phuong 4n cu thé, céc khéng thé, hodc doan chirc ning cua ching,
theo sang ché, c6 thé duge sir dung trong quy trinh phét hién va/hoic xac dinh thy
thé c-Met trong mau sinh hoc, dé theo doi hiéu qua cia viée diéu tri phong
va/hodc chita bénh ung thu phy thude c-Met.

Mot cach tdng quat hon, ¢6 lgi néu cac khang thé, hoic doan chic ning
ctia chung theo sang ché c6 thé duge st dung trong tinh hubng bét ky, trong d6 su
biéu hién cta thu thé c-Met phai dugce quan sat thdy theo cach dinh tinh va/hosic
- dinh luong. :

M3u sinh hoc duge tao ra béi chit 1ong sinh hoc, nhu huyét thanh, mau
tdng, cac té bao, md miu hoic mAu sinh thiét c6 ngudn gbc tir ngudi.

Phuong phap bt ky hogc thir nghiém thong thudng c6 thé dugc st dung dé
tién hanh viéc phét hién va/hoic liéu luong nhu vdy. Thir nghiém nay c6 thé 12 thir
nghiém canh tranh hoéc thir nghiém sandwich, hodc thir nghiém bét ky da biét dbi
v6i ngudi 6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay phy thudc vao su tao
thanh phtc hop mién dich cua loai khang thé-khang nguyén. Sau khi g dung
theo sang ché, khang thé hoic mot trong sb cac doan chirc ning ciia né cb thé
dugc cb dinh hoic duge danh d4u. Viéc ¢ dinh nay co thé dugc tién hanh trén
nhiéu chit mang da biét d6i véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k§
thuét nay. Dic biét 13, cac chit mang ndy c6 thé bao gbém kinh, polystyren, poly-
propylen, polyetylen, dextran, nylon, hodc cac té bao tir nhién hodic duoc cai bién.
Céc chit mang nay c6 thé 1 tan hoic khong tan.

Pé 1am vi du, phuong phap duge wu tién trong cac quy trinh enzym mién
dich theo k¥ thudt ELISA, 1a k§ thuat huynh quang mién dich, ho#ic tht nghiém
mién dich phéng xa (RIA) hoic k¥ thuat twong duong.

Sang ché mé ta kit hodc bd dung cu cin thiét dé tién hanh phuong phéap
chin doan céc bénh do su bidu hién qua mic hoic biéu hién duéi mirc binh
thudng cta thu thé c-Met hoic dé tién hanh quy trinh phat hién va/hodc x4c dinh
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~ su biéu hién qua murc hodic su biéu hién dudi mirc binh thudng cia thu thé c-Met
trong méu sinh hoc, nhu sy biéu hién qua mirc ctia thu thé nay, khac biét & chd kit
ho#c bd dung cu nay bao gdm céac thanh phin sau:

a) khang thé, hoic mot trong sb cic doan chitc ning cia nod, theo sang
ché;

b) tiy ¥, chat phan tng dé tao ra méi truong thuén 1oi cho phan tmg mién
dich;

¢) tiy ¥, chit phan tmg cho phép biéu hién phuc hop c-Met/khang thé
- dugc tao ra bdi phan tng mién dich.

Sang ché ciing mé ta viée str dung khang thé hodc ché phim theo sang ché
d8 bao ché thube duge du dinh dé huéng dich dic hiéu hoat chit sinh hoc dén cac
té bao biéu hién hoic biéu hién qua murc thy thé c-Met.

Thuét ngit hoat chét sinh hoc dugc du dinh ding dé chi hop chat bit ky ¢
kha nang diéu bién, dic biét 12 trc ché, hoat tinh t& bao, cu thé qua trinh phat trién
ctia chiing, qua trinh téng sinh ctia chiing, qua trinh phién ma hodc dich ma gen.

Sang ché ciing md ta chét phan Gng chin doan in vivo bao gdm khang thé
theo séng ché, hoic mét trong sé cac doan chirc ning clia nod, t6t hon 1a dugc danh
dAu, dic biét 1a dugc danh ddu phong xa, va sir dung né trong chuin doan hinh
anh, cu thé dé phét hién ung thu li€én quan dén su biéu hién hodc sy biéu hién qué
murc béi té bao cta thy thé c-Met.

Sang ché ciing mé ta ché phdm dudi dang san phadm phéi hop hoic dén thé
tiép hop khang c-Met/doc t6 hoic nguyén t6 phong xa, theo sang ché, dugc ding
1am thudc.

Ché phim néu trén du6i dang san phdm phdi hop hoic thé tiép hop s& duoc
trén v6i ta dugc va/hodic chit din thube duge dung.

Trong ban mo ta nay, chit din thubc dugce dung duge du dinh dé chi hop

“chét hoic hdn hop chira cac hop chét khi dua vao dugc phdm khong gy ra cac
phan tng tha cép va cho phép, vi du, tao diéu kién thuén loi cho viéc dung hoat
chét, su tang thoi gian ton tai ciia né va/hodc hidu qua ctia né trong co thé, su ting
do tan cua no trong dung dich hodc cai thién mirc d bao toan cia no. Céc chét
dan thubc dugc dung nay 1a da biét va s& dugc diéu chinh bai ngudi ¢ hidu biét
trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay theo ban chét va kiéu dung hoat chét duoc

chon.
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Céc hop chét nay s& dugc cung cip theo dudng toan than, cu thé theo
duong tinh mach, trong co, trong da, trong mang bung hodc dudi da, hodc dung
qua duong miéng. Theo cach dugce uu tién hon, ché phim chtra khang thé theo
sang ché s& dugc cho diing vai 1an, theo cach tudn tir.

Kiéu ding, lidu luong va dang dugc phidm t6i wu cia ching c6 thé dugc
xdc dinh theo cdc tiéu chuén noi chung co6 tinh dén trong khi tién hanh diéu tri
dugce 1am thich tng v6i ngudi bénh, vi du nhu 4o tudi hodc thé trong cua ngudi
bénh, mirc ¢ nghiém trong cuia tinh trang bénh ly chung cta nguoi bénh, sy dung

nap trong di€u tri va cac tadc dung thir cap can chu y.

Vi du thye hién siang ché
Vi du 1: Tao khang thé khang c-Met

Dé tao ra cac khang thé khéng c-Met, chudt nhit BALB/c 8 tudn tudi dugc
gdy mién dich dugc tiém dudi da tir 3 dén 5 I4n dong té bao dugc chuyén nhiém
CHO biéu hién c-Met trén mang sinh chit ctia né (20x10° t& bao/lidu/con) hoic tir
2 dén 3 lan protein dung hop mién ngoai bao c-Met (10-15 pg/lidu/con) (R&D
Systems, Catalog # 358MT) hoiic cac phan doan clia protein tai t& hop nay duoc
tron v6i thube phi trg Freund ddy du dé gy mién dich lan thir nhét va thude phi
trg Freund khong ddy du cho c4c con chudt sau. Cac quy trinh phdi hop trong d6
chudt nhit duoc nhén ca cac t& bio CHO-cMet va cic protein tai t6 hop ciing
duoc tién thanh. Ba ngdy trude khi dung hop té bao, chudt nhét dugc tiém trong
mang bung hoic i.v. protein tai t5 hop hodc cac phan doan clia ching. Sau d6, cac
14 lach cia chudt duoc thu gom va dugc dung hop véi cac té bao u tuy SP2/0-
Agl4 (ATCC) va dugc tién hanh chon loc HAT. 4 14n dung hop duge tién thanh.
N6i chung, dé didu ché cac khang thé don dong hoic doan chirc ning ciia ching,
déc Biét 14 ¢6 ngudn gbe tir chudt, c6 thé sir dung k¥ thuat duge md ta cu thé trong
4n phdm “Antibodies” (Harlow and Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor NY, pp. 726, 1988) hodc k¥ thuat
didu ché té bao lai dugc Kohler va Milstein mé ta (Nature, 256:495-497, 1975).

Céc té bao lai thu duoc ban dau duogc sang loc bang ELISA trén protein tai
td hop c-Met va sau d6 bing Phan tich FACS trén céc dong té bao tuy A549
NSCLC, BxPC3, va u nguyén bao x6p U87-MG (céc profin dai dién dugc thé
hién trén Fig.1) & dam bao ring cac khang thé duoc tao ra s& ciing c6 kha ning
nhén biét thy thé tir nhién trén céc t& bao khdi u. Céc thiét bi phan tmg dwong trén

-49-



26771

2 thir nghiém nay dugc khuéch dai, dugc tao dong vo tinh va tap hop céc té bao
lai dugc thu hdi, dugc tinh ché va duge sang loc vé kha ning clia n6 trong viéc trc
- ché in vitro qua trinh ting sinh ctia té bao trong md hinh BxPC3. '

Nham muc dich dé, 50 000 té bao BxPC3 dugc cho vio trong cac dia c6 96
16 trong moi trudng RPMI, 2 mM L. Glutamin, khong ¢6 SVF 24 gi¢ sau khi cho
vao dia, cac khang thé cin duge thir nghiém dugc bd sung & a néng do cubi nim
trong khoang tir 0,0097 dén 40 pug/ml 60 phut truée bd sung 100 ng/ml hHGF.
Sau 3 ngay, cac té bao dugc tao xung véi 0,5 pCi [*H]thymidin trong thoi gian 16
gid. [PH]thymidin dugc dua vao ADN khong tan trong axit tricloaxetic dugc dinh
lugng bang cach dém nhip nhay chit 16ng. Cac két qua duge thé hién dudi dang
dir liéu chua xtr ly dé danh gia mdt cach thuc su tdc dung chu van noi tai cua mdi
Mab (Fig.2A va Fig.2B).

Sau d6, cdc khang thé trc ché qué trinh ting sinh ciia té bao it nhét 12 50%
dugc danh gia dudi dang dich nbi bé& mit bing phan tich BRET trén cic té bao
duge chuyén nhidm c-Met. Nhim muc dich d6, c4c dong té bao 6n dinh CHO biéu
hién C-Met-Rluc hoic C-Met-Rluc va C-Met-K1100A-YFP dugc tao ra. Céc té
bao dugc phan bd trong cac vi dia c¢6 96 16 tring trong méi trudng nudi chy
DMEM-F12/FBS 5% mot hodc hai ngdy truéc khi tién hanh cic thir nghiém
BRET. Cac té bao trude tién dugc nudi cly & 37°C véi 5% CO2 @ cho phép su
gin két té bao vao dia. Sau d6, cac té bao duge bo d6i v6i 200 pl DMEM/1S qua
 dém. Ngay trude khi thit nghiém, DMEM dugc loai bd va céc té bao dugc rira qua
béng PBS. Céc té bao dugc @ trong PBS véi su ¢6 mit hodc khong c6 mit cua cac
khéng thé cn dugc thir nghiém hodc cic hop chit tham chiéu, 10 phut & 37°C
trude khi bd sung coelenterazin ¢6 hoic khong c6 HGF véi thé tich cudi bang 50
ul. Sau khi & thém 10 phut & nhiét do 37°C, su thu nhan phat séng & 485 nm va
530 nm dugc bit diu bing cach sir dung phat quang ké Mithras (Berthold)
(1s/bude song/16 duge lap lai 15 14n).

Ty 1€ BRET dugc x4c dinh trude d6 [Angers et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 2000, 97:3684-3689] la: [(muc d0 phat sang & 530 nm)-(muc do phat séng
& 485 nm) X Cf]/(mtc d6 phat sang & 485 nm), trong d6 Cf tuong ung vé6i (mirc
d5 phat sang & 530 nm) / (mirc do phat sing & 485 nm) ddi véi cac té bao bidu
hién protein dung hop Rluc mdt minh trong cung mot diéu kién thir nghiém. Rut
gon phuong trinh nay thdy rang ty 1¢ BRET tuong tng véi ty 1€ 530/485 nm thu
duoc khi hai thanh phin c6 mat, dugc hiéu chinh bing ty 1¢ 530/485 nm thu dugc
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trong ciing mot diéu kién thir nghiém, chi khi thanh phan nay dugc dung hop véi
R. reniformis luxiferaza c6 mat trong thir nghiém. Dé c¢6 thé doc dugc, cac két qua
dugc bidu hién bang don vi miliBRET (mBU); mBU tuong tng véi ty 16 BRET
- dugc nhéan véi 1000.

Sau thir nghiém in vitro thr hai ndy, 4 khang thé i) khong c6 hoat tinh noi
tai nhu 1a phén tir nguyén ven trong thr nghiém chiric néng ting sinh, ii) Gc ché
mdt cach dang ké qua trinh ting sinh BxPC3 (Fig.2A va Fig.2B) va iii) Gtc ché
qua trinh dime hoa c-Met (Fig.3) dugc chon. 3 khéng thé nay c6 isotyp IgGl
kappa dugc mé ta 1la 11E1, 224G11, 223C4 va 227H1. Trong céc thir nghiém nay,
5D5 Mab, do Genentech tao ra, va ¢c6 & ATCC, dugc bd sung lam khéng thé d6i
ching ddi v&i hoat tinh chil vAn ndi tai.

Fig.2A va Fig.2B cho thdy rang 11E1, 224G11, 223C4 va 227H1 khong c6
hoat tinh chd vén bét ky trai v6i SD5 gay ra su kich thich phu thude lidu luong dbi
v6i qué trinh ting sinh cia té bao véi sy khong c6 mit cia phéi tir. Su tc ché
dang k& qua trinh ting sinh cia té bao dugc quan sat véi 4 khing thé duge chon.
5D5 1a khéng c6 tac dung dén qua trinh ting sinh cia té bao do HGF gay ra trong
thtr nghi€ém nay.

Khi dénh gia su tc ché qué trinh dime hod, c4c tic dung ding ké dat dugc
1a tc ché qua trinh dime hoa 32, 55, 69 va 52% lan lugt d6i véi 224Gl1,
223C4,11E1 va 227H1 dugc quan sat. So sanh véi céc tin hi¢u co s& trong céc thir
nghiém twong tmg, khang thé 5D5 1a khong c6 tac dung trong md hinh dime hoa

nay.

Vi du 2: Nhan biét protein ctia cac khang thé khang c-Met

Dé x4c dinh cach nhén biét 3 khang thé dugc chon, 3 ELISA dugc thiét lap
v6i protein c-Met tai t6 hop, phan doan monome ctia né (thu dugc bang cach phan
giai protein c-Met-Fc t4i td hop va mién SEMA tai t6 hop.

Céc két qua duge thé hién trén Fig.4 da thé hién ring 4 khang thé da nhan
biét ca céc protein dime va monome. Dé thuc hién ELISA ndy, protein c-Met
dime ngudi (R&D sytems, cat# 358MT) dugc phii & néng do bang 0,7 pg/ml
trong PBS qua dém & nhiét d§ 4°C. Sau khi lam béo hoa céc dia (Costar #3690)
bing dung dich 0,5% gelatin trong thoi gian 2 gidr & nhiét d6 37°C, dich ndi bé
mat t& bao lai dugc 1 gior & 37°C. Sau khi dugc rira bing PBS, khang thé HRP
khang chu6t nhét (Jackson ImmunoResearch, catalog #115-035-164) dugc bd

-51-



26771

sung vao mdi 15 & mic pha loing 1/5000 trong dung dich dém ELISA (0,1%
gelatin/0,05% Tween 20 trong PBS) va céc dia duge 0 trong 1 gio ¢ 37°C. sau 3
14n rira trong PBS, hoat tinh cta peroxydaza dugc biéu 16 bang cach thém 50 pl
co chit TMB (Uptima). Phan tmg dugc xdy ra trong thoi gian 5 phit ¢ nhiét do
trong phong. Dung phan tng nay bang cach thém 50 ul/16 dung dich H,SO, 1M
va doc trén thiét bi doc dia & 450 nm. Loai quy trinh nay dugc thuc hién trén c-
Met monome va mién SEMA nhung trong cic trudng hop d6, céc protein 14n Tugt
duge phti & 5 va 3 pg/ml .
'~ Mab 5D5 dugc dung lam dbi ching dwong c6 kha ning nhan biét nhu
‘protein SEMA mong doi. 224G11, 227H1 va 223C4 khong gin két mién SEMA.
11E1 c6 kha nang gén két véi SEMA. S

Pé x4c dinh xem 11E1 va 5D5, c4 hai déu nhan biét mién SEMA canh
tranh dé chdng 14n cac epitop, phan tich BIAcore dugc tién thanh. Hé BIAcore
dua trén dit liéu hién tugng cong hudng plasmon b& mit bang cch theo di cic su
kién gén két trong thoi gian thuc. Sau dé, c6 th8 nhém cac khang thé trong cac thir
nghiém dugc goi 1a “1ap ban dd epitop”. Cip khéng thé khong thé gin két mot
cach ddng thoi vao phén tir khdng nguyén dugc phén loai trong cing mdt nhém
(cting mot vi tri lién két hodic cac vi tri lién két canh nhau). O phia ddi dién, khi
cac vi tri lién két twong g ctia ching 1a dt xa dé cho phép gin két déng thoi ca
hai khang thé, sau d6 chiing dugc phan loai thanh hai nhém khéac nhau. Trong céc
thir nghiém nhu vay, khang nguyén thuong dugc sir dung dudi dang phéi tir (duge
¢b dinh trén chip cam bién) va cac khang thé nay dugc str dung ma khong can
nhan bit ky 1am chét phan tich (pha dung dich).

Toan bd thir nghi€ém md ta dugce tién hanh trén thiét bi BIAcore X (GE
Healthcare Europe GmbH). Chip cam bién CM5 (BIAcore) dugc hoat hoa béi
Mab khang Tag-6His chudt nhit (R&D Systems ref. MAB050) dugc diéu ché
theo cac chi din cua nha san xut bang cach sir dung kit lién hgp amin (BIAcore).
Dung dich dém chay (HBS-EP) va dung dich dém tai sinh (Glyxin, HCI) 1a tr
BlAcore. Phién ban tan t4i t§ hop ciia thu thé HGF ngudi duge tao ra duéi dang
phan tir kham c-Met-Fc-Tag His 1a tir R&D systems (ref. 358-MT-CF). Céc thur
nghiém duoc tién hanh & nhiét do 25°C, & tc do chay bang 30 pl/phut. Dung dich
10 pg/ml chira c-Met trong dung dich dém chay dugc phun trong thoi gian 1 phut
trén flowcell2 (fc2) thuong la c-Met & dang tan loai 270 RU bi hit vao. flowcelll

(fc1) dugc st dung 1am tham chiéu dé kiém tra sy gin két khong dic hidu bét ky
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ctia cac khang thé vao nén chip cam bién.

Viéc tiém lién tiép cac khang thé cn dugc thir nghiém dugc tién thanh.
Khang thé duoc phun 1én ca hai flowcell trong thdi gian 2 phit. Khang thé thi hai
(hoic vin khang thé nay) sau d6 duge phun trong cling mot céc diéu kién. Néu
khong quan sat dugc su gin két dang ké nao, thi viéc tiém 1an thir ba duge tién
hanh vé6i khang thé khéc. Chip cam bién sau d6 duoc t4i sinh bang mét 14n tiém
dung dich dém tai sinh trong thoi gian 30 gidy. Cac khéng thé va c-Met-Fc dugc
bd di ¢ giai doan nay.

Phén tich cac két qua:

Kha ning cta khang thé “A” tc ché sy gin két cta khang thé “B” dugc
tinh toan bang ty 16 BIA/C=(R2A/B/R1B)x100: trong d6 R2A/B 1a d4p ung twong
- Umg v6i su gin két cia MAb “B” khi né dugc phun sau khi Mab “A” va R1B la
dap Gmg tuong g v6i su gin két cia MAb “B” khi n6 dugc phun lan thtr nhét.
~ BIA/C nhé hon 20% c6 nghia 13 A ¢6 thé tc ché sy gén két ciia B sao cho A va B
- ¢6 vi trf lién két canh nhau. ' ,

Viéc 1ap ban db epitop duoc tién thanh véi 2 Mab, 11E1 va 5DS.

Bang 3
2" Ab (B) 5D5
11E1
1 Ab (A)
6.5% | 84,2%
11E1
98,4% | 11,0%
5D5

Viéc hinh dung su gin két khoang 270RU cuia c-Met-Fc bi hit vao bing
c4c 1an tiém 2 phut lién tiép cac Mab 5D35 (thtr nhét), SD5 (tht hai) va 11E1 (tht
ba) & ndng d6 bang 10 pug/ml da chimg minh ring 5D5 va 11E1 gén két mot cach
rd rang vai hai vi tri cach xa (Fig.5A). Su quan séat ndy dugc xéc nhan bang trinh
tu nghich dao cia khang thé (Fig.5B).

Bang 3 da tém tt ty 1& tinh toan thu dugc véi cac trinh ty khac nhau cua 2
khéng thé nay. Céc gid trj den (trén 75%) c6 nghia 1a Mab A khong trc ché gin két
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‘Mab B. Céc gia tri ddm/nghiéng (dudi 20%) c6 nghia 1a vi tri li€n két cua ca hai
khang thé (A va B) 1a gibng nhau hodc di gin nhau dé khong thé gin két dong
thoi.

Vi du 3: Tac dung ctia Mabs dén qua trinh phosph'oryl hoa c-Met

Dé x4c dinh hoat tinh cta cdc khang thé khing c-Met dén qua trinh
phosphoryl héa c-Met, thir nghiém phospho c-Met ELISA dugc thiét lap. Van tét,
500 000 té bao A549 dugc cho vao mbi 18 clia céc dia ¢6 6 16 trong mdi trudng
F12K + 10% FCS. 16 gi¢ trude khi bd sung HGF (100 ng/ml), céc té bao dugce bd
d6i va mdi khang thé cin duoc thir nghiém dugc bd sung & ndng do cudi bang 30
pg/ml 15 phut trude khi kich thich phéi tir. 15 phit sau khi bb sung HGF, dung
dich dém phﬁn giai lanh dugc bd sung, cic t& bao dugc cao 14y va dich tan té bao
dugc thu gom va duge ly tdm & tbc @6 13 000 vong/phiit trong 10 phut & nhiét do
4°C. Dich ndi b& mit duoc x4c dinh bing kit BCA (Pierce) va dugc cat giit & —
20°C. Déi v6i thir nghiém ELISA, khang thé dé khang c-Met (R&D ref. AF276)
dugc str dung 1am khang thé bét giit (phtt qua dém & nhiét 6 4°C) va sau budc
lam bdo hoa (1 h & nhiét 36 trong phong) b?mg dung dich d€m TBS-BSA 5%, 25
ug protein tir dich tan t& bao khac dugc bd sung vao mdi 13 cia dia c6 96 1. Sau
90 phut u & ﬁhiét do6 trong phong, cac dia dugc rira bbn 14n va khang thé khang
phospho-c-Met (c-Met thd khang pY1230-1234-1235) dugc bd sung. Sau khi
thém 1 gid va rira 4 1an, HRP khéng thé (Biosource) dugc bd sung trong 1 gir &
nhiét d trong phong va sau d6 co chét Luminol dugc bd sung vao trudc khi danh
gi4 su phat quang bang thiét bi Mithras. Cac két qua dugc thé hién trén Fig.6B da
ching minh ring 11E1, 224G11, 223C4 va 227HI tic ché qud trinh phosphoryl
héa c-Met 14n lugt bing 68, 54, 80 va 65% so v&i Mab 5D5 c6 kha niang trc ché
qua trinh phosphoryl héa c-Met yéu hon (42%). Trong thir nghiém nay, tic dung
co s& yéu (nhé hon 20%) dugc quan sit voi 4 khang thé tham dy (Fig.6A). Nhu
duge mo ta trong cac vi du khac nhau dugce thé hién trong don yéu cau cip patent
nay, tac dung co s& yéu nay khong tac dong gi dén hoat tinh cta céc khang thé
trong céac thir nghiém in vitro va in vivo khéc. 5D5 dugc st dung 1am khang thé

d6i chimg d3 duoc thé hién tic dung co s& déng ké trong thir nghiém nay.

Vi du 4: Thay thé HGF duoc d4nh diu phong xa ctia cac khang thé khang c-Met
Pé x4c dinh cac khang thé khang c-Met c6 kha ning thay thé HGF, thi
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nghiém gén két duoc thiét lap. Vin tt, cac vi dia c6 96 15 protéin A FlashPlate
(Perkin Elmer) duoc 1am bao hoa bing 0,5% gelatin trong PBS (200 pl/15, 2 h &
nhiét do trong phong) truée khi bd sung c-Met-Fc tai t6 hop (R&D Systems) 1am
protein phd. 2000pul dung dich 1 pg/ml c-Met-Fc trong PBS duoc bb sung vio
mbi 15. Sau d6, cac dia dugc i qua dém & nhiét do 4°C. Céc vi tri Protein A con
lai ty do dugc lam bdo hoa thém bang hIgG khong lién quan (0,5 ug/1d trong
PBS) trong 2 h & nhiét d trong phong. Céc dia dugc rira bang PBS sau mbi budc.

Dbi v6i cac thir nghiém canh tranh, su gén Két [1251]-HGF (hoat tinh dic
hiéu ~ 2,000 Ci/mmol) & 200 pM dé ¢b dinh c-Met dugc do véi sy ¢6 mit cia cac
ndng d6 khac nhau cia cic khang thé don dong khang c-Met 11E1, 224Gl11,
223C4, 227H1 hoic HGF (R&D Systems) ndm trong khoang tir 0,1 pM dén 1 uM
trong PBS pH=7,4. Céc dia dugc U ¢ nhiét d6 trong phong trong thoi gian 6 h, sau
d6 dugc dém trén may dém nhadp nhéy vi dia Packard Top Count. Sy gin két
khong dac hiéu dugce xac dinh véi sy ¢ mit cda 1 pM HGF. Khang thé don dong
9G4, khong huéng vao c-Met, nhung nhén biét dic hiéu protein E. coli, dugc sir
dung lam khang thé d6i ching isotyp IgG1 chudt nhét.

Phin trim gén két ddc hiéu ['*I]-HGF tbng dugc thé hién trén theo ndng
do phéi tir trén cac dd thi ban 16ga. Nong d6 ciia cac chét trc ché khéac nhau cin
thiét @ (e ché su gén két phbi tir phong xa bang 50% (ICsp) duge xac dinh trén
d6 thi tir céc dudng cong canh tranh hinh xich ma thu dugc (Fig.7A va Fig.7B).

Nhu mong doi, HGF khéng dugc danh diu phéng xa c6 thé thay thé mot
cach hoan toan gin két ['*I]-HGF véi c-Met dugc ¢b dinh, trong khi khéng thé
d6i chimg 9G4 khéng cho thiy hoat tinh rc ché HGF bt ky (Fig.7A va Fig.7B).
Céc khang thé khang c-Met don dong 11E1, 224G11, 223C4 va 227HI c6 thé trc
ché gén két ['®I]-HGF véi c-Met ¢b dinh, 13n hugt véi cac gia tri ICsy bing 20
nM, 3 nM, 2,7 nM va 5,8 nM. Céc gia tri ICsy dugc xéc dinh d6i véi cac khang
thé 224G11, 223C4 va 227H1 c6 thé dugc so sanh véi gia tri ICsy dugc x4c dinh
d6i voi HGF khong dugc danh déu phong xa, ndm trong khoang tir 3 dén 5 nM,
trong khi khang thé 11E1 c¢6 gia tri ICs cao hon.

Vi du 5: Uc ché sy x4m l4n ctia cac khang thé khang c-Met
Pé danh gid tic dung tc ché cua cac khang thé khang c-Met dén sy xaAm
14n, céc t& bao A549 dugc cho vao trong budng bén trén trong cic budng xam l4n

BD BioCoat™ Matrigel™ (cac 16 c¢6 duong kinh 6,5 mm c6 céc maing
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polycarbonat c6 kich thuéc 8 pm). Céc té bao A459 dugc bd doi 24 gidr trude khi
thuc hién thir nghiém x4m l4n. Sau d6, 500 000 t& bio A549 dugc cho vao dung
dich dém hoa tmg dong (mdi trudong DMEM, 0,1% BSA, 12 mM Hepes) trong 15
phia trén cia mdi budng, khi pht Matrigel ¢ hodc khong ¢6 khang thé cin dugc
thir nghiém (ndng d6 Mab cudi bang 10 pg/ml). Sau 1 gid 0 cac dia & nhiét do
37°C vé6i 5% CO,, cac budng bén dudi dugc nap diy moi trudng phat trién chia
400 ng/ml thHGF hodc véi mot minh méi trudng phat trién. Cac budng nay dugc
G thém 48 & nhiét @6 37°C vé6i 5% CO2. Vio cubi thoi gian 1 nay, cac té bao van
& trén bé mit trén cua mang loc dugc loai bd mdt cadch nhe nhang bﬁng chdi bong,
céc té bao di chuyén dén bé mit duéi cia inéng loc dugc phén gidi, dugc nhuom
bang dung dich dém thuéc nhuém CyQuant GR (Invitrogen) va dugc dém bing
cach st dung méy doc huynh quang Berthold Mithras LB940. T4t ca cac diéu kién
duoc thir nghiém 1am 3 1an.

Nhu du doan, HGF gdy ra su xam l4n dang kécau cac t& bao khéi u co6 thé
duge so sanh véi sy xam 14n dugc quan sat v6i 10% FCS dugc dua vao dudi dang
ddi ching duong (Fig.8). IgG1 9G4 chudt duge dua vao duéi dang d6i ching
isotyp 12 khong c6 tic dung dang ké dén sy xam 14n so s¢ hodc do HGF gy ra khi
50 v6i céc té bao dugc cho vao dia ma khong c6 IgG. Khong mot tac dung chu
van nao dugc nhin théy v6i 11E1, 224G11, 223C4 va 227H1 khi dugc bd sung
mot minh va su tc ché dang ké va co thé so sanh dugc cua sy xam 14n do HGF

- gdy ra dugc quan sat véi 3 Mab.

Vi du 6: Uc ché su hdi phuc vét thuong ctia cic khang thé khang c-Met

HGEF kich thich tinh linh dong. P& x4c dinh xem céc khang thé khang HGF
c6 thé &rc ché su di chi, cac té bao NCI-H441 duoc cho sinh truéng dén khi c6
duoc mat d6 cao va mét khe duge dua vao béng dau pipet P200. Sau d6, céc té
bao dugc kich thich dé di chuyén quan khe nay bing HGF (100 ng/ml) véi sy ¢6
mit hodc khong ¢6 mit ctia 11E1. Céc 15 chi ¢6 11E1 ciing dugc danh gid. Mai
diéu kién dugc thir nghiém dugc danh gia 1am 6 lan va 3 thir nghiém doc 1ap
dugc tién thanh. Sau khi G qua dém, céac té bao duoc hién thi béng Axio Vision
Camera (vat kinh x4).

HGF gay ra su di chii d¢ang ké 1am phu kin hoan toan khe trong vong mot
dém (Fig.9). IgG1 khong thich hop 9G4 dugc st dung 1am dbi chimng isotyp ma

khoéng c6 tac dung bét ky dén su di tra té bao. Nhu mong dgi, tic dung chi van
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dugc quan sat vai SDS khi duge bd sung mot minh nhung su tc ché da’mg ké cua
di tra té bao dugc quan sat voi khang thé ndy véi sy c6 mit ciia HGF trong phén
khe vin hé. Doan Fab ciia 5D5 khong c¢6 tdc dung cht vAn bét ky khi duge bd -
sung mot minh. Tuy nhién, khéng quan sat thiy hoat tinh ctia doan nay khi c6 mit
HGF. Nhu dugc quan sat v6i dbi chimg isotyp 9G4, MAb 11E1 khéng c6 tac
dung cht van khi duge bd sung mot minh va cé tic dung nhu 1a chét dbi khang

hoan toan véi su ¢6 mat cua HGF.

Vi du 7: Th nghiém phén tan

Céc té bao SK-HEP-1 dugc cho vao 18 voi mét do thip (1,10* té bao/1d)
trong dia c6 24 16 trong DMEM véi 10% FCS va dong thoi duge cho sinh truéng
trong thoi gian 24 gidr trude khi bd sung HGF (100 ng/ml) va cic khang thé dé
dugce thtr nghi€ém (10 pg/ml). Sau khi 0 72 gid, cdc cum té bao dugc cb dinh va
dwgc nhudém bing violet tinh thé 0,2% trong metanol va dugc dénh gia sy phan
 tén béng'tn_rc quar. M&i diéu kién dugc thir nghiém dugc thtr nghiém lam ba lan
va 3 thir nghiém doc l4p duoc tién thanh.

Viéc bd sung HGF vao céc té bao SK-HEP-1 gfly ra su phén tin té bao
dang k& (Fig.10A va Fig.10B). Khang thé 9G4 dugc dua vao dudi dang ddi chiing
isotyp 1a khong c6 tic dyng mot minh hodc véi su c6 mit cia HGF. Nhu mong
doi, khang thé 5D5 da biéu hién tac dung chi van déng ké mot minh va khong ¢6
tac dung e ché nao dugc quan sat khi 5D5 dugc bd sung HGF (Fig.10A). Khéong
quan sat thdy tic dung chi van ndo vé6i 11E1 (Fig.10A) hodc véi 224Gl11
(Fig.10B) dugc bd sung mdt minh. Tac dung trc ché rit dang k& cau 4c khang thé
nay c6 da dugc thé hién véi sy ¢6 mat ciia HGF (Fig.10A va Fig.10B).

Vi du 8: Thir nghiém tao 6ng ba chidu

Céc té bao SK-HEP-1 dugc cho vao céac 18 véi mat do 1,10* t& bao/1d trong
dia c6 24 16 trong DMEM véi 10% FCS/Matrigel (50/50) va dugc U trong thoi
‘gian 30 phit truée khi bd sung, ddng thoi, HGF (100 ng/ml) va cac khang thé dé
thtr nghiém (10 pg/ml). Sau 7 ngdy 1, céc té bao duoc danh gia mirc d6 tao dng
bing truc quan. M&i didu kién dugc thir nghiém dugc thir nghiém 1am ba 14n va 3
thir nghiém doc 1ap duoc tién thanh.

Viéc bd sung HGF da gay ra sy tao dng SK-HEP-1 dang ké (Fig.11).
Khang thé 9G4 duoc dua vao dudi dang ddi chimg isotyp 14 khong c6 tic dung
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mot minh hodc véi su ¢6 mat cia HGF. Nhu mong dgi, khang thé 5D5 da biéu
hién tac dung chd van déng ké mot minh va khéng mét tac dung trc ché nao duge
quan sat khi 5D5 dugc bd sung HGF. Khong mdt tdc dung chi vén nao dugc quan
sat voi 11E1, 223C4 va 224G11 duogc bd sung mdt minh va tic dung trc ché hoan
toan dugc thé hién v6i ca hai 11E1 va 223C4 véi sy c6 mit cia HGF. Sy trc ché

mdt phan nhung dang ké dugc quan sat v6i 224G11Mab.

Vi du 9: Sy tao thanh khdi phoéng ciu

Pé danh gia kha ning cta cac khang thé khang c-Met trong viéc trc ché in
vitro sy phat trién ctia khéi u, trong mé hinh thir nghiém gan giéng v6i moé hinh
thir nghiém in vivo, khéi phong ciu cia U-87MG, té bao u nguyén bao xp nguoi
(ATCC # HTB-14)'duqc tao ra. Céc té bao dugc sinh truéng dudi dang 16p don
dugc tach ra bing trypsin-EDTA va dugc tai tao huyén phi trong mdi trudng
nudi cdy té bao diy da (DMEM) c6 bd sung 10% FBS. Céc khdi phong cau dugce

~—bét dAu bang cach dua 625 té bao vao timg 15 ciia cac dia c6 96 18 ddy tron trong
DMEM-10% FCS. P& ngin khéng cho té bao bam dinh vio day, cac dia duge phi
truéc bang polyHEMA trong 95% etanol va khong khi dugc 1am khd & nhiét do
trong phong. Cac dia dugc U trong cac didu kién dich nudi cdy t€ bao chuén &
nhiét d6 37°C, 5% CO2 trong ti 4p dugc didu 4m. Céac khang thé don dong da
dugc tinh ché (10 pg/ml) dugc bd sung sau tir 3 &én 7 ngay sau khi nuéi ciy khi
phong ciu. HGF (400 ng/ml) dugc bd sung mot 14n sau khi nudi cay dugc 4 ngay.
Céc khdi phéng cau duoc giit trong méi trudng nudi cdy trong thoi gian it nhit 10
ngdy. Sau d6, su phat trién khdi phong cau duge kiém tra bang cach do dién tich
khdi phong ciu bing cach sir dung budng tu do cai phan mém AxioVision. Dién
tich dugc biéu thi bdng pm?. 8-16 khbi phong ciu dwoc danh gia di véi mbi diéu
kién. ‘

Fig.12A va Fig.12B da cho thdy ring véi su c6 mit cia 10% FCS, khong
quan sét thdy su kich thich nao khi HGF dugc bd sung vao mdi truong ddy du
nay. Nhu mong doi, d6i chimg isotyp 9G4 1a khéng c6 tac dung dén su phit trién
khdi phong ciu. 11E1 va 223C4 1am giam mét cich dang ké su phaét trién khéi
phoéng céu khi ¢6 mit cling nhu khi khong c6 mit cia HGF. Khong quan sat thay

tac dung nao véi doan Fab 5DS.

Vi du 10: Hoat tinh in vivo cia Mab khang c-Met trong mo hinh thir nghiém di
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ghép UTMG

Chudt nhét khong c6 tuyén tc tir 6 dén 8 tuin tudi duge nhét vio céc
chudng bén trén c6 lap bod loc khir tring, dugc duy tri trong cac diéu kién vo tring
va dugc thao tic bing tay theo cic huéng din ctia Phép va chau Au. U87-MG,
dong té bao u nguyén bao xp, bidu hién c-Met va tu tiét phéi tir HGF, duoc chon
d& danh gia in vivo. Chudt nhit dugc tiém dudi da 5x10° té bao. Sau d6, 6 ngay
sau khi cdy té bao dudi da, cac khéi u c6 thé do duge (xp xi 100 mm®), cic con
vét dugc chia thanh cdc nhém, mdi nhém gdm 6 con c6 kich thude khdi u c6 thé
sanh ngang nhau va dugc xir Iy hai 14n mdi tudn véi lidu lugng 1 mg mdi khéng
thé can dugc thir nghiém. Sau d6, cac con nay duoc quan sat tbc do phat trién
manh di ghép va su thay dbi thé trong. Thé tich khdi u dugc tinh toan bang cach
cdng thire: p (Pi)/6 X chiéu dai X chiéu rong X chidu cao.

Céc két qua thu duoc duge tém tit trén Fig.13 va di ching minh rang tit
cd céac khéng thé duoc thir nghiém da uc ché mot cach dang ké su phat trién in
~ vivo clia cc té bao U87-MG. Viée str dung khéang thé khang IGF-1R (IgG1) trung - -
hoa & & A cho thdy ring sy tc ché in vivo quan sat dugc 1a c6 lién quan dic biét

dén su bién d6i cua truc HGF-cMet.

Vi du 11: Hoat tinh in vivo cia Mab khéng c-Met trong md hinh di ghép NCI-
H441

NCI-H441 thu dugc tir adenocarcinom phéi hinh chdm, biéu hién c-Met &
mirc cao, va cho thdy qua trinh phosphoryl héa co dinh ciia c-Met RTK.

Pé x4c dinh xem dong té bao nay biéu hién c-Met & mirc cao va co thé tao
ra HGF, ca dinh lugng RT-PCR 14n FACS hoic ELISA (Quantikine HGF; R&D
systems) déu dugc tién thanh. P& dinh lugng RT-PCR, mirc biéu hién san phdm
phién ma HGF hodc cMet tong trong cac dong té bao dugc danh gia bing cich
dinh lugng PCR st dung k¥ thuat TagMan™ chudn. C4c mirc san phdm phién ma
HGF hoidc c-Met dugc 1am chuidn hoa véi protein Ribosom gen housekeeping,
16n, PO (RPLO) va cac két qua dugc biéu hién dudi dang gia tri biéu hién chuén
hoé (phuong phép 2-ddCT).

B0 doan mdi/doan do d6i véi RPLO 1a xubi, 5°-gaaactctgcattetcgettectg-3
(SEQ ID No. 47); ngugc, 5’-aggactcgtttgtaccegttga-3° (SEQ ID No. 48); va doan
do, 5’-(FAM)-tgcagattggctacccaactgttgca-(TAMRA)-3 (SEQ ID No. 49). Bo
doan mdi/doan do dbi véi HGF 1a xudi, 5’-aacaatgcctetggttee-3’ (SEQ ID No.
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50);

nguoc, 5’-cttgtagetgegtectttac-3° (SEQ ID No. 51); va doan do, 5°-(FAM)-
ccttcaatagcatgtcaagtggagtga-(TAMRA)-3’ (SEQ ID No. 52). Bd doan méi/doan
do

d6i v6i cMet 1a xudi, 5’-cattaaaggagacctcaccatagetaat-3° (SEQ ID No. 53);
nguoc, 5’-cectgatcgagaaaccacaacct-3° (SEQ ID No. 54); va doan do, 5’-(FAM)-
catgaagcgaccctctgatgtecca-(TAMRA)-3’ (SEQ ID No. 55). Quy trinh tudn hoan
nhiét bao gém viéc 1am néng chay & 50°C trong thdi gian 2 phut va 95°C trong 10
phut, tiép d6 12 40 chu trinh & nhiét d6 95°C trong thoi gian 15 gidy va 62°C trong
thoi gian 1 phat.

Khong mot ARN thong tin nao di v6i HGF duoc phat hién thiy trong
NCI-H441 (Fig.14) va HGF 1a khong thé phét hién dugc bang ELISA trong dich
nbi bé mit NCI-H441. Trong cac thir nghiém nay, U87-MG, dong t& bao u nguyén
bao x6p da biét 1a dong té bao tu tiét cia HGF, dugc dua vao dudi dang dbi chung
duong. Phén tich RT-PCR d3 cho thdy mirc ddng ké ARN théng tin cia HGF
trong U87-MG va 1,9 ng HGF/triéu té bao dugc phat hién thiy trong dich ndi bé
mit cta cac t& bao U87-MG. Ca phén tich RT-PCR dinh luong 14n FACS,
Fig.15A va Fig.15B da ching minh ring nhu mong doi cac t& bao NCI-H441 da
dugc biéu hién qua muc mot cach dang ké c-Met va sy biéu hién nay cao hon
nhiéu so v6i mirc bidu hién duoc quan st dbi véi cac té bao U8T-MG. Trong thir
nghiém nay, dong té bao MCF-7 dugc dua vao dudi dang dbi ching 4m. NCI-
H441 thé hién dudi dang dong té bao hoat héa co dinh khong tir tiét c6 thé phat
trién khong phu thudc vao phdi tir HGF, trong d6 qué trinh dime hod khong phu
thudc vao phéi tir cia c-met xay ra do su biéu hién qué muc cua thu thé nay.

Viéc danh gia cac khang thé khang c-met v& hoat tinh in vivo clia dong té
bao khong tu tiét nay c6 thé hiéu théu dugc v tiém ning cta ching trong viée tac
dong dén qua trinh dime hoa c-Met.

Fig.16 cho thdy ring 224G11, 11E1 va 227H]1 da trc ché mot cach dang ké
su phét trién in vivo cia NCI-H441, da goi ¥ ring ngoai trc ché phu thudc phéi ti,
cdc khang thé nay c6 thé tc ché qué trinh dime hod 13 ciing c6 thé dinh huéng tc
ché khong phu thude vao phdi tir clia c-met. Nhu dugc d& cép trong phin moé ta
trén day, voi dic tinh vira néu, 224G11, 11E1 va 227H1 d4 thé hién 1a khéc véi
khang thé khang c-Met mdt nhanh 5D5 (OA-5D5).
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Vi dy 12: Quy trinh 1am twong thich v6i ngudi bang cach ghép CDR khéng thé
224Gl11
I - Lam mién thay dbi ctia chudi nhe twong thich véi nguoi

So sdnh trinh tir nucleotit ciia 224G11VL véi gen dong té bao mam cia
chudt

Pé 1am bude so bo, trinh tu nucleotit cia VL 224G11 duge so sanh véi
phén trinh tr gen dong té bao mim chudt cua dir liéu IMGT (http:/imgt.cines.fr).

~ Gen dong té bao mdm IGKV3-5*01 va IGKJ4*01 chudt c6 do gibng vé

trinh ty 14n lugt 13 99,31% d6i v6i ving V va 94,28% dbi véi ving J duge xéac
dinh. V& d6 déng nhét thu dugc, céc tac gia sang ché da quyét dinh st dung truc
tiép céc trinh tw 224G11VL d x4c dinh mirc 4 gidng ngudi.

Viéc sép thing hang nay duoc thé hién trén Fig.17A d6i véi gen V va

Fig.17B dbi véi gen J.

So sanh trinh tu nucleotit cia 224G11VL voi gen dong 1é bao mam ciia
nguoi —
Pé x4c dinh ngudi tham dy t6t nhit @& ghép CDR, gen dong té bao mam
ctia ngudi biéu hién d6 ddng nhit cao nhit véi 224G11VL dugc nghién ctu.
Nhim muc dich nay, trinh tr nucleotit cia 224G11VL duoc sip thing hang véi
phén trinh tu gen dong t& bao mim cia ngudi cta dit liéu IMGT. Dé tbi uu hod
viéc chon loc, viée Sép thing hang giita cc trinh tu protein dugc tién hanh dé
nghién ctru d6 twong ddng cao hon.

Hai phuong phap bd sung nay ding dé nhan biét hai trinh ty V ngudi nhn
c6 thé @i véi CDR VL 224G11 cia chudt. Viée sép thing hang nucleotit tao ra
gen dong té bao mam IGKV3-11*01 ngudi c6 d6 gibng vé trinh tu 13 75,99%,
trong khi viéc sip thing hang protein tao ra gen dong té bao mim IGKV4-1*01
ngudi c6 dd gibng v trinh tur 14 67,30%. Can chl y ring trong ca hai truong hop,
hai gen dong té bao mam gin giéng nhau nhét va cac trinh tw da dugc phan tich da
thé hién céc chidu dai axit amin CDR1 khac nhau (10 axit amin trong VL
224G11; 6 axit amin trong IGKV3-11*01; 12 axit amin trong IGKV4-1*01).

Déi v6i ving J, diém sb cho mirc d6 twong ddng cao nhit trude tién thu
dugc v6i ngudi, IGKI3*01 ngudi c¢6 d6 gidng vé trinh tir 13 80%. Nhung da phat
hién thdy s6 cao hon cta nucleotit giéng nhau lién tiép va do phu hop axit amin
cao hon trong khi sép thing hang véi gen dong té bao mam IGKJ4*02 ngudi (do
gibng v& trinh tir 1 77,14%). Do d6, gen dong té bao mam IGKJ4*02 dugc chon
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lam ving J ngudi nhan d6i véi CDR VL 11E1 chudt.
Viéc sép thing hang duoc thé hién trén Fig.18A di véi ving V va 18B
dsiveiving). | |
Phién ban duwoc lam twong thich voi nguoi cua 224G11 VL
Duya vao kha ning cia hai ving V ngudi nhan dbi véi cac CDR VL
- 224G11 cuta chudt, hai phién ban dugc lam tuong thich v6i ngudi cia mién VL
' 224G11 s& duge md ta. Phién ban thir nhét twong tmg v6i thir nghiém ban dau dbi
v6i khung ngudi 6 chiéu dai CDR1 ngin hon (IGKV3-11*01), phién ban thit hai
¢6 chiéu dai CDR1 dai hon (IGKV4-1*01).

a) IGKV3-11*01 duge lam tuong thich véi ngudi trén co s& phién ban
ciia VL 224G11 | |

Cac budc sau trong quy trinh lam tuong thich v6i ngudi bao gdm viéc lién
két cac trinh tur ciia gen dong té bao mam duge chon IGKV3-11*01 va IGKJ4*02
va ca cac CDR cua VL 224G11 cta chudt v6i céc khung cua céc trinh tu gen dong
té bao mam nay. :

Nhu duge md ta trén Fig.19A, cic gbc in ddm trong trinh tr VL 224G11
tuong (g v6i 25 axit amin duoc thiy 13 khic nhau gitta mién VL 224G11 va céc
khung ngudi dugce chon (FR ngudi, tirc 1a IGKV3-11*01 va IGKJ4*02).

Vé mot s6 tiéu chuén nhu su tham du d3 biét cua ching vao bé mat chung
VH/VL, su gin két khang nguyén hoic cdu tric CDR, cic thay dbi nhoém axit
amin gitra cac gdc chudt va ngudi, sy dinh vi ciia gbc trong chu trac 3D ciia mién
thay ddi, ba trong s6 25 gbc khac nhau dugc xac dinh la cubi ciing bi dugc dot
bién. 3 gbc dugc xac dinh 14 quan trong nhit nay va cac dot bién thanh cac phin
tuong Gng cua chung & ngudi 1a M39 chudt thanh L ngudi, H40 thanh A va R84
thanh G. Céc gbc c6 thir hang 1 nay duoc thé hién trén Fig.19A 1 cac gbc in ddm
trong trinh ty 224G11 HZ1VL, trong @6 chiing van 14 chudt.

T4t nhién, céac géc néu trén can dugc thi nghiém 1a khong bi han ché,
nhung phai dugc coi la cac d6t bién vu tién.

Vi su trg gitp cua mo hinh phéan tir, cac dot bién khac c6 thé dugc xac
dinh. C6 thé k& dén cac gbc co thir hang 2 sau, tirc 1a cac gbc 15 (L/P), 49 (P/A),
67 (L/R), 68 (E/A), 93 (P/S) va 99 (V/F) trén d6 cac dot bién ciing c6 thé dugc du

‘tinh trong phuong an dugc wu tién khac.
T4t nhién, cc géc néu trén dé duoc thir nghiém 13 khong bi gi6i han,

nhung phai duoc coi 1a cac dot bién wu tién. Theo phuong 4n dugc wu tién khéc,
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toan bd 16 géc c6 thr hang 3 con lai trong s6 25 axit amin khac nhau c6 thé dugc
xem x¢€t lai. )

- Toan b céc dot bién néu trén s& duoc thir nghiém riéng biét hoic theo cac
cach két hop khac nhau.

Fig.19A thé hién VL 224G11 dugc thuc hién dugc lam twong thich véi
nguoi trén co sé¢ IGKV3-11*01 véi cac dot bién néu trén da dugc xac dinh mot
cach ro rang. S6 cho mdi dot bién d& xuit twong tmg véi thir hang ma tai d6 dot
bién néu trén s& duge tién hanh.

b) phién ban dugc 1am tuong thich véi ngudi trén co s¢ IGKV4-1*01 cua
224G11 VL

Céc budc sau trong quy trinh lam tuong thich véi nguoi bao gdm viéc lién
két céc trinh tr ciia gen dong t& bao mam dugc chon IGKV4-1*%01 va IGKI4*02
va ca cac CDR ctia VL 224G11 cia chudt véi cac khung cta cdc trinh tu cua gen
dong té bao mam nay.

Nhu duge md ta trén Fig.19B, cic gbe in dam trong trinh tr VL 224G11
tuong tmg véi 22 axit amin duge thiy 13 khac nhau gitra mién VL 224G11 va céc
khung ngudi duoc chon (FR ngudi, tirc 1a IGKV4-1*01 va IGKJ4*02).

uVé mot s6 tidu chudn nhu sy tham dy da biét cia chiing vao bé mit chung

VH/VL, gin két khang nguyén hoic ciu triic CDR, cac thay d6i nhoém axit amin
‘giita cac gbc chudt va ngudi, su dinh vi ciia gdc trong chu tric 3D ctia mién thay
dbi, 4 trong s6 22 géc khac nhau dugc xac dinh 1a cudi cung bi 4ot bién. 4 géc
duoc xac dinh 13 quan trong nhat nay va cac dot bién thanh cac phén twong ﬁng
cta chung & nguoi 1a L4 chudt thanh M nguoi, M39 thanh L, H40 thanh A va R84
thanh G. Céc gbc c6 thir hang 1 nay duoc thé hién trén Fig.19B duéi dang céc gbc
in dam trong trinh ty 224G11 HZ2VL trong d6 chiing van 1a chuot.

T4t nhién, cic gbc néu trén dé thir nghiém 13 khong bi giéi han, nhung phai
dugce coi 1a cac dot bién vu tién.

Véi su trg gitp cia md hinh phén tir, cac dot bién khac c6 thé duoc xéc
dinh. C6 thé k& dén cac gbc c6 thir hang 2 sau, tirc 1a cac gbe 25 (A/S), 66 (N/T),
67 (L/R), va 93 (P/S) trén d6 céc 4ot bién cling c6 thé dugc du tinh trong phuong
an dugc vu tién khac.

T4t nhién, cac gbc néu trén dé cudi cing dugc thir nghiém 14 khong bi gi6i
han, nhung phai duoc coi 1a cac d6t bién wu tién. Theo phuong 4n dugc wu tién

khéc, toan bo 14 géc c6 thir hang 3 con lai trong sb 22 axit amin khac nhau c6 thé
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duqé xem xét lai.

Toan bd cac dot bién néu trén s& dugce thir nghiém riéng biét hodc theo cac
cach két hop khac nhau. ,

Fig.19B thé hién VL 224G11 dugc lam tuong thich v6i ngudi trén co s&
IGKV4-1*01 da dugc thuc hién v6i cac dot bién néu trén di dugc xac dinh mot
céach rd rang. S8 cho mbi dot bién dé xuét twong ng v&i thir hang ma tai d6 dot
bién néu trén s& dugc tién hanh.

II - Lam mién thay dbi ciia chudi ning tuong thich véi ngudi

So sdnh trinh tw nucleotit cia VH 224G 11 véi gen dong té bao mam chudt

DPé 1am budce so b, trinh tur nucleotit cia VH 224G11 dugc so sanh véi
phén trinh tu gen dong té bao mam chudt ctia dit licu IMGT (http://imgt.cines.fr).

Gen dong 6 bao mim IGHV1-18*01, IGHD2-4*01 va IGHI2*01 chudt ¢6
6 gibng vé trinh tu 14n luot 12 92,70% dbi véi ving V, 75,00% ddi véi ving D va
89,36% dbi voi ving J duoc xdc dinh. Vé d6 ddng nhit thu dugc, céc tac gia sang

“ché d3 quyét dinh str-dung tryc tiép cAc trinh ty VH 224G11 dé xéc dinh mirc do

gidng ngudi.
Viéc sép thing hang ndy duoc thé hién trén Fig. 20A ddi vé6i gen V,
Fig.20B dbi v6i gen D va Fig.20C déi v6i gen J.

So sénh trinh tw nucleotit cia VH 224G11 vé6i gen dong té bao mam ciia
nguoi

Dé x4c dinh ngudi tham dy t6t nhit &€ ghép CDR, gen dong té bao mam
ctia ngudi biéu hién d6 ddng nhit cao nhat véi VH 224G11 dugc nghién ctu.
Nhiam muc dich ny, trinh tu nucleotit cia VH 224G11 dugc sip thing hang véi
gen dong t& bao mim ciia ngudi phin trinh ty cla dit lisu IMGT. Dé t6i wu hoé
viéc chon lgc, viéc sép thing hang gifta cc trinh ty protein dugc tién hanh dé
nghién ctru 4 tuong ddng cao hon.

Hai phuong phap bd sung nay ding d nhén biét trinh tu V IGHV1-2*02
ngudi nhan giéng nhau ddi véi cac CDR VH 224G11 ciia chudt c¢6 do gidng vé
trinh tu 14n lugt 13 75,00% & mic nucleotit va 64,30% & murc protein.

Cén cht ¥ ring ving D hoan toan thudc vé ving CDR3 trong mién VH.
Quy trinh 1am twong thich véi ngudi 1a dua vao phuong phap “ghép CDR”. Phan
tich céc gen D gin nhét véi ngudi 1a khdng duge st dung trong phuong phéap nay.

Pé x4c dinh d6 tuong ddng dbi véi ving J ding d& nhén biét gen dong té
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bao mim IGHJ4*04 ngudi c6 d6 gidng vé trinh tir 12 78,72%.

Do viy, gen dong té bao madm V IGHV1-2*02 ngudi va gen dong té bao -
mam J IGHJ4*01 ngudi duge chon 1am trinh ty ngudi nhan d6i v6i cac CDR VH
224G11 cta chudt.

Viéc sép thing hang dugc thé hién trén Fig.21A d6i v6i ving V va Fig.21B
d6i véi ving J.

Phién ban dwoc lam tuwong thich véi nguoi cia VH 224G11

Céc budce sau trong quy trinh lam twong thich véi ngudi bao gbm viéc lién
két cac trinh tu cia gen dong té bao mim IGHV1-2*02 va IGHJ4*01 dugc chon
va ca cac CDR cua VH 224G11 cua chudt véi cac khung cia céc trinh tu cia gen
dong té bao mim nay.

Nhu duge mo ta trén Fig.22, céac géc in ddm trong trinh tu VH 224G11
turong Gng v6i 30 axit amin dugc thdy 13 khac nhau giita mién VH 224G11 va céc
khung nguoi dugc chon (FR nguoi, tirc 18 IGHV1-2*02 va IGHI4*01).

V& mot sb tiéu chuén nhu sy tham du da biét cia ching vao bé mit chung.
VH/VL gén két khang nguyén hodc cAu tric CDR, céc thay d6i nhém axit amin
gifta cac gbc chudt va ngudi, sy dinh vi clia gbc trong cau tric 3D clia mién thay
dbi, 4 trong s6 30 gbc khac nhau dugc x4c dinh 1a cubi cling bi dot bién. 4 gbe
duoc xé4c dinh 13 quan trong nhét nay va cic dot bién thanh cac phin twong tng
ciia chiing & nguoi 13 D51 chuft thanh E nguoi, G55 thanh W, V80 thanh R va
K82 thanh T. Céc gbc co thir hang 1 nay dugc thé hién trén Fig.22 duéi dang cac
gbc in dam trong trinh ty 224G11 HZVH trong d6 chung van 14 chudt.

T4t nhién, cac géc néu trén dé thir nghiém 1a khong bi giéi han, nhung phai
dugce coi 1a cac dot bién wu tién.

Véi su trg giap cia md hinh phéan tir, cac dot bién khac c6 thé duge xac
dinh. C6 thé k& dén cac gbc c6 thir hang 2 sau, tirc 1a cic gbe 25 (T/A), 48 (E/Q),
49 (S/G), 53 (M), 76 (A/V), 78 (L/M) va 90 (D/E) trén d6 cac dot bién ciing c6
thé dugc du tinh trong phuong an dugc uu tién khac.

T4t nhién, cac gbc néu trén dé cudi cung duge thir nghiém 1a khong bj gi6i
han, nhung phai dugc coi 1a cac dot bién wu tién. Theo phuong 4n dugc uu tién
khic, toan bd 19 gbc o thir hang 3 con lai trong s6 30 axit amin khéac nhau c6 thé
dugc xem xét lai.

Toan bd cac ddt bién néu trén s& duoc thir nghiém riéng biét hodc theo céc
cach két hop khac nhau.
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Fig.22 thé hién VH 224G11 dugc 1am turong thich véi ngudi véi cac dot
bién néu trén da duge xac dinh mot céch rd rang. S6 cho mdi dot bién dé xua"lt

trong tmg v6i thr hang ma tai d6 dot bién néu trén sé duge tién hanh.

Vi du 13: Quy trinh 1am turong th1ch véi nguoi bang cach ghep CDR khang thé
227H1
I - Lam mién thay ddi cia chudi nhe tuong thich véi ngudi-
So sanh trinh ty nucleotit ciia VL 227HI véi gen dong té boo mam chuot
Dé 1am budc so b9, trinh tu nucleotit cia VL 227H1 duogc so sanh vGi phén
trinh ty v6i gen dong té bao mim chudt cta dit lidu IMGT (http://imgt.cines.fr).
Céc gen dong té bio mdm IGKV3-5*01 va IGKJ4*01 chudt c6 do gibng vé
trinh ty Ian Iuot 14 96,90% d6i véi ving V va 97,29% dbi véi vimg J duge xac
dinh. V& d6 ddng nhét thu duoc, céc tic gia séng ché da quyét dinh st dung truc

tiép trinh ty VL 227H1 dé x4c dinh mirc d6 giéng ngudi.

Viéc sip thing hang nay dugc thé hién trén Fig. 23A d6i véi gen V va

Fig.23B d6i v6i gen J.

So sdnh trinh tw nucleotit ciia VL 227HI véi gen dong té bdo mam cia
nguoi

Pé xac dinh ngudi tham dy tét nhit dé ghép CDR, gen dong té bao mim
clia ngudi biéu hi¢n do dong nhét cao nhét véi VL 227H1 dugc nghién ctru. Nhim
muc dich nay, trinh tw nucleotit cia VL 227H1 dugc sip thing hang véi gen dong
té bao mim cua nguoi phén trinh tu cua dit liu IMGT. Pé t6i wu hoa viéc chon
loc, viéc sdp thing hang giita c4c trinh tr protein dugc tién hanh dé nghién ctru do
tuong dong cao hon. |

Hai phuong phap bd sung nay ding dé nhan biét hai trinh tu V nguoi nhan
c6 thé dbi v6i CDR VL 227H1 cia chuot. Sip thing hang nucleotit tao ra gen
dong té bao mim IGKV3-11*01 ngudi c¢6 do gidng vé trinh ty 1an luot 1a 7491%
trong khi viéc sip thing hang protein tao ra gen dong t& bao mim IGKV4-1*01
ngudi ¢6 do gibng vé trinh tyr 1dn lugt 13 64,00%. Cin chi y ring trong ci hai
truomg hop, hai gen dong t& bio mim gin nhau nhét va céc trinh tu da dugc phan
tich cho thiy cac chidu dai axit amin CDR1 khac nhau (10 axit amin trong VL
227H1; 6 axit amin trong IGKV3-11*01; 12 axit amin trong IGKV4-1*01).

Déi véi ving J, diém sb mirc do twong ddng cao nhét trudc tién thu dugc
v6i ngudi, IGKI3*01 ngudi c6 d gidng vé trinh tur 13 78,38%. Nhung da phat
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hién thdy s cao hon cuia nucleotit gibng nhau lién tiép va do phit hop axit amin
cao hon trong khi sép thing hang véi gen dong té bao mam IGKJ4*02 ngudi (dd
gidng v trinh tir 13 75,68%). Do d6, gen dong t& bao mam IGKJ4*02 dugc chon
1am ving J ngudi nhan d6i véi CDR VL 227H1 clia chudt.

Viéc sdp thing hang dugc thé hién trén Fig.24A d6i v6i ving V va Fig.24B
dbi véi ving J.

Phién ban dwogc lam tuwong thich voi nguoi cua 224G11 VL

Dua vao kha ning cia hai ving V ngudi nhan ddi véi cac CDR VL 227H1
cta chudt, hai phién ban dugc lam twong thich véi ngudi cua mién VL 227H]1 s&
dugc mo ta. Phién ban thtr nhét twong tng véi thir nghiém ban dau dbi véi khung
ngudi ¢6 chidu dai CDR1 ngén hon (IGKV3-11*01), phién ban thir hai ¢6 chiéu
dai CDR1 dai hon IGKV4-1*01). R

a) phién ban dugc lam tuong thich v6i nguoi trén co sé IGKV3-11*01
cia VL 227H1

Céc budc sau trong quy trinh 1am twong thich véi ngudi bao gdm viéc lién
két cc trinh tw ciia gen dong té bao mam duge chon IGKV3-11*01 va IGKJ4*02
va ca cac CDR ctia VL 227H1 cta chudt v6i cac khung cda céc trinh tu cia gen
dong té bao mam nay.

Nhu duge mod ta trén Fig.25A, cac gbc in dam trong trinh tw VL 227H1
tuong ng véi 26 axit amin duge thiy 1 khac nhau giita mién VL 227H1 va cac
khung ngudi duge chon (FR nguoi, tire 1a IGKV3-11*01 va IGKJ4*02).

V& mot sb tiéu chudn nhu sy tham du d3 biét cia ching vao bé mit chung
VH/VL, gén két khang nguyén hoic cu tric CDR, céc thay d6i nhoém axit amin
giita cac gbc chudt va ngudi, s dinh vi ciia gbc trong ciu tric 3D clia mién thay
dbi, ba trong s6 26 géc khéc nhau duge xéac dinh 13 cubi cung bi dot bién. Ba géc
dwgc x4c dinh 13 quan trong nhit nay va cic dot bién thanh cic phén twong tng
cta ching ¢ ngudi 1a 139 chudt thanh nguoi L, H40 thanh A va R84 thanh G. Céc
gbc ¢6 thir hang 1 nay duoc thé hién trén Fig.25A dudi dang céc gbc in d4m trong
trinh ty 227H1 HZ1VL, trong d6 ching van 1a chudt.

T4t nhién, cac gdc néu trén dé thir nghiém 1a khong bi giéi han, nhung phai
dugc coi 1a cac dot bién u tién.

Véi su trg gitip cia md hinh phéan tir, cic dot bién khac c6 thé dugc xac
dinh. C6 thé k& dén cac gbc c6 thir hang 2 sau, tirc 1a cac gbe 15 (L/P), 25 (V/A),
49 (P/A), 67 (L/R), 68 (E/A), 93 (P/S) va 99 (S/F) trén d6 cac dot bién ciing c6 thé
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dugc du tinh trong phuong 4n dugc uu tién khéc.

T4t nhién, cic gbc néu trén dé cudi cing dugc thir nghiém 14 khong bi gii
han, nhung phai dugc coi 1a cac d6t bién wu tién. Theo phuong 4n duge wu tién
khac, toan by 16 géc c6 thir hang 3 con lai trong s6 25 axit amin khac nhau c6 thé
duoc xem xét lai.

Toan bd cac ddt bién néu trén s& duoc thir nghiém riéng biét hoic theo céc
céch két hop khac nhau.

Fig.25A thé hién IGKV3-11*01 duoc thyc hién duge lam twong thich véi
nguoi trén co s& VL 227H1 véi cac dot bién néu trén da dugc xac dinh mot cach
13 rang. S& cho mdi dot bién d& xuét twong ng véi thir hang ma tai d6 dot bién
néu trén sé& dugce tién hanh. |

b) phién ban dugce lam twong thich véi ngudi trén co sé IGKV4-1*01 cta
VL 227H1

Céc budc sau trong quy trinh 1am twong thich véi ngudi bao gdm viéc lién
két c4c trinh tir ctia gen dong té bio mim dugc chon IGKV4-1*%01 va IGKJ4*02
va ca cac CDR cuta chudt VL 227H1 véi cac khung cta céc trinh tu cia gen dong
té bao mim nay.

Nhu dugc md ta trén Fig.25B, cac gbc in ddm trong trinh tw VL 227H1
tuong tng v6i 24 axit amin duge thiy 13 khc nhau gifra mién VL 227H1 va cic
khung nguoi dugce chon (FR nguoi, tiae 1a IGKV4-1*01 va IGKJ4*02).

V& mot s6 tiéu chuén nhu su tham dy da biét ciia chiing vao bé mit chung
VH/VL, gin két khang nguyén hodc cu trac CDR, céc thay d6i nhém axit amin
giita cac gbe chudt va ngudi, su dinh vi ciia gbc trong cau tric 3D cua mién thay
dbi, 4 trong sb 24 gbc khac nhau duge xac dinh 13 cudi cing bi dot bién. 4 gbc
dugc x4c dinh 13 quan trong nhét ndy va cic dot bién thanh cic phan tuong tng
ctia ching & ngudi 1a L4 chudt thanh ngudi M, 139 thanh L, H40 thanh A va R84
thanh G. Cac gbc c6 thir hang 1 nay dugc thé hién trén Fig.25B dudi dang cac gbc
in ¢am trong trinh tr 227H1 HZ2VL, trong d6 chiing van 14 chuot.

T4t nhién, cac gbc néu trén dé thir nghiém 1a khong bi gi6i han, nhung phai
duogc coi 1a cac dot bién vu tién.

V6i su tro giup cia méd hinh phan tir, cic dot bién khéac c6 thé duge xac
dinh. C6 thé ké dén cac gbc c6 thir hang 2 sau, tire 1a cac gbe 25 (V/S), 66 (N/T),
67 (L/R), va 93 (P/S) trén d6 cac dot bién ciing c6 thé duge du tinh trong phuong

an dugc uu tién khéac.
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T4t nhién, cac gbc néu trén dé cudi cung dugce thir nghiém 1a khong bi gidi
han, nhung phai dugc coi 1a cac dot bién wu tién. Theo phuong 4n dugc uu ti€n
khéc, toan bd 16 gbc c6 thir hang 3 con lai trong sb 22 axit amin khac nhau c6 thé
duoc xem xét lai.

Toan bd cac ddt bién néu trén s€ dugc thir nghi€ém riéng biét hodc theo céc
cach két hop khac nhau.

Fig.25B thé hién IGKV4-1*01 dugc thuc hién dugc 1am tuong thich véi
ngudi trén co sé VL 227H1 véi cac dot bién néu trén da duoc xac dinh mot cach
13 rang. S6 cho mdi dot bién d& xuit trong tng véi thir hang ma tai d6 dot bién
néu trén s& dugc tién hanh. |
II - Lam mién thay ddi ctia chudi ning twong thich véi ngudi

So sdnh trinh tu nucleotit cua VH 227H1 véi gen dong 1é bao mam chuét

Pé 1am bude so bo, trinh tr nucleotit cia VH 227H1 dugc so sanh véi
phin trinh tr véi gen dong té bio mim chudt cia dir lisu IMGT
- (http://imgt.cines.fr). - : o

Cac gen dong té biao mdm IGHV1-18*01, IGHD1-1*%02 va IGHJ2*01
chudt c6 d6 gidng vé trinh ty 14n luot 13 92,70% dbi véi ving V, 63,63% dbi vai

ving D va 91,48% dbi v6i ving J duge x4c dinh. V& d6 ddng nhét thu dugc, cac

tac gia sang ché da quyét dinh st dung truc tiép céc trinh tw VH 227H1 dé xac
dinh mitrc d6 gidng ngudi.

Viéc sip thing hang nay duoc thé hién trén Fig.26A dbi véi gen V,
Fig.26B ddi véi gen D va Fig.26C dbi v6i gen J.

So sdnh trinh tw nucleotit cia VH 227HI véi gen dong té bao mam ciia
nguoi

Dé x4c dinh ngudi tham du tét nhit dé ghép CDR, gen dong té biao mim
ctia ngudi biéu hién do ddng nhét cao nhit véi VH 224G11 dugce nghién ciru.
Nhim muc dich niy, trinh ty nucleotit cia VH 227H1 duoc sép thing hang véi
gen dong té bao mam cua ngudi phén trinh tu cta ditr licu IMGT. Do véy, x4c dinh
dugc trinh tr V IGHV1-2*02 nguoi nhan di véi cac CDR VH 224G11 cia chudt
cb d6 gibng vé trinh tur 13 72,92%.

Can chu y ring ving D hoan toan thudc vé ving CDR3 trong mién VH.
Quy trinh lam twong thich véi nguoi 1a dua vao phuong phép “ghép CDR”. Phén
tich cac gen D gin nhét v6i ngudi 1a khong duge sir dung trong phuong phap nay.

Pé xé4c dinh d6 twong dong ddi véi ving J ding dé nhén biét gen dong té

-69-



26771

bao mam IGHJ4*01 ngudi c6 d6 gidng vé trinh tu 13 78,72%.

Do vay, gen dong té bao mam V IGHV1-2#02 ngudi va gen dong té bao
mam J IGHJ4*01 ngudi duoc chon 1am trinh tr ngudi nhan déi véi caéc CDR VH
227H1 cua chudt. ,

Viéc sép thing hang dugc thé hién trén Fig.27A dbi véi ving V va Fig.27B
d6i voi ving J. ’

Pé t6i wu hoa viée chon loc, ngudi cb hiéu biét trung binh trong linh vuc
k¥ thuét nay cling co thé thyc hién viéc sép thing hang gifta c4c trinh tu protein dé
trg gitp cho viéc chon loc nay.

Phién ban duoc lam twong thich véi nguoi cua VH 227H1

Céc budc sau trong quy trinh 1am tuong thich véi ngudi bao gbm viéc lién
két cac trinh ty cta gen dong té bio mim dugc chon IGHV1-2*02 va IGHJ4*01
va ca cac CDR VH 227H1 cua chudt véi cac khung cta céc trinh ty cuia gen dong
té bao mim nay.

Nhu duge md ta trén Fig.28, cic gdc in dim trong trinh ty VH 227H1
tuong ng v6i 32 axit amin dugc thdy 1a khac nhau gitta mién VH 227H1 va céc
khung nguoi duge chon (FR ngudi, tire 1a IGHV1-2*02 va IGHJ4*01).

V& mot sb tidu chuén nhu su tham dy da biét ciia chiing vao bé mit chung
VH/VL, gén két khang nguyén hoic chu tric CDR, cé4c thay ddi nhém axit amin
giita cac gdc chudt va ngudi, sy dinh vi cua gbc trong ciu tric 3D clia mién thay
dbi, 6 trong sb 32 gbc khac nhau dugc x4ac dinh 12 cubi cing bj dot bién. 6 gbc
dugc x4c dinh 12 quan trong nhat nay va céc dot bién thanh cic phan tuong tmg
ctia ching & ngudi 1a chudt L39 thanh M nguoi, N40 thanh H, L55 thanh W, T66
thanh N, V80 thanh R va K82 thanh T. Céc gbc c6 thi hang 1 ndy dugc thé hién
trén Fig.28 dudi dang céc gbc in ‘dém trong trinh tur 227H1 HZVH, trong do
chting van 1a chudt.

T4t nhién, cac gdc néu trén dé thir nghiém 1a khong bi gidi han, nhung phai
dugc coi la cac dot bién uu tién.

Vi su trg giGp cia md hinh phéan tir, cac dot bién khéc co thé duge xac
dinh. C6 thé k& dén céc gbe c6 thir hang 2 sau, tic 1a cac gbe 48 (K/Q), 49 (T/G),
53 (M), 76 (A/V) va 78 (L/M) trén d6 cac dot bién ciing c6 thé dugc du tinh
trong phuong an duge uu tién khéc.

TAt nhién, cac gbc néu trén dé cubi cing dugc thir nghiém 1a khong bj gidi

han, nhung phai dugc coi 1a cac dot bién uvu tién. Theo phuong 4n dugc uu tién
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khéc, toan bd 21 gbc c6 thir hang 3 con lai trong s6 30 axit amin khac nhau c6 thé
duogc xem xét lai. '

Toan bd cac dot bién néu trén s& duoc thir nghiém riéng biét hoic theo céc
cach két hop khac nhau.

Fig.28 thé hién VH 227H1 duoc 1am twong thich véi ngudi véi cac dot
bién néu trén d3 duoc x4c dinh mét cach rd rang. S6 cho mdi dot bién dé xuét

tuong Ung v6i the hang ma tai dé dot bién néu trén s& dugce tién hanh.

Vi du 14: Quy trinh 1am tuwong thich v6i ngudi bing cich ghép CDR khang thé
223C4 |
I - Lam mién thay d6i ciia chudi nhe turong thich véi ngudi
So sdanh trinh tu nucleotit cuia VL 223C4 véi gen dong 16 bdo mam chuot
Pé 1am buée so bo, trinh tu nucleotit cua VL 223C4 duge so sanh véi phén
trinh tu véi gen dong té bao mam chudt caa dir liéu IMGT (http:/imgt.cines.fr).
Céc gen dong té bao mam IGKV12-46*01 va IGKJ2*01 chudt c6 46 gidng
v& trinh tyr 14n luot 13 99,64% dbi véi ving V va 94,59% dbi véi ving T dugce xac
dinh. V& d6 ddng nhit thu dugc, cac tac gia sang ché da quyét dinh sir dung truc
tiép trinh tu VL 223C4 dé x4c dinh mtrc 4§ gibng ngudi.

Viéc sip thing hang nay dugc thé hién trén Fig.29A ddi véi gen V va
Fig.29B d6i véi gen J.

So sdnh trinh ti nucleotit ciia VL 223C4 véi gen dong té bao mam ciia
nguoi

Pé x4c dinh ngudi tham dy t6t nhit dé ghép CDR, gen dong té bao mim
ctia ngudi biéu hién do ddng nhét cao nhit véi VL 223C4 dugce nghién ciru. Nhim
muc dich ndy, trinh tur nucleotit cia VL 223C4 dugc sép thing hang véi gen dong
té bao mam cuia nguoi ph?m trinh tu cda dir li€u IMGT.

Cac gen dong t& bao midm IGKV1-NL1*01 va IGKJ2*01 ngudi c6 do
gibng vé trinh tyr 14n Iuot 12 78,49% ddi véi ving V va 81,08% ddi véi ving J
duoc xac dinh. Do vdy, cic gen dong t& bao madm IGKV1-NL1*01 d6i véi ving V
va IGKJ2*01 dbi v6i ving J dugc chon 1am trinh ty ngudi nhan ddi véi cac CDR
VL 223C4 chudt. ‘

Viéc sép thing hang duoc thé hién trén Fig.30A d6i véi ving V va Fig.30B
d6i voi ving J.

Pé tbi ru hoa viéc chon loc, ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc

-71-



26771

k¥ thuat nay cling co thé thuc hién viéc sip thing hang giita c4c trinh ty protein dé
trg gitp cho viéc chon loc nay.

Phién ban duoc lam twong thich véi nguoi cua VL 223C4

Céc budc sau trong quy trinh 1am tuong thich v6i ngudi bao gbm viéc lién
két cac trinh ty cia gen dong t& bao mim dugc chon IGKVI-NL1*01 va
IGKJ2*01 va ca cac CDR cuia VL 223C4 chudt véi cac khung cla céc trinh ty cua
gen dong té bao mam nay.

O giai doan nay ctia quy trinh, md hinh phan tir caa mién Fv chudt 223C4
¢ thé duoc phat trién va duoc sir dung dé lya chon céc géc chudt can dugc bao
toan do vai trd cuia ching trong viéc duy tri cua chu triic ba chiéu ctia phan tir hoic
& vi tri va chirc nang gén két khang nguyén. Cu th hon, 9 gbc cubi cing bi dot
bién dugc xac dinh.

Trong budc thir nhit, cac gbe tham gia vao céc lién 1ét hozc ciu trac CDR
s& dugc thir nghiém. Céc gée nhu véy 1a cac gbe 66 (R/N) va céc gbc 68 (E/V).

Trong budc thir hai, céc gbc dugc tiép xtic v6i dung moi, va dé sao cho ¢6
thé bao gdm tinh sinh mién dich, s& cling dugc thir nghiém. Céc gbc nay 1a cac
g6c 49 (A/S), 51 (K/Q), 69 (S/D), 86 (D/Q) va 92 (S/N).

Sau d6, trong budc thlr ba, cic gbc tham gia vao cAu trac/cudén gap mién
thay déi ciing c6 thé bi dot bién. Cac gbe nay 1a cac gbe 46 (P/Q) va cac gbe 96
(P/S).

T4t nhién, cac géc néu trén dé thir nghiém la khong bi gidi han, nhung phai
duge coi la cac dot bién vu tién.

Vi su trg gitp cia md hinh phén tir, cac dot bién khac c6 thé duge xac
dinh. C6 thé ké dén cac gbc sau, tirc 1a cac gbc 9 (S/A), 13 (A/V), 17 (D/E), 18
(R/T), 54 (L/V), 88 (T/S), 90 (T/K), 100 (A/G) va 101 (T/S), trén do6 cac dot bién
ciing c6 thé dugc du tinh trong phuong 4n dugc wu tién khéc.

Toan by cac d@t bién néu trén s& dugce thir nghiém riéng biét hodc theo céc
cach két hop khac nhau.

Fig.31 thé hién VL 223C4 dugc 1am tuong thich v6i nguoi véi cac dot bién
néu trén da dugc x4c dinh mdt cach rd rang. S6 cho mdi dot bién dé& xuét trong
tmg v6i thir hang ma tai d6 dot bién néu trén s& duge tién hanh.

II - Lam mién thay d6i ctia chudi ning twong thich véi ngudi
So sdnh trinh tw nucleotit ciia VH 223C4 véi gen dong té bao mam chudt
Pé 1am budce so bo, trinh tu nucleotit cia VH 223C4 dugce so sanh v6i phan

-72-



26771

trinh tur v6i gen dong té bao mam chudt cia dir lisu IMGT (http:/imgt.cines.fr).
Cac gen dong té bao midm IGHV1-18*01, IGHD6-3*01 va IGHJ4*01
chudt c6 do gibng v& trinh tr 14n luot 13 98,95% d6i véi ving V, 72,72% dbi véi
ving D va 98,11% déi véi ving J duge xac dinh. V& d6 ddng nhét thu dugce, cac
tac gia sang ché da quyét dinh st dung truc tiép cac trinh ty VH 223C4 dé xac

dinh mtrc 46 gidng ngudi. 7

Viéc sép thing hing ndy dugc thé hién trén Fig.32A dbi véi gen V,
- Fig.32B d6i v6i gen D va Fig.32C d6i véi gen J.

So sdnh trinh tw nucleotit ciia VH 223C4 véi gen dong té bao mam ciia
nguoi

Pé x4c dinh ngudi tham du tot nhit @& ghép CDR, gen dong té bio mam
ctia ngudi biéu hién do ddng nhit cao nhét véi VH 223C4 dugc nghién ctru.
Nhim muc dich ndy, trinh tr nucleotit cia VH 223C4 dugc sap thing hang véi
gen dong té bao mam clia ngudi phan trinh tu cta dit liéu IMGT.

Cac gen doéng té bao midm IGHV1-2*02, IGHDI1-26*01 va IGHI6*01
ngudi c¢6 d6 gidng vé trinh tr 14n luot 13 76,38% d6i véi vimg V, 75,00% ddi véi
vimg D va 77,41% d6i v6i ving J dugc x4c dinh. Cac gen dong té bao mam
IGHV1-2*02 déi véi vung V va IGHJ6*01 d6i v6i ving J do vay dugc chon lam
trinh tu ngudi nhan dbi véi CDR VH 223C4 chuodt.

Viéc sép thing hang dugc thé hién trén Fig.33A d6i véi ving V, Fig.33B
d6i v6i vimg D va Fig.33C dbi v6i ving J.

Pé t6i wu hoa viéc chon loc, nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc
k¥ thuat ndy ciing c6 thé thyuc hién viée sép thing hang gitra cac trinh tu protein dé
trg gitp cho vi¢c chon loc nay.

Phién ban dwoc lam twong thich véi nguoi cua VH 223C4

Céc buéc sau trong quy trinh 1am twong thich v6i ngudi bao gém viée lién
két dugc chon céc trinh tu ciia gen dong t& bao mdm IGHV1-2%02 va IGHJ6*01
va ca cac CDR VH 223C4 chudt v6i cac khung cta céc trinh tir ctia gen dong té
bao mim nay.

O giai doan nay cta quy trinh, md hinh phan tir cia mién Fv chudt 223C4
c6 thé duoc phat trién va duoc str dung dé lya chon céc géc chu6t can dugc bao
toan do vai trd cia chiing trong viéc duy tri ctia c4u trac ba chidu ciia phén tir hodc
& vi tri va chirc ning gin két khang nguyén. Cu thé hon, 14 gbc cubi cing bi dot

bién dugc xac dinh.
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Trong budc thir nhét, cac gdc tham gia vao cic lién 1ét hodc ciu tric CDR
s& dugc thir nghiém. Cac gbc nhu vay 1a cac gbc 40 (H/D), 45 (A/S), 55 (W/D),
66 (N/I) va 67 (Y/F).

Trong budc thir hai, cac gbc duge tiép xtc v6i dung moi, va dé sao cho ¢
thé bao gdm tinh sinh mién dich, s& ciing dugc thir nghiém. Cac gbc nay 1a cac
gbc 1 (Q/E), 3 (Q/L), 5 (V/Q), 48 (/M) va 80 (R/V).

Sau d6, trong budc thir ba, cic gbc tham gia vio chu tric/cudn gip mién
thay dbi ciing c6 thé bi dot bién. Cac gbe nay 1a céc gbe 9 (A/P), 13 (K/V), 22
~ (S/P) va 46 (P/H). N

T4t nhién, cdc gbc néu trén dé thir nghiém 13 khong bi gi6i han, nhung phal
duogc coi la cac dot bién wu tién. '

Véi sy trg gidp ciia mo hinh phan tu' cac dot bién khac c6 thé duge xac
dinh. C6 thé k& dén cac gbe sau, tic 13 cac gbc 12 (V/L), 21 (V/T), 43 (R/K), 49
(G/S), 53 (M/I), 68 (A/N), 72 (Q/K), 75 (R/K), 76 (V/A), 78 (M/L), 82 (T/K), 84
/S), 92 (S/R), 93 (R/S), 95 (R/T) va 97 (D/E), trén d6 cac dbt bién ciing c6 thé -
'duqc du tinh trong phuong an dugc uu tién khéc.

Toan bd cac dot bién néu trén s& dugc thir nghiém riéng biét hodc theo cac
- céch két hop khac nhau.

Fig.34 thé hién duoc 1am tuong thich véi ngudi VH 223C4 véi cac dot bién
néu trén da duge xac dinh mot cach 1 rang. S6 cho mdi dét bién dé xut tuong

ung va&i thir hang ma tai d6 dot bién néu trén s& dugc tién hanh.

Vi du 15: Hoat tinh khang khéi u cia MAb 224G11 ctia chudt mdt minh hodc két
hop véi tdc nhén diéu tri hoa hoc Navelbine® trén mé hinh khdi u NCI-H441 di
ghép duoc thiét lap

Céc phuong phép diéu tri hoa hoc thanh cong phu thudc mot phén vao dap
tng t& bao vai chét theo chuong trinh cac tic nhan gdy cam Ung va su can bang
gitra cac con duong bét ddu va chéng lai chét theo chuong trinh trong té bao. Tac
dung bao v¢ cua c-Met hoat héa dén su sdng st ctia t& bao da duge bio céo trong
tai liéu. Diéu nay cha yéu 1a do sy biéu hién ting ctia protein Bel-xl va Bcl-2
chéng lai su chét theo chuong trinh 1a két qua cuia viéc truyén tin hidu qua trung
gian PI3-K lam trc ché hién tugng chét theo chuong trinh phu thudc ty thé
(caspase 9). Thuc vay, co thé thiy dugc ring hé HGF/c-Met véi tac dung diéu hoa
13 rang ctia n6 d&én qua trinh chét theo chuong trinh ciing c¢6 thé anh hudng tdo
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nhay ho4 chit cia cic té bao ung thu. Gia thuyét nay khi dugc thir nghiém véi
Navelbine®, tac nhan diéu tri hoa hoc ¢6 ban trén thj truong duge st dung dé didu
tri bénh ung thu phéi (Aapro et al., Crit.Rev.Oncol.Hematol. 2001, 40:251-263;
Curran et al., Dugs Aging. 2002, 19:695-697). M6 hinh NSCLC NCI-H441 di
ghép dugc sir dung khi trude d6 da duge mo ta rang dong té bao nay 14 nhay cim
v6i ca Navelbine (Kraus-Berthier et al., Clin.Cancer Res., 2000; 6:297-304) va c-
Met dung dé diéu tri (Zou H. T. et al., Cancer Res. 2007, 67: 4408-4417).

Vin tit, cac t& bao NCI-H441 thu duge tir ATCC thuong duge nudi cdy
trong moi truong RPMI 1640, 10% FCS va 1% L-Glutamin. Cac té bao duoc
phan chia hai ngay trude khi ghép sao cho ching & giai doan phat trién theo ham
s6 mil. Muoi triéu té bao NCI-H441 trong PBS duoc céy vao chu6t nhit trui 16ng
Thuy si 7 tudn tudi. Ba ngay sau khi cdy duéi da, cac khdi u dugc do va cic con
vat duogc chia thanh 4 nhém, mdi nhém gbm 6 con c6 khéi u véi kich thuée ngang
nhau. Cac con nay dugc tiém trong mang bung voi lidu 2 mg 224G11/con va sau
“d6 hai 1an mét tuln, trong thoi gian 43 ngay, v6i 1 mg khang thé/con. MAb 9G4
duge st dung 1am d6i chimg isotyp.

Navelbine® dugc dua vao chudt bang cach tiém trong mang bung véi lidu 8
mg/kg vao ngdy 5, 12, 19 sau khi tiém té bao. Dé diéu tri phéi hop v6i ca 224G11
va Navelbine®, hai hop chét nay duge cip mot cach riéng biét. Trong thir nghiém
nay, 2 hop chét nay duoc sir dung véi lidu Iugng téi wu ciia ching. Thé tich khbi u
dugc do hai 14n mot tudn va duoc tinh toan béng cong thac: p/6 X chidu dai X
chidu rong X chiéu cao.

Fig.35 cho thdy ring 224G11 c6 hiéu qua nhu Navelbine® khi duoc sit
dung mot minh dudi dang tadc nhan diéu tri don 1&. Uu diém dang ké cua viéc diéu
tri phéi hop dugc quan sat v6i sy thoai bién hoan toan khéi u dugc quan sat thiy &

3 trong s 6 con vao ngay 63.

Vi du 16: Chét e ché c-Met va qua trinh tao mach

Ngoai viéc c6 vai tro truc tiép trong qua trinh diéu hoa nhidu chirc ning té
bao khdi u, su hoat hoa clia c-met ciing c6 lién quan dén su tao mach khéi u. Céc
té bao ndi md biéu hién c-Met va HGF kich thich sy phét trién , xAm 14n va su di
dong cua té bao ndi md (Nakamura Y. et al., Biochem. Biophys. Res., Commun.
1995, 215:483-488; Bussolino F. et al., J. Cell Biol. 1992, 119:629-641). Su didu
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hoa phdi hop qua trinh phat trién, xAm 14n va di dong trong té bao ndi md mach
béi HGF/c-Met da duge ching minh 13 1am tao ra 6ng mao quan ndi md 3D in
vitro (Rosen E.M. et al., Supplementum to Experientia 1991, 59:76-88).

Pé x4c dinh sy can thiép tiém nidng cua MAb khang C-Met dén sy tao mach
do HGF, hai thir nghiém dugc tién thanh bao gdm i) d4nh gia vai trd cia MAb dén
qué trinh ting sinh HUVEC va ii) thir nghiém vai trd cia MAb dén su tao éng
HUVEC.

Déi v6i thir nghiém ting sinh, 7500 HUVEC dugc cho vao trong mdi 16
ctia dia c6 96 18 truée d6 dugce phit bang laminin. Cac t& bao nay duge cho sinh
trudng 24 gid trong moi trudng thir nghiém EMB-2 ¢ bd sung 0,5% FBS va
heparin. Sau d6, MAb can thir nghiém (0,15-40pg/ml) duge bd sung trong 1 h
trude khi bd sung 20 ng/ml HGF. Sau 24 gi(‘i tiép theo, céc té bao duoc tao xung
bang 0,5 pCi [*H] Thymidin. Nong d6 [’H] thymidin dugc két hop duoc dinh
lwong biang cach dém nhip nhay chit long. Trong thir nghiém nay, MAb 9G4 1a
khang thé khong lién quan duoc sir dung lam ddi ching isotyp IgG1.

Céc két qua dugc biu hién dudi dang dir lidu chua xir Iy trén Fig.36 ching
t6 rang, nhu mong doi, HGF 14 tic nhan gdy cam Umg tiém ning cla qué trinh sinh

‘trudng t& bao HUVEC. Céc khang thé dugc danh gia khi khong c6 miat HGF da
khong biéu hién hoat tinh ting sinh cha vén bit ky dén HUVEC véi moi lidu thir
nghiém. Véi sy c6 mit cia HGF, sy e ché phu thudc manh vao liéu lugng duge
quan sat dbi voi ca MAD 11E1 va 224G11.

Pé danh gia su tao dng HUVEC, 25000 té bao dugc & 30 phit véi cac
khang thé can dugc thu nghiém dugc cho vao trong cac dia c6 48 16 dugc phu
bang matrigel. Sau d6, HGF 50 ng/ml dugc b sung va cac dia duoc G & nhiét do
37°C. Mbi trudong sau d6 dugc thu hoach va 5 uM CMFDA dugc bd sung vao
trong 15 phut trude quan sat bang kinh hién vi.

Céac két qua dugc thé hién trén Fig.37 da ching té réng, nhu mong doi,
HGF gy ra sy tao 6ng déng ké. Khéang thé 9G4 duoc dua vao dudi dang dbi
chimng isotyp IgG1 khéng c6 tac dung bét ky dén su tao dng do HGF trong khi ca
11E1 va 224G11 déu trc ché manh sy tao ng.

Vi du 17: Quy trinh 1am tuong thich v&i ngudi bing céch ghép CDR khéng thé

11E1

I - Lam mién thay di ciia chudi nhe twong thich véi ngudi
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~ So sénh trinh tw nucleotit cia VL 11EI vdi gen dong té bao mam chudt
Pé 1am budc so bo, trinh tu nucleotit ctia VL 11E1 dugc so sanh véi ph'a“m
trinh ty v6i gen dong té bao mam chuot cua dir liéu IMGT (http://imgt.cines.fr).
Céc gen dong t& bao mdm IGKV4-79*01 va IGKJ4*01 chudt c6 do giéng
vé trinh tu 14n luot 12 98,58% d6i v6i ving V va 97,22% dbi véi viing J dugce xéc

dinh. V& d6 ddng nhit thu duoc, cac tic gia sang ché da quyét dinh st dung truc
tiép trinh ty VL 11E1 dé x4c dinh méc do giéng nguoi.

Viéc sip thing hang nay dugc thé hién trén Fig.38A d6i v6i gen V va
Fig.38B dbi véi gen J. «

So sdnh trinh ty nucleotit ciia VL 11EI véi gen dong té bao mam ctia nguoi

Dé xé4c dinh nguoi tham du tét nhit d& ghép CDR, gen dong té bao mam
ciia nguoi biéu hién do déng nhét cao nhit véi VL 11E1 duoc nghién ctu. Nhim
muc dich nay, trinh ty nucleotit cia VL 11E1 dugc sip thing hang vé6i gen dong
té bao mim cta ngudi phin trinh tu cta dit liu IMGT.

Xéc dinh duge IGKV3-7*02 va IGKV3D-7*01 ngudi c6 d9 gidng vé trinh-
tu d6i v6i ca hai gen dong té bao mim 1a 69,86% déi v6i ving V. Gen dong té
bao mim ngudi IGKV3-7*02 trong dit liéu IMGT duge goi “ORF”, c6 nghia 1a
trinh ty ndy da phat hién thiy trong b gen ngudi nhung ¢ thé c6 mot s6 van dé
tai td hop din dén cdc khang thé tu nhién thu dugc tir IGKV3-7*02 khong c6
chire nang. Do d6, gen dong té bao mim IGKV3D-7#01 dugc chon lam ving V
ngudi nhan ddi véi CDR VL 11E1 chu6t.

Péi v6i ving J, didm sb cho mic d6 tuong ddng cao nhit trudc tién thu
duoc véi ngudi, IGKI3*01 ngudi ¢6 d gibng vé trinh tu 13 78,38%. Nhung da
phat hién thdy s6 cao hon cia nucleotit gibng nhau lién tiép va d6 pht hop axit
amin cao hon trong khi sip thing hang véi gen dong té bao mam IGKJ4*02 ngudi
(d6 gibng v& trinh tr 13 75,68%). Do d6, gen dong t& bao mim IGKJ4*02 dugc
chon 1am ving J ngudi nhan dbi véi CDR VL 11E1 chuét.

Viéc sép thing hang dwoc thé hién trén Fig.39A d6i véi viing V va Fig.39B
d6i v6i ving J. |

Dé tbi uu hoa viéc chon loc, ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
k¥ thuat nay ciing c6 thé thuc hién viéc sap thang hang gifta cac trinh ty protein dé
trg gitp cho viéc chon loc nay.

Phién bdan dwoc lam twong thich voi nguoi cua VL 11E1

Céc budc sau trong quy trinh 1am tuong thich véi ngudi bao gbm viéc lién
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két dugc chon cac trinh tr ctia gen dong t& bao mam IGKV3D-7*01 va IGKJ4*02
va ca cac CDR ciia VL 11E1 chudt véi cac khung ctia céc trinh tu ctia gen dong té
. bao mam nay. | '

Nhu duge md ta trén Fig.40, cac gbe in ddm trong trinh tw VL 11E1 tuong
ting v6i 30 axit amin duoc thdy 13 khac nhau gitta mién VL 11E1 va céc khung
ngudi dugce chon (FR nguoi, tie 18 IGKV3D-7*01 va IGKJ4*02).

V& mdt sb tiéu chudn nhu sy tham du da biét cta ching vao bé mat chung
| VH/VL, gin két khang nguyén hoic cAu tric CDR, cac thay d6i nhém axit amin
 gifta cac gbc chudt va ngudi, su dinh vi cia gbc trong ciu tric 3D cla mién thay
dbi, 4 trong sb 30 cac gbc khac nhau dugc xac dinh 13 cudi cing bi d6t bién. 4 gbe
duoc xac dinh 13 quan trong nhét niy va céc dot bién thanh cac phan tuong tng
- cua chung & ngudi 1a L4 chudt thanh M nguoi, Y40 thanh S, Y87 thanh F va T96
thanh P. Céc gbc c6 thir hang 1 nay dugc thé hién trén Fig.40 dudi dang cic gbe
in ddm trong trinh ty 11E1 HZVL, trong d6 ching van 1a chudt.

Tat nhién, cac goc néu trén dé thir nghiém la khong bi gi¢i han, nhung phai = . .

dugc coi la cac dot bién wu tién. ,

Vi su trg gitip cia mo hinh phén tir, cdc dot bién khac ¢6 thé duoc xac
dinh. C6 th& k& dén cac gbc c6 thir hang 2 sau, tirc 14 cac gbc 24 (S/R), 53 (W/L),
66 (I/T), 67 (L/R), 86 (S/D), 95 (Q/E), 99 (A/F) hodc 121 (E/D) trén d6 cic dot
bién ciing c6 thé dugc dy tinh trong phuong 4n dugc uu tién khéc.

T4t nhién, cic gbc néu trén dé cubi cing dugc thir nghiém 1a khong bi gidi
han, nhung phai dugc coi 1a cac dot bién wu tién. Theo phuong 4n dugc wu tién
khéc, toan bd 18 gbc c6 thit hang 3 con lai trong s6 30 axit amin khéac nhau c6 thé
duoc xem xét lai.

Toan bd cac dot bién néu trén s& duoc thir nghiém riéng biét hodc theo cac
‘cach két hop khac nhau.

Fig.40 thé hién VL 11EI dugc 1am twong thich véi ngudi duge thuc hién
v6i cac dot bién néu trén da dugc x4c dinh mot cach rd rang. S6 cho mdi dot bién
dé xuét trong g véi thir hang ma tai d6 dot bién néu trén s& dugc tién hanh.

II - Lam mién thay dbi ctia chudi ning twong thich véi ngudi

So sdnh trinh tw nucleotit cia VH 11E1 voi gen dong 1 bao mam chudt

Pé 1am budc so b, trinh tr nucleotit cia VH 11E1 dugc so sanh véi ph?m
trinh ty v6i gen dong té bao mam chuot cua dir liéu IMGT (http://imgt.cines.fr).

Céc gen dong té bao mam IGHV1-7*01, IGHD4-1*01 va IGHJ3*01 chudt
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¢6 d0 gidng v& trinh ty 14n Iuot 12 94,10% dbi voi ving V, 66,67% ddi véi ving D
va 100% ddi véi viung J dugc xé4c dinh. Vé o déng nhét thu dugc, cac tac gia
sang ché da quyét dinh st dung truc tiép trinh ty VH 11E1 dé x4c dinh mirc dcf)
gidng nguoi. '

Viéc sip thing hang nay duogc thé hién trén Fig4lA dbi véi gen V,
Fig.41B dbi véi gen D va Fig.41C ddi véi gen J.

So sdnh trinh tw nucleotit cia VH 11EI véi gen dong té bdo mdm cia
nguoi

Pé x4c dinh ngudi tham du tot nhit dé ghép CDR, gen dong té bao mam
cia ngudi bidu hién do ddng nhét cao nhit véi VH 11E1 dwoc nghién ctru. Nhim
* muc dich nay, trinh tu nucleotit cia VH 11E1 dugc sip thing hang v6i gen dong
t& bao mam cua ngudi phén trinh tu cta dit lidu IMGT. D& t5i wu hod viéc chon
" loc, viéc sip thing hang giita c4c trinh tur protein dugc tién hanh dé nghién ciru do
tuong ddng cao hon.

Hai phuong phéap bd sung nay ding dé nhén biét hai trinh tr V ngudi nhan
c¢6 thé dbi véi CDR VH 11E1 chudt. Viéc sip thing hang nucleotit tao ra IGHV1-
2*02 gen dong t& bao mam ngudi c6 d6 gidng vé trinh tur 13 75,69% trong khi viée
sip thing hang protein tao ra gen dong té bao mim IGHV1-46*01 ngudi c6 do
gidng vé trinh ti 13 71,10%.

CAn chu y ring ving D hoan toan thudc vé ving CDR3 trong mién VH.
Quy trinh lam tuong thich véi nguoi 1a dua vao phuong phép “ghép CDR”. Viéc
phan tich c4c gen D gin nhét véi ngudi 1a khéng dugc sir dung trong phuong phap
nay.

Pé x4c dinh d6 twong ddng dbi voi ving J ding dé nhan biét gen dong té
bao mam IGHJ4*03 ngudi c6 d6 gidng vé trinh tir 13 80,85%.

Do vy, nhin viao do twong ddng chung va sip thing hang cic trinh ty, gen
dong t& bao mim IGHV1-46*01 V ngudi va gen dong t€ bio mam IGHI4*03 J
ngubiduqcchonlmntﬁnhtungubinhaldéivéiC[H{\H{11E1chu@t

Viéc sép thing hang duoc thé hién trén Fig.42A d6i v6i ving V va Fig.42B
d6i véi vimg J. | |

Phién bdn dugc lam twong thich voi nguoi cua VH 11E1

Céc budce sau trong quy trinh lam tuong thich v4i ngudi bao gbm viéc lién
két duge chon céc trinh ty ctia gen dong té€ bio mim IGHV1-46*01 va IGHJ4*03
va ca cac CDR VH 11E1 chudt vé6i cac khung ciia cac trinh tw ciia gen dong té bao
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mam nay.

, Nhu duge mé ta trén Fig.43, cac gbe in ddm trong VH 11E1 trinh tir twong
g v6i 26 axit amin dugc thiy 13 khic nhau giita mién VH 11E1 va cac khung
nguoi duge chon (FR nguoi, tie 14 IGHV1-46*01 va IGHIJ4*03).

V& mot sb tiéu chudn nhu sy tham du da biét cua ching vao bé& mit chung
VH/VL, gén két khang nguyén hodc cu tric CDR, céc thay d6i nhém axit amin
gifta cac gbc chudt va ngudi, su dinh vi cia gbe trong ciu trac 3D cta mién thay
dbi, nam trong sb 26 gbc khac nhau dugc x4c dinh 13 cubi cing bi dot bién. 5 gbc
duoc xac dinh 13 quan trong nhat nay va cac dot bién thanh cic phan twong tmg
cua ching & nguoi 1a N40 chudt thanh H nguoi, Y55 thanh I, D66 thanh S, A80
‘thanh R va K82 thanh T. Céc gbc c6 thir hang 1 nay duogc thé hién trén Fig.43
- duéi dang cac gbe in dam trong trinh tr 11E1 HZVH, trong d6 chung van 1a
- chuot. '

T4t nhién, cac gbc néu trén dé thir nghiém 1a khong bi gi6i han, nhung phai
duoc coi 1a cac dot bién wu tién. -

V6i sy trg gitip cia md hinh phén tir, cdc dot bién khac c6 thé duoc xac
dinh. C6 thé ké dén cac gbc co thir hang 2 sau, tirc 13 cac gbe 53 (IVM), 71 (L/F),
76 (A/V), 78 (L/M) va 87 (A/V) trén d6 céc ddt bién ciing 6 thé duge du tinh
trong phuong 4an dugc wu tién khéc. '

T4t nhién, cac gbc néu trén dé cudi cing duogc thir nghiém 1a khong bi gidi
han, nhung phai dugc coi 12 cic d6t bién wu tién. Theo phuong an dugc uu tién
khéc, toan bd 16 gbc c¢6 thir hang 3 con lai trong s6 26 axit amin khac nhau c6 thé
duoc xem xét lai.

Toan bd cac dot bién néu trén s& duge thir nghiém riéng bié€t hodc theo cac
céch két hop khac nhau.

Fig.43 thé hién VH 11E1 dugc lam tuong thich véi ngudi dugce thue hién
v6i cac dot bién néu trén da duoc xac dinh mot cach rd rang. S6 cho mbi dot bién

dé xuét tuong g véi thir hang ma tai d6 dot bién néu trén s& dugc tién hanh.

Vi du 18: Tac dung ciia Mab da dugc tinh ché d¢én qua trinh phosphoryl hoa c-Met

Trong vi du 3, mic d9 anh huéng ctia Mab khing c-Met dén qué trinh
phosphoryl héa duge danh gia bing dich ndi bé mit duge dinh lidu tir mdi té bao
lai cin duogc danh gia. Thir nghiém lai dugc tién thanh véi Mab 11E1 va 224G11
da dugc tinh ché dugc danh gia & néng d6 cudi bang 30 pug/ml (200 nM) hodc &
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lidu lvong nam trong khoang tir 0,0015 dén 30 mg/ml (0,01-200 nM) d& xé4c dinh
ICso ctia mdi khang thé. Quy trinh dugc str dung 1a giéng v6i quy trinh duge mo ta
trong Vi du 3. _ '

Cac két qua cua 3 thtr nghiém doc lap duogc thé hién trén Fig.44 va da
chimg to ring sau khi duge tinh ché, 11E1 va 224G11 khong c6 tac dung chii van
khi duogc b sung mdt minh vao cac t& bao A549 va lan lugt cb tic dung ddi
khéng 1a 87 va 75% v6i su ¢6 mdt cia HGF. Nhu mong dgi, Mab 5D5 dugc dua
" vao dudi dang dbi chimg dwong chu vén da cho thiy tac dung chil van déng ké
' (58%) khi duoc bd sung mot minh va chi ¢6 tic dung dbi khang & murc trung binh
(39%) véi sy ¢6 mat cia HGF. V& tinh toan ECs, ca 11E1 va 224G11 déu c6 gia

tri ICso & mirc nanomol.

Vi du 19: Phéi hop in vivo 224G11 va Navelbine® trén md hinh di ghép NCI-
H441 |

Céc té bao NCI-H441 thu dugc tir ATCC dugc nudi cdy théng thuong

~ trong mdi trudong RPMI 1640, 10% FCS, 1% L-Glutamin. Cac té bao duoc phan
chia hai ngay trudc khi ciy 1a dang trong giai doan phét trién theo ham sb mii.
Mudi tridu té bao NCI-H441 duoc cdy vao chudt nhit khong c6 tuyén e trui
16ng. nim ngay sau khi ciy dudi da, khdi u 13 c6 thé do duoc va céc con vat duge
chia thanh cic nhém, mdi nhém gdm 6 con ¢6 khdi u véi kich thudc ngang nhau.
Céc con ndy duoc tiém trong mang bung véi lidu 2 mg Mab 224G11/con va sau
d6 hai 1an mot tudn véi 1 mg khang thé/con dén ngay 38 hodc véi 3 1an tiém
Navelbine® (D5, D12, D19) véi lidu lugng 8 mg/kg. Nhém thir ba duge cho diéu
tri phéi hop ciing duoc bao gom. Navelbine® dugc cho ding bang cach tiém trong
mang bung (i.p.). Thé tich khéi u dugc do hai 14n mot tudn va dugc tinh toan béng
cong thirc: p/6 X chiéu dai X chidu rong X chiéu cao va trong luong ciia con vt
dugc kién tra mdi ngay trong qua trinh diéu tri bﬁng Navelbine®. Viéc phan tich
théng ké dugc tién thanh vao mdi 14n do bing cach sir dung thir nghiém t-test
hodic Mann-Whitney. Trong thir nghiém nay, thé tich khéi u trung binh cta cic -
nhém dugce didu tri theo phuong thirc don 1& duge gidm 14n lugt 13 72%, 76% va
99,8% dbi v6i 224G11, Navelbine® va Navelbine® + 224G11 vao ngiy 41 sau lan
tiém thir nhit. Vao ngay 41, viéc diu tri phdi hop da céi thién mét cach dang ké

su phét trién cia khoi u so sanh véi viéc di€u tri mot minh (p<0,041 so véi
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Navelbine® mdt minh va p<0,002 so vdi 224G11 mot minh vao ngay 41), 4 trong
s6 6 con 1a khong c6 khéi u trong nhom diéu tri phdi hop. Cac két qua duoc thé
hién trén Fig.45.

Nhimg két qua nay duoc khing dinh sau khi két thic viéc diéu tri 50 ngay
(D88), trong d6 66% con duoc didu tri phbi hop van khong c6 khéi u.

Vi du 20: Két hop 224G11 va doxorubixin in vivo trén md hinh di ghép NCI-
H441 '

Céc t& bao NCI-H441 thu duogc tir ATCC duoc nudi cdy thong thuong
trong moi truong RPMI 1640, 10% FCS, 1% L-Glutamin. Céac té bao dugc phan
chia hai ngdy truéc khi cdy 1a dang trong giai doan phét trién theo ham sé mil.
Mudi triéu t& bao NCI-H441 duge cdy vao chudt nhét khong c6 tuyén e trui
16ng. Nam ngay sau khi cdy dudi da, khéi u 12 c6 thé do duoc va cac con vat duge
chia thanh cac nhém, m3i nhém gdm 6 con c¢6 khéi u véi kich thudc ngang nhau.
‘Céc con ndy dwgc tiém trong mang bung véi liéu 2 mg Mab 224G11/con va sau -
~ d6 hai 1dn mdt tudn véi 1 mg khang thé/con hodc vé6i 4 14n tiém doxorubixin (D5,
D12, D19, D26) & liéu luong 5 mg/kg. Nhém thir ba duge cho diéu tri phbi hop
cling dugc bao gdbm. Poxorubixin duge cho ding bing cach tiém qua dudng tinh
mach (i.v.). Thé tich khéi u duoc do hai 14n méot tudn va dugce tinh toan bing cong
thirc: p/6 X chidu dai X chiéu rong X chiéu cao va trong lwong ciia con vat dugc
kién tra mdi ngdy trong thoi gian diéu tri bing doxorubixin. Viéc phan tich thdng
ké duoc tién thanh vao mdi l1dn do bing cach st dung thir nghiém t-test hoic
Mann-Whitney. Ca hai phuong phap diéu trj riéng 1& va diéu tri phdi hop déu thé
hién hoat tinh khang khéi u dang k& so v6i nhém dbi chimg (p<0,002 tir D11 dén
D39). Céc két qua duoc thé hién trén Fig.46.

Viéc diéu tri phéi hop ciing da thé hién hoat tinh sinh truéng khang u dang
k& so v6i didu tri theo phuong thirc don 1é tir D11 dén D39 da chi ra ring c6 lgi
ich khi diéu tri phdi hop doxorubixin véi khang c-Met .

Vi du 21: Phéi hop 224G 11 va doxetaxel in vivo trén mo hinh di ghép NCI-H441
Céac t& bao NCI-H441 thu duge tir ATCC dugc nubi cdy thong thudong

trong méi truong RPMI 1640, 10% FCS, 1% L-Glutamin. Cac té bao dugc phan

chia hai ngay trude khi cdy 1a dang trong giai doan phat trién theo ham s mii. 9

tri¢u té bao
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- NCI-H441 dugc cdy vao chudt nhét khong c6 tuyén e trui 16ng. 5 ngiy sau khi
céy dudi da, khdi u 13 6 thé do dugce va cdc con vat duge chia thanh cac nhém,
mdi nhém gbém 6 con c6 khéi u véi kich thubc ngang nhau. Cac con ndy duge
tiém trong mang bung véi lidu 2 mg Mab 224G11/con va sau d6 hai 1an mét tudn
v6i 1 mg khang thé/con hodc véi 4 14n tiém doxetaxel (D5, D12, D19, D26) véi
lidu lvong 7,5 mg/kg. Nhom thir ba duge cho diéu tri phéi hop ciing duge bao
gbm. Poxetaxel dugc cho ding bing cach tiém trong mang bung (i.p.). Thé tich
khéi u dugc do hai 14n mot tudn va dugc tinh toan bing cong thirc: p/6 X chiéu
dai X chiéu rong X chiéu cao va trong lugng clia con vét dugc kién tra mbi ngay

trong thoi gian didu tri bing doxetaxel. Viéc phén tich théng ké duoc tién thanh
vao mdi 14n do bing cich sir dung thir nghiém t-test hoic Mann-Whitney. Ca hai
phuong phép didu tri don 1& va két hop déu da thé hién hoat tinh khang khéi u

‘dang k& so véi nhém dbi chimg (p<0,002 tir D11 dén D35). Cac két qua dugc thé
hién trén Fig.47.

Viée didu tri phéi hop ciing d3 duoc chimg minh hoat tinh sinh truéng
khang khéi u dang k& so vé6i didu tri theo phuong thirc don 1é tir D18 dén D35 da

chi ra ring c6 vu diém khi diéu tri phdi hop doxetaxel v6i khang c-Met.

Vi du 22: Két hop 224G11 va Temozolomit iz vivo trén md hinh di ghép US7MG
Céc té bao U87-MG thu dugce tir ATCC dugc nudi cdy théng thuong trong
mdi truong DMEM, 10% FCS, 1% L-Glutamin. Céc té bao duoc phén chia hai
ngdy truée khi cdy 1a dang trong giai doan phat trién theo ham sé mii. 5 trigu té
* bao U87-MG dugc ciy vao chudt nhit khong ¢ tuyén e trui 16ng. 19 ngay sau
khi céy dudi da, khdi u 1a c¢6 thé do duge va cdc con vat dugc chia thanh céc
nhom, mbi nhém gbém 6 con c6 khdi u véi kich thubc ngang nhau. Céc con niy
duge tiém trong mang bung véi liéu 2 mg Mab 224G11/con va sau d6 hai 1an mot
tudn véi 1 mg khang thé/con hodc véi 3 14n tiém Temozolomit (D19, D26, D33)
v6i lidu lugng 5 mg/kg. Nhém thir ba duge cho didu tri phdi hop ciing duge bao
gbm. Temozolomit dugc cho diing bing cich tiém trong mang bung (i.p.). Thé
tich khéi u dugc do hai 14n mét tudn va dugc tinh todn bang cong thirc: p/6 X
chidu dai X chidu rong X chidu cao va trong lugng cia con vat duoc kién tra méi
ngay trong thoi gian Temozolomit diéu tri. Viéc phan tich théng ké dugc tién
thanh vao mdi 14n do bing cach sir dung thir nghiém t-test hoic Mann-Whitney.

Ca hai phuong phap diéu tri don 1é va phbi hgp déu da thé hién hoat tinh khéng
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khdi u dang ké so v6i nhém dbi chimg (p<0,002 tir D22 dén D32 (trong d6 chudt
nhét déi chimg dugc 1am chét ém 4i vi Iy do dao dirc)). Cac két qua dugc thé hién
trén Fig.48.

'~ Viéc didu tri phéi hop ciing da cho thiy hoat tinh sinh truéng khéng khéi u
dang ké so véi diéu tri theo phuong thirc don 1& (P<0,002 tr ngay 22 dén ngay 43
(trong d6 chudt nhit déi chimg dugc 1am chét ém 4i vi ly do dao duc) dbi véi
Temozolomit va tir ngdy 29 dén ngiy 53 (ngay cudi ciia qua trinh diéu tri) d6i véi
224G11. Céc dit liéu ndy da chi ra ring ¢6 wu diém khi diéu tri két hop

Temozolomit v§i khang c-Met.

~ Vidu 23: Su tao thanh kh01 phéng ciu

Nhu da duge md td md ta trong Vi du 9 dbi v6i cac Mab khac, chiing ta
danh gia kha ning ciia Mab 224G11 trc ché sy phét trién in vitro ciia khéi u trong
md hinh khéi phong cdu U87-MG. Nhim muc dich d6, céc té bao U87-MG dugc
sinh truong dudi dang 16p don dugc tach ra-bang trypsin-EDTA va dugc t4i tao
huyén phii trong méi truong nudi chy té bao ddy du. Cac khdi phong cdu dugc bét
dau bing cach dua 625 té bao vao timg 16 ciia cic dia c6 96 16 ddy tron, trong
DMEM-2,5% FCS. D& ngin khong cho té bao bam dinh vao ddy, cac dia duge
phi truée bang polyHEMA trong 95% etanol va khong khi duge 1am khé & nhiét
d6 trong phong. Cac dia dugc u trong cac didu kién dich nudi cdy té bao chuin &
nhiét d9 37°C, 5% CO2 trong ti 4p dugc didu 4m. Cac khang thé don dong da
duge tinh ché (10 pg/ml) duge bd sung sau tir 4 dén 10 ngay sau khi nuéi cdy khdi -
phong cau. Cac khdi phéng ciu dugc giit trong mdi trudng nudi cdy trong thoi
gian it nhat 17 ngay. Sau d6, su phat trién khéi phong cdu dugc kiém tra bang
cach do dién tich khdi phong ciu bang cach sir dung budng tu do cai phin mém
AxioVision. Dién tich duge bidu thi bing pm?. 8-16 khdi phéng ciu dugc dénh
gia d6i voi mbi diéu kién. Kich thuée khéi phéng ciu duge do truée khi bb sung
céc khang thé, sau 10 ngay nubi cdy va sau 17 ngay nudi cy.

Trong céc diéu kién nay, thu dugc cac khéi phong ciu ddng nhét va khong
quan sat thdy c6 su sai khic thng ké nao truéc khi bd sung cic khéng thé
(Fig.49A).

Nhu duoc minh hoa trén cac Fig.49B-49D, dbi ching isotyp, 9G4 khong
tac dong dén su phét trién cia khéi phong ciu sau 10 hoic 17 ngiy nudi cy.
Trong khi viéc bd sung 5D5 da khéng c6 anh huéng 16n dén kich thudc khdi
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phéng cau, thi viéc bd sung 224G11 va 11E1 da tc ché 1o rét su phat trién cta
khéi u. |

Vi du 24: Hoat tinh in vitro ctia cac dang kham va dugce lam tuong thich véi ngudi
cua 224G11 trong thir nghiém phospho-c-Met

Pé so sanh hiéu qua in vitro cua cac dang chudt, khdm va dugc lam tuong
thich v&i ngudi trong thir nghiém chirc ning, dich ndi bé mit nudi cdy thu dugce tir
té bao lai 224G11, va céc té bao duge chuyén nhidm HEK293 duoc xtr Iy va duoc
thr nghi€ém nhu dugc mo ta trong Vi du 3. Dit liéu dugc tém tit trén Fig.50 da
cho thiy cac két qua mong doi d6i véi khang thé chuot khc“)ng dugc tinh ché nhu
da duge md td mo ta trén Fig.6B. Ca cac khang thé khong dugc tinh ché kham va
dwoc 1am twong thich véi ngudi déu biéu hién hoat tinh c6 thé so sanh dugc khi
- dugc bd sung mot minh (Fig.50A) hodc khi duoc 0 véi su ¢6 mit cia HGF
(Fig.50B).

Vi du 25: Xéc dinh c4c hing sb 4i luc (KD) cia cac khang thé khang c-Met bang
phan tich Biacore

Ai Iyc gn két cta cac khang thd 11E1 va 224G11 da dugc tinh ché dugc
nghién ctru bing cach BIAcore X sir dung mién ngoai bao (ECD) c-Met tai t6 hop
duoc dung hop véi mién Fe IgG1 ngudi (R&D Systems) 1am khang nguyén (MW
= 129 kDa). Khi c4 hai protein dung hop c-Met-Fc va cac khang thé déu 1a cac
hop chét c6 hoa tri hai, cac doan Fab cia mAb 11E1 va 224G11 (MW = 50 kDa)
dugc tao ra bﬁng cach phan giai, dugc tinh ché va sir dung trong thr nghiém nay,
dé tranh nhidu véi thong sb 4i luc. Pbi véi thir nghiém nay, khang thé bt giit
histidin khang Tag duoc phu 1én chip cam bién CM5. Dung dich dém chay 14
HBS-EP, téc do chay 1a 30 pl/phat va thir nghiém duoc tién thanh & nhiét do
25°C. Khang nguyén c-Met (ECD_M1)2-Fc-(HHHHHH)2 tan bi htt vao chip
cam bién (khoang 270 RU), va cac khéng thé dé thir nghiém dugc sir dung trong
dung dich nhu 13 chét phan tich. Chip cam bién duoc tai sinh bang cach sir dung
Glyxin, dung dich dém HCI c¢6 d§ pH=1,5 1én ca hai flowcell trong nira phut.

Fig.51 minh hoa nguyén Iy ctia phén tich nay. Céac thong s§ dong hoc thu
dwoc duge tém tit trong bang 4 dudi ddy. Cac thong sd ndy da chi ra ring ca céc
khang thé khang c-Met 11E1 va 224G11 déu gin két protein dung hop c-Met-Fc
t4i td hop vdi 4i luc c6 thé so sanh dugc vao khoang 40 pM.
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- Bang 4
Kon1 Kont Thoi gian ban ton K
X 10° X 10 [h] [pM]
[1/M.s] [1/MLs]
Fab 11E1 1,13+0,01 | 4,68+0,001 4.1 41,4+0,5
Fab 224G11 | 2,04+0,01 | 7,79+0,40 2,5 34,8+ 1,9

Vi du 26: Hoat tinh in vivo cia 224G11 dén cac té bao MDA-MB-231 ciing dugc
cdy bang cac té bao MRC5 nhu 1a ngudn HGF ngudi 1én chudt nhit khéng c6
tuyén ttc trui 16ng

Cic t6 bio MDA-MB-213 va MRCS thu duoc tir ATCC ca hai déu dugc
nudi cdy trong méi truong DMEM, 10% FCS, 1% L-Glutamin. Céc té bao dugc
phén chia hai ngay truéc khi cdy 1a dang trong giai doan phat trién theo ham s
mii. 5 triéu té bao MDA-MB-231 va 500 000 té bao MRCS5 cling dugc tiém vao da
(s.c.) ctia chudt nhét khong c6 tuyén trc trui 16ng. 12 ngay sau khi cdy duéi da,
khdi u 12 ¢6 thé do duge va cac con vat dugc chia thanh cic nhém, mdi nhém gém

6 con c6 khdi u véi kich thubc ngang nhau. Céc con niy dugc tiém trong mang

| bung v6i liéu 2 mg Mab 224G11/con va sau d6 hai 14n mot tudn véi 1 mg khang
~ thé/con. Thé tich khdi u dugc do hai 1dn mdt tudn va dugce tinh toan bing cong
thirc: p/6 X chiéu dai X chiéu rong X chiéu cao.

Céc két qua dugc mo ta trén Fig.52 da cho théy su khac biét dang ké vé su
~ phat trién khéi u trung binh clia chudt nhit duoc diéu tri béng 224G11 so voi su
phat trién khéi u trung binh ctia nhém d6i chung.

Vi du 27: Céc nguyén té bd sung cho qu4 trinh 1am tuong thich véi ngudi cia cac
khéng thé 227H1, 11E1 va 224G11

Quy trinh chung

Viéc lam tuong thich v4i nguoi cia cac khang thé khang cMet duoc tién
thanh doc 1ap dbi v6i mdi chudi va mot cach lién tuc, ddi vé6i axit amin dugc phan

tich trong mdi mién thay di. Quy trinh 1am twong thich véi ngudi dugc danh gia
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trong bude dau tién trong thir nghiém gin két trén co s& ELISA véi Fc-cMet tai td
hop; hoat tinh gin két, cac khang thé nguoi dugc 1am tuong thich véi duge so
sanh v6i khang thé kham t4i tb hop. Trong budc thir hai, cic khang thé dugc 1am
tuong thich véi nguoi khang cMet duge danh gia vé kha ning cta chung trong
viéc thay thé gin két Fc-cMet trén HGF t4i t6 hop dugc bao bing chét déo; thir
nghiém c‘anh tranh nay cho phép so sanh truc tiép cac phién ban chudt, kham va
dugc 1am twong thich véi ngudi clia cac khang thé khang cMet.

Fig.53 va Fig.54 d3 minh hoa hoat tinh gén két khang cMet dién hinh cta
cac khang thé don dong cua chudt 227H1, 11E1 va 224G11.

Fig.53 thé hién hoat tinh gin két truc tiép khang cMet ctia cac khang thé
chudt d3 dugc tinh ché duoc phat hién. Trong thir nghiém nay, cic khéng thé
“ khang cMet don dong cia chudt biéu hién hoat tinh gin két khang cMet khac
nhau nhung van phu thudc lidu lugng. | |

Fig.54 thé hién hoat tinh canh tranh gin két HGF-cMet cta cac khang thé
chudt da duge tinh ché. Thir nghiém canh tranh biéu 1 su khéc biét dang tin cdy
giita cac khang thé don dong khéng' cMet nay voi hoat tinh canh tranh & muc
trung binh, khong hoan toan nhung déng tin cdy d8i v6i khang thé don dong
11E1 trong khi 224G11 va 227H1 cta chudt biéu hién hoat tinh canh tranh tuong
tu véi sy thay thé gin két HGF t6i da 100% & ndng do khang thé cao. Khang thé
don dong 224G11 d3 thé hién gié tri ICs, tot nhat.

Cén chd ¥ ring hoat tinh gén két truc tiép ctia cac khing thé chudt khéng
phan 4nh dic tinh canh tranh gén két HGF nbi tai cia chiing.

Hai thit nghi€ém nay dugc st dung dé xac dinh dic diém cac phién ban
kham tai t6 hop va duge 1am twong thich v&i ngudi ciia cdc khang thé khang cMet
chu6t. Nhim muc dich nay, vén tit, mién thay dbi khang cMet, hodc 1a chudt hodc
dugc 1am tuong thich véi nguoi, duge tao dong vo tinh trong mdt loat vat truyén
biéu hién LoNzA’s pCONplus va cic khang thé thu dugc tir IgGy/x tai t6 hop
dugc biéu hién trong cac té bao CHO. Dich ndi bé mit nubi céy biéu hién dugc cb
va duge thim tach k§ d6i véi PBS va sau d6 duoc ding ddi véi céc ndng do cua
céc khang thé dugc bidu hién va dugc sir dung truc tiép @& danh gia hoat tinh gén
két khang cMet twrong tmg. Ca hai thir nghiém gin két truc tiép va canh tranh
HGF déu dugc danh gia dé xac dinh dic diém cac phién ban kham tai td hop hogc

dugc 1am tuong thich v6i ngudi.
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Vi dy 27-1: Lam mién thay ddi cta chudi ning 227H1 twong thich véi nguoi

Pé x4c dinh ngudi tham dy t6t nhit dé ghép CDR, gen dong t& bao mam
ctia ngudi biéu hién d6 ddng nhit cao nhit véi trinh trr chudt VH 227H1 dugc
nghién ctru. V6i su tro gitp cua dir liéu IMGT, gen dong té bao mdm IGHVI-
2*%02 V ngudi va gen dong t& bao mim IGHI4*01 J ngudi duge chon 1am trinh tir
ngudi nhan di véi CDRVH 227H1 cua chudt.

Fig.55 thé hién viéc sip thing hang axit amin cia mién VH 227H1 cia
chudt véi khung ngudi duge chon. Trén vach FR ngudi, chi thé hién axit amin
duoc théy 1 khac v6i mién VH cua chudt 227H1. Cac vach HZ3VH, HZ2VH va
"HZ1VH tuong Gng véi cac phién ban dugc lam tuong thich véi nguoi dugc thuc
hién ciia miénVH 227H1 véi cac dot bién néu trén (vach “changed in””) da dugc
xé4c dinh mot cach ro rang. S6 cho mdi dot bién dé xuit twong tng vé6i thir hang
ma tai d6 dot bién néu trén s& dugc tién hanh. |

Trong loat thir nghiém déu trién, c4c tac gia sang ché da xay dung va phan
tich hoat tinh gén két khang cMet cta ba phién ban dugc lam twong thich véi
nguoi dAu tién cta mién VH cta chudt 227H1 khi dugc biéu hién két hop véi
chudi nhe kham 227H1. C4c két qua thu duoc tir thir nghiém gin két truc tiép
khang cMet dugc thé hién trén Fig.56. Trong thir nghiém nay, khong quan sat
thdy c6 su khac biét ndo v& kha ning gin két ctia cac khang thé kham tai td hop
hodc dugc lam tuong thich véi ngudi mot ph?m thu duogc tir 227H1 duogc thir
nghiém. O diém nay, 26 trong s6 32 axit amin duoc thdy 1a khic nhau giita mién
VH 227H1 cda chudt va khung nguoi duge chon dd duge phan tich va thiy 1a
khong lién quan d6i v6i hoat tinh géin két khang cMet ctia mién VH dugc 1am
tuong thich véi ngudi 227H1, khi két hop véi chudi nhe kham.

Két hop véi phén tich sinh djt bién duoc dinh hudng vi tri ctia 6 géc chudt
cudi cing trong phién ban dwgc 1am twong thich véi ngudi HZ1VH ciia mién VH
227H1, céc tac gia sang ché dd xdy dung phién ban “dugc lam twong thich véi
ngudi IMGT hoan toan” HZ4VH gbc va da thir nghiém dic tinh gin két khang
cMet ciia n6. Cac két qua dugc dwa ra trén Fig.57 d6i v6i thir nghiém gén két truc
tiép va trén Fig.58 d6i véi thir nghiém canh tranh gén két HGF. Can chu ¥ ring ca
hai phién ban 227H]1 kham t4i t6 hop va dugc lam twong thich v6i ngudi déu biéu
hién hoat tinh canh tranh t&t hon so v6i khang thé chudt bd me.

Tuy nhién, dwa vao dit liéu thir nghiém thu duoc dbi véi dic tinh gin két
khang cMet ctia mién VH 227H1 duogc lam twong thich v6i ngudi “IMGT hoan
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toan”, trinh tu axit amin thu dugc duge md ta trén Fig.59 duoc chon va phén tich
thong tin sinh hoc sau d6 dugc tién thanh dé danh gia mac do “gidng ngudi” ciia
mién thay d6i duoc 1am tuong thich véi ngudi. 227H1-HZ VH.

 Nhim muc dich ndy, viéc so sanh don gian céc trinh tr khung véi dit ligu
ngudi duge tién thanh bang cach st dung cong cu IMGT. Dya vao mirc o lam
tuong thich véi ngudi ma dat dugc trong quy trinh nay, trong s6 89 axit amin dugc
phén tich twong tng v6i cac gbc khung, 89 dugc thdy 1 déng tin cdy co ngudn
gbc ngudi. Chi cac gbe tir CDR c¢6 thé dugce thdy 1a khac nhau, nhung néu vay, c6
sir khéc viét véi gen dong té bao mam ngudi tuong tng, va rd rang 1a & cac vi tri
siéu bién. Dya trén co sé hé thong danh s6 IMGT va cac cong cu phan tich do
tuong ddng, cic tic gia sang ché 1an dAu tién da lam cho mién thay dbi khang thé

c6 nguon goc tir chudt trong thich véi ngudi mot cach hoan toan.

Vi du 27-2: Lam khéang thé don dong 11E1 twong thich v6i nguoi
[-Lam mién thay ddi-ctiachudi-ning 11E1 tuong thich véi ngudi

Dé x4c dinh ngudi tham dy t6t nhit dé ghép CDR, gen dong té bao mam
ctia ngudi biéu hién d6 ddng nhit cao nhit véi trinh tw chudt VH 11E1 duge
nghién ctru. Véi su trg gitip cta dir liéu IMGT, gen dong té bao mam IGHV1-
46*01 V ngudi va gen dong té bao mam IGHI4*03 J ngudi duge chon 1am trinh
tur ngudi nhan d6i véi CDR VH 11E1 chudt.

Fig.60 thé hién viéc sip thing hang axit amin ciia mién VH 11E1 chudt véi
khung ngudi dugc chon. Trén vach FR ngudi, chi thé hién axit amin duoc thiy 1a
khac v&i mién VH cua chudt 11E1. Cac vach HZ VH3, HZ VH2 va HZ VH1
tuong Gng véi cac phién ban duge lam tuong thich véi ngudi duge thuc hién cia
mién VH 11E1 véi cac dot bién néu trén (vach “changed in”) di duogc x4ac dinh
mdt cach rd rang. S6 cho mdi d6t bién d& xudt twong tng véi thit hang ma tai d6
dot bién néu trén s& dugc tién hanh.

Trong loat thir nghiém dAu trién, c4c tic gia sang ché da x4y dung va phan
tich hoat tinh gin két khang cMet ctia ba phién ban dugc lam tuwong thich véi
ngudi diu tién ctia mién VH cia chut 11E1 khi dugc bidu hién két hop véi chudi
nhe kham 11E1. Cac két qua thu duoc tir thir nghiém gin két truc tiép khang
cMet dugc thé hién trén Fig.61. Trong thir nghiém nay, khéng quan sit thdy c6 su
khac biét ndo v& kha ning gin két ctia cac khang thé kham tai t& hop hodc dugc
1am twong thich véi ngudi mot phan thu duoc tir 11E1 duoc thir nghiém. 0 diém
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ndy, 19 trong sb 24 axit amin dugc thdy 1a khac nhau giita mién VH 11E1 chudt
va khung nguoi dugce chon da dugce phén tich va thdy 13 khong lién quan dbi véi
hoat tinh gén két khang cMet ctia mién VH dugc 1am turong thich véi ngudi 11E1,
khi két hop vé6i chudi nhe kham.

IT - Lam mién thay ddi cia chudi nhe 11E1 twong thich véi ngudi

Dé x4c dinh ngudi tham du t6t nhit dé ghép CDR, gen dong té bao mim
clia nguoi biéu hién o déng nhét cao nhét v6i trinh tu VL 11E1 chudt duoc
nghién ctru. Véi su trg gitp cda dir licu IMGT, gen dong té bao mam IGKV3D-
7*01 V ngudi va gen dong té bao mam IGKJ4*01 J ngudi duge chon 1am trinh ty
ngudi nhan ddi véi CDR VL 11E1 chudt.

Fig.55 thé hién viéc sip thing hang axit amin clia mién VL 11E1 chuot
véi khung nguoi duge chon. Trén vach FR nguoi, chi thé hién axit amin duoc
thdy 1a khac véi mién VL chudt 11E1. Céc vach HZ VL3, HZ VL2 va HZ VL1
tuong mg v&i cac phién ban dugce lam tuong thich v6i ngudi duge thuc hién cua
mién VL 11E1 v&i cdc d6t bién néu trén (vach “changed in”) da dugc xac dinh =
mdt cach rd rang. S6 cho mbi dot bién dé xuét tuong ng vé6i thit hang ma tai d6 -
d6t bién néu trén s& duge tién hanh.

Trong loat thir nghiém dau trién, cAc tic gia sing ché da x4y dung va phan
tich hoat tinh gin két khdng cMet ciia ba phién ban dugc lam tuong thich véi
ngudi ddu tién ciia mién VL chudt 11E1 khi duoc bidu hién két hop véi chudi
nimg kham 11E1. Céc két qua thu dugc tir thir nghiém gin két truc tiép khang
cMet dugc thé hién trén Fig.63. Trong thir nghiém nay, khong quan sét thy c6 su
khéc biét ndo vé kha nang gén két cua céac khang thé kham tai td hop hodc dugc
1am tuong thich véi ngudi mét phan thu duge tir 11E1 dugc thir nghiém. 0 diém
ndy, 26 trong sb 30 axit amin dugc thiy 14 khac nhau giita mién VL 11E1 chudt
va khung nguoi duge chon d3 dugce phan tich va thdy 1a khong lién quan d6i véi
hoat tinh gin két khang cMet ciia mién VL dugc 1am twong thich véi ngudi 11E1,
khi két hop vé6i chudi ning kham.

I1I - Lam khang thé 11E1 tuong thich véi ngudi

- O giai doan nay cua quy trinh 1am khang thé don dong 11E1 tuong thich
v6i ngudi, trinh tr khang thé dugc 1am twong thich véi ngudi thu duge theo ly
thuyét chi chira 5 gbc CDR bén ngoai c6 ngudn gbc tir mién VH cia chudt b6 me
va 4 gbc CDR bén ngoai c6 ngudn gbc tir trinh tir VL chudt bb me (xem Fig.60,
dudng HZ VHI va Fig.62, duong HZ VL1). Sau d6, c4c tac gid sang ché da quyét
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dinh x4c dinh dic diém ngay phién ban dugc 1am twong thich véi ngudi chudi
ning va nhe két hop thu duge ctia khang thé 11E1. Cac két qua dugc dua ra trén
Fig.64 dbi véi thir nghiém gén két truc tiép khang cMet.

Trong thir nghiém nay, da quan sat thiy kha ning gén két twong tu dbi véi
cac khang thé tai t hop kham hozc dugc 1am twong thich véi ngudi thu duoc tir
11E1 dugc thir nghiém. Phén tich dic tinh canh tranh gén két HGF va phén tich
sinh ddt bién dwgce dinh huéng vi tri ctia 9 géc chudt bén trai con lai dé dugc tién
thanh mot cach doc 1ap hoic két hop trong phién ban “duge 1am twong thich véi
ngudi so bd” VH1/VL1 duge chon cta khang thé don dong 11EL.

Vidu 27-3: Lam khang thé don dong 224G11 twong thich v&i ngudi
I - Lam mién thay d6i ctia chudi ning 224G 11 tuong thich v6i ngudi

Dé xac dinh ngudi tham duy t6t nhit dé ghép CDR, gen dong té bao mam
ctia ngudi bidu hién d6 ddng nhit cao nhit véi trinh tu chugt VH 224G11 duge
nghién cu.

| V& murc d6 tuong ddng trinh tur cao gifta c4c trinh tu mién VH 224G11 va

227H1, va nhu duge xac nhdn béng viéc str dung cac cong cu dit liéu IMGT, cung
motgen dong t&€ bao midm IGHV1-2¥02 V ngudi va gen dong t& bao mam
IGHJ4*01 J ngudi dugc chon 1am trinh trr ngudi nhan ddi véi cdéc CDR VH
224G11 caa chuot.

Dua vao muc d tuong ddng cao ndy, céc tic gia sang ché da quyét dinh
chuyén mot cach truc tiép théng tin twong thich v6i ngudi c6 duge tir qua trinh
lam mién VH 227H1 tuong thich véi nguoi (xem vi du 27) va sau d6 céc tac gia
sang ché da thiét ké phién ban dugc lam twong thich véi ngudi “IMGT hoan toan”
nhu dugce mo ta trén Fig.65 thé hién viéc sdp thing hang axit amin clia céc mién

VH 227H1 va 224G11 cta chudt véi khung nguoi duge chon. Trén dudong FR
ngudi, chi thé hién axit amin dwgc thiy 1a khac v6i mién VH ctia chudt 224G11.
Dudng HZVHO tuong Gng v&i phién ban dugc lam tuong thich véi ngudi “ IMGT
hoan toan” ciia mién VH 224G11 nhu thu duge dbi v6i mién 227H1-HZVH
“IMGT hoan toan”.

Phién ban dugc lam tuong thich véi nguoi “IMGT hoan toan” cua mién
VH cua chudt 224G11 sau d6 dugc xay dung va hoat tinh gén két khang cMet cia
n6 duogc phén tich, khi dugc biéu hién két hop v6i kham chudi nhe 224G11. Cac
Kkét qua thu duge tir thtr nghiém ga"m Kkét truc tiép khang cMet dugc thé hién trén
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Fig.66, trong khi Fig.67 minh hoa thir nghiém canh tranh gin két HGF. Dya vio
dir liéu thir nghiém thu dwoc vé dic tinh gin két khang cMet ciia mién VH
224G11 duoc lam fuong thich véi nguoi “IMGT hoan toan”, cac trinh tu axit
amin thu dugc nhu duge md ta trén Fig.65 dugc chon va sau d6 phan tich thong
tin sinh hoc duogc tién thanh d& danh gia muc “twong thich véi ngudi” cia mién
224G11-HZ VHO.

| Dua vao phuong phéap lam tuong thich véi ngudi duge 4p dung & day,
tham khdo vi du 27 vé phén tich tinh nguoi cia trinh tu 224G11 HZ VHO. Nhu
dugc md ta d6i véi viee 1am mién VH 227HI tuong thich véi ngudi, cic tic gia
sang ché da khiang dinh d tin ciy ciia hé théng danh s6 IMGT va céc cong cu
phan tich d6 twong ddng, va ciing da ching minh kha ning chuyén phuong phép
lam trong thich v6i nguoi gitta cac khang thé trong gi6i han do twong ddng noi tai
cua chung.

II - Lam mién thay ddi cta chudi nhe 224G 11 tuong thich véi nguoi

Dé xac dinh ngudi tham du tdt nhit dé ghép CDR, gen dong té bao mam
ciia nguoi biéu hién do déng nhét cao nhit vé6i trinh tu chudt VL 224G11 duge
nghién ctru. Véi su trg gitp cia cong cu phén tich dit liéu IMGT, hai ving V
ngudi nhan c6 thé déi véi cac CDR VL 224G11 ctia chudt dugce xac dinh. Do vay,
hai phuong phap lam tuong thich véi nguoi duge hoach dinh d6i v6i mién VL
224G11. Phuong phép thir nhét twong ng véi thir nghiém ban diu dbi v6i khung
ngudi c6 chiéu dai ngin hon CDR1 (IGKV3-11*01), phuong phép thr hai c6
chiéu dai CDR1 dai hon (IGKV4-1*01).

Fig.68 thé hién viéc sdp thing hang axit amin cia mién VL 224G11 cta
chudt véi hai khung nguoi duge chon. Trong ca hai vach Hu-FR FR ngén hon va
dai hon, chi thé hién axit amin duoc thy 1a khac véi mién VL 224G11 ctia chudt.
Céac vach HZ VL3 va HZ VL6 tuong ting v6i phién ban dugce 1am tuong thich véi
ngudi co ban clia mién VL 224G11 véi cac dot bién néu néu trén (dudng “thir
hang ”) da dugc xé4c dinh mot céch rd rang. S6 cho mdi @6t bién d& xuit tuong
ung véi tht hang ma tai d6 dot bién néu trén s& duge tién hanh bit ct khi nao
khung CDR1 co ban “ngén hon” hodc “dai hon” s&€ dugc chon.

Trong bd thir nghiém thr nhat, hai phién ban dugc lam twong thich véi
ngudi co ban cia mién VL chudt 224G11 duge xay dung va hoat tinh gin két
khang cMet clia chung duge phén tich, khi dugc biéu hién két hop véi chudi ning
kham 224G11. Cac két qua thu dugc tir thir nghiém gén két truc tiép khang cMet
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dugc thé hién trén Fig.69. Trong thir nghiém nay, hoat tinh gén két khang cMet
trong tu dugce quan sat d6i véi phién ban kham va HZ VL6 (“CDRI1 dai hon™)
trong khi hiu nhu khong mot gin két ndo phat hién dugc déi véi khéng thé thu
duge tir 224G11 tai td hop HZ VL3 (“CDRI1 ngén hon™) .

Trong bd thir nghiém th{r hai, cc tic gid sang ché da xay dung va phan
tich hoat tinh gin két khang cMet ctia phién ban dugc 1am tuwong thich véi ngudi
da duoc thuc hién cua mién VH 224G11 thu duogc tir HZ VL6 khi dugc biéu hién
két hop vé6i chudi ning kham 224G11. Hai dang dugc lam twong thich véi nguoi
bd sung duogc phan tich; trong phién ban HZ VL5, 7 gbc tir nhém thir ba (thtt hang
3) dugc lam tuong thich véi nguoi va trong phién ban HZ VL4, 4 gbc bén trai tir
nhém thir nhit (cac gde thir hang 1) chi van 14 chudt. Cac két qua thu dugc tir thir
nghiém gén két truc tiép khang cMet dugc thé hién trén Fig.70. Trong thir nghiém
nay, khong c6 su khéc biét nao v& kha nang gin két ciia cac khang thé tai t6 hop
kham hoic duogc lam tuong thich véi ngudi mot phén thu dugc tir 224G11 dugce
thir nghiém dwgc quan sat. 3 didm nay, 18 trong sé 22 axit amin dugc thdy 1a
khac nhau gitra mién VL 224G11 cta chudt va khung ngudi “CDR1 dai hon”
duogc chon dugce phéan tich va phét hién thiy khong c6 su lién quan vé hoat tinh
gin két khang cMet clia mién VL dugc 1am tuong thich véi nguodi 224G11, khi
két hop v6i chudi ning kham. '

Sau d6, da tién hanh thir nghiém phién ban dugc 1am tuong thich v&i nguoi
HZ VL4 cia mién VL 224G11 trong thir nghiém canh tranh gin két HGF. Nhu
dugc thé hién trén Fig.71, cac Kkét qua thu dugc da chung minh hoat tinh canh
tranh tuong ty clia cac khang thé thu duge tir 224G11 cia chudt va kham tai td
hop va dugc lam tuong thich véi nguol HZ VLA,

O giai doan nay clia qu4 trinh lam mién VL 224G11 tuong thich véi nguoi,
trinh ty thu dugc chi chira 4 gbc CDR bén ngoai c6 ngudn gdc tir trinh trr chudt b
me. Nhu duge thé hién trén Fig.72, 4 gbc dugc danh déu P 1a L4, M39, H40 va
R84. .

Dua trén hé théng danh s6 IMGT va céc cong cu phan tich do tuong dong,
céc tac gia sang ché da ching minh rang khung ngudi biéu hién sy khac biét vé
chu triac vé chidu dai CDR c6 thé vén thich hop trong quy trinh 1am twong thich
véi ngudi. Cac tac gia sang ché da quyét dinh x4c dinh dic diém phién ban duoc
1am twong thich v6i ngudi chudi ning va nhe thu dugc cta khang thé 224G11.
Phan tich sinh d6t bién dinh huéng vi tri ph::in dong gbp cua 4 géc chudt duoc tién
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thanh sau d6 khi dugc biu hién két hop vé6i phién ban duge 1am tuong thich véi
ngudi VHO ctia chudi ning.
I - Lam khang thé 224G11 tuong thich véi ngudi

Trong loat thir nghiém dAu tién, cac tac gia sang ché di xay dung va phan
~ tich hoat tinh gin két khang cMet ctia phién ban dugc lam tuong thich véi ngudi
hoan toan clia khang thé 224G11. Phién béan tai t& hop nay bao gdm ci céc
midnVH va VL dugc 1am twong thich véi ngudi 1an lugt 13 VHO va VL4. Céc két
qua thu dugc tir thtr nghiém gin két truc tiép khang cMet dugc thé hién trén
Fig.73. Trong thir nghiém nay, hoat tinh gén két khang cMet 224G 11 ngudi hoan
toan dwoc phat hién thiy 13 twong tw véi hoat tinh gén két cfia cac phién ban
224G11 t4i td hop kham va dugc 1am turong thich véi ngudi “chudi don”.

D3 thir nghiém phién ban dugc 1am tuong thich v6i ngudi mdt cach hoan
toan cia mién VL 224Gl11 trong thir nghiém canh tranh gén két HGF. Cac két
qua thu dugc nhu dugce thé hién trén Fig.74 d3 chiing minh hoat tinh canh tranh
tuong tu cia céc khéng thé thu-dugce tir 224G11 dugce 1am tuong thich v6i nguoi.
mot cach hoan toan kham téi tb hop va chudt bd me.

O giai doan ndy cia qua trinh lam khang thé 224G11 tuong thich véi
ngudi, trinh tr thu dugce chi chira 4 gbc CDR bén ngoai c6 ngudn gdc tir trinh tur
mién thay d6i ctia chudi nhe chudt bd me. Sau d6, cac tac gia sang ché da phan
tich céc bién thé don sinh dot bién huéng vi tri ctia mién VL dugc 1am twong thich
v6i ngudi VL4 khi dugc biéu hién két hop véi phién ban duge lam tuong thich
v6i ngudi VHO cia  chudi ning. Nhu duge minh hoa trén Fig.75 dbi véi thir
nghiém gin két truc tiép, cAc tac gia sang ché da duge x4c dinh cac gbc lién quan
tiém ning trong s6 4 gbc duogc thir nghiém, la M39 va H40.

Céc tac gia sang ché da quyét dinh phan tich cac thé da dot bién cia mién
VL 224G11 dugc 1am tuong thich v6i ngudi HZ VL4 khi dugc bidu hién két hop
v6i mién VH 224G11 duge 1am tuong thich véi ngudi HZ VHO. Nhu duge thé
hién trén Fig.76 d6i v6i thir nghiém gén két truc tiép va trén Fig.77 d6i véi thhir
nghiém canh tranh gén két HGF, cac thé da dot bién axit amin cia mién VL4
dugc phan tich dé xac dinh su két hop dugc 1am tuong thich véi ngudi t6t nhat.
Dura trén phan tich cac thé don dot bién, céc tac gia sang ché da tip trung vao cac
thé dot bién d6i va ba c6 thé c6 hoat tinh khang cMet t6t nhit. Thé dot bién
VHO0/VL4-2x tuong Gng v6i mién VH duge 1am tuong thich v6i ngudi HZ VHO
224G11 duge biéu hién véi mién VL dugce 1am twong thich véi nguoi HZ VL4
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224G11 v6i LAM/R84G dot bién kép. Thé dot bién VHO/VL4-3x tuong tng v6i
mién VH dugc 1am tuong thich véi ngudi HZ VHO 224G11 duge biéu hién véi
midn VL dugc 1am tuwong thich v6i ngudi HZ VL4 224G11 véi ba dot bién
L4AM/M39L/R84G.

Dua vao dit lidu thir nghiém thu dugc vé dic tinh gin két khéng cMet cla
khang thé 224G11 dugc lam twong thich v6i ngudi mot cach hoan toan, phan tich
thong tin sinh hoc cla ca hai trinh tu mién thay ddi ctia chudi ning va nhe sau d6
dugc tién thanh @ danh gia mirc “twong thich voi ngudi” cia cac phién ban dugc
1am tuong thich v6i nguoi tot nhét VHO/VL4-2x va VHO/VL4-3x. Trude ddy da
chimg minh viéc 1am twong thich v6i ngudi “IMGT hoan toan” ciia mién VH
VHO 224G11. V& mttc “tuong thich véi ngudi” ciia cac phién ban mién VL dugc
1am tuong thich véi ngudi VL4-2x va -3x 224G11, ching chi chira cac gbc M39
vi/hodc H40 chudt. Hai gbc chinh tiém ning nay ndm & diém két thuc ctia CDR1,
M39 13 diém lién két CDR dau tan N. Dya vio chidu dai CDR, vin dé& ma céc tac
gi4 sang ché da-phai d8i mit-trong qua trinh 1am mién VL 224G11 tuong thich véi
ngudi, va can nhic céc vi tri d6 nhu mot phén clia viéc xac dinh VL CDRI1 theo
Kabat, mirc trong thich véi ngudi cua khang thd 224G11 duge lam tuong thich
vGi ngudi mdt cach hoan toan phai biéu hién tinh sinh mién dich gidm manh do

cac goc chudt duge bao toan toi thi€u.
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YEU CAUBAO HO

1. Khang thé phan l4p duge, hosic mot trong sb cac doan nhj gid gin két v6i c-Met
ctia n6, khac biét & chd, khang thé nay c6 chudi ning chira CDR-H1, CDR-H2 va
 CDR-HS3 lan luot chira trinh tyr axit amin néu trong SEQ ID No. 56, 57 va 58; va
chudi nhe chita CDR-L1, CDR-L2 vad CDR-L3 1n lugt chtra trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID No. 59, 60 va 61.

2. Khéng thé theo diém 1, hosic mdt trong sé cac doan nhi gia gin két véi c-Met
ctia no, khac biét & chd, khang thé nay c6 chudi niing chtra trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID No. 62 va chudi nhe chira trinh ti axit amin néu trong SEQ ID No.
63.

3. Té bao lai cia chudt c6 kha ning tiét khang thé theo diém 2, khéc biét & chd, té
bao lai nay la té bao lai ciia chudt dugc ndp luu tai Le Centre National de
Cincéma du Mali (CNCM), vién Pasteur, Paris, vao ngay 14 thang Ba, nam 2007
v6i s6 1-3724.

4. Khang thé theo diém 1 hoic 2, hoic mdt trong s§ cac doan nhi gia gin két véi

c-Met cua né, khac biét & chd, khang thé nay 1a khang thé don dong.

5. Khang thé theo diém 4, hodc mot trong sb cac doan nhi gia gén két v6i c-Met
ctia no, khac biét & chd, khang thé nay 13 khang thé kham, trong d6 cic viing 6n

dinh cta chudi nhe va chudi ning thu dugc tir khéng thé clia nguoi.

6. Khang thé theo diém 4, hosc mot trong sb cac doan nhi gia gin két voi c-Met
ctia no, khac biét & chd, khang thé nay 13 khang thé dugc 1am tuong thich véi
ngudi, trong d6 cac vung dn dinh cta chudi nhe va chudi ngng thu dugc tir khang
thé cua ngudi 14n lugt dbi voi chudi nhe 13 ving kappa va dbi véi chudi ning 13

vung gama-1, gama-2 hodc gama-4 .
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7. Khang thé duoc 1am tuong thich véi nguoi theo diém 6, hodc mot trong sb cac
doan nhi gi4 gin két véi c-Met ctia n6, khac biét & chd, khang thé dugc lam twong
thich v6i ngudi nay ¢6 khung ctia ngudi clia mién thay dbi cia chudi nhe dugc ma
hoa béi gen dong té bao mam IGKV3-7*01 va IGKJ4*01 ngudi, trong d6 cac
khung ctia ngudi ndy c6 it nhat mot dot bién tir gbc ciia ngudi thanh gbe cia chudt
dugc chon tir M4 thanh L, S40 thanh Y, F87 thanh Y va P96 thanh T.

8. Khang thé dugc 1am twong thich v6i ngudi theo diém 6, hoic mot trong s céc
doan nhi gia ga"m két v6i c-Met ctia nd, khac biét & chd, khéng thé dugc lam tuong
thich v6i ngudi ndy c6 cac khung clia mién thay d6i ctia chudi ning dugc ma hod
boi gen dong té bao mam IGHV1-46*01 va IGHI4*03 ngudi, trong d6 cac khung
ctia ngudi ndy c6 it nhat mot dot bién tir gbc clia ngudi thanh gbc ctia chudt duge

chon tir H40 thanh N, 155 thanh Y, S66 thanh D, R80 thanh A va T82 thanh K.

9. Khang thé theo diém bt ky trong s cc diém tir 1 dén 8, hodc mot trong s céc
doan nhi gia gén két v6i c-Met ctia no, khac biét & chd, khang thé nay c6 kha ning

ge“'ln két dic hiéu v6i c-Met.

10. Khang thé theo diém 9, hodc mot trong sd cac doan nhi gia gin két voi c-Met
clia n6, khac biét & chd, khang thé nay c6 kha ning wc ché qué trinh hoat hoa c-

Met phu thudc vao phdi tir va khéng phu thude vao phdi ti.

11. Khang thé theo diém 10, hodc mot trong sb cac doan nhi gia g:fm két voi c-Met

ctia nd, khac biét & chd, khang thé nay trc ché qua trinh dime hod c-Met.

12. Khang thé theo diém 11, hojic mét trong s6 cac doan nhi gia gén két v6i c-Met
clia n6, khac biét & chd, khang thé nay tc ché it nhat 50% kha ning ting sinh té

bao cua khoi u doi voi it nhat mot loai khoi u.

13. Axit nucleic phan 1dp dugc, ADN hodc ARN, ma hoa khang thé, hoic mot

trong sb cac doan nhi gia c6 chirc ning ctia né, nhu dugce xac dinh trong cc diem

-97-



26771

1va2.

'14. Axit nucleic phan 14p dugc theo diém 13, khac biét & chd, axit nucleic nay
duoc chon tir cac axit nucleic sau: ‘
a) axit nucleic c6 trinh tuw ADN bao gdm céc trinh tir néu trong SEQ ID No.
64, SEQ ID No. 65, SEQ ID No. 66 va céc trinh tir néu trong SEQ ID No.
67, SEQ ID No. 68 va SEQ ID No. 69;
b) axit nucleic c6 trinh tu ADN bao gdm céc trinh ty néu trong SEQ ID No.
70 va SEQ ID No. 71.

15. Vat tfuyén chira axit nucleic theo diém 13 hozc 14.
16. Té bao chu chira vat truyén theo diém 15.

17. Quy trinh san xuét khang thé, hodic mot trong sd cac doan nhi gia gfin két véi
c-Met cta no, theo diém bét ky trong sb cac diém 1, 2 va 4-12, khac biét & chd,
quy trinh nay bao gdm cac budc:
a) nudi cdy té bao chi theo diém 16, trong mdi trudng va trong cac didu
kién nudi ciy thich hop; va
b) thu hdi cac khang thé néu trén, hodc mot trong sé cac doan nhi gia gin
két v6i c-Met ctia chiing, tir moi trudng nudi cdy hoic cac té bao nudi chy

néu trén .

18. Ché phém chira hoat chét 13 hop chét bao gdm khang thé, hodc mot trong sd
céc doan nhi gia c6 gin két véi c-Met ciia n theo diém bét ky trong sb cac diém
1, 2, 4-12, hodc thu dugc bﬁng quy trinh theo diém 17, hodc dugce tao ra boi té bao

lai theo diém 3.

19. Ché phém theo didm 18, khéc biét & chd, ché phdm nay con chira it nhat mét
khang thé khang khéi u.

-08-



26771

20. Ché phim theo diém 18, trong d6 ché phdm nay con chira it nhét mt tic nhan

gdy doc té bao/kim ham té bao .

21. Ché phim theo didm bét ky trong s cac didm tir 18 dén 20, khéc biét & chd ,
khéng thé nay, hosic mdt trong sb cac doan nhj gia gén két v6i c-Met cuia né, duge

tiép hop v6i doc t6 té bao va/hodc nguyén t6 phong xa.

-22. Phuong phap chin doan in vitro cic bénh do su biéu hién qua murc hodc biéu
hién duéi mirc binh thudng cta thu thé c-Met bit dau tir miu sinh hoc, trong d6
thu thé c-Met bj ngﬁi 12 ¢6 mit & mirc khéng binh thudng, khic biét & chd,
phuong phap nay bao gdm budc cho miu sinh hoc nay tiép xuc v6i khang thé,
ho_ac mdt trong sd cac doan nhi gia gin két v&i c-Met ciia né, theo diém bét ky
trong s6 cac diém tir 1, 2, 4-12, hodc thu duge béi quy trinh theo diém 17, hoic
dugc tao ra béi té bao lai theo diém 3, khang thé nay co thé dugc danh déu, néu

can
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<400> 7
Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr Asn
1 5

<210> 8

<211> 8

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 8
Ile Asn Pro Asn Asn Gly Gly Thr
1 5

<210> 9

<211> 14

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 9
Ala Arg Gly Arg Tyr Val Gly Tyr Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr
1 5 10

<210> 10
<211> 10
<212> PRT
<213> mus musculus

<400> 10
Glu Ser Val Asp Ser Tyr Ala Asn Ser Phe
1 5 10

<210> 11
<211> 3
<212> PRT
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<213> mus musculus

<400> 11
Arg Ala Ser
1

<210> 12

<211> 9

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 12
Gln Gln Ser Lys Glu Asp Pro Leu Thr
1 5

<210> 13

<211> 10

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 13
Glu Ser Ile Asp Thr Tyr Gly Asn Ser Phe
1 5 10

<210> 14

<211> 9

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 14
Gln Gln Ser Asn Glu Asp Pro Phe Thr
1 5

<210> 15

<211> 6

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 15
Glu Asn Ile Tyr Ser Asn
1 5

<210> 16

<211> 3

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 16
Ala Ala Thr
1

<210> 17

<211> 9

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 17

Gln His Phe Trp Gly Pro Pro Tyr Thr
1 5
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<210> 18

<211> 118

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 18
Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Thr Ser Gly Tyr Ile Phe Thr Ala Tyr
20 25 30
Thr Met His Trp Val Arg Gln Ser Leu Gly Glu Ser Leu Asp Trp Ile
35 40 45
Gly Gly Ile Lys Pro Asn Asn Gly Leu Ala Asn Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60
Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Asp Leu Arg Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Ser Glu Ile Thr Thr Glu Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110
Ala Leu Thr Val Ser Ser
115

<210> 19

<211> 118

<212> PRT -

<213> mus musculus

<400> 19 ,
Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Met Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Asp Tyr
20 25 30
Thr Leu Asn Trp Val Lys Gln Ser His Gly Lys Thr Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Leu Ile Asn Pro Tyr Asn Gly Gly Thr Thr Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60
Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Leu Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Glu Glu Ile Thr Lys Asp Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110
Thr Leu Thr Val Ser Ser
115

<210> 20

<211> 121

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 20

Glu Val Leu Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Ile Pro Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr

20 25 30
Asn Met Asp Trp Val Lys Gln Ser His Gly Met Ser Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Asp Ile Asn Pro Asn Asn Gly Gly Thr Ile Phe Asn Gln Lys Phe
50 55 60
Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
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65

Met Glu Leu Arg Ser

85

Ala Arg Gly Arg Tyr

100

Gln Gly Thr Ser Val

<210> 21
<211> 11

<212>
<213>

<400> 21

Asp
1
Gln
Ala
Lys
Arg
65

Pro

Glu

Ile
Arg
Asn
Leu
50

Phe

Val

Asp

<210> 22
<211> 11

<212>
<213>

<400> 22

Gly
1
Gln
Gly
Lys
Arg
65

Pro

Glu

Ile

115

1

PRT
mus musculus

Val
Ala
Ser

35
Leu

Ser

Glu

Pro

1

PRT
mus musculus

Val

Leu
Thr
20

Phe
Ile
Gly
Ala

Leu
100

Leu

Thr
Ile
Met
Tyr
Ser
Asp

85
Thr

Thr
5

Arg Ala Thr Ile

Asn
Leu
50

Phe
Val

Asp

<210> 23
<211> 10

<212>
<213>

<400> 23
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser

1

Ser
35

Leu
Ser

Glu

Pro

7

PRT _
mus musculus

20
Phe

Ile
Gly
Ala

Phe
100

Ile
Tyr
Ser
Asp

85
Thr

5

70

Leu Thr Ser

Val Gly Tyr

Thr Val Ser

Gln
Ser
His
Arg
Gly
70

Asp

Phe

Gln
Ser
His
Arg
Gly
70

Asp

Phe

Ser’

Cys
Trp
Ala
55

Ser

Val

Gly

Ser
Cys
Trp
Ala
55

Ser

Ser

Gly

Glu Thr Val Thr Ile Thr Cys

20

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys

35

120

Pro
Arg
Tyr
40

Ser
Arg
Ala

Ser

Pro
Arg
Tyr
40

Ser
Arg

Ala

Ser

Pro

Arg

26771

75

80

Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

90

95

Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly

105
Ser

Ala Ser
10

Ala Ser

25

Gln Gln

Asn Leu
Thr Asp

Thr Tyr

90
Gly Thr
105

Ala Ser
10

Val Ser

25

Gln Gln

Asn Leu

Thr Asp

Thr Tyr
90

Gly Thr
105

Leu
Glu
Lys
Glu
Phe
75

Tyr

Lys

Leu
Glu
Lys
Glu
Phe
75

Tyr

Lys

Ala
Ser
Pro
Ser
60

Thr

Cys

Leu

Ala
Ser
Pro
Ser
60

Thr

Cys

Leu

Ala Ser Leu Ser

10

Ala Ser Glu Asn

25

Gln Gly Lys Ser Pro

40
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Val
Val
Gly
45

Gly
Leu

Gln

Glu

Val
Ile
Gly
45

Gly
Leu

Gln

Glu

Val

Ile

110

Ser
Asp
30

Gln
Ile
Thr
Gln

Met
110

Ser
Asp
30

Gln
Ile
Thr
Gln

Met
110

Ser

Leu
15

Ser
Pro
Pro
Ile
Ser

95
Lys

Leu
15

Thr
Pro
Pro
Ile
Ser

95
Lys

Val
15

Gly
Tyr
Pro
Ala
Asn

80
Lys

Gly
Tyr
Pro
Ala
Asn

80
Asn

Gly

Tyr Ser Asn

30

Gln Leu Leu Val

45



Tyr Ala Ala Thr
50

Ser Gly Ser Gly

65

Glu Asp Phe Gly

Thr Phe Gly Gly
100

<210> 24
<211> 24
<212> ADN

Asn
Thr
Ser

85
Gly

<213> mus musculus

<400> 24

Leu

Gln
70
Tyr

Thr

26771

Val Asp Gly Val
55
Tyr Ser Leu Lys

Tyr Cys Gln His
90
Lys Leu Glu Ile
105

ggatacatat tcactgcata cacc

<210> 25
<211> 24
<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 25

attaaaccaa acaatggtct tgct

<210> 26
<211> 33
<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 26

gcaagatctg agattacgac ggaatttgac tac

<210> 27
<211> 24
<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 27

ggttattcat tcactgacta cacc

<210> 28
<211> 24
<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 28

attaatcctt acaatggtgg tact

<210> 29
<211> 33
<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 29

gcaagagagg aaattacgaa ggactttgat ttc

<210> 30

-177-

Pro Ser Arg Phe Ser Gly

Ile Asn Ser Leu Gln Ser

75

80

Phe Trp Gly Pro Pro Tyr

Lys

95

24

24

33

24

24

33



<211> 24
<212> ADN
<213> mus musculus

<400> 30
ggatacacat tcactgacta caac

<210> 31

<211> 24

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 31
attaatccta acaatggtgg tact

<210> 32

<211> 42

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 32

gcaagaggga ggtatgttgg ttactactat gctatggact ac

<210> 33

<211> 30

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 33
gaaagtgttg atagttatgc caatagtttt

<210> 34

<211> 9

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 34
cgtgcatcc

<210> 35

<211> 27

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 35
cagcaaagta aggaggatcc tctcacg

<210> 36

<211> 30

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 36

gaaagtattg atacttatgg caatagtttt
<210> 37

<211> 27

<212> ADN

<213> mus musculus

26771
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24

24

42

30

27

30



<400> 37

26771

cagcaaagta atgaggatcc attcacg

<210> 38
<211> 18
<212> ADN
<213>

<400> 38

mus musculus

gagaatattt acagtaat

<210> 39
<211> 9

<212> ADN
<213>

<400> 39
gctgcaaca

<210> 40
<211> 27
<212> ADN

mus musculus

<213> mus musculus

<400> 40
caacattttt

<210> 41
<211> 354
<212> ADN

ggggtcctcee

<213> mus musculus

<400> 41

gaggtccagc
tcctgcaaga
cttggagaga
aaccagaagt
atggacctcc
attacgacgg

<210> 42
<211> 354
<212> ADN

tgcaacagtc
cttctggata
gccttgactg
tcaagggcaa
gcagcctgac
aatttgacta

<213> mus musculus

<400> 42

gaggtccagce
tcctgcaagg
catggaaaga
aaccagaagt
atggagctcc
attacgaagg

<210> 43

<211> 363
<212> ADN
<213>

<400> 43

tgcaacagtc
cttctggtta
cccttgagtg
tcaagggcaa
tcagtctgac
actttgattt

mus musculus

gtacacg

tggacctgag
catattcact
gattggaggt
ggccacattg
atctgaggat
ctggggccaa

tggacctgaa
ttcattcact
gattggactt
ggccacatta
atctgaggac
ctggggccaa

ctggtgaagc
gcatacacca
attaaaccaa
actgtagaca
tctgcagtct
ggcaccgctce

ctggtgaagc
gactacaccc
attaatcctt
actgtagaca
tctgcagtcet
ggcaccactc

-179-

ctggggcttc
tgcactgggt
acaatggtct
agtcctccag
attactgtgc
tcacagtctc

ctggagcttc
tgaactgggt
acaatggtgg
agtcatccag
attactgtgce
tcacagtctc

agtgaagata
gaggcagagc
tgctaactac
cacagcctac
aagatctgag
ctca

aatgaagatt
gaagcagagc
tactacctac
cacagcctac
aagagaggaa
ctca

27

18

27

60
120
180
240
300
354

60
120
180
240
300
354



gaggtcctge
ccctgcaagg
catggaatga
aaccagaagt
atggagctcc
tatgttggtt
tca

<210> 44
<211> 333
<212> ADN

tgcaacagtc
cttctggata
gccttgagtg
tcaagggcaa
gcagcctgac
actactatgc

<213> mus musculus

<400> 44

gacattgtgce
atatcctgca
cagcagaaac
gggatccctg
cctgtggagg
acgttcggct

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

45
333
ADN

<400> 45

ggcattgtgt
atatcctgca
cagcagaaac
gggatccctg
cctgtggagg
acgttcggcet

<210> 46
<211> 321
<212> ADN

tgacccaatc
gagccagtga
caggacagcc
ccaggttcag
ctgatgatgt
cggggacaaa

mus musculus

tgacccaatc
gagtcagtga
caggacagcc
ccaggttcag
ctgatgattc
cggggacaaa

<213> mus musculus

<400> 46

gacatccaga
atcacatgtc
ggaaaatctc
aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaagc

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

47
24
ADN

<220>
<223>
(RPLO)

<400> 47

tgactcagtc
gagcaagtga
ctcagctcct
gcagtggatc
ggagttatta
tggagataaa

tggacctgag
cacattcact
gattggagat
ggccacattg
atctgaggac
tatggactac

tccagcttct
aagtgttgat
acccaaactc
tggcagtggg
tgcaacctat
attggaaatg

tccagcttct
aagtattgat
acccaaactc
tggcagtggg
tgcaacctat
gttggaaatg

tccagcctcce
gaatatttac
ggtctatgct
aggcacacag
ctgtcaacat

g

trinh ty nhén tao

gaaactctgc attctcgectt cctg

<210> 48

26771

ctggtgaagc ctggggcttc agtgaagata

gactacaaca
attaatccta
actgtagaca
actgcagtct

tggggtcaag

ttggctgtgt
agttatgcca
ctcatctatc
tctaggacag
tactgtcagc
aaa

ttggctgtgt
acttatggca
ctcatctatc
tctaggacag
tactgtcage
aaa

ctatctgtat
agtaatttag
gcaacaaact
tattcccteca
ttttggggtc

-180-

tggactgggt
acaatggtgg

agtcctccag
attactgtgc
gaacctcagt

ctctagggca
atagttttat
gtgcatccaa
acttcaccct
aaagtaagga

ctctaggaca
atagttttat
gtgcatccaa
acttcaccct
aaagtaatga

ctgtgggaga
catggtatca
tagtagatgg
agatcaacag
ctccgtacac

gaagcagagc
tactatcttc
cacagcctac
aagagggagg
caccgtctcc

gagggccacc
gcactggtac
cctagaatct
caccattaat
ggatcctctc

gagggccacc
acactggtac
cctagaatct
caccattaat
ggatccattc

aactgtcacc
gcagaaacag
tgtgccatca
cctgcagtct

gttcggaggg

Doan mdi d8i véi housekeeping gene Ribosomal protein, large,

120
180
240
300
360
363

60
120
180
240
300
333

60
120
180
240
300
333

60
120
180
240
300
321

24

PO

60
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<211> 22
<212> ADN
<213> trinh ty nhén tao

<220>
<223> Poan mbi d&bi véi gen housekeeping PO (RPLO)protein Ribosom

<400> 48
aggactcgtt tgtacccgtt ga 22

<210> 49

<211> 26

<212> ADN

<213> trinh tuy nhédn tao

<220>

<223> Poan mdi d&bi véi gen housekeeping PO (RPLO)protein Ribosom

<400> 49

tgcagattgg ctacccaact gttgca 26

<210> 50

<211> 18

<212> ADN

<213> trinh tu nhédn tao

<220>
<223> Poan mdi dbi véi HGF

<400> 50
aacaatgcct ctggttcc - 18

<210> 51

<211> 20

<212> ADN .
<213> trinh ty nhédn tao

<220>
<223> Doan mdi ddi véi HGF

<400> 51
cttgtagctg cgtcctttac 20

<210> 52

<211> 27

<212> ADN

<213> trinh ty nhédn tao

<220>
<223> M3u lai thu d6i véi HGF

<400> 52
ccttcaatag catgtcaagt ggagtga 27

<210> 53

<211> 28

<212> ADN

<213> trinh ty nhén tao

<220>
<223> boan mdi d8i véi c-Met
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<400> 53
cattaaagga gacctcacca tagctaat

<210> 54

<211> 22

<212> ADN

<213> trinh ty nhén tao

<220>
<223> Poan mdi dbi véi c-Met

<400> 54
cctgatcgag aaaccacaac ct

<210> 55°

<211> 25

<212> ADN

<213> trinh ty nhén tao

<220>
<223> M3u lai thu d6i véi c-Met

<400> 55
catgaagcga ccctctgatg tccca

<210> 56

<211> 8

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 56

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp.
1 5

<210> 57

<211> 8

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 57
Ile Asn Pro Thr Thr Gly Ser Thr
1 5

<210> 58

<211> 11

<212> PRT

<213> mus musculus

<400> 58

Ala Ile Gly Gly Tyr Gly Ser Trp Phe Ala Tyr

1 5

<210> 59

<211> 17

<212> PRT

<213> mus musculus

10

-182-

28

22

25



<400> 59
Ser Ser Val Ser Ser Thr Tyr

1

<210> 60

<211> 3

<212> PRT
<213> mus musculus

<400> 60
Thr Thr
1

<210> 61
<211> 9

Ser

<212> PRT
<213> mus musculus

<400> 61

5

26771

His Gln Trp Ser Ser Tyr Pro Phe Thr

1

<210> 62
<211> 11

8

<212> PRT
<213> mus musculus

<400> 62
Gln Val
1

Ser Val

Trp Met

Gly Tyr
50

Lys Asp

65

Met Gln

Ala Ile

Leu Val

<210> 63
<211> 10

Gln
Lys
Asn
35

Ile
Lys
Leu

Gly

Thr
115

8

<212> PRT
<213> mus musculus

<400> 63
Gln Ile

1

Glu Lys

Tyr Leu

Ile Tyr

50
Gly Ser
65

Val
Val
Tyr
35

Thr

Gly

5

Leu Gln

Met Ser
20
Trp Val

Asn Pro
Ala Thr
Ser Ser
85
Gly Tyr

100
Val Ser

Leu Thr
Thr Leu
20

Trp Tyr
Thr Ser

Ser Gly

Gln
Cys
Lys
Thr
Leu
70

Leu

Gly

Ala

Gln
Thr
Gln
Ile

Thr
70

Ser
Lys
Gln
Thr
55

Thr

Thr

Ser

Ser
Cys
Gln
Leu

55
Ser

Gly
Ala
Arg
40

Gly
Ala

Ser

Trp

Pro
Ser
Lys
40

Ala

Tyr

Ala Glu
10

Ser Gly

25

Pro Gly

Ser Thr
Asp Lys
Glu Asp

Phe Ala
105

Ala Ile
10

Ala Ser

25

Pro Gly

Ser Gly

Ser Leu

-183-

Leu
Tyr
Gln
Asp
Ser
75

Ser

Tyr

Met
Ser
Ser
Val

Thr
75

Ala
Thr
Gly
Tyr
60

Ser

Ala

Trp

Ser
Ser
Ser
Pro

60
Ile

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Asn

Val

Gly

Ala
Val
Pro
45

Ala

Ser

Pro
Thr
30

Glu
Gln
Thr

Tyr

Gln
110

Ser
Ser
30

Lys
Arg

Ser

Gly
15

Ser
Trp
Lys
Ala
Tyr

95
Gly

Pro
15

Ser
Leu

Phe

Met

Ala
Tyr
Ile
Leu
Tyr
80

Cys

Thr

Gly
Thr
Trp
Ser

Glu
80
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Thr Glu Asp Ala Ala Ser Tyr Phe Cys His Gln Trp Ser Ser Tyr Pro
85 90 95
Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Asp Ile Lys
100 105

<210> 64

<211> 24

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 64
ggctacactt ttacttccta ctgg 24

<210> 65

<211> 24

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 65
attaacccta ccactggttc tact 24

<210> 66

<211> 33

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 66
gcaataggag gatatgggtc ctggtttgct tac 33

<210> 67

<211> 21

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 67 :
tcaagtgtaa gttccaccta c 21

<210> 68

<211> 9

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 68
accacatcc 9

<210> 69

<211> 27

<212> ADN

<213> mus musculus

<400> 69
catcagtgga gtagttaccc attcacg 27

<210> 70

<211> 354

<212> ADN

<213> mus musculus
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<400> 70

caggtccagc
tcctgcaagg
cctggacagg
aatcagaagt
atgcaactga
tatgggtcct

<210> 71

<211> 324
<212> ADN
<213>

<400> 71

caaattgttc
ttgacctgca
ccaggatcct
gctcgcttca
actgaagatg
tcggggacaa

ttcagcagtc
cttctggcta
gtctggaatg
taaaggacaa
gcagcctgac
ggtttgctta

mus musculus

tcacccagtc
gtgccagcectc
cccccaaact
gtggcagtgg
ctgcctctta
agttggacat

tggggctgaa
cacttttact
gattggatac
ggccacattg
atctgaggac
ctggggccaa

tccagcaatc
aagtgtaagt
ctggatttat
gtctgggacc
tttctgccat
aaaa

26771

ctggcaaaac
tcctactgga
attaacccta
actgcagaca
tctgcagtct

gggactctgg

atgtctgcat
tccacctact
accacatcca
tcttactctc
cagtggagta

-185-

ctggggcctc
tgaactgggt
ccactggttc
aatcctccaa
attactgtgc
tcactgtctc

ctcctgggga
tgtactggta
tcctggettce
tcacaatcag
gttacccatt

agtgaagatg
gaaacagagg
tactgactac
cacagcctac
aataggagga
tgca

gaaggtcacc
ccagcagaag
tggagtccct
cagcatggag
cacgttcggce

60
120
180
240
300
354

60
120
180
240
300
324





