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(57) Sang ché dé xuat phuong phap mai va sang tao dé tao thé protein dung hop dinh thém
goc histidin tai dau tan cing C (TAT-HOXB4H), tao ra tac dung c6 loi khong ngo voi hiéu
sudt va tinh 6n dinh gia ting dé cho phép sir dung in vivo protein nay va dugc pham chtra
hoat chit TAT-HOXB4H c6 hoat tinh kich thich gia tang qua trinh tao mau. Cu thé hon,
protein tai to hop TAT-HOXBA4H gia tang su cay ghép tay xuong, hdi phuc qua trinh tao
mau, phuc hdi té bao tay xuwong va sb té bao gbc luu thong, dic biét sau hoa tri lidu hoic
xa tri.
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Linh vue ky thuat dwoce dé cap

Sang ché dé cap dén phuong phap méi va sang tao dé tao ra protein dung hop
TAT-HOXB4 ¢6 gin histidin tai dau tan cung C (TAT-HOXB4H) véi it nhét 6 gbc
histidin & d4u tan ciing C. Phuong phap nay tao ra loi ich bat ngd 14 tinh 6n dinh va hiéu
sudt gia tang, cho phép str dung thanh cdng protein nay in vivo, va dugc pham chira hoat

chat TAT-HOXB4H.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Céac mbi quan tdm ngay cang 16n ddi véi y hoc tai tao da thac ddy su nghién ciru
cac té bao gbe dic thu theo co quan hay céc té bao c6 kha nang tu doi méi. Quan thé té
bao tu d6i méi duoc nghién ctru tot nhat 13 cac té bao goc tao mau (HSC) vi ddy la nhiing
lwa chon sang tao trong didu tri cac bénh tir ung thu dén bénh chuyén hoa va cho dén

thiéu hut mién dich.

Qué trinh tao t& bao mau ma nho d6 té bao hong cau va bach cau duoc thay thé
bang sur phan chia clia cac té bao HSC (té bao gdc tao mau) nam trong tiy xwong dugc
got 1a qua trinh tao mau. Cac té bao HSC c6 céc dic tinh chu chdt dé c6 thé tu ddi mai
va biét hoa thanh nhiing té bao trudng thanh cia ca dong té bao dang lympho va dong
té bao dang tiy. Tuy nhién, nhitng co ché di truyén chiu trach nhiém diéu khién qua
trinh tu doi mai va két qua biét hoa clia qua trinh phan chia céc té bao HSC van chua

duoc hiéu rd.

Hién nay, viéc cdy ghép nhiing t& bao HSC tir tiy xuong ngudi truéng thanh,
mau ngoai bién da huy dong, va mau day rén (UCB) dd duogc str dung ldm sang dé diéu
tri ung thu mau (bénh bach ciu va u lympho) va dé gitp hé mién dich hoi phuc sau dot
hoa tri liéu liéu cao nhitng bénh ung thu khong phai ung thu mau. Tuy nhién, dé ciy
ghép hiéu qua thi can luong dang ké cac té bao HSC tir nhidu ngudn khac nhau va c6
thé can diéu tri kéo dai.

Céc té bao HSC ¢6 thé c6 ngudn gde tir tiy xuong, mau ngoai bién va UCB (day
rdn). Viéc tach té bao tiiy xuong phai dugc thuc hién biang phau thuat va la cong doan

gay dau ddn, vi vy it dugc ua chudong. Phuong phdp st dung mau ngoai bién ciing co
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van dé vi kho khin trong qua trinh thu nhan nhitng té bao HSC c¢6 chét lugng tir nhitng
bénh nhén bi tén thuong qué trinh tao mau do ém hay phai trai qua hoéa tri liéu. Méu déy
ron 1a dé léy hon va chét lugng cua cac té bao HSC 1a cao hon nhiéu nhung lai c6 nhugc
diém 1a s6 luong té bao HSC c¢6 thé thu dugc bang phuong phap nay lai ¢ gidi han. S6
té bao tir mdi 14n tach 1a du ding cho tré em, nhung c6 thé khong du cho ngudi lon. Dé
giai quyét van dé tiém tang nay, qua that cin phai c6 phuong phap méi tao didu kién
cho su tang sinh in vitro cic té bao HSC bang cach can thiép qua trinh tu ddi mdi té bao

gbc dé phuc vu viée cay ghép té bao HSC.

D biét 1a cac yéu t6 phién mi dong vai tro quan trong trong diéu tiét biéu hién
gen va su biét hoa té bao gbc (Orkin, S. H. Nature Reviews Genetics 1, 57-64, 2000).
Yéu t6 phién ma chuyén doi nhiéu qua trinh té bao khac nhau thong qua viéc gan két
vao gen dich dic thu, va su diéu khién nay ciing phu thudc vao ndng do ctia né trong té
bao. Nhém cac yéu td phién ma co tén goi 1a ADN lién két homeobox (HOX) trudc ddy
dugc biét 1a déng vai trd chinh trong qua trinh tao phdi. Hién nay, ho HOX con duoc
biét 1a 6 lién quan dén qua trinh phat trién cta céc té bao HSC (Buske, C. va cong su,
J. Hematol. 71, 301-308, 2000). Dr. Guy Sauvageau thudc University of Montreal da
nghién ctru viée diéu khién qua trinh tu d6i méi HSC bang yéu td phién ma HOX. Nhom
Dr. Sauvageau da chi ra gen homeobox HOXB4 14 cuc ky quan trong trong diéu khién
qua trinh tu d6i moi cac té bao HSC nho kha ning cia gen nay duy tri dugc quan thé
HSC trong tiy xuong. Nhitng gen HOX duoc biéu hién trong té bao mau dugc phat hién
déu tién & dong té bao nguodi va chudt nhat. Mot sb dang cua gen HOX duoc biéu hién
rong khip trong nhiéu dang té bao khéc nhau, trong khi méot sé dang khac ciia gen nay
lai chi biéu hién riéng & mot sb dang té bao nhat dinh hay chi biéu hién & mot s6 thoi
diém nhét dinh trong qué trinh phat trién. Vi du, tdm thanh vién thudc cum gen HOXB
ctia ngudi duoc biéu hién & giai doan sdm trong qué trinh phét trién hdng cau. Tuy nhién,
nhitng gen HOXB nhu HOXB4 va HOXB7 ciing dugc biéu hién trong té bao T va té
bao B. Nhom ctia Sauvageau da xac nhén rang chin gen HOXA, tam gen HOXB va bén
gen HOXC duoc biéu hién trong té bao tiy xuong CD34. Trong sb nhiing té bao tuy
xuong CD34" nay, HOXB2, HOXB9 va HOXA10 c6 nhiéu nhit trong té bao goc clia
hdéng cdu. Tuy nhién, khong c6 gen HOX nao biéu hién trong té bao CD34". Gen
homeobox B4 (HOXB4) ctia nguoi gan ddy duoc ching minh 1 ¢6 thé 1am gia tang hitu

hiéu sb luong té bao HSC & dang protein retrovirut hay protein tai to hop. Céac protein
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tai td hop TAT-HOXB4 da dugc sir dung trong phong thi nghiém dé gia tang té bao goc
tranh nguy co phai cai thém retrovirut hay cing nudi cdy véi té bao dém tiy xwong
(tham chiéu Krosl, J. va cdng su, Nature Medicine 9, 1428-1432,2003). Vi vay, protein
HOXB4 thudng dugc sir dung lam chét kich thich dé thuc ddy su gia tang s6 lugng té
bao HSC in vitro (Fig.1).

Biang chimg gan déy chi ra ring bang cach thém doan trinh tu protein TAT vao
dau tan cung N cua HOXB4, c6 thé dua gen HOXB4 ngoai sinh vao té bao. Poan trinh
tu TAT nay huéng viée van chuyén HOXB4 tir ngoai té bao vao trong té bio. Khi da
vao trong té bao chét, HOXB4 c6 thé gidn ra trd lai dang cdu hinh nguyén thiy cta né
b6i chaperon HSP90. TAT-HOXB4 c6 kha ning thuc ddy ting sinh HSC tir 2 dén 6 lan
(Amsellem, S. va cdng su, Nature Medicine 9, 1423-1427, 2003; Krosl, J. va cdng su,
Nature Medicine 9, 1428-1432, 2003). Tuy nhién, hi€u suét thu nhan protein tai td hop
TAT-HOXBA4 tir E. coli bang cach sir dung cach tinh ché thong thuong 1a qué thép.

Dé ting luong protein tai td hgp TAT-HOXB4 tao ra, da phat trién phuong phap
tao protein TAT-HOXB4H c6 thém sau gdc histidin duoc dinh vao dau tan cing C va
hiéu suit tao ting gép 3-4 14n so v6i hiéu sudt tao protein gbc sau tinh ché. Protein téi to
hop thu dugc (TAT-HOXB4H) chira sau gbe 6 histidin & dau tan cing C. Phuong phép
nay da dugc dé cap trong don PCT s6 PCT/CN2006/000646.

Da biét rang c6 thé sir dung protein tai tb hop TAT-HOXB4H dé tang nhanh s
luong mau ngoai bién hay té bao gbc UCB ctia nguoi va nhiing té bao gdc gia ting nay
van giit tinh da ning ctia minh. Ngoai ra, nhiing té bao gdc da xir ly bang protein tai t6
hop TAT-HOXB4H dugc dua vao tuy xuwong cia chudt nhit méc ching thiéu hut mién
dich két hop dai thdo duong ning thé khong béo phi (NOD-SCID) va té bao bach cau
cua nguoi da duoc phat hién trong céc té bao bach cau ngoai bién, diéu nay cho thiy su

doi méi mién dich va qua trinh tao mau ¢ chudt nhat.

Tuy nhién, protein tai to hop TAT-HOXB4H chua bao gid duoc sir dung truée
day lam chét kich thich qud trinh tao mau in vivo, déac biét 1a dé tai tao lai su tao mau,
su banh trudng vé sb luong, 1ap lai quin thé té bao tily xuong va dé gia tang s6 luong té
bao gdc tuan hoan & ngoai bién, dic biét 1a sau qua trinh chiéu xa hay hoa tri liéu. Krosl
va cong su (2003) va Amsellem va cong su (2003) khong thé thu nhan dugc sb luong

16n protein HOXB4 ¢6 tinh 6n dinh cao dé str dung dugc trong cac nghién ctru 1dm sang
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nham banh trudng sb luong té bao HSC. Theo sang ché nay, tdng lugng protein TAT-
HOXB4H thu duoc sau tinh ché thuong 1a tir 6 dén 10mg cho mot lit nudi cdy, trong khi
téng lwong protein TAT-HOXB4 thu duoc sau tinh ché cho mot lit nudi cdy bang céc
phuong phap k§ thuat trude ddy thuong la tir Img dén 2mg. Plasmit pTAT-HA-HOXB4
duoc str dung dé biéu hién protein TAT-HOXB4 bang cac phuong phép k¥ thuat trudce
day 1a qua tang cta Dr. Guy Sauvageau thudc University of Montreal, Canada. Phuong
phap tinh ché protein TAT-HOXB4H theo sang ché cho thay hiéu suat thu duoc protein
1a cao hon han khi sir dung in vivo. Krosl va cong su (2003) ciing cho biét 1a phan 16n
protein TAT-HOXB4 ctia ho bi mét sau 4 gid u trong moi trudng ¢6 huyét thanh. Sang
ché nay cho thdy protein TAT-HOXB4H 6n dinh cao c¢6 ¥ nghia tham chi sau 4 tuan, va
day 1a yéu t6 chu chdt cho viée st dung protein TAT-HOXB4 trong cac nghién ctru 1am

sang.
Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Sang ché dua trén phuong phap méi va sang tao dé tao ra protein TAT-HOXB4H
v&i hiéu suét va tinh 6n dinh cao, va con dua trén phat hién réng protein tai to hop TAT-
HOXB4H khi duoc dua vao ca thé co nhu ciu s& lam gia ting s6 luong té bao tao mau

(HSC) & ca tiy xuong va mau ngoai bién in vivo.

Theo mdt khia canh, sang ché dé xudt phuong phép tao protein TAT-HOXB4H.
Phuong phap bao gdm céc budce: (a) cung cip té bao chu chira vét truyén ma héa protein
nay; (b) biéu hién protein nay trong t& bao chu; (c) thu gom dung dich chua tinh ché cua
protein biéu hién; (d) tinh ché protein nay tir dung dich bang cach: (i) cho dung dich vao
cot HisTrap; (ii) rira c6t HisTrap; (iii) rira giai protein da dugc tinh ché mot phan tir cot
HisTrap dé tao dung dich protein da duoc tinh ché mot phan; (iv) cho dung dich protein
da duoc tinh ché mot phan nay vao cot MonoSP; (v) rira cot MonoSP nay; (vi) rira gidi
protein di dugc tinh ché tir cdt MonoSP & dang bién tinh; (e) cudn xoan lai protein dugc
bién tinh da dugc rira giai bang cach sir dung cac hop chat ky nuée qua cac bude: (i) két
hop protein duoc bién tinh da duoc rira giai va dung dich ctia cac hop chét ky nude dé
tao thanh dung dich ctia protein va cac hop chat ky nudc; (ii) khir mudi dung dich cua
protein va cac hop chit ky nudc dé thu duge dung dich protein va dung dich hop chét
ky nudce da duge khir mubi; (iii) loai bo cac hop chit ky nude nay khoi dung dich protein

da khir mubi bang phuong phép siéu loc.
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Mot khia canh ctia sang ché 1a dé xudt phuong phép ting cudong huy dong céc té
bao gdc tao mau (HSC) tir tiy xwong ra mau ngoai bién. Phuong phap nay bao gdm cac
bude: a) cho ca thé ¢6 nhu cau dung luong hitu hiéu protein TAT-HOXB4H d tao ra
bang cac phuong phap duge mé ta & ddy, va b) cho protein TAT-HOXB4H lam gia tang
s6 lugng tuyét dbi té bao gde tao mau trong tiy xwong cé thé nhd d6 ma ting cudng huy

dong té bao goc tao méu vao mau ngoai bién cua ca the.

Khia canh nita ctia sang ché 1a d& xudt phuong phap cai thién thoi gian hdi phuc
ctia bénh nhén da trai qua cdy ghép té bao gdc tao mau (HSC), chiéu xa hay hoa tri lidu.
Phuong phap ndy bao gdm céc budce: a) cho ca thé c6 nhu ciu dung lugng hitu higu
protein TAT-HOXB4H dugc tao ra bing cic phuong phap mo ta & ddy, va b) cho protein
TAT-HOXB4H lam gia tang sb lwong tuyét ddi té bao HSC cho tiy xwong cé thé.

Mot khia canh cia sang ché 1a d& xuét duoc phdm c6 tac dung huy dong té bao
HSC tir thy xuong vao mau ngoai bién ciia ¢ thé. Dugc pham theo sang ché chira luong
hiru hiéu protein TAT-HOXB4H dugc tao ra bang cac phuong phip da mo ta ¢ day du
dé gia tang s luong tuyét déi té bao HSC trong tily xwong ca thé ma nhd d6 ting cudng

su huy dong HSC vao méu ngoai bién cua ca thé.

C6 thé dung dugc pham cua sang ché cho bénh nhén da trai qua cdy ghép té bao

gbc tao mau (HSC) ciing ngudn dé cai thién thoi gian hoi phuc sau ciy ghép HSC.

C6 thé dung dugc phdm ciia sang ché cho bénh nhan khong man cam véi yéu td
kich thich khuén lac bach cdu hat (G-CSF) 1am chit thay thé G-CSF dé huy dong HSC

vao mau ngoai bién.

C6 thé dung dugc phdm cua sang ché ¢ nguoi cho HSC, nho d6 ma thu dugc
luong HSC tir mau ngoai bién du dé ciy ghép theo quy cach it mang tinh xAm nhap hon
nhiéu so véi lay tir tiy xuong cta ngudi cho nay.

Khia canh khéc cua sang ché dé cap dén viéc diéu tri cac bénh do su thiéu hut
HSC di truyén bing cach dung c6 hé théng lugng hitu hiéu protein tai té hop TAT-
HOXB4H dugc tao ra bang phuong phap mo ta & day hodc cho cic thé bi bénh néi trén
ding dugc phdm chira protein nay. Nho vay, protein tai t6 hop TAT-HOXB4H nay lam
gia tang s6 luong tuyét d6i HSC trong tiy xuong ca thé.

Khia canh nita cia sang ché 1a dé xuat phuong phap cai thién thoi gian hoi phuc
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sau cdy ghép HSC bang cach ding c6 hé théng lugng hitu hi¢u protein téi t6 hop TAT-
HOXB4H duoc tao ra bang phuong phip di mo ta & dy hodc cho ca thé dung duoc
pham chua protein nay.

Khia canh nira cua séang ché 1a dé cap dén phuong phap ting cuong su hoi phuc
ctia HSC & bénh nhan xa tri hay hoa tri liéu bang cach ding c6 hé thng lugng hitu higu
protein tai t& hop TAT-HOXB4H dugc tao ra bang céc phuong phap da mo ta & day
hodc dung cho ca thé ding dugce pham chira protein nay.

MO ta viin tit cac hinh vé

Nhitng khia canh va uu diém néu trén clia séng ché s& trd nén rd rang hon trong
phan md ta dudi day cing v6i cac hinh vé:

Fig.1 1a so db bidu dién sy huy dong HSC tir té bao CD34 vao mau ngoai bién
(PB) bang cach banh truéng vé sd lugng in vivo;

Fig.2 1a so dd biéu hién cau trac va nhan dong vo tinh pTAT-HOXB4H & vat
truyén pET21b da cai bién;

Fig.3 la trinh tw ADN cua pTAT-HOXB4H. Séu gdc histidin bd sung thém vao
cac dau tan cung N va C ¢ pTAT-HOXB4H duogc gach chan va doan TAT dugc t6 mau
sang;

Fig.4 1a trinh ty protein ctia TAT-HOXB4H.

Fig.5 1a anh chup phén tich 10% SDS-polyacrylamit gel (1,5mm) khi tinh ché
protein TAT-HOXB4H. SDS-polyacrylamit gel dugc nhudom mau bang xanh coomassie.
Pudng 1, cac thang chuan trong lugng phan tir (M), 0,3pg protein; dudng 2, dich tan té
bao tir cac t& bao BL21(DE3)pLysS chua cam tng biéu hién protein TAT-HOXB4H,
1 ug protein; duong 3, dich tan té bao tir cac t& bao BL21(DE3)pLysS di cam (g biéu
hién protein TAT-HOXB4H v6i ImM IPTG, 1ug protein; duong 4, TAT-HOXB4H da
dugc tinh ché, 0,7mg protein; dudng 5, TAT-HOXB4 da dugc tinh ché (0,2mg protein).
Plasmit pTAT-HA-HOXB4 duoc st dung dé biéu hién protein TAT-HOXB4 (duong 5)
dugc dé xuit boi Dr. Guy Sauvageau thudc University of Montreal, Canada. Céc thé

tich nhu nhau cua cac phan doan thu tir ¢t MonoSP dugc nap trong cac duong 4 va 3;

Fig.6 1a anh chup phan tich SDS-polyacrylamit gel vé tinh 6n dinh ctia protein
TAT-HOXB4H tinh ché duoc bao quan trong PBS & 0 gidy (A) va 16 gio (B) ¢ 4°C. M
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la cac thang chuin trong luong phan tr, 0 12 0 gio u ¢ 4°C, 16 1a 16 gio u 6 4°C;

Fig.7 12 d thi thé hién tinh 6n dinh ctia protein TAT-HOXB4H dugc bao quan &
4°C va -20°C trong PBS va trong dém bao quan, IMDM, phan tich bang 10% SDS-
polyacrylamit sau khi nhudm xanh coomassie. Cac miii tén la cac dai protein TAT-
HOXB4H;

Fig.8A la dd thi thé hién tac dung kich thich ctia G-CSF 1én s6 té bao gbc CD34*
trong tiy xwong chudt nhit duoc phan tich bang té bao ké;

Fig.8B 1a db thi thé hién tac dung kich thich cia PBS 1én sb té bao gbc CD34"
trong tiy xuwong chudt nhit dugc phén tich bing té bao ké;

Fig.8C la dd thi thé hién tac dung kich thich cia TAT-HOXB4H lén s té bao
gbc CD34* trong tiiy xwong chudt nhét duoc phén tich bang té bao ké;

Fig.9A 1a d thi thé hién tac dung kich thich ctia G-CSF 1én s6 té bao gbc CD34"
trong tiy xuong khi redut dugc phén tich bang té bao ké;

Fig.9B la d6 thi thé hién tac dung kich thich cia TAT-HOXB4H cung v6i G-CSF
1én s6 té bao gde CD34" trong tiy xwong khi redut dugc phan tich bang té bao ké;

Fig.9C la dd thi thé hién tac dung kich thich cia TAT-HOXB4H lén s té bao
gbc CD34* trong tiiy xwong khi redut dugc phan tich bang té bao ké;

Fig.9D la dd thi thé hién tac dung ciia PBS 1én s6 té bao gbc CD34" trong tuy
xuong khi redut duge phén tich bing té bao ké;

Fig.10 la dd thi thé hién tac dung cta protein TAT-HOXB4H 1én sy phuc hoi tao
mau & chudt nhit NOD-SCID; va

Fig.11 la dd thi thé hién tac dung cua protein TAT-HOXB4H lén sy hoi phuc tao
méu & chudt nhit Balb/c sau khi hoa tri liéu bang cisplatin.

MO té chi tiét sang ché
I. Protein TAT-HOXB4H

Sang ché dé cap dén phuong phap méi va sang tao dé tao protein TAT-HOXB4H,
cho loi ich bat ngd 14 tinh 6n dinh va hidu suét gia tang, diéu kién dé dung protein nay
in vivo. Protein TAT-HOXB4H 1a mdt cAu trac chira ba thanh phén: TAT, HOXB4, va

dudi histidin dinh kém. HOXB4 1a thanh vién ho HOX ciia cac yéu t6 phién ma va thic
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ddy su banh trudng vé sb luong HSC. TAT cho phép géc HOXB4 duoc van chuyén vao
té bao. Dubi histidin dinh kém cho phép gia ting hiéu suit ban ddu tir cac ngudn biéu
hién tai t& hop, cho du phuong phap nay con tang tiép hiéu suit cta protein. pTAT-
HOXB4H dugc thiét ké nhu trén Fig.2, va trinh tw ADN duoc thé hién trén Fig.3. Protein
tai td hop TAT-HOXB4H duoc dung dé chi protein dung hop TAT-HOXB4 ¢6 thém

sau gdc histidin dinh vao dau tan cung C (Fig.4).

Trir khi ¢6 quy dinh khéc, trinh tu axit amin cua protein (nghia la “céu tric so
cip” hay “trinh tu so cdp” ctia nd) ¢ thé duge viét tir du amino dén dau c’arboxy. 0
nhitng hé phi sinh hoc (vi du, hé ding phuong phap tong hop trang thai ran), cu tric so
cép cua protein (cdu triic ndy cling bao gdbm cac vi tri lién két disulfit (cystein)) c6 thé

do nguoi st dung x4c dinh.

Thuat ngit “khuyét doan” dugc ding dé chi thay dbi axit amin hay trinh ty
nucleotit do khong c6 mdt hoac nhiéu géc axit amin hodac nucleotit. Thuat ngit “chén”
hay “thém” dugc dung dé chi nhiing thay ddi axit amin hay trinh tu nucleotit ddn dén
viée ¢6 thém mot hay nhidu gdc axit amin hay nucleotit, 1an luot, & phan tir hay dang
dai dién cia no, so véi trinh tu tham chiéu, vi du, trinh tu dugc th?iy ¢ phan tu co nguén
gbc tu nhién. Thut ngir “thay thé” dwgc dung dé chi su thay thé mot hay nhidu axit

amin hodc nucleotit 1an lugt bang cac axit amin hay nucleotit khac nhau.

Céc trinh ty twong tu hay twong dong (vi du cé it nhit khoang 85% dong nhét
trinh t) v6i cac trinh ty duge mo ta & ddy ciing 1a mot phan ctia sang ché nay. Theo mot
s6 phuong an, sy dong nhét trinh tu c6 thé khoang 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%., 98%, 99% hoic cao hon. Theo cach khac, sy dong nhat dédng ké ton tai khi
cac doan axit nucleic c6 thé lai trong diéu kién lai chon loc (vidu diéu kién lai khat khe),
vO1 doan bo tro cla chung. Céc axit nucleic ¢ thé co trong toan bo té bao, trong dich

tan t& bao, hodc & dang tinh khiét mot phan hodc tinh khiét dang ké.

Céch tinh do “tuong dong” hay “dd ddng nhat” trinh tu gitra hai trinh tu (cic
thudt ngir nay c¢6 thé dugc sir dung thay thé 1dn nhau) nhu sau. Sip xép thing hang dé
SO céc trinh tw nhim muc dich so sanh t6i wu (vi du cac khoang trdng c6 thé dugc dua
vao mot trong hai trinh tu hay vao ca hai trinh tu axit amin hay axit nucleic thi nhét va
tht hai nhdm so hang t6i uu va c¢6 thé loai cac trinh tu khong tuong dong khoi muc dich

so sanh). Theo phuong 4n duoc wu tién, chiéu dai trinh tw tham chiéu duoc sap xép thang
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hang dé so sanh it nhat 1a bang 30%, tot hon néu it nhit bang 40%, tt hon nira néu it
nhit bang 50%, tham chi t&t hon nita 14 it nhit 60%, va tot nhat 1a it nhat 70%, 80%,
90%, 100% chiéu dai trinh ty tham chiéu. Sau do, so sanh céc géc axit amin hoac
nucleotit & cac vi tri axit amin hodc nucleotit tuong tng. Khi vi tri & trinh tu thi nhét bi
chiém boi axit amin hodc nucleotit giéng thé tai vi tri twong Gng ¢ trinh ty tha hai, thi
cac phan tir nay dong nhét tai vi tri ndy (thuat ngir “d6 dong nhat” axit amin hay axit
nucleic 1a trong duong véi thuét ngir “dd twong dong” axit amin hay axit nucleic). Phan
trdm ddng nhat gitta hai trinh tu 12 ham cta sb vi tri ddng nhat gifra cac trinh ty, tinh dén
s6 khoang tréng, va chiéu dai mdi khoang tréng, can dua vao dé sap xép thiang hang so

sanh t6i wu hai trinh tu.

Viéc so sanh c4c trinh ty va xac dinh phin traim dong nhét gitra hai trinh tu c6 thé
duoc thuc hién bing thuét toan. Theo phuong 4n wu tién, phan traim dong nhét giira hai
trinh tir axit amin duoc xac dinh bang thuat toan Needleman va Wunsch ((1970) J. Mol.
Biol. 48:444-453), cac thuit toan nay di dugc dua vao chuong trinh GAP trong phan
mém GCG (san co tai dia chi http://www.gcg.com), sir dung ma tran Blossum 62 hodc
PAM250, va trong lugng tréng la 16, 14, 12, 10, 8, 6, hodc 4 va trong lugng dai béng 1,
2, 3,4, 5, hodac 6. Theo phuong an uu tién nira, phén tram déng nhat gitta hai trinh tu
nucleotit duge x4c dinh bang chuong trinh GAP trong phin mém GCG (c6 tai dia chi
http://www.gcg.com), bang cach st dung ma trdin NWSgapdna.CMP va trong lugng
tréng béng 40, 50, 60, 70, hodc 80 va trong luong dai béng 1, 2,3, 4,5, hoac 6. Nhém
thong sb duogc vu tién dic biét (valanhém co thé duoc st dung néu nguoi su dung chua
chic chin viéc dung thong sb nao dé xac dinh néu phan tir nam trong giéi han dong nhat
hay twong ddng ctia sang ché) 1a ma tran diém Blossum 62 véi ham phat trbng bang 12,
ham phat kéo dai bang 4, va ham phat dich chuyén bang 5. Phan tram dong nhit giita
hai trinh tu axit amin hay nucleotit cling c6 thé duoc xac dinh béng cach st dung thuat
toan cua E. Meyers va W. Miller ((1989) CABIOS, 4:11-17), thuét toan nay da dugc
dwa vao chuong trinh ALIGN (version 2.0), bang cach st dung bang trong luong gbe
PAM120, ham phat dai tréng bang 12 va ham phat tréng bing 4.

II. Phuong phap tao Protein tai t hgp TAT-HOXB4H
A. Nhén dong vo tinh va biéu hién

D3 biét nhitng hé théng dé nhan dong v tinh va bidu hién protein ¢ nhiéu loai té
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bao chu. Nhiing té bao thich hop dé tao protein da dugc mo ta, chéng han trong tai liu:
Fernandez va cdng su (1999) Gene Expression Systems, Academic Press, eds. Ngan gon
thi nhitng té bao chu thich hop 1a té bao dong vat cé vu, té bao con trung, té bao thuc
vat, té bao ndm men, hay té bao nhan so, vi du E. coli. Té bao dong vat ¢ va da duoc
dung trude day dé bidu hién protein khac ngudn gbe 1a cac dong té bao lympho (vi du,
NSO), té bao HEK293, té bao budng trimg chudt ddng Trung Qubc (CHO), té bao COS,
té bao HeLa, t& bao than chudt déng con, nodn bao, va té bao tir dong vat chuyén gen,
vi du té bao biéu mé cua dong vat co vu. Co thé chon hoic tao nhitng vat truyén phu
hop dé chtra céc trinh tu diéu khién phu hop, bao gém cac doan trinh tu dan dau, cac
doan trinh tu két thic, cac trinh tu di bd sung chudi poly(A), gen ting cudng, gen ddnh
d4u, va cac trinh tu khac. Nhiing vat truyén nay ciing c6 thé chira plasmit hodc bo khung
virut. Xem chi tiét trong tai liéu: Sambrook va cdng su, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 2™ ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989). Nhiéu k§ thuat
st dung vat truyén, ké ca cac thao tac, didu ché, gdy dot bién, thiét 1ap trinh tu, va chuyén
nhiém ADN, da duoc mo ta trong: Current Protocols in Molecular Biology, Second

Edition, Ausubel va cong su eds., John Wiley & Sons (1992).

Khia canh nira 1a dé xut phuong phap dua axit nucleic vao té bao chu. Dbi voi
céc té bao nhan thuc, nhitng k§ thuat chuyén nhim phu hop c6 thé 1a canxi phosphat,
DEAE-Dextran, tao 16 bang xung dién, chuyén nhiém qua liposom, va tai nap bang cach
st dung retrovirut hodc cac virut khéc, vi du, vaxinia hodc baculovirut. DPdi vai té bao
vi khuén, nhirng k§ thuat chuyén nhiém phu hop c6 thé 1a k¥ thuét bién nap dung canxi
clorua, tao 15 bing xung dién, va chuyén nhidm bang thé thuc khuan. Sau khi dua ADN
vao thi c6 thé thuc hién chon loc (vi du, tinh khang thuéc) dé chon céc té bao chira axit

nucleic.

B. Tinh ché va cudn xoén lai

C6 thé phan lap protein TAT-HOXB4H trudc tién tir t& bao chu tai to hop bang
phuong phap bat ky da biét. Vi du, c6 thé tach protein nay tir dich ndi té bao, néu protein

c6 kha nang dugc tiét ra, hodc co thé tach protein tir dich tan té bao.

C6 thé tinh ché protein TAT-HOXB4H bang cach st dung phuong phép sic ky
gém cac budc: (a) cho dich tan té bao hoic dich ndi té bao vao cot HisTrap, néu protein

duoc tiét vao dung dich; b) rira cot HisTrap bang chat dém; (c) rira giai protein da duoc
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tinh ché mét phan tir cot HisTrap nay (d) cho protein di dugc tinh ché mét phan nay tir
cdt HisTrap vao cdot MonoSP; (e) rira ¢t MonoSP béng chit dém; () rtra giai protein

TAT-HOXB4H da dugc tinh ché tir ¢t MonoSP.

Dich tan té bao hodc dich nbi té bao, néu protein co thé dugc tiét vao dung dich,
¢6 thé dugc lam trong bang ly tdm & 20.000xg trong 30 phut & 4°C, dich nbi duoc didu
chinh dén 10mM imidazol va nap vao céc cot chelat HisTrap (Amersham Pharmacia).
C6 thé rira cot nay béng &M ure, 20mM HEPES, 0,5mM DTT, 10mM NacCl, do pH 8.0
va 10mM imidazol dé tach cac protein chua gin két. C6 thé rira giai protein TAT-

HOXB4 dugec tinh khiét mot phén tr cot HisTrap béng imidazol va mubi néng do cao.

Pé tinh ché tiép, protein dugc tinh khiét mot phén thu dugce tur ¢cot HisTrap dugc
cho vao cot MonoSP (Amersham Pharmacia). Rtra cOt nay bang 4M ure, 20mM HEPES,
50mM NaCl, d6 pH 6,5 dé loai nhitng protein khong gin két. TAT-HOXB4H da gin
két ¢ thé rura giai bing mudi ndng do cao. Protein TAT-HOXB4H tinh khiét thu dugc

tir cong doan tinh ché nay 1a & dang da bién tinh.

Ngoai ra, protein TAT-HOXB4H da duogc bién tinh nay duoc rira gidi tir cot
MonoSP ¢6 thé duoc cudn xodn lai bang cach st dung céc hop chét ky nudc bang cach
(i) két hop protein bién tinh da duoc rira giai va dung dich cta cac hop chét ky nuéc dé
tao ra dung dich cua protein va céc hop chat ky nudc; (ii) khir mudi dung dich ctia
protein va cac hop chit ky nudc dé thu dugc protein va dung dich hop chét ky nuéc da
duoc khir mudi; va (iii) tach cac hop chét ky nuée tir dung dich protein da dugc khi

mudi bang phuong phap siéu loc.

Thuét ngit “cac hop chat ky nuéc” duge ding dé chi hop chit ky nudc bat ky co
kha nang bao vé protein mong mudn trude su hinh thanh cac thé két tu khong tan trong
qué trinh tach mudi bién tinh. Cac hop chét ky nudc thich hop dé sir dung cho séng ché
nay dugc mo ta trong tai liéu: Oganesyan va cdng sy, Pharmagenomics (2004) 71, 22-
26. Cac hop chat ky nudc thich hop 1, nhung khong bi giéi han &, Triton X-100, tween-
20 hodc céac hop chét polybenzen. Co thé thuc hién siéu loc hodc thay dbi chat dém béng
b6 loc Centricon hodc Stir-Cell. Didu kién siéu loc hodc thay doi chat dém co thé thay
ddi tiry theo ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vurc, va phu thudc vao dang protein

mong muon.

Theo mét phuong an, hop chét ky nuée trong dung dich da duge kht mudi chtra
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protein HOXB4H da bién tinh duogc tach bing 5 dén 10 Ian thay doi chit dém (mdi lan
thuc hién bang cach ly tim & 1.000-2.500xg trong 10 phut) v6i dung dich chira ndng do
tir thdp dén cao ciia cac hop chit ky nudc 16n nhu beta-cyclodextrin nhd dé protein

HOXB4H d3 duoc bién tinh dugc cudn xodn lai thanh dang nguyén thiy cta né.

Theo mot phuong an, protein TAT-HOXB4H tinh khiét c6 thé dugc bao quéan
trong moi truong IMDM (HyClone) c6 bén trén thi trudng (chit dém bao quan 1) & 4°C
hoac -20°C.

Theo phuong an khéc, protein TAT-HOXB4H tinh khiét c6 thé dugc bao quan
trong moi truong DMEM (HyClone) ¢6 ban trén thi truong (chit dém bao quan 2) & 4°C
hodc -20°C.

Theo mot phuong 4n, c¢6 thé tich gbc His dinh & dau tan cing C clia TAT-

HOXB4H truéc khi dung in vivo.

Theo phuong an khéc, c6 thé tach gdc His & dau tan cung N ctia TAT-HOXB4H

trude khi dung in vivo.

Theo phuong 4n khéc, c6 thé tach ca hai gbc His & dau N va C trude khi dung in

Vivo.
C. Bao ché dugc pham

C6 thé st dung TAT-HOXB4H lam duoc phim khi két hop v6i chit mang dugc
dung. Dugc phdm nay c6 thé chira, ngoai protein TAT-HOXB4H va chét mang, cac chit
pha loang, chit don, mudi, chét dém, chét 6n dinh, chat hoa tan, va cac chét da biét khac
trong linh vuc nay. Thudt nglt “dugc dung” c¢6 nghia la chét khong doc va khong anh
hudng dén hiéu qua hoat tinh sinh hoc cta céc hoat chét. Pac tinh cua chét mang co thé

phu thudc vao duong dung.

Dic biét ¢6 loi khi bao ché duoc phdm & dang don vi lidu lwong dé dé& dung va
thdng nhét dang liéu lugng. Dang don vi lidu lwong dugc dung & day dé chi cac don vi
vat ly riéng biét phu hop lam lidu luong don dung cho cé thé duoc diéu tri; mdi don vi
lidu chira luong hoat chit da xac dinh duoc tinh toan dé tao ra tac dung didu tri mong
mubn cing v6i chit mang duoc dung theo yéu cau. Dic tinh cua cac dang don vi lidu
luong theo sang ché duoc quy dinh bdi va phu thudc truc tiép vao cac dac tinh dac biét

cua hoat chat va tac dung tri liéu cu thé can c6, va nhitng gid¢i han von c6 trude day cho
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viéc pha ché d6i v4i hoat chét ding didu tri cho cac ca thé.

Céc dudng dung cu thé 13, nhung khong bi giéi han &, duong miéng, khu tri1, ngoai
duong tiéu hoa (vi du, dat dudi ludi hay ngdm trong miéng), dudi ludi, truc trang, am
dao, va trong miii. Thudt ng “ngoai dudng tidu hoa” dugc dung ¢ day bao gdm ca tiém
dudi da, tiém tinh mach, tiém bép, tiém Uc, xoang thé hang, ndi tiy mac, miéng 18, niéu
dao hodc k¥ thuat tiém truyén. Duoc phém nay dugc bao ché sao cho hoat chét cua n6
c6 sinh kha dung khi bénh nhan dung thudc. Dugc phém c6 thé & dang mot hay nhiéu
don vi liéu luong, vi du, vién nén cd thé 1a dang mot don vi lidu luong, va dang hdp

- chtra mdt hay nhiéu hop chét cua sang ché dang sol khi c6 thé chtra nhiéu don vi lidu

lugng.

Khi dung lugng hitu hiéu tri li€u cta protein TAT-HOXB4H qua dudng mi€ng,
chit grfm két c6 thé & dang vién nén, vién nang, bdt, dung dich hodc ché phém chira cdn.
Khi dung ¢ dang vién nén, dugc pham ciia sang ché c6 thé chira thém chit mang ran
nhu gelatin hay chit b tro. Vién nén, vién nang, va bdt chira tur khoang 5 dén 95% chét
gin két, va t6t hon néu tir khoang 25 dén 90% chat gin két. Vi du nhu sucroza, kaolin,
glyxerin, tinh bt dextrin, natri alginat, carboxymetylxenluloza va etyl xenluloza. C6 thé
¢6 chit tao mau va/hodc chit diéu vi. Co thé dung vo boc. Khi ding & dang 1ong, ¢6 thé
thém chit mang 16ng nhu nuéc, ddu mo, diu ngudn gbc dong vat hay thuc vat nhu dau
lac, dau khoéang, dau dau tuong, hay dau vung, hay dau téng hop. Dang long cua dugc
pham co thé con chua thém dung dich nuéc mudi sinh ly, dextroza hodc dung dich
sacarit khac, hodc cac glycol nhu etylen glycol, propylen glycol hodc polyetylen glycol.
Khi ding & dang 16ng, dugc phim chira tir khoang 0,5 dén 90% trong luong la chat gin

két, va tét hon néu 1a tir khoang 1 dén 50% la chét gan két.

Khi dung lugng httu hiéu tri liéu protein TAT-HOXB4H bang cach tiém tinh
mach, tiém da hay dudi da, chit gin két c6 thé & dang khong c6 chit gay sot, dung dich
nudc dung ngoai duong tiéu hda duge. Nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc sé
biét duoc nhitng ché phdm dung dich protein diing qua ngoai dudng tiéu hoa duoc, c6
do pH, tinh déng truong, tinh 4n dinh phu hgp va céac tinh chét tuong tu. Theo mot sb
phuong 4n, dugc phém dé tiém tinh mach, tiém da, hay dudi da co thé chura, ngoai chét
gin két, mdi truong dang truong nhu dung dich tiém Natri Clorua, dung dich tiém
Ringer, dung dich tiém Pextroza, dung dich tiém Dextroza va Natri Clorua, dung dich

tiém Ringer da lactat hoa, hay méi trudong da biét khac trong linh vuc nay. Dugc pham
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cta sang ché ciing c¢6 thé chira cac chit én dinh, chat bao quéan, chét dém, chét chong
oxy hoa, hodc chit phu gia da biét khac ddi voi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh

vuec.

Pé thuc hién phuong phép didu tri hay thuc hién sang ché, can cho ca thé ding
protein TAT-HOXB4H v6i lugng hitu hiéu c6 tac dung tri liéu, vi du cho dong vét co
vu dung (nguoi chéng han). Thuat nglt “lugng hitu hiéu co tac dung tri liéu” dugc dung
dé chi téng luong mdi hoat chét trong duoc phdm hay trong mot phuong phap la dt dé
¢6 tac dung co loi c6 y nghia cho bénh nhén, vi du lam thuyén gidm triéu chung, chita
bénh, hay gia tdng tdc do chira bénh. Khi cho cé thé dung riéng mot hoat chét, thi thuat
ngit nay tham chiéu dén hoat chét d6 ma thoi. Khi cho dung phéi hop, thi thut ngit nay
tham chiéu dén luong phdi hop cac hoat chét tao ra tac dung tri liéu, du viéc dung nay

1a theo cach phéi hop hay theo trinh tu hay dung dong thoi.

Luong protein TAT-HOXB4H trong dugc phdm theo sang ché c6 thé phu thudc
vao ban chit va mac do trim trong ctia bénh diéu tri, va phu thudc vao céac lan diéu tri
trude day cua bénh nhan, tudi va gidi tinh. Co ban 1a bac sicod thé quyét dinh lugng hoat
chit diéu tri cho mdi bénh nhan. Ban du bac si c6 thé dung hoat chit liéu thap va theo
dai dap Gng ctia bénh nhan. Liéu 16n hon c¢6 thé duoc ding cho dén khi c¢6 dugc tac dung
tri liéu t6i wu cho bénh nhan, va tai thoi diém nay s& khong tang liéu nita. C6 thé dung
nhiéu loai duoc pham dé thuc hién phuong phap cua séng ché ma cac duoc pham nay
chira tir khoang 1ug dén Img protein TAT-HOXB4H cho mot kg thé trong. Vi du vé
cac khoang liéu luong c¢6 thé cho bénh nhan dung 1 tir: 1ug/kg dén Img/kg, 1pg/kg dén
0,5mg/kg, 1pg/kg dén 0,1mg/kg, 10ug/kg dén 0,5mg/kg, 10pg/kg dén 0,Img/ke,
100pg/kg dén 0,5mg/kg, 250pg/kg dén 0,5mg/kg. Ngoai ra, c6 thé chon cac khoang lidu
lugng tir: 50pg dén 100mg, 100ug dén 50mg, 500ug dén 50mg, Img dén 50mg. Thoi
gian tri liéu qua dudng tinh mach bang dwgc pham ctia sing ché c6 thé thay ddi, tiry theo
muc do trAm trong ciia bénh diéu tri va tinh trang cling nhu phan tng di tng ¢ mdi bénh
nhan. Theo mdt phuong an, du tinh 1a thoi gian mdi lan dung protein TAT-HOXB4H
c6 thé trong khoang tir 12 dén 24 gid dung tinh mach lién tuc. Theo phuong &n khéc,
thoi gian dung protein TAT-HOXB4H c6 thé kéo dai ciing véi qua trinh xa tri hay hoa
tri liéu dang dién ra. C6 thé dung protein TAT-HOXB4 véi khoang lidu luong 10 dén
100pg/kg theo dudng tinh mach, hai 1dn mot ngay tir 4,5 dén 5 ngay. Mot chu ky diéu
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tri c6 thé du dé cac té bao gbe tao mau (HSC) banh trudng sé lwong in vivo. Co ban 1a
béc s diéu trj c6 thé quyét dinh thoi lugng didu tri qua tinh mach bang dugce pham cia

sang che.

C6 thé x4c dinh doc tinh va hiéu qua tri liéu cta cac hop chét nay béng cac cong
doan chuin trong nganh dugc trén giéng cdy té bao hay trén dong vat thir nghiém, vi du,
xé4c dinh LDso (lidu gdy tir vong 50% s ca thé) va EDso (liéu co tac dung tri liéu cho
50% s cé thé). Ty 16 lidu lugng gitra ddc tinh va tac dung tri liéu 1a chi sd tri liéu va c6
thé biéu dién theo ty s6 LDso/EDso. S8 liéu thu dugc tir thir nghiém trén gidng céy té bao
va nghién ctru trén dong vat co thé duoc dung dé danh gid khoang lidu luong st dung
cho ngudi. Lidu luong clia cac hop chit nay c6 thé ndm trong khoang ndng do luu thong
trong mau bao gdm ca gia tri EDs v6i doc tinh rat thip hodc khong c6 doc tinh. Liéu
luong c6 thé thay ddi trong khoang nay tiy thudc vao dang liéu lugng duge dung va
dudng dung. Ban dau, ¢6 thé udc tinh lidu tri liéu hitu hiéu cia TAT-HOXB4H bang
cac thir nghiém trén gidéng cdy té bao. Liéu luong c6 thé duge bao ché cho dong vt thir
nghiém dé dat dugc khoang nong dd tudn hoan trong huyét twong bao gom ca gia tri
ICso (trc 1a ndng d6 cua protein thir nghiém tao ra tic dung tic ché tridu ching bang mot
nira gia tri cuc dai) khi x4c dinh trong gidng cdy té bao. Co thé xac dinh ndng do trong
huyét tuong, ching han bang sic ky 16ng hiéu suét cao. Tac dung clia liéu lugng cu thé
bat ky c6 thé duge theo dai bang thir nghiém sinh hoc bat ky. Vi du vé nhitng thir nghiém
sinh hoc phu hop 13, nhung khong bi gidi han béi, do s6 té bao gde CD34" trong té bao
don nhén bang cach sir dung mau d6 phat huynh quang (vi du, FITC) da dinh céc khang
thé dbi véi té bao gbe CD34" va xac dinh phan tram té bao LYS ¢ mdu ngoai bién hay
cac té bao HSC tuy xuong bang dung cu dong té bao ké. Polynucleotit va protein cua
sang ché dugc trong doi 1a ¢6 mot hay nhidu tng dung hay c6 hoat tinh sinh hoc (bao
gOm ca cac chat da néu trong thir nghiém & ddy) dugc xac dinh dudi day. Cac ung dung
hay hoat tinh ctia protein theo sang ché c6 thé c6 dugc bang cach str dung céc protein
hay str dung polynucleotit ghi ma cac protein nay (chang han nhu, trong tri lidu bing

gen hay vat truyén pht hop dé cam tmg ADN).
III. Phuong phép kich thich qué trinh tao méu in vivo
A. Bénh nhan can diéu tri

Co6 thé su dung dugc pham cua sang ché dé dicu tri cdc bénh bao gom, nhung
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khéng bi gigi han, rdi loan tu mién, rdi loan thiéu hut mién dich, va cac bénh vé mau.
Ngoai ra, dugc pham cua sang ché c6 thé duge st dung de cai thién thoi gian hoi phuc

sau cdy ghép HSC.

Dugc phdm cua sang ché 1a dé, nhung khong bi gii han boi, diéu tri bénh nhén
bi hay man cam véi bénh u lympho, bénh bach cAu, bénh Hodgkin va rdi loan tang sinh
tiy. Ngoai ra, nhitng bénh di truyén do thiéu hut HSC va thiéu mau bt san c6 thé didu

tri dugc bang dugc pham cua sang ché.

Ngoai ra, ¢6 thé dung dugc pham cua sang ché cho ngudi cho HSC va nhitng

bénh nhan khong nhay cam vdi G-CSF.

Theo mdt phuong &n cua sang ché, TAT-HOXB4H 14 hoat chit duy nhat dugc
ding dé huy dong HSC, va fluorouraxil (5-FU) khong duge dung d6i v6i nguoi cho
trude khi diéu tri hay trong so db tri liéu phéi hop.

Nhitng bénh Iy hay tinh trang bénh 1y khac lién quan t6i kha nang séng st té bao
gia ting ma c6 thé diéu tri dugc bang duoc phim cua sang ché 13, nhung khong bi gi6i
han &, su tién trién, va/hodc di can cac khdi 4c tinh va cac bénh 1y lién quan dén cac khdi
u nay nhu bénh ung thu bach ciu (bao gém bénh ung thu bach cau 4c tinh (vi du, bénh
ung thu bach cau lympho bao 4c tinh, ung thu bach cdu tay 4c tinh (bao gdbm nguyén tiy
bao, tién tiy bao, bach cAu don nhan tiy bao, chung bach cau don nhan, va ung thu bach
cdu hdng ciu)) va bénh ung thu bach cdu man tinh (vi du, chronic myelocytic
(granulocytic) ung thu bach cau va ung thu bach ciu lympho bao mén tinh)), hdi chiimg
loan sinh tiy, ching ting hdng cau vo cin, u lympho (vi dy, bénh Hodgkin va bénh phi
Hodgkin), dau tiy, chung macroglobulin huyét Waldenstrém's, va cac khéi u rin bao
gém, nhung khong bi han ché béi, bénh sa cdm va cac caxinom nhu sa com sg¢i, sa cOm
niém, sa cOm md, sa coOm sun, sa cOm sinh cét, unguyén séng, sa cdm mach, sa cdm noi
mach, lymphsa cdm mach, sa com bach mach, u mang hoat dich, u trung biéu md, u
Ewing, sa cOm co tron, sa com co van, caxindm rudt két, ung thu tuy, ung thu va, ung
thu budng tring, ung thu tuyén tién liét, caxindm té bao vay, caxinom té bao day (dang
ung thu ¢ da), adenocaxindm, caxindm tuyén md hoi, caxindm tuyén ba nhon, caxindm
gai, adenocaxindm gai, u nang tuyén caxindm, caxindm tuy, caxindm phé quan, caxindm
té bao than, ung thu gan, caxindm 6ng mat, caxindma nhau, u tinh, caxindm phdi, u

Wilm, ung thu t cung, ung thu tinh hoan, caxiném phéi, caxindm phéi té bao nho,
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caxindm bang quang, caxindm bi€u md, u than kinh dém, u t€ bao hinh sao, u nguyén
tiy bao, u so-hau, u mang ndo thét, u tuyén ting qua, u nguyén bao mach méu, u xo than
kinh thinh gidc, u than kinh dém it nhanh, u mang néo, u hac to, u nguyén bao than Kinh,

va u nguyén bao vong mac.

Sang ché khong bi han ché boi phuong phéap hay quy cich cu thé, cac dong té
bao, cac gibng hay loai dong vat duge ding ciing nhu céc chét thir dudi day. Viée st
dung thuét ngir dé mo ta nhitng phuong 4n cu thé khong nham gi6i han pham vi cla
sang ché vbn chi bi han ché boi cac yéu cau bao hd kém theo. Nhitng danh tir s6 it, s6
nhiéu dugc dung déu c6 nghia tham chiéu 1a s nhiéu trir khi ¢6 quy dinh khéc 6 rang.
Vi vdy, ching han nhu khi d& cap dén “mot té bao” thi c6 nghia 1a chi mdt hay nhidu té
bao va c& cac thuat ngit tuong duong da biét ddi véi ngudi co hiéu biét trung binh trong

linh vue.

Trir khi ¢6 quy dinh khac, moi thudt ngit dugc st dung & day c6 nghia thong
thudng ddi v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc clia sang ché. Mic du ¢6 thé
str dung bat ky phuong phép, thiét bi, va nguyén liéu twong duong véi nhiing thir dugc
mb ta & day dé thuc hién hay kiém dinh sang ché, ban mé ta nay thé hién cdc phuong an
uu tién ciia phuong phép, thiét bi va nguyén li¢u. Cac tai liéu cong bd va patent duoc
vién dan & day nhim muc dich md ta, vi du nhitng cAu tric va phuong phap duge md ta
trong céc tai liéu cong bd nay cé thé str dung lién quan dén séng ché nay. Céc tai lidu
cong bd néu trén va trong sudt ban mo ta nay duoc dua ra nhim muc dich duy nhét 1a
cung cAp thong tin vé cac tai liéu da cong bd trude ngay wu tién clia sang ché nay. Khong
¢6 thong tin nao trong ban mo t4 nay duoc hiéu 1a cac tac gia khong co quyén ghi lui
thoi gian cac tai lidu cong bd nay thong qua cic gii phap tién than,

Dinh nghia thuat ngti

“Té bao gbc” 1a té bao da ning hay van ning c6 kha ning ty lam méi, duy tri
trang thai chua biét hoa, va dugc biét hoa. Té bao géc c6 thé phan chia khong han ché,
it nhit 1a trong vong doi ctia dong vat noi té bao nay cu tru tu nhién. Té bao gbc khong
két thuc su phat trién cua minh bang qua trinh biét héa, c6 nghia ching khong & giai
doan cudi ctia qua trinh biét hoa. Khi té bao gbc phéan chia, mdi té bao con c6 thé van
gilt ¢ trang thai té bao géc hoédc no ¢co thé tham gia vao tién trinh din dén su biét hoa

cudi cung. T€ bao gbc “thé ghép” la té bao gdc c6 mot phan ADN cua minh c6 nguodn
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goc cua sinh vat ngoai sinh.

“Té bao tao mau” 1a t& bao lién quan dén qua trinh tao mau, nghia 1a qué trinh
hinh thanh t& bao mau trudng thanh tir cc té bao gbc. O nguoi trudong thanh, qua trinh
tao mau xay ra trong tuy xuong. Trong giai doan dau cta qua trinh, qua trinh tao méau
xdy ra & cac vi tri khac nhau trong céac giai doan khac nhau cua sy phat trién; nhiing té
bao mau nguyén thiy xuat hién trong ti nodn hoang, va sau do té bao méau dugc hinh
thanh & gan, lach, va tiy xuong. Qua trinh tao mau trai qua sy diéu tiét phuc hop, bao
gdm ca diéu tiét bang hormon, vi du, erythropoietin; béng cac yéu td sinh trudng, vi du,

yéu td kich thich khuén lac; va bﬁng cac cytokin, vi dy, interleukin.

“Vat truyén” dugc dung dé chi phan tir axit nucleic c6 kha ning vén chuyén axit
nucleic khac ma né da gan két vao. Mot dang cuia vat truyén 1a “plasmit”, dugc dung aé
chi vong ADN soi kép xodn tron ma cac phan doan ADN bd sung ¢o thé nbi vao. Dang
vat truyén khéc 1a vat truyén virut, trong d6 cac doan ADN bd sung ¢6 thé duge ndi vao
hé gen virut. Mot s vét truyén nhit dinh c6 kha nang tu sao chép trong té bao chii ma
ching da dugc dua vao (vi du, vat truyén vi khuén co nguén géc sao chép vi khuan va
vat truyén episom cua dong vat c6 vi). Céc vat truyén khéac (vi du, cac vat truyén phi
episom cua dong vat c6 vi) co thé duoc hop nhét vao hé gen té bao chu khi dua vao té
bao chu, va nhd vay dugc sao chép cung véi hé gen vat chu. Ngoai ra, mot sb vat truyén
¢6 kha ning diéu khién biéu hién cac gen ma ching dugc lién két c6 diéu khién véi vat
truyén. Cac vat truyén nay dugc goi 1a “vat truyén biéu hién tai t6 hop” (hodc don gian
1a “cac vat truyén biéu hién”). N6i chung, cac vat truyén biéu hién hiru ich trong cac k¥
thuat ADN tai t6 hop thuong & dang plasmit. Theo sdng ché nay, “plasmit” va “vat
truyén” c6 thé dugc st dung thay thé nhau vi plasmit 1 dang vat truyén dugc st dung
nhiéu nhit. Tuy nhién, sing ché nham bao ham céc dang vat truyén biéu hién khéc, nhu
vét truyén virut (vi du, céc retrovirrut mat kha ning sao chép, adenovirut va virut gan

véi adeno), ¢ chirc nang tuong duong nhau.

“Bién nap,” dugc dung dé chi viéc chén doan polynucleotit c6 ngudn gdc ngoai
sinh vao té bao chu, khong lién quan dén ban chat phuong phap dugc st dung dé chén
vao: vi du, bién nap bang hap thu truc tiép, chuyén nhiém, lay nhiém, va phuong phap
twong ty. Xem phan mo ta dudi ddy cho céc phuong phap chuyén nhiém cu thé. C6 thé
duy tri polynucleotit nguon gbc ngoai sinh duéi dang vat truyén khong hoa nhap, vi du,

dang episom, hodc theo cach khac ¢co thé duoc hoa nhap vao hé gen vat chu.
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Thong thuong, thuat nglt “protein” duge dung dé chi polyme bat ky ctia hai hay
nhidu axit amin (bat ké cac axit amin ndy c¢6 ngudn gdc tu nhién hay khong) duge lién
két qua cac lién két peptit. Lién két nay hinh thanh khi nguyén tir cacbon cla gbe
carboxyl thuoc nhom axit carboxylic da lién két véi cacbon & vi tri o ctia mot axit amin
(hodc géc axit amin) dugc lién két déng hoa tri v4i nguyén tr nito cia amin thudc nhom
amin da lién két v6i nguyén tir cacbon & vi tri a clia axit amin 1ién k&. Cac mdi lién két
peptit nay, va cac nguyén tir chita chung (tirc 14 cic nguyén tir cacbon & vi tri o, céac
nguyén tir cacbon carboxyl (va cac nguyén tr oxy thay thé cua chtng), va cac nguyén
t nito amino (va cac nguyén tir hydro thay thé ctia chting)) tao thanh “bd khung
polypeptit” cho protein. Ngoai ra, thudt ngit “protein” dugc hiéu 12 bao gém ca cac thut
nglt “polypeptit” va “peptit” (va cic thuat nglt nay co thé duge st dung thay thé 1an
nhau). Tuong tu, cdc phan doan protein, cac chét tuong tu, cac din xuét, va cac bién thé
c6 thé dugc dé cip G day la “proteins,” va nén dugc coi la “protein” trir khi c6 quy dinh
khac. Thuat ngit “phan doan” cta protein duge ding dé chi polypeptit chira axit amin it
hon tdng sé gbc axit amin cia mot protein. C6 thé danh gia 1a “mot phan doan” cla
protein cd thé & dang protein bi cit cut tai diu amino, dau carboxy, va/hodc ¢ trong (nhu
boi su cdt tach tu nhién), va cling c6 thé 1a mot dang bién thé va/hodc dan xuét. “Linh
vuc” cua protein cling la mot phan doan, va chira cac gbc axit amin cua protein can cho

viéc c6 hoat tinh sinh héa twong tng véi protein c6 nguon goc tu nhién.

Thuét ngit “tai té hgp” chi phan tir axit nucleic c6 nghia polynucleotit c6 ngudn
gbc hé gen, cADN, virut, ban tong hop, hay c6 ngudn gde tdng hop, ma theo ngudn gbe
ctia minh hay do thao tac 1a khong c6 lién quan vé1 tat ca hay mot phan ctia polynucleotit
ma no gén voi trong tu nhién. Thuat nglr “tai td hop” khi st dung cho protein hodc

polypeptit cd nghia la polypeptit dugc tao ra nho bidu hién cta polynucleotit tai to hop.

Phan tir “da dugc phan 1dp,” “tinh khiét,” “co ban da duoc phan 13p,” hay “hau
nhu tinh khiét” (nhu polypeptit hodc polynucleotit) 1a phan tir da duoc thuc hién thao
tac di truyén dé ton tai & néng d0 cao hon so vai trong tu nhién. Vi du, protein nay duoc
phan 1ap, tinh ché, co ban da phan 1ap, hay hdu nhu tinh khiét khi 6 it nhat 50%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%., 97%, 98%, 99% cac chat li¢u
phi protein gin véi protein nay trong tw nhién hodc hon da dugc loai bo. Phan tir “da

duge phan 1ap”, “tinh khiét,” “co ban da dugc phan l4p,” hogc “hdu nhu tinh khiét” dugc

néu ¢ day bao gdm ca cac phan tir tai td hop.
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“Chudt nhit SCID” la chudt dugc thir nghiém hoi ching thiéu hut mién dich tram
trong két hop (SCID), hoi ching nay gay khuyét tat nghiém trong trong qua trinh phat
trién hé mién dich. Nhitng con chudt nay thiéu hut, hay thiéu hoan toan, ca lympho bao
T va B. Thao tac SCID dé lam hong su tai t6 hop cua cic gen thu thé khang nguyén, gay
ra thiéu hut cac lympho bao T va B chirc ning. Céac dang té bao tao mau khic duong
nhu phat trién va thuc hién cac chirc nang binh thuong. Chudt SCID sin sang hd trg su
biét hoa lympho bao binh thuong va cé thé duge khoi phuc lai bing cac lympho bao
binh thuong ldy tir chudt cing gen hay khac loai, hodc bang lympho bao clia nguoi.
Nhiing con chudt nay cling hd tro su sinh trudng cia cic khdi u khac loai va khéc loai.
Vi vay, chuot SCID, loai cho phép sinh trudng lan téa mot s6 loai u cua nguoi, ddc bict
1a cac rdi loan huyét hoc va u hic td 4c tinh, ¢6 thé duoc sur dung dé nghién clru cdc bénh

ac tinh.

Cac thuat ngr “ddi tuong”, “ca thé”, “vat chu”, va “bénh nhan” dugc st dung
trong ban mo ta nay thay thé cho nhau dé chi dong vat séng, bao gdm ca ngudi va dong
vat khéac. Doi tuong, vi du, co thé 1a sinh vat mang té bao mién dich co kha nang phan
Ung lai kich thich khang nguyén, va tai nap tin hiéu kich thich va rc ché thong qua su
gin két thu thé bé mat té bao. Dbi twong co thé 1a dong vat c6 vi, nhu ngudi hodc dong
vat ¢6 va khac, vi du, chd, meo, lon, clru, bo, dé, ngua, chudt céng, va chuot nhét. Thuét
ngit “dbi twong” khong loai trir cic cd thé hoan toan binh thudong vé mat bénh 1y, hodc

binh thudong trén moi khia canh.

Thuat ngit “diéu tri” duoc dung dé chi bién phap tri liéu hay phong ngura. Viéc
diéu tri c6 thé dugc ap dung cho ca thé ¢6 rdi loan y hoc hay ngudi thuc sy da mic bénh,
dé ngan ngira, chita tri, 1am chdm, gidm muc do trAm trong, hay thuyén gidm mot hay
nhiéu triéu ching cia bénh hodc tranh tai phéat bénh, hodc dé kéo dai thoi gian séng vuot

qua ky vong trong truong hop khong diéu tri.

Thuét ngit “lugng hitu hiéu c6 tac dung tri liéu” c¢6 nghia la lugng hop chat dbi
tuong c6 thé gay dap Gmg mong mudn, vi du, dap Gmg sinh hoc hay y hoc ctia mo, hé
thdng, dong vat, hay ngudi ma cic chuyén gia y hoc, thi y, nha nghién ctru va bac sy

lam sang tim kiém.
Vi du thwe hién sang ché

Céc vi du dué6i day chi nham muc dich minh hoa, va khong nham muc dich gidi
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han sang ché. Khong cin phai mé ta qua k§ ludng, ngudi ¢6 trinh do trung binh trong
cung linh vic ¢6 thé dua trén phan mo ta ¢ ddy, st dung sang ché nay & pham vi day du

nhét.
Vi du 1: Tao plasmit pET21b-His-pTAT-HOXB4-His

(a) Cai bién plasmit pET21b chtra gbe HIS duoc dinh vao du tan ciing N va diu
tan cung C va peptit tin hiéu TAT.

Vit truyén biéu hién pET21b chta gbc His dinh vao dau tan cing N va peptit tin
hieu TAT dugc tao ra bé‘mg cach cai cac oligonucleotit 5°-
TATGCACCACCACCACCACCACTACGGCCGCAAGAAACGCCGCCAGCGCC
GC CGGCG-3’ (thuan nghia) va 5’~-CTAGCGGCGCTGGCGGCGTTTCTTGCGGCC
GTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCA-3’ (dbi nghia) vao plasmit pET21b. Goc His
dinh vao diu tan cing C da c6 sin trong vat truyén pET21b.

(b) Nhan dong vo tinh HOXB4 vao vat truyén biéu hién pET21b da cai bién

Phéan doan ADN chtra khung doc mé (ORF) cia HOXB4 va doan trinh tu ghi ma
bd sung c6 6 gbc histidin da thu nhan bang khuyéch dai PCR ¢6 st dung plasmit
MGC54130 (GeneDiscovery, Taipei, Taiwan. Cat. No. 5533346) dugc dung lam khudn
mau, va phan doan cADN HOXB4 di tao ra béng PCR dugc nhan dong phu vao vat
truyén biéu hién pET21b da cai bién. Céu tric plasmit va cac trinh tu axit nucleic duoc
thé hién trén Fig.2 va 3.

Vi du 2: Biéu hién protein téi t6 hop TAT-HOXB4H trong E. coli

Bién nap vat truyén biéu hién pET21b-His-TAT-HOXB4-His vao ching E. coli
BL21(DE3)pLysS (Novagen). Cho céc té bao bién nap nay sinh truéng qua dém ¢ 37°C.
Pha lodng dich nuéi cdy da sinh truéng qua dém nay dén mat do quang ban dau OD600
bang 0,05. Sau d6, cho dich nudi cdy nay sinh truéng dén gia tri OD600 bang 0,5 &
37°C, cam ung bang 1mM isopropyl-beta-D-thiogalactopyranosit (IPTG) ¢ 37°C trong

3 gid, ¢6 khudy manh.
Vi du 3: Tinh ché protein tai t6 hop TAT-HOXB4H

Sau khi cam tng, thu hoach té bao bang ly tdm va tao lai huyén phu trong chét
dém A (8M Ure, 20mM HEPES, 0,5mM DTT va 100mM NaCl, d¢ pH 8,0). Cho huyén

pht té bao di ba 1an qua may ép French, va lam trong dich tan té bao bang cach ly tim
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& 20.000xg trong 30 phut & 4°C, diéu chinh dich ndi dén ndng do 10mM imidazol va
nap vao cot chelat HisTrap (Amersham Pharmacia). Rira giai cac protein da gan két
bang 50, 100 va 250mM imidazol trong chit dém A. Céc phan doan chira TAT-
HOXB4H duogc nap vao c¢ft MonoSP trong chat dém B (4M ure, 20mM HEPES va
50mM NaCl, d6 pH 6,5), rira giai bang 1,5M NaCl va 20mM HEPES (d6 pH 8,0).

Vi du 4: Hoi tinh protein tai t6 hgp TAT-HOXB4H

Protein TAT-HOXB4H trong cic phan doan da rira giai dugc hoa tan va bién tinh
trong dung dich chtra mudi gay bién tinh (vi du, guanidin hydroclorua) va sau d6 tron
né vé6i chat dém D-PBS-T (0,1% Triton X-100 trong 2 x PBS). Ty 1¢ gitta dung dich
protein TAT-HOXB4H va chit dém D-PBS-T 1a 1:4. Cho hdn hop tao thanh nay vao
dng nghiém ly tAm loai 10K (50ml hodc 15ml) da xtr ly trudce bang nude (10ml hodc
3ml), va sau d6 ly tim & 3.000 vong/phut trong 10 phut. Trong budce nay, mudi bién tinh
dugc thay bang chat dém D-PBS-T trong d6 Triton X-100 c6 kha nang gan két véi viing
ky nudc ctua protein HOXB4H.

Budc siéu loc hay thay dbi chit dém nay st dung 6ng nghiém loai 10K dugc thuc
hién mudi 1An bing dung dich chita cac ndng do beta-xyclodextrin khac nhau (hai 1an
trong do mdi 14n 12 ImM, 2mM, 3mM, 4mM va 5mM beta-xyclodextrin trong chit dém
bao quan IMDM bang cach ly tim & 1.000-2.500xg trong 10 phut. Mau con lai trong
6ng ly tam 10K dugc thu gom va bao quan ¢ -80°C.

Phan tich tinh dong nhat cia protein TAT-HOXB4H tinh khiét trén SDS-
polyacrylamide gel, sau d6 1a nhuom coomassie (Fig.5). Nhu thé hién trén Fig.5, TAT-
HOXB4H da tinh ché tir HisTrap va MonoSP v6i hiéu suét cao gap 3 dén 4 1an so véi
protein TAT-HOXB4. Plasmit pTAT-HA-HOXB4 duoc dé xudt bsi Dr. Guy
Sauvageau, University of Montreal, Canada. Bién nap plasmit nay vao
BL21(DE3)pLysS (Novagen) va tinh ché protein TAT-HOXB4 theo nhu md ta trong tai
liéu: Krosl va cong su, 2003.

Vi du 5: Tinh 6n dinh cua protein tai to hgp TAT-HOXB4H

Po tinh én dinh cia TAT-HOXB4H bang phan tich SDS-polyacrylamit gel.
Trong qua trinh bao quan, TAT-HOXB4H v6i chidu dai tron ven c6 thé bi xudng cip va
phén thanh cac doan 30kD va 10kD. Nhu thé hién trén Fig.6, protein TAT-HOXB4H

duoc tao ra bang phuong phap cla sdng ché 1a 6n dinh ngay ca sau 16 gio bao quan
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trong PBS & 4°C.

Ngoai ra, tinh 6n dinh ctia protein TAT-HOXB4H bao quan ¢ 4°C va -20°C trong
PBS va dém bao quan IMDM da dugc phan tich bang dién di 10% SDS-polyacrylamide
gel, sau d6 la nhudm coomassie. Nhu thé hién trén Fig.7, khi IMDM duoc dung lam
chét dém bao quan, tinh 6n dinh cua protein TAT-HOXB4H dugc duy tri ngay cé sau 4

tuan.

Vi du 6: Tac dung ctia protein tai t6 hgp TAT-HOXB4H lén qué trinh tao mau trong
chuot Balb/c kiéu dai

St dung chudt nhit Balb/c dé nghién ciru kha ning tac dung cta protein tai to
hop TAT-HOXB4H 1én sy huy dong HSC tlr tiy xuong vao mdu ngoai bi€n. Str dung
protein tai td hop TAT-HOXB4H trong nuéc mudi dém phosphat (PBS) bang cach tiém
duéi da bdn 1an mot ngay trong 4 ngay. Dé kiém tra dap (mg lidu luvong, cac nhom thir
nghiém (n = 21) da dugc nhin liu ndm trong khoang tlr 1ug, Sug, 10pg, 15ug, v.v. dén
100pg trén mot kg thé trong cho mdt con chudt. Nhém chudt d6i chtng chi nhan nuéc
mubdi dém phosphat, va nhom chudt dbi ching con lai dugc tiém G-CSF dudi da hai
lAn/ngay trong 4 ngay voi lidu 5pg/kg thé trong cho mdi con chudt.

L4y mau ngoai bién tir tht ca chudt va dem phén tich bing té bao ké dé thu nhan
phin trim s6 té bao gbc CD34" trong té bao don nhan (MNC). Két qua dugc ghi trong

bang 1 1a cac gia tri trung binh + do Iéch chuan.

Bang 1
Nhom TAT-HOXB4H (ug/kg) CD34"/MNC (%)
(Tht nghiém/Doi ching)

1 1 0+0,03

2 5 0,3+ 0,05
3 10 0,45 + 0,03
4 15 0,42 + 0,01
5 20 0,38 + 0,05
6 25 0,41 + 0,02
7 30 0,35+ 0,21
8 35 0,33+0,11
9 40 0,29 +0,16
10 45 0,46 + 0,01
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11 50 0,45 + 0,02
12 55 0,42 + 0,06
13 60 0,44 + 0,02
14 65 0,41 + 0,04
15 70 0,41 + 0,03
16 75 0,49 + 0,01
17 80 0,45 + 0,04
18 85 0,46 + 0,07
19 90 0,44 + 0,02
20 95 0,41 +0,01
21 100 0,42 + 0,05
Déi chimg (PBS) 0 0,002
Ddi ching (G-CSF) 0 0,5+ 0,03

Bang 1 1 phan tram té bao CD34*/MNC trong mau ngoai bién liy tir chuot da
didu tri. Cac nhom thir nghiém didu tri bing TAT-HOXB4H tir s§ 3 dén 21 (nhan liéu
10pg/kg thé trong hodc hon) da c6 tac dung huy dong gin nhu giéng & nhém dbi ching
dung G-CSF.

Ty xuong cta chudt diéu tri bing TAT-HOXB4H (Nhom thtr nghiém s6 3 nhan
lidu 10pg/kg thé trong), chudt diéu tri bing G-CSF, va chudt duge tiém PBS duoc tao
phenotyp tiép bang cach st dung khang thé ddi véi CD34", khang thé nay da tiép hop
FITC (Becton Dickinson) va dem phan tich bing té bao ké. Tuy xuong cua chudt diéu
tri bang TAT-HOXB4H (Fig.5C) duong nhu giau s té bao gbc CD34" hon tily xuong
cua chudt dung G-CSF (Fig.5A) va chu¢t tiém PBS (Fig.5B). Vi vy, cac két qua nay
cho thdy viéc tiém protein tai t6 hop TAT-HOXB4H sé& lam gia ting s6 HSC trong ca
tuy xuong va mau ngoai bién & chudt nhit.

Vi du 7: Tac dung cua protein tai td hgp TAT-HOXB4H 1én qua trinh tao mau & khi
redut

Khi redut duc truéng thanh duoc sir dung dé nghién ctru hiéu qua cta protein tai
t6 hop TAT-HOXB4H & loai khi. Nhém thit nghiém I (n=5) duoc tiém tinh mach protein
tai t6 hop TAT-HOXB4H 10pg/kg thé trong bbn 1an/ngay trong 4 ngay. Nhom thir
nghiém II (n=5) dugc tiém tinh mach TAT-HOXB4H 10pg/kg thé trong bbn 1an/ngay
va tiém G-CSF duéi da 5ug/kg thé trong trong 4 ngay. Nhém d6i ching I chi nhan PBS,
va nhom ddi chimg IT dugc tiém G-CSF dudi da hai 1An/ngay trong 4 ngay véi liéu lugng
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Sug/kg thé trong. LAy mau ngoai bién tir tt ca cac con khi va dem phan tich bang té bao
ké @ thu nhan két qua phan trdm té bao gbc CD34" & té bao don nhan (MNC). Két qua
trong bang 2 dudi day.

Bang 2
Nhom (%) CD34"/MNC
(Tht nghiém/Pdi chimg)
. TAT-HOXB4H (10 pg/kg) 0,62
II. TAT-HOXB4H (10 pg/kg) + G-CSF (5 pg/kg) 0,38
Déi chimg 1 (PBS) 0,07
Péi chimg 2 (G-CSF, 5 pg/kg) 0,28

Theo bang 2, khi (nhém thir nghiém I) da diéu tri bang TAT-HOXB4H chi ¢ tac
dung huy dong tot hon c6 ¥ nghia so véi khi dugc diéu tri bang G-CSF (nhom dbi ching
I1). Khi dugc diéu tri bang TAT-HOXB4H va G-CSF (nhém thir nghiém II) ¢6 téc dung
huy dong tot hon mdt chut so véi khi duge diéu tri béng G-CSF (nhom dbi chuang II).

Céac mau tiy xuong lay tir khi da didu tri bang TAT-HOXB4H, G-CSF hodc PBS
duoc tao phenotyp tiép bang cach sir dung khang thé ciia CD34", khang thé nay da tiép
hop v6i FITC (Becton Dickinson) va dugc phén tich bang té bao ké. Cac miu tay xuong
1y tir khi diéu trj bang TAT-HOXB4H (Fig.6C) dudng nhu giau té bao gbc CD34* hon
nhiéu so v6i cac mau tiy xuong ldy tir khi didu tri bang G-CSF (Fig.6A), TAT-
HOXB4H + G-CSF (Fig.6B) va khi tiém PBS (Fig.6D).

Vidu 8: Tac dung ctia protein tai to hop TAT-HOXB4H Ién su hoi phuc tao mau ¢ chudt
NOD-SCID

10* t& bao Lin/CD34" ctia ngudi duge tiém vao chudt NOD-LtSz-scid/scid
(NOD-SCID) da chiéu xa (2,5 Gy), cing v6i 10° t& bao phu CD34~ da chiéu xa. Chudt
duoc chia thanh hai nhém ngau nhién: mot nhém (n=28) duge tiém tinh mach protein
tai td hop TAT-HOXB4H 10pg/kg thé trong hai 1dn mot ngay, va nhém con lai (n=28)
nhén PBS hai 1an/ngay. Do dinh ky su ¢6 mit cua té bao CD45" clia ngudi trong céc té
bao mau ngoai bién & tit ca cac con chudt bang dung cu té bao ké dong sau khi cdy ghép.
Su phuc hdi tao mau duoc danh gia theo s6 chudt co luong té bao CD45" clia nguoi dat
dén mtrc > 0,1% & mau ngoai bién (PB) sau khi cdy ghép. Nhu thé hién trén Fig.7, thoi

gian hdi phuc tao méu di cai thién dugc quan sét thdy & chudt tiém protein tai to hop
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TAT-HOXB4H.

Vidu 9: Tac dung cda protein tai td hop TAT-HOXB4H lén su hoi phuc tao mau & chudt

Balb/c sau hoa tri liéu bang Cisplatin

Chudt Balb/c 5 tudn tudi duoc tiém 13p lai tinh mach béng cisplatin cho dén khi
s6 luong té bao Ly5 (CD45 ctia chudt) & mau ngoai bién chudt di giam dén xép xi bang
khoang 10% sb lugng ban dau. Chuot da didu tri bing cisplatin dugc chia thanh hai
nhém ngiu nhién: mdt nhom (n=28) duge ti€m tinh mach protein tdi td hop TAT-
HOXB4H v6i lidu 10 pg/kg thé trong hai 1dn mot ngdy, va nhém con lai (n=28) nhén
PBS hai 14n mot ngay. Su c6 mit clia té bao Ly5 & té bao mau ngoai bién & tat ca chudt
duoc do dinh ky bang dung cu té bao ké dong sau khi chy ghép. Tde do hdi phuc tao
méu duoc danh gia theo phan trim sd luong té bao Ly5 & mau ngoai bién so voi s6
luong ban dau. Nhu thé hién trén Fig.& quan sat théy su hoi phuc tao mau da duoc cai

thién & chudt dugc tiém protein tai tb hop TAT-HOXB4H.

Nhitng ddng vat trong cac tht nghiém nay da duoc biét dén trudc day dung lam
co s du bao két qua s& thu dugc & nguoi. Vi du xem tai liéu: Broxmeyer va cong su
(2005) The Journal of Experimental Medicine, 201, 1307-1318; Larochelle va cong su
(2006) Blood 107, 3772-3778.

Mic du sang ché da dugc md ta va giai thich trong cac phuong an khac nhau, can
hiéu rang c6 thé c6 nhiéu cai bién khéac van thudc pham vi ciia sang che dugc xac dinh

trong cac yéu cau bao ho dudi day.
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YEU CAU BAO HO
1. Phuong phap tao protein TAT-HOXB4H c¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO: 4 bao
gdm céc budc:
(a) cung cip t& bao chu chira vat truyén mé hoa protein nay;
(b) biéu hién protein nay trong té bao chi;
(¢) thu gom dung dich chua tinh ché ciia protein biéu hién nay;
(d) tinh ché protein tir dung dich nay bang céach:
(i) cho dung dich vao cot HisTrap;
(i1) rta cot HisTrap;

(iii) rtra giai protein da dugc tinh ché mot phan tir cot HisTrap dé tao dung

dich protein da duoc tinh ché mot phan;
(iv) cho dung dich protein da dugc tinh ché mot phén nay vao cot MonoSP;
(v) rtra cot MonoSP;
(vi) rira giai protein da dugc tinh ché tir cot MonoSP ¢ dang bién tinh;

(e) cudn xodn lai protein dugc bién tinh d3 duoc rira gidi nho st dung cac hop
chét ky nudc bang cach:

(i) két hop protein dugc bién tinh da duoc rira giai va dung dich cta céc hgp
chét ky nude dé tao thanh dung dich ctia protein va cac hgp chét ky nudc;

(i) khtr mudi dung dich cuia protein va cic hop chét ky nudc dé thu nhan
dung dich cta protein va hop chét ky nudc da dugce khir mudi;

(iii) loai bd cac hop chét ky nuée khéi dung dich protein da duge khir mudi
bing phuong phap siéu loc trong 6ng ly tAm thé tich nho hodc may khudy loc té bao
dung ap sudt cao; va

(f) bao quan protein da dugc tinh ché nay trong méi truong Dulbecco cai bién

Iscove (IMDM) hoic trong mdi truong Eagle cai bién Dulbecco (DMEM).

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 dung dich dém rtra cot HisTrap chira 8M Ure,
20mM HEPES, 0,5mM DTT, 100mM NaCl, do pH Ia 8,0 va 10mM imidazol.

3. Phuong phép theo diém 1, trong d6 dém rira gidi dé rira giai protein da duoc tinh
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ché mot phan tir ot HisTrap chira it nhat 50mM imidazol trong 8M Ure, 20mM HEPES,
0,5mM DTT, 100mM NaCl, d6 pH la 8,0.

4. Phuong phap theo diém 1, trong d6 dém rira giai dé rira giai protein da dugc tinh

ché mot phan tir cot HisTrap chtra 50 dén 100mM imidazol.

5. Phuong phép theo diém 1, trong d6 dém rira giai dé ria giai protein da duoc tinh

ché mot phan tir cot HisTrap chtra 100 dén 250mM imidazol.

6. Phuong phap theo diém 1, trong d6 dém rira cdt MonoSP chita 4M ure, 20mM
HEPES va 50mM NaCl, d6 pH 1a 6,5.

7. Phuong phép theo diém 1, trong d6 dém rira giai dé rira giai protein da dugc tinh

ché tir c6t MonoSP chira 1,5M NaCl va 20mM HEPES, @ pH 1a 8,0.

8. Phuong phép theo diém 1, trong d6 cac hop chit ky nuéc chira Triton X-100, tween-
20 hodc polybenzen.

9. Duoc phim dé str dung in vivo nham tang cudng huy dong HSC tir tiy xuong dén

mau ngoai bién & ca thé c6 nhu cau chura:

a) luong hitu hiéu protein TAT-HOXB4H c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO: 4

duoc tao ra bang phuong phap theo diém 1, va
b) chét mang dugc dung, chét pha lodng hodc t4 dugc.
10. Duoc pham theo diém 9, trong d6 ca thé nay 1a ngudi cho HSC.

11. Duoc phim theo diém 9, trong d6 c4 thé nay 1a bénh nhan da cdy ghép HSC cung

nguon.

12. Duoc phém theo diém 9, trong d6 c4 thé nay 1a bénh nhan khong nhay cam véi G-

CSF.
13. Dugc phim theo diém 12, trong dé c4 thé bi bénh do thiéu hut HSC di truyén.
14. Duoc pham theo diém 13, trong d6 ca thé bi thiu méu bét san di truyén.

15. Duogc phém theo diém 9, trong do6 ca thé nay bi mot trong céc rbi loan huyét hoc, u

ran va roi loan mién dich.

16. Dugc phdm theo diém 15, trong d6 rdi loan huyét hoc dugc chon tir nhém gdm u

lympho, bénh bach céu, bénh Hodgkin’s va r6i loan tang sinh tay.
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17. Dugc pham dé st dung in vivo nham cai thién thoi gian hdi phuc cta bénh nhan da

trai qua céy ghép HSC, chiéu xa hodc héa tri liéu chtra:

a) lvong hitu hiéu cda protein TAT-HOXB4H c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:

4 dugc tao ra bang phuong phap theo diém 1, va
b) chat mang dugc dung, chét pha loang hoic ta dugc.
18. Dugc pham theo diém 17, trong d6 ca thé nay 12 ngudi cho HSC.

19. Duoc phidm theo diém 17, trong d6 c4 thé nay la bénh nhan da cdy ghép HSC ciing

nguon.

20. Duoc phém theo diém 17, trong d6 ca thé nay la bénh nhan khong nhay cam véi G-

CSF.

21. Dugc phdm theo diém 20, trong d6 cé thé nay bi bénh thiéu hut HSC di truyén.

22. Dugc pham theo diém 21, trong d6 c4 thé nay bi thiéu mau bat san di truyén.

23. Duoc phém theo diém 17, trong d6 ca thé nay bi mot trong céc r6i loan huyét hoc,
u rén, va cac roi loan mién dich.

24. Duoc phém theo diém 23, trong do rdi loan huyét hoc duogc chon tir nhdm gém u
lympho, bénh bach cAu, bénh Hodgkin va r6i loan tang sinh tuy.

25. Phuong phap theo diém 1, trong d6 phuong phép nay con c6 thém budc tach gbe
His dinh tai dau tdn cung N ctia TAT-HOXB4H.

26. Phuong phap theo diém 1, trong d6 phuong phap nay con c6 thém budc tich gdc
His dinh vao ddu tan cung C ctia TAT-HOXB4H.

27. Phuong phap theo diém 1, trong d6 phuong phap ndy con c6 thém budc tich cac
gbc His dinh tai ca dau tan cung N va diu tan cing C ctia TAT-HOXB4H.

28. Duoc phém theo diém 9, trong d6 TAT-HOXB4H khong chira géc His dinh tai dau
tan cung N.

29. Dugc pham theo diém 9, trong d6 TAT-HOXB4H khong chtta gbc His dinh tai déu
tan cung C.

30. Duoc pham theo diém 9, trong d6 TAT-HOXB4H khong chira gbc His dinh tai ca
d4u tan cing N hay dau C.
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31. Duoc pham theo diém 17, trong d6 TAT-HOXB4H khong chira gdc His dinh tai
dau tan cung N.
32. Duoc phim theo diém 17, trong d6 TAT-HOXB4H khong chia goc His dinh tai
dau tan cung C.

33. Duoc phiam theo diém 17, trong d6 TAT-HOXB4H khong chita gbc His dinh tai

dau tan cung N hodc diu tn cung C.
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Trinh tw pTAT-HOXB4H

His TAT Mhel
ATGCACCACCACCACCACCACTACGGCCGCAAGAAACGCCGCCAGCGCCGCCGLGCTAG

QATGGCTATGAGTFCTTTWT%TQRACT'&%ACTATGTCGACCECAAGTTCCC?CCATGCGA_

GGAATATTCACAGAGCGATTACCTACCCAGCGACCACTCGCCCGGGTACTACGCLGGCGGE
CAGAGGCGAGAGAGCAGCTTCCAGCCGGAGGCGGGCTTCGGGLGGECGCGLGECGTGCAC
CGTGCAGCGCTACGCGGCCTGCCGGGACCCTGGGCCCCLCGCCGCCTCCGCCACCACCCLC
GCCGCCCCCGCCACCGLCLG GT‘CTGTCCCCTSGGGCIT CCTGLCGCCGCCACCCELCGGGGEE
CCTCCTCCCGGAGCCCGGCCAGCGCTGCGAGGCGGTCAGCAGCAGCCCCCCGCOGLLTCC
CTGCGCCCAGAACCCCCTGCACCCCAGCCCGTCCCACTCCGCGTGCAAAGAGCCCGTCGTC
TACCCCTGGATGCGCAMAGTTCACGTGAGCACGCTAAACCCCAATTACGCCGGLGGGEGALGT
CCAAGCGCTCTCGGACCGCCTACACGCGCCAGCAGGTCTTIGGAGCTGGAGAAGGAATTTCA
CTACAACCGCTACCTGACACGGCGCCGGAGGGTGGAGATCGCCCACGCGETCTGCCTCTCC
GAGCGCCAGATCAAGATCTGGTTCCAGAACCGGCGCATGAAGTGGAAAAAAGACCACAAGTT
GCCCAACACCAAGATCCGCTCGGGTGGTGCGGCAGGCTCAGCCGGAGGGCCCCCTGGLLG
GCCCAATGGAGGCCCCCGCGCGLTCCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA

His

Fig.3

Trinh tw Protein TAT-HOXB4H

TAT —

LPSDHSPGYYAGGQRRESSFQPEAGFGRRAACTVARYAACRDPGPFPP
PPPPPPPPPPPGLSPRAPAPPPAGALLPEPGQRCEAVSSSPPPPPCAQN
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