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Linh vuc ky thuét dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén trinh tu axit nucleic ma hoa protein c6 trinh tu néu trong
SEQ ID NO: 1; vecto chira trinh ty axit nucleic nay va té bao cha chira trinh tur axit
nucleic nay hodc vecto nay. Sang ché con dé cap dén protein thu dugc hodc co thé thu
duoc bing céch biéu hién trinh tu axit nucleic ndy hodc vecto nay trong t€ bao chi.
Ngoai ra, sang ché @ cap dén protein dugc ma hoa béi trinh ty axit nucleic néu trong
SEQ ID NO: 6. Ngoai ra, sang ché con & cap dén duoc phim va phuong phép san Xuét
dugc phim ndy. Sing ché con @ cip dén ché phidm chét chira protein co trinh ty néu
trong SEQ ID NO: 2 va/hodc 3, ché phim nay con c6 thé chtra protein c6 trinh ty néu
trong SEQ ID NO: 4 va/hoic 3.

Tinh trang ky thuét cia sang ché

Céc FcyR thudce ho cac thu thé Fc (Fc receptors- cac FcR) rit quan trong dé bao
vé co thé ngudi chéng lai bénh lay nhiém. Thong thudong, viéc hoat hoa cac FcyR va tc
ché cac FcyR 13 khic nhau. Trong s6 ba loai FcyR chinh trong co thé ngudi, FeyRI c6
thé gin két véi IgG don phan, trong khi FcyRII va FeyRIII gin két véi cac phuc hop
mién dich da tri (immune complexes- ICs) bao gdm céc khang thé va khéng nguyén
(Takai, T. Nature Reviews Immunology 2002: 580-592.). Chuc nang phan Ung dugc
kich hoat bdi cac FcyR bao gbm, tlty thudc vao loai FcR dugc biéu hién va céc protein
duoc gén két, qua trinh nhip ndi bao véi sy trung hoa tiép theo cdc mim bénh va su
trinh dién khang nguyén, hién tuong giy doc té bao do té bao phu thudc khang thé
(antibody-dependent cellular cytotoxity - ADCC), su tiét céc chit trung gian hoic diéu
hoa qua trinh san sinh khéng thé (Fridman et al.Immunol Rev. 1992125:49-76, van de
Winkel va Capel Immunol Today. 1993: 14(5):215-21).

Cong bd don qudc t& WO 00/32767 mb ta cac thu thé Fc (cac FcR) tan duoc
trong d6 chi bao gébm phén ngoai bao clia thy thé va khong dugc glycosyl hoa. Do sy
véng mit ctia viing Xuyén mang va cta peptit tin hiéu, cac protein nay c6 mit dudi dang
tan dugc va khong duge lién két véi cac t& bao. Hon nita, cac FcR dugc mo ta trong

cong bd don qudc t8 WO 00/32767 c6 thé duge san xudt bing céch tai t6 hop va da
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dugc @& xult dé didu tri cac bénh tu mién do ching c6 kha ning gin két voi phén Fc
cua khang thé ma khong gy trd ngai cho céc thinh phan khéc clia hé mién dich. Cong
b don qubc t& WO 00/32767 con md ta chu trac tinh thé ciia cac FcR nhét dinh va kha
ning tim kiém céc chit tc ché sy twong téc clia IgG véi cac FeR véi sy hd trg cia cac
chu trac tinh thé nay. Su giai thich vé viéc cac chu trac tinh thé cho phép tim thiy cac
chét &c ché nay bing cach sang loc co s& dit liéu nhd st dung cac chuong trinh may
tinh c6 sin. Sang ché dugc bdc 1§ trong cong bb don qubc t& WO 03/043648 tiép tuc
phat trién cac két qua cta cong bd don quéc t& WO 00/32767 va dé xut cic phuong
phép diéu tri dic biét 1a dbi v6i cc bénh nhu da xo cing (multiple sclerosis- MS),
luput ban do hé théng (systemic lupus erythematosus - SLE), va viém khop dang thip
(rheumatoidarthritis - RA) va ciing dung dé didu trj cac bénh c6 ndng dd cic té bao tiéu

diét tu nhién cao.

Khi céc thu th néu trén dugc san xuét bang cach tai td hop trong céc sinh vat
nhin so va boéi viy khong dugce glycosyl hoa, cac tac gia cia cong b6 don qubc té
WO 03/043648 bt ngd tim ra ring mic du céc protein khong duge glycosyl hoa dugc
du dodn 12 c6 kha ning hoa tan kém, céc thu thé c6 thé dugc tinh ché c6 ndng dd FeyR
cao & dang tan dugc. Cong bb don quéc t& WO 03/043648 va tai liéu cong bd khac

trong d6 cac FcR dong vai trd quan trong trong céc phan img bao vé clia hé mién dich.

Céc thy thé Fc déng vai trd trung tim trong hé mién dich, trong d6 ching kiém
soat pham vi va cudong d6 ctia dap Gtng mién dich. Hoa ra ddc biét 1a thu thé IIB cua Fc
gamma (sFcyRIIB) (tirc 1a phén ngoai bao cia thu thé IIB cta Fc gamma) tan dugc, ma
canh tranh véi cac FcyR dugce biéu hién trén cic t& bao mién dich cho céc phirc hop
mién dich giy bénh 1a ¢6 l¢i trong viéc diéu tri cac bénh tw mién. Viéc gy tr& ngai &
giai doan diu cac phan img mién dich ma xay ra & cic bénh tw mién ngan chin sy kich
hoat theo ddy chuyén ma dén dén viém va pha hily md. Pic biét 13, trong khi sFcyRIIB
dang trong thir nghiém lam sang giai doan II d8 chi dinh cho bénh giam tiéu cu mién
dich nguyén phat (ITP) va luput ban d6 hé thdng (SLE). Nhu thudng dugc biét dén, dé
dat dugc vét liéu sinh hoc cho cac thir nghiém 14m sang, & day sFcyRIIB dugc yéu cAu
t6t hon 1a phai c6 cic dic tinh hoéa hoc, san xudt va kiém soat (Chemistry,
Manufacturing and Control-CMC) tét, nhu d6 tinh khiét va én dinh cao trong qua trinh
tinh che.
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Do d6 muc dich cua sang ché 12 d& xudt cac protein FcyRIIB clia ngudi c6 cic
dac tinh CMC t6t. Myc dich nay dat dugce nho céc phuong an dugc phan &nh trong bd

yéu cau bao ho, dugc md ta ¢ day, duge minh hoa boi céc vi du va hinh ve.

Pang ngac nhién 1a cac protein nhu cic protein dugc md ta ¢ day, thé hién ring
d6 tinh khiét cao hon c6 thé dat dugc do do hoa tan t6t hon & néng dd amoni sunfat
vugt qua 1,5M. Két tiia amoni sunfat ¢ tac dung loai bd lugng 16n céc protein tap, nhu
mot budc ddu tién trong nhiéu quy trinh tinh ché. Ndng @6 amoni sunfat cang cao thi
thu dugc protein cang tinh khiét, nhung tmg suét dit 1én protein cang 16n, do cudng do
jon cao clia amoni sunfat. Do d6, kha ning chiu dugc tng sut clia protein cang 16n thi
ndng d6 amoni sunfat c6 thé cang cao va do d6 do tinh khiét cia protein cang cao. Dic
biét 13, bang cach bd sung cic san phim phu ctia amoni sunfat kosmotropic nhu cac loai
khong cudn gip va cudn gAp sai va ca céc tap chit c6 ngudn gbc tir té bao chil nhu cic
thanh phan ciia thanh té bao va céc protein dugc két tia. V6i viéc 1am ting nong do
chét két tia, hidu qua két tha s& ting va do d6 thu dugc ché phim protein c6 do tinh
khiét cao mién 12 protein cin tao ra chiu dugc két tia & ndng do amoni sunfat cao nhu
vay. Nhu d3 néu trén, dang ngac nhién 12 protein FcR nhur duge md ta & déy c6 thé hoa
tan t6t & cac ndng dd amoni sunfat bing hogc vugt qual,5M. Diéu nay khong dugc du
tinh truedc day, bai vi cac protein FcR da biét hoat dong khac véi cac protein FcR dugc
thé hién trong cac Vi du va khong c6 bét ky huéng din nao v& cach bién ddi protein
FcR sao cho no ¢6 hoat dong va céc ddc tinh nhu protein FcR ma sang ché @& xuét. Nhu
da néu trén, cac tac gia cua sang ché da rit ngac nhién, héa ra céc protein dugec md ta &
day thuc chit chiu dugc cac ndng d6 amoni sunfat cao, do d6 cho phép do tinh khiét
cao so véi cac protein FcyRIIB da biét, nhu cac protein FcyRIIB dugc mo ta trong cong
b6 don qubc t& WO 00/32767 hoic WO 03/043648.

Ban chét k§ thuit ciia sang ché

Sang ché dé cap dén trinh tu axit nucleic ma héa protein co trinh ty néu trong
SEQ ID NO: 1. Sang ché ciing d& xuét cac trinh ty axit nucleic ma héa cac protein dugc
néu trong SEQ ID NO: 2, 3, 4, 5, hodc 9. Trinh ty axit nucleic dugc néu trong SEQ ID
NO: 6 mi hoa protein c6 trinh tuy néu trong SEQ ID NO: 1.

Sang ché ciing d& cap dén vecto chira trinh ti axit nucleic ma héa protein c6
trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1. Sang ché ciing d& cap dén vecto chira trinh ty axit
nucleic mé héa protein c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 2, 3, 4, 5, hoic 9.
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Hon nifa, sang ché con dé cép dén protein thu dugc hodc c6 thé thu dugc bing
cach biéu hién trinh tu axit nucleic ma héa protein c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1
hoic vecto theo sang ché trong té bao chu, t6t hon 12 té bao chu nhan so, tot hon nita la

trong E. coli.

Ngoai ra, sang ché ciing d& cap dén protein dugc ma héa béi trinh ty axit nucleic
néu trong SEQ ID NO: 6.

Sang ché ciing d& cap dén dugc phim chira protein thu dwgc hodc c6 thé thu
duoc béng cach biéu hién trinh ty axit nucleic ma hoéa protein c6 trinh ty néu trong SEQ
ID NO: 1 hoic vecto theo sang ché trong té bao chi hodc protein duge ma hoa béi trinh

tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO: 6.

Hon nita, sang ché @& cap dén ché phim chét bao gom protein c6 trinh ty néu

trong SEQ ID NO: 2 va/hodc 3. Tét hon 13, ché phim chét 1a dugc pham.

Theo mdt phuong an, ché phdm chét theo séng ché con bao gdm protein c6 trinh

tu néu trong SEQ ID NO. 4 va/hodc 5. Tét hon, ché phém chét 13 dugc phém.

Theo phuong 4n khéc, ché phdm cht theo sang ché c6 lugng protein c6 trinh tur

néu trong SEQ ID NO: 2 16n hon lugng protein ¢ trinh twr néu trong SEQ ID NO: 3.

Theo phuong én khéc, ché phdm chit theo séng ché c6 luong protein c6 trinh ty
néu trong SEQ ID NO: 2 16n hon lugng protein c6 trinh tw néu trong SEQ ID NO: 3 va
lwong protein c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 2 va 3 16n hon lugng protein co trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 4 va/hodc 5.

Sang ché con d& cap dén ché phim chit bao gdm protein c6 trinh ty néu trong
SEQ ID NO: 9. Tét hon, ché phdm chét 13 dwgc pham.

Sang ché con dé cap dén té bao chi chira trinh tir axit nucleic ma hoa protein c6
trinh tr néu trong SEQ ID NO: 1 hogc té bao chu chira vecto theo sang ché chira trinh
tu axit nucleic theo diém 1. Sang ché cling dé cap dén t& bao chu chtra trinh ty axit
nucleic mi héa protein ¢ trinh ty néu trong SEQ ID NO: 2, 3, 4, 5, hodc 9 hoac té bao
chu chira vecto theo sang ché chira trinh tyr axit nucleicma hoéa protein c6 trinh ty néu
trong SEQ ID NO: 2, 3, 4, 5, hodc 9.

Theo mot phuong 4n, t& bao chu theo sang ché té bao chi nhan so hoic nhan

thue.
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Theo phuong 4n khac cia sang ché, té bao chi nhan so 13 E. coli, tét hon 13 E.
coli BL21, nhu BL21 (DE3).

Sang ché con @ cap dén phuong phap san xuit dugc phim bao gdm budc nudi
cdy té bao chii theo sang ché trong cic didu kién cho phép su bidu hién cia protein
dugc ma hoa, va thu hdi duge pham thu duoc.

MBS ta vit tit cic hinh vé

Fig.1 thé hién a) CAu tréc tinh thé ciia sFcyRIIB (PDB entry: 2FCB) ciia nguoi.
Céu tric 161 khong dbi nhu dugc thé hién béi trinh tw axit amin cia bién thé 1 (SEQ ID
NO: 7) ma giéng nhau & tit ca cac bién thé sFcR duoc thir nghiém trong nghién ctru
nay duogc thé hién bﬁng mau xdm dam, cic vong ma dugc cho 1a quan trong dé ge"m Kkét
véi IgG dugce thé hién béng mau x4m nhat va cac phin kéo dai diu tan cung N va C
dugc thé hién bing mau den. Hai cAu disunfit dugc thé hién bing hinh ciu va hinh que.
Su gidng nhau vé ciu tric 151 gifta tit ca cac bién thé dugc thir nghiém ciing dugc thé

hién 3 rang tir trinh tu canh thang dugc thé hién trén Fig.1b.

b) Trinh tu canh thing ctia cac bién thé sFcR tir 1 dén 4 (viét tit 1a “var.”) dugc
str dung trong nghién ciru nay. SEQ ID NO: duoc viét tit thanh SEQ.

Fig.2 thé hién cac két qua tir sang loc két tia FcR. Céc bién thé FcR tir 1 dén 4
dugc U trong 1 gio & nhiét d6 25°C va & néng do amoni sunfat va d¢ pH dugc chi dinh.
Sau khi ly tdm ham lugng FcR trong dich ndi dugc x4c dinh b%mg phép do ODyg va

dugc v dd thi voi néng d6 amoni sunfat.
Cac trinh tu

Céc trinh ty du6i ddy md ta khai quéat vé& c4c trinh tu duogc st dung & day:
SEQ ID NO: 1 (déi khi & ddy con dugc goi 1a “bién thé 37)

MAPPKAVLKL EPQWINVLQE DSVTLTCRGT HSPESDSIQW
FHNGNLIPTH TQPSYRFKAN

NNDSGEYTCQ TGQTSLSDPV HLTVLSEWLV LQTPHLEFQE
GETIVLRCHS WKDKPLVKVT

FFQNGKSKKF SRSDPNFSIP QANHSHSGDY HCTGNIGYTL
YSSKPVTITV QAPSSSP

SEQID NO: 2
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APPKAVLKLE PQWINVLQED SVILTCRGTH SPESDSIQWF
HNGNLIPTHT QPSYRFKANN

NDSGEYTCQT GQTSLSDPVH LTVLSEWLVL QTPHLEFQEG
ETIVLRCHSW KDKPLVKVTF

FQNGKSKKFS RSDPNFSIPQ ANHSHSGDYH CTGNIGYTLY
SSKPVTITVQ APSSSP

SEQ ID NO: 3

PPKAVLKLEP QWINVLQEDS VILTCRGTHS PESDSIQWFH
NGNLIPTHTQ PSYRFKANNN

DSGEYTCQTG QTSLSDPVHL TVLSEWLVLQ TPHLEFQEGE
TIVLRCHSWK DKPLVKVTFF

QNGKSKKFSR SDPNFSIPQA NHSHSGDYHC TGNIGYTLYS
SKPVTITVQA PSSSP

SEQ ID NO: 4

PKAVLKLEPQ WINVLQEDSV TLTCRGTHSP ESDSIQWFHN
GNLIPTHTQP SYRFKANNND

SGEYTCQTGQ TSLSDPVHLT VLSEWLVLQT PHLEFQEGET
IVLRCHSWKD KPLVKVTFFQ

NGKSKKFSRS DPNFSIPQAN HSHSGDYHCT GNIGYTLYSS
KPVTITVQAP SSSP

SEQ ID NO: 5

AVLKLEPQWI NVLQEDSVTL TCRGTHSPES DSIQWFHNGN
LIPTHTQPSY RFKANNNDSG

EYTCQTGQTS LSDPVHLTVL SEWLVLQTPH LEFQEGETIV
LRCHSWKDKP LVKVTFFQNG

KSKKFSRSDP NFSIPQANHS HSGDYHCTGN IGYTLYSSKP
VTITVQAPSS SP

SEQID NO: 6

atggcaccgce cgaaageagt tetgaaactg gaaccgeagt ggattaacgt tctgcaggaa
-7-
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gatagcgtta ccctgacctg tcgtggeace catageccgg aaagegatag cattcagtgg
tttcacaacg gcaatctgat tccgacccat acccagecga getatcgttt taaagcgaac
aacaacgata gcggcgaata tacctgtcag accggtcaga ccagectgag cgatceggtt
catctgaccg ttctgagega atggetggtt ctgcagacce cgceatctgga atttcaggaa
ggcgaaacca ttgttctgeg ttgecacage tggaaagata aaccgetggt taaagttace
ttcttccaga acggcaaaag caaaaaattc agccgtageg atccgaattt tageattccg
caggcgaatc atagccatag cggcegattat cattgtaccg gcaacattgg ctataccctg
tatagcagca aaccggtgac cattaccgtt caggegecga geageagcecc gtaa

SEQ ID NO: 7 (d6i khi & ddy con duge goi 12 “bién thé 17, trinh tu nay duge mo ta la
SEQ ID NO: 1 trong c6ng bd don québc t& WO 03/043648)

MAVLKLEPQW INVLQEDSVT LTCRGTHSPE SDSIQWFHNG
NLIPTHTQPS YRFKANNNDS GEYTCQTGQT SLSDPVHLTV
LSEWLVLQTP HLEFQEGETI VLRCHSWKDK PLVKVTFFQN
GKSKKFSRSD PNFSIPQANH SHSGDYHCTG NIGYTLYSSK PVTITV

SEQ 8 (d6i khi & day con duge goi 12 “bién thé 2, trinh ty ndy duge mo ta 1a SEQ ID
NO: 3 trong céng bd don quéc t& WO 00/32767)

MGTPAAPPKA VLKLEPQWIN VLQEDSVTLT CRGTHSPESD
SIQWFHNGNL IPTHTQPSYR FKANNNDSGE YTCQTGQTSL
SDPVHLTVLS EWLVLQTPHL EFQEGETIVL RCHSWKDKPL
VKVTFFQNGK SKKFSRSDPN FSIPQANHSH SGDYHCTGNI
GYTLYSSKPV TITVQAPSSS

PMGII
SEQ ID 9 (d6i khi & ddy con duoc goi 1a “bién thé 4”)

MTPAAPPKAV LKLEPQWINV LQEDSVTLTC RGTHSPESDS
IQWFHNGNLI PTHTQPSYRF KANNNDSGEY TCQTGQTSLS
DPVHLTVLSE WLVLQTPHLE FQEGETIVLR CHSWKDKPLV
KVTFFQNGKS KKFSRSDPNF SIPQANHSHS GDYHCTGNIG
YTLYSSKPVT ITVQAPSSSP

MGI
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MG ta chi tiét sang ché

Can huu y ring cac danh tir & dang sb it dugc sir dung & ddy c6 ngu ¥ bao gdm ca
dang s6 nhiéu trir khi ngit canh chi 3 y nghia khac. Do d6, vi du, d& cap dén “thude
thir’ 1 bao gdm mot hogic nhiéu thude thir khac nhau nay va dé cap dén “phuong phéap”
1a d& cap dén cac phuong phap va cac budc trong dwong ma ngudi c6 hidu biét trung
binh trong linh virc d4 biét ma c6 thé duge bién dbi hoic thay thé cho cac phuong phép

dugc mo ta & day.

T4t ca cac cong bd don va bing doc quyén sang ché duoc vién din trong phin
mo ta nay duge dua vao b%mg cach vién din toan bo. Mo rong hon, néu cac tai lidu
duoc dua vao bang cach vién din phii nhan hoic méu thudn véi phin mé ta nay, thi
phin mo ta nay s& dugc ding thay cho bat ky tai liéu nao trong s nay.

~

Trir khi c6 quy dinh khéc, thuét ngit "it nhit" dit trudc mot chubi cac yéu td can
duoc hiéu 1a d& cap dén mdi yéu t6 trong d6. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc s€ nhan ra, hodc c¢6 kha ning hiéu 1o bﬁng cach chi st dung thir nghi€ém thong
thuong, nhiéu phuong 4n twong duong véi cic phuong an cu thé cia sang ché duoc mod

ta & ddy. Sang ché nhim bao gdm cic phwong 4n trong drong ny.

Trong toan by phin md ta ndy va yéu cau bao ho kém theo, trir khi ngit canh yéu
cau khéc, cum tir “bao g(“)m”, va céc bién thé chia dong tlr cuia nd, s& duoc hiéu 13 bao
ham sé nguyén hodc budc dugc nhic dén hodc nhém cac sb nguyén hodc budc chu
khong loai trir s6 nguyén hoic budc hoic nhém cac sb nguyén hodc cac budc bét ky
khéc. Khi dugc st dyng & day thuat ngit “bao gdm” c6 thé dwoc thay thé bing thuét

ngit “chira” hodc doi khi dugc sir dung ¢ ddy voi thudt ngit “co”.

Khi dugc st dung & ddy, cum tir “gdm c6" loai trir bt ky yéu td, bude, hodc
thanh phan khéng dugc chi dinh trong yéu t6 yéu ciu bao hd. Khi duge st dung & day,
cum tir "vé co ban 1 gbm c6" khong loai trir cac vét ligu hodc cic budc ma khong anh

hudng cu thé dén cac dic di€ém co ban va méi cuia yéu cau bao ho.

Trong mbi vi du & ddy, thuat ngir bat ky trong s6 "bao gdm", "vé co ban 1a gdm
c6" va "gdm c6" c6 thé dugc ding thay thé cho nhau.

Rét nhiu tai liéu dugc trich din trong sut ndi dung ciia phin md ta nay. M3i
tai liéu duge trich din & diy (bao gdm toan bd céc patent, don yéu cau cip patent, tai

liéu xuat ban khoa hoc, ban mé ta ctia nha san xuét, chi dén, v.v.), hodc trén day hoic

-0



27827

dudi ddy, dugc dwa vao bang cach vién din toan bd. Khong c6 thong tin ndo & day sé
duoc hiéu 1a su thira nhan ring sang ché khong dugc quyén dé ngay lui lai so véi phan
boc 16 nay theo sang ché trude do.

*ok ok

Theo khia canh thtr nhét, sang ché dé cap dén trinh tr axit nucleic mi hoa

protein c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1.

Khi dugc sir dung & day, thuat ngt "axit nucleic" va "trinh ty nucleotit” hodc
“trinh tu axit nucleic” bao g@)m cac phan tir ADN (vi dy, cADN ho#@c ADN thudc hé
gen), cac phan tir ARN (vi dy, mARN), su két hop cta cac phan tr ADN va ARN hodc
cac phan tir lai ADN/ARN, va cac chit twong tu phan tir ADN hoic ARN. Céc chét
teong tu nay co thé duoc tao ra béng cach st dung, vi dy, cac chét tuong tu nucleotit,
bao gbm nhung khéng chi giéi han & cac bazo inosin hodic dwoc trityl héa. Cac chét
turong tw nay con c6 thé bao gdm cac phan tir ADN hodc ARN bao gdm céc khung
chinh bi bién d6i ma thém vao cac thudc tinh c6 loi cho cc phén t nay nhu, vi dy, tinh
khéng nucleaza hoic ting kha niang di qua mang t bao. Céc axit nucleic hodc céc trinh
tr nucleotit ndy c6 thé 1a soi don, soi kép, c6 thé chira ca phén soi don va ph?m soi kép,

va c6 thé chira cac phin s¢i ba, nhung tt hon 1a ADN soi kép.

Nhiéu dang cai bién khac nhau c6 thé dugc tao ra d6i véi ADN va ARN: do do,
thuat ngit "phan tir axit nucleic" ho#ic “trinh ty axit nucleic” bao gdm cac dang bién dbi
b%mg héa hoc, enzym, hodc chuyén héa. Vi dy, phan t&r axit nucleic hodc trinh ti axit
nucleic theo sang ché c6 thé dugc bién ddi sau qud trinh dich m3 hodc sau qua trinh
phién ma.

Trinh ty axit nucleic theo sang ché ma héa protein c6 trinh ty néu trong SEQ ID
NO: 1. Trinh ty cta polypeptit ndy dugc ma héa béi SEQ ID NO: 1 c6 thé dugc bién
ddi do céc bién thé sau qué trinh dich m& hodc sau qua trinh phién ma, phu thudc vao té

bao chu biéu hién polypeptit duge ma hoa béi SEQ ID NO: 1 nay.

Khi dugc st dung & ddy, thut ngir “protein c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO:
X7, v6iX1a1,2,3,4,5, hodc 9, co nghia 13 protein c6 trinh tir axit amin dugc thé hién
hodc nhu dugc néu trong SEQ ID NO: X, véi X1a 1,2, 3, 4, 5 hodc 9.

Thuét ngt “polypeptit” hodc “protein” khi dugc st dung & diy c6 nghia 1a

peptit, protein, hodc polypeptit dugc st dung thay thé cho nhau va bao gdm cac chudi
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axit amin c6 d6 dai xac dinh, trong d6 céc gdc axit amin duoc lién két bang cac lién két
peptit cong hoéa tri. Tuy nhién, cdc chudi tuong tu peptit (peptidomimetic) clia cac
protein/polypeptit ndy trong d6 (cac) axit amin va/hodc (cac) lién két peptit dugc thay
thé bdi cac chit thuc hién chirc ning tuong tu ciing dwgc bao gdm béi sang ché ciing
nhu cac dang khac ngoai 20 axit amin dugc ma héa bdi gen, nhu selenoxystein. Cac
peptit, oligopeptit va protein c6 thé duoc goi 13 cac polypeptit. Nhu da néu trén, thuat
ngit polypeptit va protein thudng duoc st dung theo cach thay thé cho nhau. Thuét ngt
polypeptit con dé cap dén, va khong loai trir cic bién dbi cua polypeptit. Cac bién dbi
bao gém su glycosyl hda, axetyl hoa, axyl héa, phosphoryl hoa, ribosyl héa ADP, amit
hoa, gén cong hoa tri cia flavin, gén cong hoa tri cia gbc heme, gin cong héa tri ciia
nucleotit hoic din xuét nucleotit, gin cong héa tri cua lipit hodc din xuét lipit, gén
cdng hoa tri cua phosphotidylinositol, lién két ngang, vong hoéa, tao lién két disunfit,
khir metyl, tao cac lién két ngang cong hoa tri, tao xystein, tao pyroglutamat, tao cong
thirc, gamma-cacboxyl hda, glycosyl hoéa, tao neo GPI, hydroxyl héa, i6t héa, metyl
héa, myristoyl hoa, oxy héa, PEG héa, qua trinh phan giéi protein, phosphoryl héa,
prenyl héa, raxemic hoa, selenoyl héa, sunfat hoa, qua trinh bd sung axit amin vao
protein nhd ARN van chuyén nhu arginyl héa, va ubiquitin héa; vi dy, xem 4n phém:
PROTEINS — STRUCTURE AND MOLECULAR PROPERTIES, 2nd Ed., T. E.
Creighton, W. H. FreemanandCompany, New York (1993); POST-TRANSLATIONAL
COVALENT MODIFICATION PROTEINS, B. C. Johnson, Ed., Academic Press, New
York (1983), trang 1-12; Seifter, Meth. Enzymol. 182 (1990); 626-646, Rattan, Ann.
NY Acad. Sci. 663 (1992); 48-62.

Céc protein theo sang ché dugc néu trong SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, hodc 9. Do
d6, sang ché dé xuét cac protein dugc néu trong SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, hoic 9.

Thuat ngir "biéu hién" hoic "biéu hién trinh tu axit nucleic" c6 nghia 1a qua trinh
phién mi cia axit nucleic cu thé hoic cu trac di truyén cu thé. Thuat ngit "biéu hién"
hodc "biéu hién cua axit nucleic" cu thé 1 chi qué trinh phién ma cua trinh tu axit
nucleic hodc ciu triic di truyén nhu vecto chtra axit nucleic néu trong SEQ ID NO: 1
thanh ARN c4u tric (rARN, tARN) hosic mARN c6 hogc khong ¢6 qué trinh dich ma
sau d6 cia mARN thanh protein. Tt hon 13, sau d6 protein dugc dich ma3. Qua trinh
ndy bao gém qua trinh phién ma ciia ADN va xit Iy sin phdm mARN thu dugc. Sau d6
mARN dugc dich ma thanh cac chudi polypeptit, ma cudi cing dugc cudn gip thanh
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céc polypeptit/protein hoan chinh. Su biéu hién protein thuong duoc sir dung bdi cac
nha nghién ctu h¢ protein dé biéu thi phép do su c6 mét va da dang ciia mot hodc nhiéu
protein trong t€ bao hodc md cu thé. Su bidu hién cua protein cia té bao co thé duoc do
bing nhiéu cach. Vi dy, bing phuong phap h6a mé mién dich hodc phan tich thAm tach
phuong tiy (western blot). Cac két qua thu dugc & diy c6 thé dugc danh gia béi té bao
duoc chuyén nhidm vecto chira axit nucleic theo sang ché khi so sanh véi té bao dugc
chuyén nhiém gia. Té bao (té bao chi) biéu hién manh hon thé hién sy nhuém mau, ma
tang 1én, vi dy, vé& cuong do, khi so sanh vdi té bao dbi chung (gia) trong cing diéu
kién. Su biéu hién ciia mARN ciing c¢6 thé dugc do, vi dy, bang RT-PCR. Ngudi c6
hiéu biét trung binh trong linh virc biét cac k§ thuét khac nhau, cach xac dinh sy bidu
hién ciia mdt protein hoic mARN nhit dinh cua t& bao. Ciing dugc dy tinh 1a cac

protein, thu dugc do cac bién doi sau qua trinh phién ma hoéc sau qué trinh dich ma.

“Bién thé” cta polypeptit bao gdbm polypeptit trong d6 mot hodc nhidu gbc axit
amin dugc thay thé, t6t hon 13 dugc thay thé theo cach bao thi so véi v6i polypeptit néu
trén va trong d6 bién thé néu trén tt hon 13 c6 thé lién két v6i phin Fe cia cac khang
thé (xem lién két cia FcyR) va c6 kha ning lién két vai té bao lympho. Céc bién thé nay
bao gdm mét doan, chén, dao, lp lai, va thay thé dwoc chon theo cic quy tic chung da
biét trong linh vuc k§ thuat nay. Vi du, huéng din céch tao ra céc bién thé cam vé kidu
hinh do thay thé axit amin dugc dwa ra trong 4n phim: Bowie, Science 247: (1990)
1306-1310, trong d6 cac tac gia chi ra ring c6 hai hudng chinh dé nghién ctru dung sai
thay ddi ctia trinh tu axit amin. Cé4c bién thé wu tién cua FcyRIIB dugc néu trong SEQ
ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, hodc 9, véi FcyRIIB dugce thé hién trong SEQ ID NO: 1 duogc vu
tién.

Thuat ngit “thu thé Fc gamma” & dy dugc st dung theo céach c6 thé thay thé voi
“FcgR” hodc “thu thé Fey” hoic “FcyR” va bao gbm ca cac F cyYR thudc mang va cac
FcyR c6 thé tan dugc (tirc 12 phin ngoai bao cia thu thé Fey). Céc thu thé Fc gamma
thudc siéu ho globulin mi&n dich gdm céc protein va duge tim thy trén nhidu gidng tao
huyét. Nhw duwgc chi rd tir tén ctia ching, céc thu thé Fc nhan dién va lién két véi phin
Fc (phan doan, két tinh dugc) cia cac khang thé, tirc 12 phan doan ma twong Ung véi hai
viing dAu tan cing C cua ca hai chudi ndng cua khang thé va thudng tuong tac véi cac

phan it va té bao phan ung.
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Tét hon, protein c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1 1a FeyR ¢6 thé tan dugc.
Twong tu, t6t hon, protein co trinh ty néu trong SEQ ID NO: 2, 3, 4, 5, hodc 9 1a FcyR
¢6 thé tan duoc. Ngoai ra, tdt hon, protein co trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4,

5, hodc 9 14 protein c6 thé tan dugc trong chét 16ng thich hop, nhur chét 16ng dang nudc.

Cac FeyR nhan dién cac khang thé IgG. C6 bén 16p phy IgG & ngudi, duge dit
tén theo tht ty vé sy da dang cta ching trong huyét thanh (IgG1, IgG2, 1gG3, 1gG4,
trong d6 IgGl 1a loai IgG da dang nhét). Ba 16p FcyR tdn tai trong co thé nguoi 1a:
FcyRI (CD64), FeyRII (CD32) va FeyRIIIA (CD16). Ngoai ra, cac FcyR xudt hién duéi
nhiu dang ddng phan khac nhau, tirc 12 cc thu thé Fc gamma twong ty nhau vé mit
chirc ning ma c6 trinh ty axit amin twong ty nhung khong gidng hét nhau. Cac dang
déng phéan néu trén bao g6m FcyRIA, B1, B2, C; FcyRIIAL-2, B\1-3, C va, ngoai ra con
¢6 nhiéu alen (FcyRIIal-HR, -LR; FcyRIIIb-NA1,-NA2) (van de Winkel and Capel,
Immunol. Today 1993, 14:215-221). Céc 16p va dang ddng phan khéc nhau cua FeyR c6
thé khac nhau vé ai lyc cta ching véi IgG va dic biét 1a vai cac 16p phu IgG khéc
nhau. Thong thuong, FcyR xuét hién nhu cic protein xuyén mang loai I hodic dudi cic
dang c6 thé tan dugc nhung ciing tdn tai dang glycosylphosphatidylinositol dugc neo
cta FcyRIII (FcyRIIIB).

“Céac FcyR c6 thé tan dugc” con duge goi 1a “cac FeyR”. Nhu dugc sir dung ¢
day, thuat ngtr “thu thé Fey co6 thé tan dugc” va céc thuit ngit twong ty dé chi phan
ngoai bao cua thu thé Fcy. Phin nay cév thé dugc hoa tan trong chét 1ong. Thong
thudmg, cic dang c6 thé tan dugc cia 16p FeyR bat ky, ddng phén hoic alen c6 thé dugc
x4c dinh béi chir “s” dung trudce, vi dy, sCD32 hodc sFcyRII dé chi thu thé Fc gamma
RII tan dugc. Thong thuong, trai ngugce voi FeyR thude mang (tie 1a, duge lién két voi
mang), FeyR ¢6 thé tan dugc khong bao gdm ving xuyén mang hodc dudi trong huyét

tuong ndi bao.

Tét hon 13, FeyR theo sang ché 13 c6 ngudn gdc tir ngudi hodc FeyR cla nglibi.
Thuét ngit “c6 ngudn gdc tir ngudi” duge hiéu theo nghia rong nhét. Théng thudng, nd
c¢6 nghia 12 FeyR (hodic mot ving hodc mot phan doan cia né) gidng hoic twong tu véi
FcyR ciia ngudi (tic 13, protein dugc tim thiy trong co thé con ngudi) vé trinh ty axit

amin va/hodc cau truc.

Theo cach khac, FeyR “c6 ngudn gdc tir ngudi” c6 thé 1a FeyR tai td hop thu

duoc bing cach bidu hién axit nucleic tai t6 hop trong té bao chi, vi du nhu duge mo ta
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bdi Sondermann va Jacob (1999), Bioll. Chem. 380(6), 717-721. Néi mdt cach ngin
gon, gen dugc quan tdm thu dugc tir mot sinh vat va dugc dua vao vecto, vi du plasmit
hodc virut, ma sau d6 duge sit dung d& chuyén gen vao té bao chii ma biéu hién gen tai
td hop va tao ra san phim protein tai td hop. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc s& d& dang hiéu dugc cin chon t bao chii nao dé thu dugc FeyR, tic 1a vi du pha
hop dé bao ché duge phim. Vi dy, theo mot s6 phuong 4n, FeyR khong glycosyl héa c6
thé dugc yéu cau. Do d6, ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vyc c6 thé chon té
bao chi nhan so @ biéu hién FcyR ma khong c¢6 b may enzym can cho su glycosyl
hoa protein. Theo mdt phuong an, cac FcyR ¢o thé dugc bidu hién trong céc té bio nhan
so va sau d6 dugc tinh ché va cudn gip lai theo ban md ta cua cong b6 don quéc té
WO 00/32767.

Theo phuong an khéc, cac FeyR ¢ thé dugc tao ra mot cach dé dang va khong
tén kém voi do tinh khiét cao trong cac hé biéu hién nhén thyc. Cac hé hitu dung bao
gdm té bao nhan thyc cung thiét bi chuyén dung dé san xuét protein ngoai bao, vi du té
bao B. Cac hé biéu hién nhan thyc c6 kha ning khac bao gém, nhung khong chi gidi
han &, t& bao CHO hoic HEK. Do d6 FcyR c6 thé tan dugc néu trén 14 tai t6 hop, FcyR

c6 thé tan dugc va duge glycosyl hoa.

Céc FeyR dugce dé cap & day con bao gbm cac FcyR ma so véi FeyR kiu dai da
duoc cai bién hodc thay dbi vé trinh tu axit amin, va bao gbm, vi du, cac vi tri glycosyl
hoa bd sung hodc twong ty. Tuy nhién, cic dang khong dugc glycosyl hoa cia FeyR

ciling dugc dy tinh va 1a phuong 4n vu tién cia cac FeyR.

Thu thé Fey theo sang ché bao gbm it nhit mot trong sb cac trinh ti axit amin
nhu duoc néu trong SEQ ID NO:1 (trinh ty axit amin cia SM101, & ddy con dugc goi
12 bién thé 3). FeyR theo sang ché dugc ma héa bai it nhit mot trong s6 cac trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO:6 (trinh ty axit nucleic ma héa SM101, & ddy con dugc goi
1a bién thé 3). Céc trinh ty nay c6 thé dugc tach dong trong vecto biéu hién dé tao ra

FeyR twong tng bing cach biéu hién téi td hop.

Sang ché con dé cap dén vecto chira trinh tyr axit nucleic ma héa protein c6 trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 1. Vecto nay cé thé 13, vi duy, plasmit, cosmit, virut, thé thuc
khuén hodc cac vecto khac thudong duge sir dung, vi dy, trong k¥ thuat di truyén, va c6
thé con chira cac gen nhu cac gen danh déu cho phép chon loc va/hoic sao chép vecto

nay trong t€ bao chu thich hop va trong cac diéu kién thich hgp. Theo mdt phuong 4n
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wu tién, vecto néu trén 12 vecto bidu hién, trong d6 phan tir axit nucleic theo sing ché
dugc lién két theo cach hoat dong duge va véi (cac) trinh tu kiém so4t sy biéu hién cho
phép su biéu hién trong cic té bao chil nhan so ho#ic nhan thyc nhu dugc md ta & day.
Thuét ngit “dugc lién theo cach hoat dong dugc”, nhu dugc sir dung trong ngit canh
nay, dé chi lién két gitta mot hoic nhidu trinh ti kiém so4t sy biéu hién va ving ma hoa
trong polynucleotit cAn dugc biu hién theo cach ma dat dugc sy biéu hién trong cic

didu kién twong thich véi trinh ti kiém soat sy biéu hién.

Do d6, cac phéan tir axit nucleic theo sang ché c6 thé dwoc chén vao nhidu vecto
¢ béan sin trén thi trudng. Cac vi du khong gidi han bao gbm cac vecto plasmit tuong
thich véi té bao dong vét ¢ vii, nhu pUC, pBluescript (Stratagene), pET (Novagen),
pREP (Invitrogen), pCRTopo (Invitrogen), pcDNA3 (Invitrogen), pCEP4 (Invitrogen),
pMCI neo (Stratagene), pXT1 (Stratagene), pSGS5 (Stratagene), EBO-pSV2neo, pBPV-
1, pdBPVMMTneo, pRSVgpt, pRSVneo, pSV2-dhfr, pUCTag, pIZD35, pLXIN va
pSIR (Clontech) va pIRES-EGFP (Clontech). T6t hon, cac phan tir axit nucleic theo
sang ché dugc chén vao vecto “pET” duéi sy kiém soat ctia Promoter T7 c6 thé cam
mg duge boi IPTG. Céac vecto baculovirut nhu pBlueBac, Hé biéu hién Baculovirut
BacPacz (CLONTECH), va Hé biéu hién Baculovirut MaxBacTM, té bao con trung va
cic quy trinh thuc hién (Invitrogen) c¢6 ban sin trén thi truong va c6 thé con duge sir
dung d& san xult lugng 16n protein c6 hoat tinh sinh hoc. (cling xem 4n phim: Miller
(1993), Curr. Op. Genet. Dev., 3, 9; O'Reilly, Baculovirut Expression Vectors: A
Laboratory Manual, p. 127). Ngoai ra, cic vecto nhan so nhu pcDNA2; va vecto nim
men nhu pYes2 1a cac vi du khong gi6i han vé céac vecto khac thich hop st dung theo

sang che.

Céc vecto biéu hién dugc wu tién khic theo sang ché 1a céc vecto ding dé biéu
hién céc protein trong t& bao Drosophila ma da dugc biét rong rii trong linh vuc k¥
thuét nay, nhu DES2-series ctia Invitrogen. Tét hon, vecto biéu hién té bao Drosophila
néu trén 13 pMTBiP/V5-His B (Invitrogen). Vecto pMT/BiP/V5-His cho cac dic tinh
bb sung sau day. N6 c6 kich thuéc nho (3.6 kb) dé cai thién lugng ADN va 1am ting
hiéu qua tach dong phy, n6 c6 dudi epitop V5 dAu tan cing C @& nhanh chéng phat hién
khang thé khang V5 va né c6 dudi 6xHis d4u tin cing C @ d& dang tinh ché cac

protein dung hop tai t6 hop bang cach str dung nhua tao chelat véi niken.

-15-



27827

V& cac ky thuat bién ddi vecto, xem 4n phdm: Sambrook and Russel (2001), loc.
cit. Céc vecto c6 thé chira mot hodc nhidu hé théng sao chép va di truyén dé tach dong
hodc biéu hién, mot hoic nhidu d4u chuén @ chon loc trong vat chu, vi dy, tinh khang

khang sinh, va mdt hodc nhiéu cat-xét bicu hién.

Céc trinh ty ma héa duge chén vao vecto ¢6 thé dugc tdng hop bang cac phuong
phép chudn, duge phan 14p tlr cac nguén tu nhién, hodc dugc diéu ché duéi dang thé lai.
Viéc gén cac trinh ty ma hoa vao cic yéu té diéu hoa phién ma (vi dy, ving khéi dau,
viing ting cudng, vi/hodc ving cd 14p) va/hodc vao céc trinh tw mé hoéa axit amin khac

¢6 thé dugc thue hién bing cach sit dung cac phuong phap da biét.

Ngoai ra, cac vecto co thé, ngoai céc trinh ty axit nucleic theo sdng ché, bao gbm
cac yéu tb kidm soat sy biéu hién, cho phép su biéu hién chinh x4c cta cac ving mi
héa trong céc vat chii thich hop. Céc yéu t6 kiém soat nay 12 da biét dbi voi ngudi c6
hiéu biét trung binh trong linh virc va ¢6 thé bao gdm ving khoi dau, bd ba khoi dau
dich ma, vi tri dich ma va chén hodc céc vi tri tiép nhan ribosom bén trong (internal
ribosomal entry sites - IRES) (Owens, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98 (2001), 1471-
1476) dé dua mdt doan chén vao vecto. Tt hon, phan tir axit nucleic theo séng ché
duoc lién két theo cach hoat ddng dugc vdi céc trinh ty kidm soat su biéu hién néu trén

cho phép su biéu hién trong cac té bao nhan thyc hoic nhén so.

Cac yéu t6 kidm soat dam bao su biéu hién trong té bao nhan thyuc va nhin so 1a
da biét di v6i ngudi c6 hiu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay. Nhu da dé cép
trén day, ching thuong bao gdm céc trinh ty didu hoa dam bao sy khoi ddu qué trinh
phién ma va tlly y céc tin hi¢u poly-A dam bao su két thuc qua trinh phién ma va sy
1am 6n dinh cdc ban phién ma. Cac yéu t6 diéu hoa b sung c6 thé bao gdm céc ving
ting cudng qué trinh phién ma cling nhu qua trinh dich ma, va/hodc cac ving khéi dau
khac ngudn gbc hoic lién quan dén ty nhién. Cac yéu t6 didu hoa c6 thé cho phép su
bidu hién trong, vi dy, té bao chi cia dong vat c6 vi bao gdm viing khéi diu CMV-
HSV thymindin kinaza, SV40, ving kh&i d4u RSV (virut rous sarcome), ving khoi dau
lalpha cta yéu t6 ndi dai & ngudi, ving ting cuong CMV, ving kh&i ddu CaM kinaza

hodc vung ting cuong SV40,

DP6i va4i sy biéu hién trong t€ bao nhan so, v s6 vung khoi dAu bao gdm, vi dy,
ving khéi dau tac-lac, ving khéi dau 1lacUVS hodc trp, dd duge md ta. Bén canh cac

yéu to chiu trach nhiém cho sy khéi dau qua trinh phi€n ma, cac yéu t6 diéu hoa nay
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con c6 thé bao gdm cac tin hiéu két thic qua trinh phién ma, nhu vi tri poly-A cua
SV40 hoac vi tri poly-A cua tk, cing phia polynucleotit. Trong ngit canh nay, cac vecto
bidu hién thich hop da dugc biét trong linh virc k¥ thuat nay 1a nhu pcDV1 vecto biéu
hién Okayama-Berg cADN (Pharmacia), pRc/CMV, pcADN1, pcADN3 (In-Vitrogene,
nhu duge st dung, khong ké nhimg vi du kém theo khac), pSPORT1 (GIBCO BRL)
hodc pGEMHE (Promega), hodc cic vecto biéu hién 13 t& bao nhén so, nhu lambda
gtll.

Vecto biéu hién theo sang ché it nhét c6 kha ning didu khién qua qua trinh sao
chép, va tt hon 1 qua trinh biéu hién, cta cac axit nucleic va protein theo sang ché.
Céc diém khéi ddu qua trinh sao chép thich hop bao gdm, vi du, cac diém khoi dau qua
trinh sao chép Col El, virut SV40 va M 13. Céc vung khoi dAu thich hop bao gdm, vi
du, ving khéi ddu cytomegalovirut (cytomegalovirut - CMV), ving khéi dau lacZ,
ving khéi dau gall0 va viing khéi d4u da dién cua virut da dién da nhan Autographa
californica (Autographa californica multiple nuclear polyhedrosis virut - ACMNPV).
Céc trinh tu két thuc thich hgp bao gbm, vi dy, hormon ting truéng & bo, SV40, lacZ
va céc tin hiéu polyadenyl hoa da dién cia AcMNPV. Vi du v& c4c diu chuln c6 thé
chon loc dugc bao gdm tinh khang khéng sinh neomyxin ampixilin, va hygromyxin va
khang sinh twong tu, t&t hon 14 kanamyxin. Cac vecto dugc thiét ké dic biét cho phép
su qua lai cia ADN giira cac t& bao chu khéc nhau, nhu vi khudn-ndm men, hoic té bao
vi khuén - té bao dong vat, hoic té bao vi khun — té bao ndm, hoic té bao vi khuin — té

bao dong vat khong xwong sdng.

Ngoai cac phén tir axit nucleic theo sang ché, vecto c6 thé con bao gbm céc trinh
tu axit nucleic ma héa cho cac tin hiéu tiét. Cac trinh ty tin hiéu tiét nay la da biét d6i
v6i ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh virc nay. Ngoai ra, tity thudc vao hé biéu
hién dwogc st dung, céc trinh trr din déu c6 kha niang din hudng polypeptit duge biéu
hién dén khoang t& bao co6 thé dugc bd sung vao trinh ty ma hoéa clia cac phan tir axit
nucleic theo sang ché va da duogc biét rong rai trong linh vuc k§ thuat nay. (Cac) trinh
tur din ddu duge 1ip ghép trong giai doan thich hop véi cac trinh tur dich ma, khoi déu
va két thuc, va t6t hon, mot trinh ty din diu c6 kha ning diéu khién su tiét cta protein
duoc dich méa, hodc mot phén cua nd, khong ké nhitng céi khac, vao mang ngoai bao.
Tuy ¥, trinh tu khac loai c6 thé ma héa protein dung hgp bao gém peptit nhin dang dau

tan cung C hodc dau tan cung N tao ra céc déc tinh mong mubn, vi dy, sy 1am 6n dinh
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hogic 1am don gian qua trinh tinh ché san phém t4i td hop dugc biéu hién. Khi vecto da
duoc dua vao vat cha thich hgp, vat chi dugce duy tri trong céc didu kién thich hop cho
su biéu hién cta cac trinh t nucleotit & mirc dd cao, va, nhu mong mudn, viéc thu gom
va tinh ché cac protein, phan doan khéng nguyén hodc protein dung hgp theo séng ché
c6 thé theo sau. TAt nhién 13, vecto ciing c6 thé bao gdbm céc viing diéu hoa tir c4c sinh

vat gdy bénh.

T6t hon 13, vecto c6 thé 1a vecto bi€u hién c6 thé cam tng dugc, vi du, vecto ¢o

thé cam tng bang IPTG.

Hon nita, bén canh vecto biéu hién, vecto ndy con cb thé 1a vecto van chuyén
gen va/hoic vecto dinh huéng gen. Liéu phép gen, dva trén vi¢c dua cac gen chira bénh
(vi du dé ching ngira) vao céc té bao bang cc k¥ thuét ex-vivo hodc in-vivo, 1a mot
trong cac ung dung quan trong nhét cia chuyén gen. C4c vecto, hé vecto thich hop va
cac phuong phap dung cho liéu phap gen in-vitro hoic in-vivo dugc m6 ta trong tai liéu
va da biét @i véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay; vi du, xem
trong, Giordano, Nature Medicine 2 (1996), 534-539; Schaper, Circ. Res. 79 (1996),
911-919; Anderson, Science 256 (1992), 808-813, Isner, Lancet 348 (1996), 370-374;
Muhlhauser, Circ. Res. 77 (1995), 1077-1086; Wang, Nature Medicine 2 (1996), 714-
716; cong bd don WO 94/29469; céng bd don WO 97/00957; Schaper, Current
Opinion in Biotechnology 7 (1996), 635-640 hodc Verma, Nature 389 (1997), 239-242
va céc tai liéu tham kham dugc vién din & day.

Cac phén tr axit nucleic theo sang ché va cac vecto nhu duge mo ta trén ddy co
thé dugc thiét ké dé din hudng sy dua vao hodc dé dua vao thong qua céc liposom,
ho#ic cac vecto virut (vi du adenovirut, retrovirut) vao té bao. Ngoai ra, cic hé
baculovirut hodic cac hé dua trén virut bénh ddu mua hodc virut Semliki Forest ¢6 thé
duoc st dung lam hé biéu hién nhan thuc cho cic phan tir axit nucleic theo séng ché.
Ngoai viéc san xuit tai tb hop, cic doan cla protein, protein dung hgp hodc cac phén
doan khang nguyén theo sang ché c6 thé dwoc san xut bang cach tong hop peptit truc
tiép bing cach st dung cac ky thuat pha rin (cf Stewart et al. (1969) Solid Phase
Peptide Synthesis; Freeman Co, San Francisco; Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85
(1963), 2149-2154). Tng hop protein in vitro c6 thé dugc thuc hién bing cach sir dung
cac k¥ thuat thi cong hodc tw dong. Téng hop tu dong co thé dat dugc, vi du, b%mg cach
str dung thiét bi tdng hop peptit Applied Biosystems 431A Peptide Synthesizer (Perkin
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Elmer, Foster City CA) theo huéng din ciia nha san xuét. Nhiu doan khéc nhau c6 thé
duoc tdng hop hoa hoc mét cach riéng 1é va duge ndi véi nhau biang cach sir dung céc

phuong phap héa hoc dé san xuét cac phén tir c6 dd dai hoan chinh.

Sang ché con dé cap dén té bao chi chira trinh ty axit nucleic ma héa protein c6
trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1 hodc vecto chira trinh ty axit nucleic ma héa protein
c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1.

“Vat chd” néu trén, c6 thé dugc tao ra bﬁng cach dua vecto hodc trinh tu
nucleotit néu trén vao té bao chi ma dya vao sy c6 mit cia nd trong té bao gy ra su
biéu hién cua protein dugc ma hoéa baoi trinh tu nucleotit theo sang ché hoic chira trinh
tr nucleotit hodic vecto theo sang ché trong d6 trinh tw nucleotit vi/hodc polypeptit
dugc ma hoa khong thude té bao chi. Thuét ngit “vat chu” khi dugc st dung & diy bao

gom céc t€ bao chu.

Thuét ngt "ngoai lai" cé nghia 1a trinh tr nucleotit va/hodc polypeptit dugc ma
héa hoac 1a khac loai véi vat chi, tirc 1a n6 cé nguén géc tir t& bao hodc sinh vét c6 nén
tang bd gen khac, hojic 1a cing loai v&i vat chi nhung nim trong mdi trudng gen khéc
s0 v6i ban sao c6 trong tw nhién cia trinh ty nucleotit néu trén. Piéu nay c6 nghia 13,
néu trinh ty nucleotit 1a khac loai so véi vat chil, n6 khong ndm & vi tri tw nhién cia nd
trong hé gen vat chil néu trén, cu thé 12 n6 duoc bao quanh bai cic gen khac. Trong
trudng hop nay, trinh tu nucleotit cé thé hodc chiu su kiém soat cua vung khéi d4u cua
chinh né hoic chiu su kiém soat cua viung khdi dau khac loai. Vi tri coa phén tir axit
nucleic hodc vecto duge dua vao c6 thé dugce xé4c dinh boi ngudi cod hiéu biét trung binh
bang cach st dung cac phuong phap di biét dbi v6i nguoi c6 hiéu biét trung binh trong
linh vuc k¥ thuét nay, vi duy, thdm tach phuong nam, Southern Blotting. Vecto hodc
trinh ty nucleotit theo sang ché ma c6 mit trong vat chii c6 thé hodc 13 duge tich hop
vao hé gen ctia vat chi hodic n6 c6 thé dugc duy tri duéi mot sd dang nim ngoai nhiérﬁ
séc thé. Theo khia canh nay, cling dugc hiéu réng trinh tr nucleotit theo sang ché c6 thé
duoc sir dung phuc hdi hoic tao ra gen dot bién thong qua tai t6 hop twrong ddng.

Theo mot phuong 4n, té€ bao chi chira trinh tur axit nucleic ma héa protein co
trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1 hodc vecto chira trinh ty axit nucleic ma mi hoéa

protein ¢6 trinh tw néu trong SEQ ID NO: 1 1a té bao cht nhan so hodc nhan thuc. Tét
hon 14, t€ bao chi nhan so 13 E. coli, tét hon nita 13 E. coli BL21, nhu BL21 (DE3).
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Céc t& bao nhan so/vi khuln 12 cac t& bao thudng dugc st dung dé tich dong
nhu E. coli, Salmonella typhimurium, Serratia marcescens hodc Bacillus subtilis. Vét
chi nhan thuc néu trén c6 thé 1a té bao dong vat c6 vi, té bao dong vat ludng cu, té bao
c4, té bao con trung, té bao ném, té bio thuc vat hojc té bao vi khuén (vi du, E coli cic
chung HB101, DH5a, XL 1 Blue, Y1090 va JM101). Cac t& bao chu t4i t6 hop nhan so

duoc vu tién, trong d6 E. coli dugc uu tién nhét.

Céc vi dy khéc cia céc té bao chi nhén thuc bao gdm, nhung khong chi giéi han
&, nAm men, vi du Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe,
Kluyveromyces lactis hodc cac té bao Pichia pastoris, cac dong té bao cb ngudn gdc tir
ngudi, bo, lon, khi, va loai gdm nhim, ciing nhu cac té bao con tring, bao gdm nhung
khong gidi han &, cac té bao con tring Spodoptera frugiperda va céc té bao cbn tring
c¢6 ngudn gdc tir Drosophila ciing nhu cic t€ bao & c4 ngya van. Cac dong té bao cb
ngudn gbc tir cac lodi dong vat c6 vu thich hop dé sir dung va c6 sin trén thi trudng bao
gdm, nhung khong chi gi6i han &, té bao L, té bao CV-1, té bao COS-1 (ATCC CRL
1650), t& bao COS-7 (ATCC CRL 1651), t€ bao HeL (ATCC CCL 2), C1271 (ATCC
CRL 1616), BS-C-1 (ATCC CCL 26) va MRC-5 (ATCC CCL 171).

Céc té bao c6 ngudn gdc tir Drosophila néu trén c6 thé 1a Drosophila S2 (ATCC
CRL-1963) ma tt hon 1a dugc sir dung cho sy biéu hién protein khac loai trong cic hé

biéu hién Drosophila, vi du, Drosophila Expression System (DES®).

Céc dong té bao co ngudn gdc tir cac lodi dong vat c6 va thich hgp dé str dung
va c6 san trén thi truong bao gém, nhung khong chi gidi han &, cac té bao L, t& bao
CV-1, té bao COS-1 (ATCC CRL 1650), té bao COS-7 (ATCC CRL 1651), t& bao
HeLa (ATCC CCL 2), C1271 (ATCC CRL 1616), BS-C-1 (ATCC CCL 26) va MRC-5
(ATCC CCL 171).

Theo mdt phuwong an vu tién hon khéc, t€ bao cia dong vat ludng cu néu trén 1a
nodn bao. Theo mot phuong 4n wu ti€n hon nita, no@n bao néu trén 1a nodn bao cua &ch,

dic biét vu tién 1a nodn bao cta ech Xenopus laevis.

Theo mdt phuong an wu tién hon, vat chu theo séng ché 1a sinh vat chuyén gen
khong phai ngudi. Sinh vat khong phai nguoi néu trén c6 thé 1a dong vat c6 v, ludng
cu, cd, con trung, ndm hoic thyc vat. Cac dong vat chuyén gen khong phai ngudi dugce
dic biét vu tién 1a cac loai Drosophila, Caenorhabditis elegans, céc loai Xenopus, ca
ngua van, Spodoptera frugiperda, Autographa californica, chudt nhat va chudt. Cac
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thyc vat chuyén gen bao gdm, nhung khong chi giéi han &, laa mi, thudc 14, rau mui tay
va Arabidopsis. Ndm chuyén gen ciing dugc biét trong linh vuc ky thuit nay va bao
gdm, khong ké nhing loai khéc, nidm men, nhu S. pombe hoic S. cerevisae, hodc céc

loai Aspergillus, Neurospora hodc Ustilago hodc c4c loai Pichia.

Sang ché con d& cap dén protein thu dwgc hoic c6 thé thu dwoc bing cach bidu
hién trinh tu axit nucleic ma héa protein cd trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1 hodc
vecto chira trinh ty axit nucleic ma héa protein c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 1
trong té bao chu, t6t hon 13 té bao chu nhén so, tdt hon nira 13 trong E. coli, tot nhét 13 &

E. coli BL21, nhu E. coli BL21 (D3).

Dudi day 1a phdn mé ta vé phuong phép san xuét polypeptit dwgc ma hoa boi
phan t&r axit nucleic theo sang ché bao gdbm nuédi cAy/nudi vét chu theo sang ché va

phén 14p polypeptit san xuit dugrc.

C6 nhiéu phuong phép thich hgp trong linh vuc k§y thuét nay @& san xuét cac
polypeptit & cac vat chu thich hop. Néu vat chu 12 sinh vat don bao hoic té bao tir dong
vat ¢6 va hodc con tring, ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc c6 thé dwa ching
vao nhidu didu kién nudi ciy khac nhau ma c6 thé dugc t51 wu hoéa hon nita ma khong
phai thuc hién khéi lwong cong viée qué 16n. Protein dugc san xuét ¢6 thé dugc thu hdi
mot cach tién lgi tir moi truong nudi cdy hoic tir thé viii dugc phén 18p (sinh hoc) bang
cac k§ thuét da biét. Ngoai ra, polypeptit dugc san xuét c6 thé dwoc phan lap truc tiép
tir t& bao chi. Té bao chu néu trén c6 thé 1a mdt phin hoic c6 ngudn gde tir mot phan
cua sinh véat chu, vi du té bao chi néu trén c6 thé 1a mot phén cua mo, vi du hé than
kinh trung wong (central nervous system — CNS), da, v.v., cia dong vét hodc phin c6
thé thu hoach duoc ciia thuc vat. Ngoai ra, polypeptit dugc san xuét c6 thé dugc phéan
lap tir cac dich co nguén géc tir vat chi néu trén, nhu mau, stta hodc dich ndo tay.

Ngoai ra, sang ché dé cép dén cac polypeptit dugc ma hoa béi trinh tu axit
nucleic ma héa protein c6 trinh tir néu trong SEQ ID NO: 1 theo sang ché.

Theo d6, polypeptit theo sang ché c6 thé dugc san xuét bing cac phwong phap vi
sinh hodc bang cac dong vat c6 vi chuyén gen. Polypeptit theo sang ché ciing dugc du
tinh 13 dugc thu hdi tir cac thuc vét chuyén gen. Theo cach khéc, polypeptit theo séang

ché c6 thé duge san xuit biang cach téng hop hoic ban téng hop.
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Vi du, téng hop héa hoc, nhu c6 thé sir dung quy trinh pha ran duge mo ta boi
Houghton, Proc. Natl. Acad. Sci. USA (82) (1985), 5131-5135. Mot phuong phép khéac
14 dich ma in vitro cia mARN. Phuong phap wu tién bao gdm viéc san xuét tai td hop
protein trong céc té bao chii nhu duge md ta trén dy. Vi dy, céc trinh ty axit nucleotit
chra toan b hodc mot phén ciia mdt trong s6 céc trinh tw nucleotit bét ky theo sang ché
c6 thé dugc tdng hop bing PCR, duogc chén vao vecto biéu hién, va té bao chu duge
bién nap vai vecto biéu hién. Sau d6, té bao chii dugc nudi cdy dé san sinh polypeptit
mong mudn, polypeptit ndy dugc tach chiét va tinh ché. Viéc tach chiét va tinh ché
protein c6 thé dat dwoc bing bét ky cach nao trong s6 cac ky thuat da biét; vi du va
khong chi gioi han &, séc ky trao dbi ion, sic ky loc gel va sic ky i luc, sic ky long
cao ap (high pressure liquid chromatography - HPLC), HPLC pha dao, dién di trén gel
dia didu ché. Ngoai ra, cac hé dich ma phi té bao c6 thé duoc sir dung dé san xut cac
polypeptit theo sang ché. Cac hé biéu hién phi té bao thich hop dé sir dung theo sang
ché bao gdm dich ly giai hdng ciu ludi & tho, chiét xudt mim lha mi, cic mang vi lap
thé & tuy cho, chiét xuét E. coli S30, va cac hé phién mé/dich mé duogc Kkét hop nhu hé
TNT (Promega). Cac hé nay cho phép sy biéu hién ciia cac polypeptit hodc cac peptit
tai t6 hop theo su bd sung cac vecto tach dong, cac doan ADN, hoic cac trinh ty ARN
chira cdc ving ma héa va yéu t6 ving khéi ddu thich hop. Nhu néu trén, cac ky thuat
phan lap/tinh ché protein c6 thé yéu ciu sy cai bién protein theo sang ché bing cach st
dung cac phuong phap thong thudng. Vi du, dudi histidin c6 thé duge thém vao protein
@& cho phép viéc tinh ché trén cot niken. Céc cai bién khac c¢6 thé din dén hoat tinh cao
hon hoc thép hon, cho phép san xuét protein & ndng d cao hon, hodc 1am don gian
qua trinh tinh ché protein. Cac dudi khéc ciing bao gdm dudi flag. C4c dudi ndy tét hon

1a dugc dung cho céc vat chil nhan thyec.

Tét hon, protein theo sang ché c6 trinh tu axit amin dugc mé héa bdi phén tur
axit nucleic theo sang ché nhu dugc mo td & day hoac thu dugc hoidc céd thé thu duoc
bang cach biéu hién trinh tyr axit nucleic néu trén duge mé ta & day. Khi cac vecto chira
trinh ty SEQ ID NO: 1 nhu, vi dy, trong céc vecto biéu hién, c6 thé dugc sir dung dé
dat dc sy biéu hién clia protein thu dugc hodc ¢6 thé thu dwoc bing cach biéu hién trinh

tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO: 1.

Vi du, cac ching E. coli BL21(DE3) ¢6 thé dugc str dung dé gdy ra su biéu hién

cua protein ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1 ho#c vecto chira trinh ty axit nucleic
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ma héa protein co trinh tu néu trong SEQ ID NO: 1. Viéc tao cAu trac vecto, vi du, cho
sy bidu hién dudi sy diéu khién cia Promoter T7 c6 thé cam tmg dugc bing IPTG 14 da
biét trong linh vuc k¥ thuét ndy. Céc té bao E. coli BL21(DE3) kha bién dién c6 thé
dugc bién nap véi ADN plasmit, vi du vecto biéu hién nhu dugc mo ta trén day. Cac té
bao di dwoc xit Iy sau d6 dugc nudi ciy trong mdi trudng. Sau khi nudi cy, thu té bao
bang cach ly tdm hoic té bao c6 thé dugc ly giai truc tiép, vi du, bing cach ding séng
4m va sau d6 huyén phu nay duge ly tim hodc xit Iy nhu duge minh hoa trong vi dy.
Sau d6, vién, tirc 12 thé vui thé, c6 thé duoc tao huyén phu lai trong dung dich dém, vi
du dung dich dém ly giai. Thé viii 4m sau d6 dwogc hoa tan. Sau lan ly t4m 14n nita, c6
thé thu dugc protein quan tim hodc truéc d6 protein ndy c6 thé dugc cudn glp lai ,vi
du, nhu dugc minh hoa trong vi du. Su biéu hién protein, sy phé huy té bao, thu hdi thé
viii, va cudn gip lai thé vii thuong dugc thuc hién nhu d biét trong linh vue ky thuét

nay, vi du, dugc mo ta & déay trong phan vi du thuc hién séng ché.

Mot céach tinh ché protein bao gbm viéc tao két tiia bing amoni sunfat, ddy 1a
mot phuong phap ding dé tinh ché cac protein bang cach thay dbi d6 hoa tan cia
chiing. Trudng hop cu thé cia ky thut thuong thdy hon 12 phuong phép tich bang
mubi (salting out). Amoni sunfat thuong dugc st dung vi d§ hoa tan cia né rat cao dén
muc cho phép céc dung dich mudi c6 cudng do ion cao. DY hoa tan clia cac protein
thay dbi theo cudng o ion cla dung dich, va do d6 theo ndéng d6 mubi. Hai hiéu tng
khac nhau dugc quan sét: & n(‘Sng d6 mubi thép, do hoa tan cta protein tdng cung voi
viéc ting ndng d6 mudi (tic 12 cuong dd ion ting 1én), hidu Gtng nay dugc goi 1 salting
in. Khi ndng d6 mubi (cuong d9 ion) ting 1én hon nita, 6 hoa tan cla protein bét dau
giam. O cudng d6 ion du cao, protein s& hiu nhu dwgc két tila hoan toan tir dung dich

(salting out).

Do céc protein khac biét rd rang vé& d6 hoa tan & cudng d6 ion cao, phuong phép
tach bing mudi 13 qua trinh rat hitu dung dé giap tinh ché protein cho trudc. Bing cach
b6 sung amoni sunfat kosmotropic, cac san phim phu ctia qué trinh cudn gép nhu cac
loai khong dwoc cudn gip hodc cudn gip sai va ca cac tap chit c6 ngudn gbe tir té bao
chii nhu céc thanh phan cia thanh té bao va cac protein s& bj két taa. Khi ndng do chit
két taa tang, thi hi€u qua tao két tha s& tdng lén va do do6 thu dugc ché phém FcR ¢6 @6

tinh khiét cao mién 13 bién thé FcR chiu dugc su tao két tha & néng d0 amoni sunfat cao
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nhu vdy. Boi vy c6 thé mong muon c6 bién thé FcR ma c6 thé hoa tan tot & cac nong

d6 amoni sunfat béng hodc thdm chi 16n hon 1,5M.

Protein két tha sau d6 duoc loai bo bﬁng cach ly tdm va néng dd amoni sunfat
tang 1én dén tri sb ma s& 1am két tia hiu hét protein dich ra trong khi dé lai mot luong
t6i da cac tap chét protein van con & lai trong dung dich. Protein dich dugc két tia duoc
thu hdi bing cach ly tdm va hoa tan trong dung dich dém méi cho giai doan tinh ché

tiép theo.

T6t hon 13, protein theo sang ché c¢6 d) hoa tan cao & cdc nong dd amoni sunfat

b%lng hoédc 16n hon 1,5M.

Sang ché con @& cap dén protein dwgc ma héa béi trinh tir axit nucleic néu trong
SEQ ID NO: 6.

Protein c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 2, 3, 4, 5, hodc 9 ¢6 thé duoc ma hoa
bdi trinh ty axit nucleic néu trong SEQ ID NO: 6, trong d6

(i) codon thtr nhit (ATG) dugc loai ra khéi trinh tw SEQ ID NO: 6 tao ra protein
c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 2,

(ii) codon thir nh4t (ATG) va thir hai (GCA) dugc loai ra khéi SEQ ID NO: 6 tao
ra protein c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 3,

(iii) codon thtr nhit (ATG), thir hai (GCA) va thir ba (CCG) dugc loai ra khoi
SEQ ID NO: 6 tao ra protein c6 trinh tg néu trong SEQ ID NO: 4,

(iv) condon thir nhit (ATG), thit hai (GCA), thir ba (CCG), thtr tu (CCG) va thtr
ndm (AAA) duogc loai ra khdéi SEQ ID NO: 6 tao ra protein c6 trinh ty néu trong SEQ
ID NO: 5,

(v) cac codon ma hoa cac axit amin TPA tir d4u tin cing N dén diu tin cung C
duoc thém vao gitta condon thir nhit (ATG) va thit hai (GCA) cua trinh tu SEQ ID NO:
6 va cac codon mé hoéa trinh tr axit amin MGI dugc thém vao dau 3’ dén codon ap chot

(CCG) cua SEQ ID NO: 6 tao ra protein c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 9.

Sang ché con d& cap dén dwoc phidm chua protein thu dugc hogic c¢6 thé thu dugc
b%mg cach biéu hién axit nucleic ma hoa protein c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 1
hodc vecto chira axit nucleic ma hoéa protein c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1 hoic

protein dugc ma héa bdi trinh tir axit nucleic néu trong SEQ ID NO: 6.
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Thuét ngit “dugc phém”, nhu dugc st dung theo séng ché, dé cap dén

(a) (cac) dugc phim ma chtra it nhit mot protein thu duge hoic ¢6 thé thu dwgc

béng cach biéu hién axit nucleic ma héa protein c6 trinh tw néu trong SEQ ID NO: 1;

(b) hodc vecto chira axit nucleic ma héa protein cé trinh ty néu trong SEQ ID
NO: 1,2, 3,4, 5, hoac 9;

(c) hodc protein dugc mé hoéa béi trinh tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO: 6;

(d) hodc trinh ty axit nucleic ma3 héa protein cé trinh ty néu trong SEQ ID NO:
1,2,3,4, 5hodc 9.

Cac duoc phém theo sdng ché ma dugc mo ta dudi day cling dugc du tinh 1a
chira c4c protein néu trén dudi dang két hop bét ky. Tiy y, duge phim nay c6 thé con
chira c4c phan tr ma c6 kha ning lién két v6i cac protein khéc, vi du, céc khang thé
hoic cac té bao lympho. Dugc phdm c6 thé & dang rén, 16ng hoic khi va c6 thé, khong
ké nhitng dang khac, & dang thudc bot, vién nén, dung dich, sol khi, cdm, vién tron,
huyén phi, nhii twong, vién nang, siro, cht léng, cdn ngot, cao, cbn thubc hoic cao
16ng hodc & dang ma dic biét thich hgp dé ding qua dwdng miéng hodc ngoai dudng

ti€u hoa hodc khu tru.

Duoc phdm wu tién khéc theo sang ché 1a dugc phim con c6 thé bao gdm chit
mang vi/hoic ta duge duge dung. Duge phdm néu trén bao gdm, khong ké nhing cai
khac, trinh tur axit nucleic theo sang ché hoic polypeptit theo sang ché ma c6 thé dugc

lién két voi polypeptit khac, vi du khang thé hoic protein khéc ¢6 trong huyét thanh.

Dugc phim nay c6 thé dugc sir dung ciing v6i chit mang sinh 1y dung, nhu dugc
mo ta & ddy. Theo mdt phuong 4n cu thé, thuat ngit "dugc dung" c6 nghia 1a duge co
quan quan ly hogc dugc thu dugc thira nhin rong rdi chip thuin ding dé sir dung cho

dong vat, va cu thé hon 1a cho ngudi.

Thuét ngit "chit mang" @& cip dén chét pha loang, ta dugc, hodc chét din thube
ma dugc phdm dugce st dung ciing. Céc chit mang dwoc dung ndy c6 thé 1a céc chit
16ng vo tring, nhu nudc va diu. Nudce 13 chit mang dwgc vu tién khi duge phdm duge
cho dung trong tinh mach. Céc dung dich nuéc mudi va dung dich dextroza va glyxerol
trong nudc ciing c6 thé dugc st dung 1am cac chét mang dang long, ddc biét 1a cho cac

dung dich diing dé tiém.
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Cac ta dugc dugce phém thich hgp bao gém tinh bot, glucoza, lactoza, sucroza,
gelatin, mach nha, gao, bt mi, da pha"m, silicagel, natri stearat, glyxerol monostearat,
bot talc, ion natri, bdt sita tich kem, glyxerol, propylen, glycol, nuéc, etanol va ta dugc
turong tw. Duge phdm nay, néu mong mubn, ciing c6 thé chira lvgng nhé cac chit 1am
4m hodc nhii héa, hodc cac chit dém d6 pH. Cac dugc phim niy c6 thé & dang dung
dich, huyén phd, nhil trong, vién nén, thudc vién, vién nang, thubc bodt, cic dang gii
phong duy tri va trong tw. Dugc phim nay c6 thé dugc bao ché duéi dang thubc dan,
v6i cac chit lién két va cac chit mang truyén théng nhu triglyxerit. Dang bao ché ding
qua dudng miéng c6 thé bao gdm céc chit mang chun nhu céc dang dung trong dugc
phém cia manitol, lactoza, tinh b0t, magie stearat, natri sacarin, xenluloza, magie
cacbonat, v.v. Cac vi du v& cac chit mang dugc phim thich hop dwgc mé ta trong
"Remington's Pharmaceutical Sciences" cia E.W. Martin. Cac duoc phim nay sé& chira
lugng co tac dung chita bénh cia cac hgp chét néu trén, t6t hon 13 & dang dd dugc tinh
ché, cing véi mot lwgng chit mang thich hop dé tao ra dang str dung phit hop cho dbi

twong. Dang bio ché cin phit hop véi phuong thirc ding thude.

Theo phuong 4n wu tién khac, dwgc phdm duge tao bao ché theo quy trinh thong
thuong nhu dugc phdm dugc 1am cho phu hop dé ding trong tinh mach cho ngudi.
Thong thudng, cac dugc phdm dé ding trong tinh mach 14 cac dung dich trong dung
dich dém c6 nu6e ding truong vo tring. Khi cin thiét, dugc phdm nay con c6 thé chira
chét hoa tan va chét gdy mé cuc bo nhu lidocain dé 1am diu con dau & vi trf tiém. Thong
thuong, cac thanh phﬁn dugc cung cép riéng 1¢ hodc dugc tron véi nhau duédi dang lidu
don vi, vi du, bdt dugc 1am kho lanh hoéc san phém co déc khong chira nudce trong binh
chira kin nhu éng thudc tiém hodc tii han kin c6 chi rd lugng hoat chat. Khi dugc phim
ndy dugc ding bing cach truyén, né c6 thé dugc pha ché trong chai truyén dich chira
nude hodic nwde mubi vo tring loai ding trong duge phdm. Khi duwgc phim nay duge
ding bang cach tiém, éng thudc tiém chira nudce vo tring ding dé tiém hodc nudc mubi
c6 thé duge cung cip, do d6 céc thanh phin cé thé dugc tron 13n vao nhau trude khi sir

dung.

Dugc phim theo séang ché cé thé dugc tao bao ché thanh cac dang trung tinh
hodc mudi. Cac mudi dugc dung bao gom cac mudi duge tao ra tir cac anion, nhu cac
muoi c¢6 ngudn goc tir axit clohydric, axit phosphoric, axit axetic, axit oxalic, axit

tartric, v.v., va cdc mudi duoc tao ra tir cic cation, nhu ciac mudi c6 nguf‘)n géc tr cac
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hydroxit ctia natri, kali, amoni, canxi, sit, isopropylamin, trietylamin, 2-etylamino

etanol, histidin, procain, v.v..

Tay ¥, cac thir nghiém in vitro ¢6 thé duge sir dung dé gitip x4c dinh khoang liéu
dung t&i wu. Lidu ding chinh x4c dugc sir dung trong dugc phdm con phu thudc vio
duong ding thudc, va mirc d6 nghiém trong ciia bénh hoic réi loan, va nén duoc quyét
dinh theo sy danh gi4 cta thdy thuc va tinh trang cia mdi d6i twong. Cac lidu hiéu
dung c6 thé dugce ngoai suy tir cac dudng cong dap ting véi liéu lugng thu dugc tir cac
hé thir nghiém trén md hinh dong vat hodc in vitro. Tt hon 13, duge phdm nay dugc

cho dung tryc tiép hodc két hop véi ta dugc.

Dugc phidm c6 thé duoc thiét ké dé ap dung trong liéu phap gen. K§ thuét liéu
phép gen da dugc mo ta trén ddy cing véi cic té bao chu theo sang ché va tit ca nhitng
gi da dugce néu & d6 ciing duoc ap dung cho dugc phdm. Vi dy, phén tir axit nucleic
hodc protein bao gdm protein thu dugc hoic c6 thé thu dugc bing cach biéu hién axit
nucleic néu trong SEQ ID NO: 1 hodc vecto chira axit nucleic mé héa protein c6 trinh
ty néu trong SEQ ID NO: 1 hodc protein dugc ma héa bdi trinh tu axit nucleic néu
trong SEQ ID NO: 6 trong dugc phim, t6t hon 1 duéi dang ma cho phép viéc dua vio,
biéu hién va/hoic tich hop 4n dinh ching vao céc té bao cua dbi tuong ca thé cin duoc
didu trj.

D6i v6i lidu phap gen, nhiéu vecto virut khac nhau c6 thé dwoc ding, vi du,
adenovirut, virut herpes, virut ddu mua, hoéc t6t hon 13, virut ARN nhu retrovirut. Vi
du vé céc vecto retrovirut ma trong d6 mdt gen ngoai lai c6 thé duogc chén bao gém,
nhung khéng chi giéi han &: virut gdy bénh bach ciu & chudt Moloney (MoMuLV),
virut gdy sacom & chudt Harvey (HaMuSV), virut gdy u vii & chuét MuMTV), va virut
gay sacom Rous (RSV). Nhiéu vecto retrovirut bb sung ciing c6 thé két hop nhidu gen.
Tt ca céc vecto ndy c6 thé chuyén hoic két hop gen cho diu chudn c6 thé chon loc
duge, do d6 céac té bao dugc tai nap co thé dugc nhan dién va tao ra. Cac vecto
retrovirut c¢6 thé 1am dugc tao dic hiéu dich b?mg cach chén, vi dy, polynucleotit ma
héa dudng, glycolipit, hodc protein. Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥
thudt ndy s& biét, hogc c6 thé da biét 15 ma khong cin cac thir nghiém dic biét, cac trinh
tu polynucleotit cu thé ma c6 thé dugc chén vao hé gen retrovirut & cho phép tao ra

déc hi¢u dich cta vecto retrovirut chira trinh ty polynucleotit dugc chén.
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Do céc retrovirut tai t hop tt hon 13 c6 khiém khuyét, ching can hd trg dé tao
ra céc hat vecto gdy nhidm. Su hd trg nay c6 thé dugc cung cép, vi du, bing cach st
dung céc dong té bao hd trg ma chira cic plasmit ma hoa tht ca cac gen cu tric cua
retrovirut dudi sy kiém soat ciia céc trinh ty diéu hoa trong LTR. Céc plasmit ndy thiéu
trinh ty nucleotit ma cho phép co ché déng gbi nhan ra ban phién ma ARN cho viéc
dong goi. Cac dong t€ bao hd trg ma c6 sy mét tin hiéu déng géi bao gbm, nhung
khong chi gidi han &, vi dy, w2, PA317 va PA12. Céac dong té bao nay tao ra cic hat
virut réng, do khong c6 hé gen nao dugc dong goi. Néu vecto retrovirut dugc dua vao
cac té bao nay, trong d6 tin hiéu déng goi 1a nguyén ven, nhung cic gen chu tric duge
thay thé bing cac gen dich khac, vecto co thé dugc dong goi va vecto hat virut duge tao
ra. Theo cach khac, NIH 3T3 hodc cac t& bao nudi cdy md khac c6 thé dwoc chuyén
nhidm truc tiép véi cac plasmit ma hoa cac gen cAu trac cua retrovirut gag, pol va env,
bing cach chuyén nhiém canxi phosphat thong thuong. Cac té bao nay sau d6 dugc
chuyén nhiém véi vecto plasmit chira cac gen dich. Céac té bao thu dugc giai phong
vecto retrovirut vao moéi trudng nudi cdy. Hé phan phdi huéng dich khac cho cdc phén
tir axit nucleic theo sang ché 1a hé phén tén keo. Cac hé phén tan keo bao gdm céc phirc
hop dai phan tir, nang nano, vi clu, hat, va cac hé dua trén lipit bao gém nhil tuong
dang dau trong nudc, vi hat, vi hat trn, va cic liposom. H¢ keo duoc vu tién theo sang
ché 1a liposom. Liposom 1 c4c tui mang nhén tao c6 tdc dung nhu cac phuong tién van
chuyén in vitro va in vivo. Théy ring cac tii mdt 16p kich thudce 16n (large unilamellar
vesicles - LUV), ma kich thuéc nim trong khoang tir 0,2 dén 4,0pm c6 thé déng goi
hiu hét dung dich dém dang nuéc chira cac phén tir kich thudce 16n. ARN, ADN va cac
hat virut nguyén ven ¢ thé dugc déng géi trong phén bén trong dang nudc va duge van
chuyén dén céac té bao dudi dang hoat c6 dong tinh hoc (Fraley, et al., Trends Biochem.
Sci., 6:77, 1981). Ngoai té bao cua cac loai dong vat c6 vi, liposom duge sur dung dé
van chuyén cac polynucleotit & té bio thuc vat, nAm men va vi khuin. P& liposom 14
phuong tién chuyén gen hiéu qua, can phai c6 cac dic tinh sau: (1) viéc dong goi cac
gen dich v6i hiu qua cao trong khi khong giy anh hudng dén hoat tinh sinh hoc cia
chiing; (2) lién két wu tién va bén chiat v6i té bao dich hon 1a cac té bao khong phai 1a té
bao dich; (3) vén chuyén ham lugng nudce cia tui dén t& bao chét cua té bao dich véi
hiéu qua cao; va (4) biéu hién thong tin di truydn mét céch chinh xéc va hiéu qua
(Mannino, et al., Biotechniques, 6:682, 1988).. Dugc phdm chira liposom thudng 13 su
két hop ctia phospholipit, dic biét 12 phospholipit c¢6 nhiét do chuyén pha cao, thuong
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két hop vdi steroit, ddc biét 1a cholesterol. Phospholipit hodc cac lipit khéc ciing ¢6 thé
dugc st dung. Céc dic tinh vat 1y cua liposom phu thudc vao do pH, cuong d9 ion, va
su ¢6 mit cda céc cation hoa tri hai. Vidu vé lipit hitu dung trong viéc san xuét liposom
bao gdm cac hop chét phosphatidyl, nhu phosphatidylglyxerol, phosphatidylcolin,
phosphatidylserin, phosphatidyletanolamin, sphingolipit, cerebrosit, va gangliosit. Déc
biét hitu dung 1a diaxylphosphatidylglyxerol, trong do6 gbc lipit chira tir 14 dén 18
nguyén tir caacbon, déc biét 1a tir 16 dén 18 nguyén tir cacbon, va 1a no. Phospholipit vi
du bao gbm phosphatidylcolin, dipalmitoylphosphatidylcolin va
distearoylphosphatidylcolin trong trimg. Dich cua liposom c6 thé dugc phan loai dya
trén cac yéu t6 giai phiu va co hoc. Phén loai giai phiu dua trén cép d6 chon loc, vi du,
cép co quan, cép té bao, va cip vi co quan. Dich co hoc ¢6 thé duoc phan biét dwa vao
viéc no 1a thy dong hay chi dong. Dich thy dong sir dung xu huéng tu nhién cua cac
liposom dé phén phdi dén té bao cta hé luéi ndi mo (reticulo-endothelial system - RES)

trong c4c co quan chira cic mao dan hinh sin.

Trong ngit canh cua sang ché, thuét ngit “d6i twong” c6 nghia 12 mdt ca the can
didu tri r6i loan d& xac dong. Tot hon, doi tugng 1a dong vat c6 xuwong song, vu tién
hon 1a dong vat c6 vii, dic biét wu tién 12 ngudi. Theo mdt phuong én, ngudi 1a ngudi

bénh hodic c4 thé.

Thuat ngit "dugc st dung" chi viéc sir dung liéu ¢6 higu qua d€ chan doan hodc

diéu tri cia phan tir axit nucleic néu trén ma hoa polypeptit theo sang ché cho ca thé.

Khi duoc st dung & déy, "lugng c6 hidu qua chita bénh" dé cap dén luong thanh
phﬁn hodc tac nhan c6 hoat tinh chita bénh ma du dé diéu tri hodic cai thién bénh hoic
r6i loan, dé tri hodn sy khéi phat bénh hogc tao ra lgi ich v& mat diéu tri bit ky trong

viéc diéu tri hodc ki€ém soat bénh.

Nhu d3 biét trong linh vuc k¥ thuét nay va duge mo ta trén day, co thé cn dén
su didu chinh v& phén phéi cuc bd so véi toan than, 4o tudi, trong lugng co thé, tinh
trang chung vé strc khoe, giéi tinh, ché @5 an, thoi gian ding thubc, d6 twong téc thudc
va mic do nghiém trong cuda tinh trang, va co thé dugc duoc xac dinh bé“lng cach thuc
hién thir nghiém thong thuong bdi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat
nay. Cac phuong phéap nay c6 thé duogc 4p dung dé diéu tri cho ca ngudi va dong vat.
Céc hop chét dwoc md ta & ddy c6 hoat tinh chita bénh mong mudn c6 thé dugc dung

trong chit mang sinh 1y dung cho ngudi bénh, nhu dugc md ta & day. Tuy thudc vao
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cach dua vao, cac hop chét co thé dugc bao ché theo nhiéu cach khéc nhau nhu dwoc
thao luan dudi day. Nong d cia hop chit ¢ hoat tinh chira bénh trong ché phdm c6
thé thay dbi tir khoang 0,1 dén 100% khéi luong. Cac tac nhin c6 thé dugc sir dung
riéng hoic két hop véi cac phuong phép diéu trj khéc.

Viéc ding dugc phdm c6 thé dugc thyc hién theo nhiéu cach da dwgc théo luén
trén day, bao gdm, nhung khong chi giéi han &, qua dudng miéng, dudi da, trong tinh
mach, trong dong mach, trong hach, trong tiy xuong, trong vo, trong dich ndo thét,
trong mili, trong phé quéan, qua chan bi, trong hach, trong truc trang, trong mang bung,
trong co, trong phéi, qua dudng 4m dao, qua tryc trang, hodc trong mit. Trong mot s6
trudng hop dic biét, vi du nhu, trong viéc didu tri cac vét throng va viém, c4c tac nhan

d& ctr c6 thé duge ding tryc tiép nhu phun kho dung dich.

Dugc phm 5t hon 13 dugc tiém. Viéc tiém nay duge sit dung bang céch truyén
trong tinh mach, duéi da hodc trong co. Dugc phém con ¢co6 thé chira cac chit mang
va/hoic ta dugc duge dung khac. Thuét ngit "dugc dung" thudng c6 nghia la duge dién

duoc nhédn biét 1a ding cho ddng vat, va cu thé hon 13 cho con ngudi.

Khi dugc phdm duge ding bing cach truyén, n6 cb thé duge pha ché trong chai
truyén dich chira nuéc hodc nude mudi vo tring loai dung trong dugc phim. Khi dugc
phim dugc ding bing cach tiém, c thé cung cp éng thubc tiém chira nuéc vo tring
ding dé tiém hozic nuéc muédi, do d6 céc thanh phin c6 thé dugc tron 1an trude khi
ding. Ngoai ra, duge phim c6 thé dugc ding két hop véi mot hoge nhiéu tac nhén diéu
tri hodc khéng thé khac, nhu steroit hodc globulin mién dich trong tinh mach, cu thé la
cac tién dugc chit corticosteroit, glucocorticoit, vi du prednison, IVIG, anti-D, vinca
ancaloit, vi du vincristin hodc vinblastin, danazol, cac tdc nhan {rc ché mién dich, vi du
azathioprin, xyclophosphamit hodc xyclosporin A, dapson, c4c tdc nhén
trombopoixetic, rituximab, mycophenolat mofetil, romiplostim, eltrombopag,
mycophenolat mofetil. Khi dugc sir dung & ddy, thuat ngi "két hop" d& cap dén viéce sir
dung nhiéu hon mot tc nhan phong bénh va/hodc chita bénh. Viéc sir dung thuat ngir
"két hop" khong gi6i han thir ty ma trong d6 céc tic nhin phong bénh va/hodc chira

bénh dugc dung cho ngudi bénh.

Béc s§ diéu tri va cac yéu t§ 14m sang s& quyét dinh ché do dung liéu. Nhu da
biét trong céc linh vuc y té, lidu ding cho ngudi bénh bét ky phu thudc vao nhiéu yéu

td, bao gém thé trong ctia ngudi bénh, dién tich bé miit co thé, 3o tudi, hop chét cu thé
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can duoc ding, gidi tinh, thoi gian va dudng ding thuéc, tinh trang chung vé strc khde,
va cac loai thudc khéc cin dugc ding ddng thoi. Mot lidu thong thudng c6 thé, vi dy,
ndm trong khoang tir 0,001 dén 1000pg; tuy nhién, c4c lidu thdp hon hogc cao hon
khoang vi du nay ciing dugc du tinh, déc bi¢t 1a khi xem xét cac yéu t6 da dugc dé cap

trén day.

Tét hon, lidu dung dugc dua ra mot 14n mdi tuln, tuy nhién, trong qué trinh diéu
tri lifu ding c6 thé dugc dua ra véi cac khoang thoi gian 1du hon nhiéu va néu cin thiét
c¢6 thé dugc dwa ra véi cac khoang thoi gian ngén hon nhiéu, vi dy, hang ngay. Trong
truong hop uu tién, dap Ung mién dich dugc theo ddi bang céch st dung cac phuong
phép duge md t& & ddy va cac phuong phép khac ma ngudi co hiéu biét trung binh
trong linh vurc d4 biét va lidu ding dugc t6i wu, vi dy, vé thoi gian, lugng va/hodc dugc
phém. Lidu dung s& thay dbi nhung lidu diing dugc wu tién dé dung trong tinh mach cua
ADN 1a xép xi tir tir 10° dén 10" ban sao ciia phan tir ADN. Néu ché d¢ diéu trj la
truyén lién tuc, lidu ding ciing cin nim trong khoang tir lug dén 10 mg don vi trén
kilogam khéi lugng co thé trén phut, twong ung. Qua trinh c6 thé dugc theo doi bing
cach danh gia dinh ky. Dugc phém theo sang ché ¢6 thé dugc cho ding cuc bd hodc
toan than. Tét hon, viéc ding thubc 13 ding ngoai dudng tiéu héa, vi dy, trong tinh
mach. Céc ché phdm dé ding ngoai dudng tiéu héa bao gdm céc dung dich c6 nudc
hodc khong cé nude, huyén phi, va nhil trong v tring. Céc vi du vé dung mdi khong
c6 nudce 1a propylen glycol, polyetylen glycol, céac loai diu thyc vat nhu dau oliu, va
este hitu co tiém dugc nhu etyl oleat. Cac chit mang c6 nudc bao gbm nuérc, cac dung
dich ruou/nudce, nhil tuong hodc huyén phu, bao gdm nude mudi va cic mdi truong
dém. Cac chit din thudc ding ngoai duong tiu hoa bao gbm dung dich ion natri,
dextroza Ringer, dextroza va ion natri, Ringer lactat hoa, hodc cac du khong bay hoi.
Céc chit din thubc ding trong tinh mach bao gbm chét 1ong va céc chét dinh dudng
lam ddy, cac chit dién giai lam ddy (nhu cac chit dua trén dextroza Ringer), va chit
twong ty. Ciing c6 thé c6 chét bao quan va cac phu gia khac nhu, vi dy, chét khang vi
khun, chat chéng oxy héa, chét tao phirc, va cac khi tro va twong ty.

Céc duoc phdm ciing duge dy tinh 14 dugce sir dung trong cac phuwong phap dong
tri liéu cuing vai cac tdc nhin khac, vi du, hitu dung trong viéc do ADN dugc metyl hoa
va, do d6, vi dy, hiru dung trong viéc chén doan bénh 4c tinh ma c6 thé thé hién mo
hinh dugc metyl hoa dién hinh.
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Sang ché dé xuét kit ma c6 thé dugc sir dung cho cac phuong phap dugc mod ta
trén diy. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc ciing hiu ro ring dugc phdm c6
thé & dang kit nhidu liéu gdm c6 cac lugng du cla cac lidu diing FcyR dé diéu tri hodc
ngin ngira cac bénh viém va/hodc cac bénh tu mién & ngudi bénh mot cach hiéu qua.
Theo mét phuong 4n, géi dugc phdm hoc kit bao gdm mét hodc nhiéu vat chira dugc
nap dugc phdm theo séng ché. Ngoai ra, mot hodc nhidu tic nhan phong bénh hodc
chita bénh bd sung ma hitu dung cho viéc diéu trj bénh ciing c6 thé dugc bao gdm trong

g6i dugc phdm hoic kit.

Ngoai ra, dugc pham theo sang ché c6 thé duge sir dung de dicu tri va ngén ngura

cac roi loan hodc cac bénh.

Khi dugc stir dung & day, thuat nglr “didu tri“ va cac thuit ngit twong ty dé cap
dén viéc kiém soat va chim séc ngudi bénh va/hodc viée chéng lai bénh hoic rbi loan.
Khi dugc str dung & day, thut ngit "ngdn ngira", “viéc ngin nglra”, va “su ngén ngira”
chi viéc ngin ngira sy tai phat hodc sy khdi phét ciia mot hodc nhiéu triéu ching cia rdi

loan & d6i trong 13 Kkét qua cta viéc ding tdc nhan phong bénh hodc chita bénh.

Khi dugc sir dung & day, céc thudt ngir "rbi loan" va "bénh" duogc st dung thay
thé dugc cho nhau dé chi tinh trang ctia mot dbi tuong. Cu thé 13, thuat ngit "bénh tu
midn" dugc st dung thay thé dugc cho nhau véi thudt ngit "réi loan ty min" @€ chi tinh
trang cua déi twong dugc dic trung béi tdn thuong té bao, md vavhodc co quan gdy ra
boi phan tng tu mién cla dbi tuong véi cac té bao, md va/hoic co quan cia chinh no.
Thuét ngir "bénh viém" dugc sir dung thay thé duogc cho nhau véi thuat ngit "rbi loan
viém" dé chi tinh trang cta d6i twgng dugc dic trung bdi sw viém, tét hon 12 viém man
tinh. Réi loan ty mién c6 thé di kém hoic khong di kém vé6i viém. Hon nita, viém c6
thé dugc gdy ra boi hodc khong gy ra boi 14i loan ty min. Do d6, cac rbi loan cu thé

c6 thé dugc dic trung bdi ca cac r6i loan ty mién va viém.

Theo mdt phuong 4n wu tién, cic bénh viém ma c6 thé dugc diéu tri bing cic
phuong phép hién nay 13 giam tiéu ciu mién dich nguyén phat (ITP), luput ban do hé
théng (SLE), viém khép dang thip (RA), hozc thiéu mau do huyét tan tw mién (ATHA).

Sang ché con dé cap dén ché phdm chét chira protein c6 trinh tu néu trong SEQ
ID NO: 2 va/hodac 3.
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Thuat ngit “ché phdm chat” c6 nghia 1a tht ca cac ché phdm chira hai hay nhiéu
chét va tht ca cac chit 14 hop chit, cho dii chiing 13 két qua cia céc phan tmg hoa hoc,
hozic hdn hop co hoc, hodc san phém sinh hoc. Ché phém chét c6 thé dugc tao nén tir
hdn hop ciia hai hodic nhiéu thanh phin. Hn hop ctia céc thanh phan trong ché phim
chit c6 thé dugc tao ra biang hoat ddng co hoc hoic héa hoc hoic bing céc quy trinh

sinh hoc.

Céc ché phdm cht c6 thé chira 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 hay nhiéu thanh phan
hoat tinh. Véi "thanh phﬁn hoat tinh" c¢6 nghia 1a thanh ph?ln c6 hiéu qua chira bénh.
Thanh phén hoat tinh ndy c6 thé lién két v6i cac khang thé IgG nhu dugc md ta & déy
va c6 thé lién két voi t& bao lympho, vi du, té bao T, té bao B, té bao giét ty nhién.
Thanh phdn hoat tinh nay chi lién két véi céc ving hing dinh. Tét hon 1a trong ché
phim chét, protein theo sang ché 13 thanh phén hoat tinh duy nhét nhu duge mb ta trén
day.

Theo mot phuong an, ché phdm chét chira protein c6 trinh tw néu trong SEQ ID
NO: 2 va 3. Theo phuong 4n khac, ché phdm chét chira protein c6 trinh ty néu trong
SEQ ID NO: 2 hodc 3. Theo phuong 4n khac, ché phim chét chira protein c6 trinh tu
néu trong SEQ ID NO: 2. Theo phuong an khac nita ché phim chét chira protein c6
trinh ty néu trong SEQ ID NO: 3.

Theo mt phuong an, ché phim chét theo sang ché con chira protein c6 trinh ty
néu trong SEQ ID NO: 4 vivhoic 5. Theo phuong 4n khac, ché pham chét theo sang ché
con chira protein c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 4 va 5. Theo phuwong én khac, ché
pham chét theo sang ché con chira protein c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 4 hoic 5.
Theo phuong an khéc, ché phdm chét theo sang ché con chira protein c6 trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 4. Theo phuong é4n khéc, ché phim chét theo sang ché con chira
protein c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 5.

Theo phuong 4n khac, ché phim chit theo sang ché khac biét & chd lugng
protein c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 2 16n hon lugng protein c6 trinh ty néu trong
SEQ ID NO: 3.

Theo phuong 4n khac, ché phim chit theo séng ché khac biét & chd luong

protein cd trinh ty néu trong SEQ ID NO: 3 16n hon lugng protein c6 trinh ty néu trong
SEQ ID NO: 2.
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Theo phuong 4n khic ché phim chit theo séng ché khac biét & chd lugng protein
c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 2 16n hon lugng protein c6 trinh ty néu trong SEQ
ID NO: 3 va luong protein c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 2 va 3 16n hon luong
protein c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 4 va/hoic 5.

Theo mdt phuong 4n, ché ph4m chét bao gdm protein c6 trinh ty néu trong SEQ
ID NO: 9.

Ché phim chat theo mdt phuong 4n wu tién 1a dugc pham.

Sang ché cling @& cap dén phuong phap san xut dugc phdm bao gdm nudi chy
t& bao chu theo séng ché trong céc didu kién cho phép sy biéu hién cua protein dugc ma

héa, va thu hdi dugc phdm thu duoc.
Vi du thue hién sang ché

Céc vi du duéi ddy minh hoa cho sang ché. Cac vi du nay khong nén dugc hiéu
1a dé gioi han pham vi bdo hd cua sang ché. Céc vi du ndy dugc dua vao voi muc dich

minh hoa va sang ché chi bi gi6i han bsi yéu céu bao hd.
Vit liéu va phuong phap
Tao céc bién thé FcR

75mL LB c6 bd sung 50pg/mL kanamyxin trong binh nén cé vach ngén, dung
tich 250mL, duoc cdy SpL dung dich glyxerol gbc va lic trong 15 git & nhiét d 37°C,
170 vong/phat (Multitron Standard, Infors HT). Tiép theo, 1L LB trong binh nén c6
véch ngan, dung tich 2L dugc cdy 10ml dich nuéi cdy qua dém va lac & nhiét do 37°C,
170 vong/phut. Tai tri s6 ODgqp bing 1,6, gdy cam Gng biéu hién bing cach bd sung
1mM IPTG. Sau khi ¢ thém 3 gi¢ & nhiét do 37°C, 170 vong/phut, thu té bao bang cach
ly tm (10 phit & 5'000+g, 4°C), rira mot 1dn bang 200mL PBS gitt lanh trong nudc da
va bao quan ¢ nhiét o -20°C.

Pha v té bio va tach chiét thé vui

Lam tan 6-8g té bao E.coli déng bing & nhiét do trong phong va tao huyén phi
lai trong 30mL dung dich dém ly giai (50mM Tris/HCI, 25mM NaCl, 2mM EDTA, 46
pH 8,0) duoc bd sung 100pg/mL lysozym bing cach str dung thiét bi dong nhit mau
teflon trong thay tinh. Sau khi @i 15 phut trén nudc d4, té bao dugc pha v bang cach tao
séng Am (dit cong suét bang 6, chu ky hoat dong 30%, 30 phit, bd phét séng 4m 250
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duoc gin véi microtip, Branson) va huyén pht duge ly tim (45 phut & 13'000+g, 4°C).
Ly 1mL dich ndi 1am mAu va loai bo chit 1ong con du. Vién két tisa, tirc 12 thé vui tho,
duoc tao huyén phu lai trong 35mL dung dich dém ly giai ¢6 0,5% (thé tich/thé tich)
Polysorbat 20 béng c4ch sit dung thiét bi ddng nhit mAu teflon trong thuy tinh va ly tim
(15 phit & 13°000+g, 4°C). Sau mot budc rira bd sung bing chit 1am sach, tién hanh
budc rira cudi ciing bang céch chi st dung dung dich dém ly gidi. Cic thé vui da duoc

rira dugc bao quan ¢ nhiét 9 -20°C cho dén khi sir dung.
Cudn ghp lai va tinh ché cac bién thé FcR

Hoa tan cac thé vii wét & ndng d6 200mg/mL trong 20mM Tris/HCI, 6M
guanidin, 3mM EDTA, 5SmM DTT, d6 pH 8,0 trong 2,5 gio ¢ 20°C trong diéu kién
khudy lién tuc (400 vong/phut) trong 6ng ly tim kin. Sau khi ly tdm (207000+g, 10 phut,
20°C), thu phan dich ndi bang cach gan va ham lugng FcR dugc xac dinh sau khi pha
lodng & ti 1€ 1:60 bang RP-HPLC trén Knauer Bioselect C4. Dya trén cac két qua phan
tich, pha lodng céac thé vii hoa tan véi 20mM Tris/HCl, 6M guanidin, 3mM EDTA,
5mM DTT, pH 8,0 dé tao ra ham lugng FcR 1a 21mg/mL va mdt phan dung dich FcR
da duogc pha lodng dugc bd sung nhé giot vao 20 phin dung dich dém cufn glp lai
(20mM Tris/HCL, 2M ure, 0,5M arginin, 2mM Xysteamin, 2mM xystamin, 46 pH 7,7 ¢
nhiét 46 6°C) duoc khudy (800 vong/phut). Sau khi 0 trong thoi gian 16 tiéng & nhiét
dd 10°C trong hop kin va khong khudy, dung dich cufn gép lai duge 1am 4m t6i nhiét
do trong phong. Dung dich cufn gép lai dugc lam 4m nay dugc diéu chinh dén 1,1M
(NH,),S0, bing cich b sung timg giot (NH,),SO4 3,5M, NH,H,P0,20mM, do pH 7,0
trong diu kién khudy lién tuc (400 vong/phut). Sau khi khudy thém 1 giv & toc do 200
vong/phit, huyén phit ndy duge ly tAm (20°000+g, 20 phut, 20°C), loc phan dich ndi
(0,2pm Durapore®, Millipore) va dich loc dwgc nap & tbc dd 4mL/phat, < 4mg
protein/mL nhya 1én c{t Phenyl Sepharose HP 35mL (h=6,6cm, d=2,6cm, GE
Healthcare), dugc cén b%mg trong (NHy4),SO4 1,2M, NH,H,PO,20mM, d6 pH 7,0. Ria
c¢dt bang 100mL (NH,4),SO, 1,2M, NH,H,PO, 20mM, d6 pH 7,0 va protein dugc lién
két dugc rira giai bing 350mL dung dich (NH,),SO4 gradien tuyén tinh tir 1,2M t6i OM
trong NH4H,PO, 20mM, d6 pH 7,0 véi tbc do SmL/phat. Thu dich rira giai trong cac
phéan doan 7,5mL, dugc dua vao phan tich RP-HPLC trén Phenomenex Jupiter C4. Cac
phan doan ¢6 do tinh khiét trén 85% dbi vi bién thé FcR sau tim kiém dugc gom lai,

cd khoang 2 14n va dugc tinh loc qua L-histidin 20mM d¢ pH 6,5 bang cach loc dong
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tiép tuyén (Vivaflow 50, 5 kDa MWCO, 0,01m?, dong ngang 200mL/phat, pIN =
200kPa (2bar); Sartorius) tdi khi d§ dan gidm xudng xép xi 5mS/cm. Sau khi dung dich
trao dbi dung dich dém da dugc nap & tbc @6 2mL/phut, <20mg protein/mL nhya 1én
cdt SP Sepharose HP 9mL (h=4,5 cm, d=1,6 cm, GE Healthcare), dugc can béng trong
L-histidin 20mM, d pH 6,5. Rira cot bang 30mL L-histidin 20mM, NaCl 30mM, d¢
pH 6,5 va protein dugc lién két dugc rira giai bing 90mL dung dich NaCl gradien tuyén
tinh tir 20mM dén 400mM trong L-histidin 20mM, d6 pH 6,5 & téc 46 3mL/phut. Céc
phan doan chira dinh chinh dugc gom lai, didu chinh 1én 15,4mS/cm bing L-histidin
20mM d6 pH 6,5, c6 dén x4p xi 20mg/mL bing phuong phép siéu loc (4°000+g, 5 kDa
MWCO, Vivaspin 20, Sartorius) va dugc pha lodng dén 15mg/mL bang L-histidin
20mM, NaCl 150mM, pH 6,5. Loc dung dich FcR d4 dugc pha lodng (mang PES
0,45pm, Puradisc™ 25mm, Whatman), chia phﬁn phén udc, két dong nhanh trong nito
16ng va bao quan ¢ nhiét 4o -80°C.
Sang loc két tia

Piéu chinh dung dich FcR dén ndng do 0,7mg/mL vé&i sy c6 mit cla histidin
20mM, NaCl 150mM va amoni sunfat 0 - 2,8M bing cach bd sung mot lugng ddH,O
phu hop, dung dich géc histidin/NaCl 10X (histidin 200mM, NaCl 1,5M) va dung dich
gbc amoni sunfat (4M trong ddH,0). D9 pH dugc dat & tri s6 6, 7 hodc 8 bang cach sir
dung histidin/NaCl 10X va dung dich gbc amoni sunfat & do pH phit hop. Mbi dieu
kién duoc thiét 1ap thanh hai 1dn. C4c miu dugc u trong 1 giv ¢ nhiét d6 25°C, ly tam
(20°000xg, 10 phut) va 30uL dich ndi dugc chuyén lén dia 384 giéng (uclear, khong
lién két, mau den, Greiner Bio-one). Do d) hép thu & budc séng 280nm (Spectrofluor
plus, Tecan) va ham lugng protein dugc tinh theo dinh lugt Lambert Beers, bing cach
sit dung hé s6 khéi tét 1,5625mL x mg-1 x cm-1 va chiéu dai éng 1a 0,24cm. Do hép
thy cua giéng miu dugc hidu chinh theo do hép thu cta giéng chi chita hoan toan dung
dich dém .

Dién di gel natri dodexy! sulfat polyacrylamit (SDS page)

Dé ngin chin viéc trao dbi disunfit sau d6, thiol ty do dugc alkyl héa véi
iodoaxetamit bang cach tron 18uL IB da hoa tan hodc dung méi cudn glp lai vai 2pL
iodoaxetamit 250mM méi dugc didu ché trong H,O. U hén hop trong 45 phit & nhiét
d5 30°C, 750 vong/phut trong bong tdi va truc tiép st dung dé diéu ché miu SDS-
PAGE theo huéng din ciia NuPAGE® Novex® (Invitrogen). Protein dugc tach trén gel
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Bis-Tris 4-12% trong dung dich dém chay dién MES (c4 hai déu cua hing NuPAGE®
Novex®, Invitrogen) theo hudng dn cta nha san xuit. Gel dugc rira 3 14n véi ddH,0
va dugc nhudm Simply Blue™ Safe Stain (Invitrogen) trong it nhit 6 gid & nhiét do
trong phong. St dung 10pL miu chudn duoc nhudm trudc bing SeeBlue® Plus2

(Invitrogen) lam déu chuén vé khéi lwong phén ti.
LC-MS

Khéi lugng phan tir cla protein dugc biéu hién nguyén ven dugc xac dinh bing
phuong phap do khdi phd phéi hop véi MPI Hoa Sinh (Martinsried). Phan tich cac miu
trén thiét bj phéan tich khéi luong ESI-TOF (microTOF, Bruker), dugc trang bi cot
Phenomenex Aeris™ Widepore C4 (100mm x 2,1mm, kich thudc hat 3,6uM, kich
thude 16 300A), dugc can bﬁng trude d6 trong axetonitril 30%, 0,05% TFA. Dung dich
FcR chira cac miu dwoc bom & toe do 0,25mL/phut, 20°C va protein duoc lién két dugc
rira giai trong 15 phit, bing dung dich axetonitril gradien tuyén tinh tir 30% dén 80%,
0,05% TFA.

Quang phd UV/VIS

Néu can thiét, dung dich protein dugc pha lodng véi dung dich dém tuong ng
dén tri s&6 ODyg nim trong khoang 0,2 va 0,8. Chuyén. 400pL. dung dich vao
microcuvet UV (UV-cuvette micro, Brand). Ghi lai d0 hép thu & budc séng 280nm va
320nM (TidasE, J&M Analytik) va ndng d6 protein trong mg/ml duge tinh toan theo
phuong trinh sau:

Cprotein — (OD280 - OD320) X 0364mg/ mL

Dung dich dém tuong tung dugc sir dung lam mAu tring. Thir nghiém dugc thuc

hién 3 14n va tinh két qua trung binh.
Vi du 1: Sang loc két tia

Viéc san xuét protein FcR bing qua trinh dya vao sy cudn gép lai thuong bao
gbm budc tao két tha bing ammoni sulfat. Bing cach bd sung amoni sulfat
kosmotropic, cic san phim phu ctia qua trinh cudn glp nhu céac loai khong cudn glp va
cudn gip sai, va con céc tap chit c6 ngudn gdc tir t& bao chi nhu cac thanh phén cia
thanh té bao va céc protein s& bi két tha. Voi viée ting ndng d6 chét két tia, hiéu qua
tao két ta s& ting va nho d6 thu dugc ché phim FcR c6 do tinh khiét cao, mién 1a bién

thé FcR chiu duge su tao két toa & néng d6 amoni sunfat cao nhu vay. Do d6, c6 thé
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mong mudn ¢6 bién thé FcR c6 thé hoa tan tdt & cic ndng do amoni sunfat bang hoic
vuot qua 1,5M. Bén canh do, két tha thay ngay ciia c4c tap chét & ndng @6 amoni sunfat
cao s& tao diéu kién thuan loi dé lién két hiéu qua v6i nhua HIC. Do kha ning lién Két
dong luc cao ludn ludn 1a myc ti€u phat trién quan trong cho budc bét giir bang séc ky,
d6 hoa tan vdi sy c6 mét cua néng d6 amoni sunfat cao la diéu bét budc.

Pé danh gia khé ndng hoda tan cua cac bién thé FcR véi sy c6 mit ciia amoni
sunfat, mdi bién thé duoc U véi ndng 6 amoni sunfat ting din & o pHtlr 6 dén 8. Sau
1 gio G ¢ nhiét 46 25°C, ndng do FcR trong dich ndi duge xé4c dinh bang phép do quang
phé UV/vis. Nhu duoc thé hién trén Fig.2, bién thé 3 khang lai sw két tia bang amoni
sunfat nhét véi d6 két tia ban cyc dai, & 2,05M dén 2,13M (NH,),SO,. Ngugc lai, "bién
thé 2" (SEQ ID NO: 8) va “bién thé 4” (SEQ ID NO: 9) it hoa tan hon & nong d6 amoni
sunfat cao, cho thiy két tia ban cuc dai véi néng d6 (NH,),SO, nim trong khoang
1,70M — 1,76M. Tuy nhién, "bién thé 4" van c6 thé tan dwoc & ndng dd amoni sunfat
cao. Su phu thudc vao d9 pH cua do hoa tan d6i v6i tat ca bién thé FcR 1a khong dang
ké.

Luuy ring khong thé thyuc hién sang loc két tua va do d6 viéc xac dinh do hoa
tan ciia "bién thé 1" trong ndng d6 amoni sunfat cao, bdi vi "bién thé 1" khong tai cudn

glp du va do d6 khdng thu dugc protein hoa tan dé sang loc két toa.
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YEU CAU BAO HQ

1. Trinh tu axit nucleic ma héa protein ¢ trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1.

2. Vecto chira trinh tu axit nucleic theo diém 1.
3. Protein thu duoc béng cach biéu hién trinh tuy axit nucleic theo diém 1 hoic

vecto theo diém 2 trong té bao cha.

4. Protein theo diém 3, trong d6 té bao chu 1a té bao chii nhan so.

5. Protein theo diém 3 hoic 4, trong d6 té bao chu 13 E. coli.

6. Protein dugc ma héa bdi trinh ty axit nucleic néu trong SEQ ID NO: 6.

7. Dugc phém chira protein theo diém 3 hoic 4.

8. Ché phim chét chira protein c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 2 va/hodc 3.

9. Ché phdm chét theo diém 8, trong d6 ché phdm nay con chira protein c6 trinh ty
néu trong SEQ ID NO: 4 va/hodc 5.

10. Ché phém chét theo diém 8 hoic 9, trong d6 lugng protein cé trinh ty néu trong
SEQ ID NO: 2 16n hon lugng protein ¢ trinh tw néu trong SEQ ID NO: 3.

11.  Ché phdm chét theo diém bét ky trong sb cac diém 8 dén 10, trong d6 lugng
protein c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 2 va 3 16n hon luong protein co trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 4 va/hodc 5.

12. Té bao chu chira trinh tu axit nucleic theo diém 1 hoic vecto theo diém 2.

13.  Té bao chu theo didm 12, trong d6 té bao chu nay 1a té bao chi nhin so hodc
nhan thuec.

14.  Té bao chi theo diém 13, trong d6 t& bao chi nhan so 13 E. coli, tét hon 14 E.coli
BL21.

15.  Phuong phap san xuét dugc phim bao gdm budc nudi cAy t& bao chu theo diém
bit ky trong s céc diém 12 dén 14 trong cac diéu kién cho phép sy biéu hién cua

protein dugc ma héa, va thu hdi duge phim thu dugc.
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Fig. 1

a)

b)
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Seg.l: "var.3" VRYTFEPONGKSKKFSRSDPNESIPOANHSHEGDY H I"uNTGYTLY"“RPQTi; EPESS
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Fig. 2
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vecto, té& bao vat cht chita chting, dugc phim chita protein va phuwong phap san
xuit duoc phidm nay
<130> SUP14715PCT
<150> US13/663,527

<151>30/10/2012

<160> 9

<170>Phién ban PatentIn 3.5

<210> 1

<211> 177

<212> PRT

<213>nhé&n tao

<220>

<223>Bién thé IIB cua thu thé Fc gamma

<400> 1

Met Ala Pro Pro Lys Ala Val Leu Lys Leu Glu Pro Gln Trp Ile Asn
1 5 10 15

Val Leu Gln Glu Asp Ser Val Thr Leu Thr Cys Arg Gly Thr His Ser
20 25 30

Pro Glu Ser Asp Ser Ile Gln Trp Phe His Asn Gly Asn Leu Ile Pro
35 40 45

Thr His Thr Gln Pro Ser Tyr Arg Phe Lys Ala Asn Asn Asn Asp Ser
50 55 60

Gly Glu Tyr Thr Cys Gln Thr Gly Gln Thr Ser Leu Ser Asp Pro Val
65 70 75 80

His Leu Thr Val Leu Ser Glu Trp Leu Val Leu Gln Thr Pro His Leu
85 90 95

Glu Phe Gln Glu Gly Glu Thr Ile Val Leu Arg Cys His Ser Trp Lys
100 105 110

Asp Lys Pro Leu Val Lys Val Thr Phe Phe Gln Asn Gly Lys Ser Lys
115 120 125

Lys Phe Ser Arg Ser Asp Pro Asn Phe Ser Ile Pro Gln Ala Asn His
130 135 140

Ser His Ser Gly Asp Tyr His Cys Thr Gly Asn Ile Gly Tyr Thr Leu
145 150 155 160

Tyr Ser Ser Lys Pro Val Thr Ile Thr Val Gln Ala Pro Ser Ser Ser

165 170 175
Pro
<210> 2
<211> 176
<212> PRT
<213>nhan tao
<220>
<223>Bién thé IIB cua thu thé Fc gamma
<400> 2
Ala Pro Pro Lys Ala Val Leu Lys Leu Glu Pro Gln Trp Ile Asn Val
1 5 10 15

Leu Gln Glu Asp Ser Val Thr Leu Thr Cys Arg Gly Thr His Ser Pro
20 25 30
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Glu Ser Asp Ser Ile Gln Trp Phe His Asn

His Thr Gln Pro Ser Tyr Arg Phe Lys Ala
50 55

Glu Tyr Thr Cys Gln Thr Gly Gln Thr Ser
65 70

Leu Thr Val Leu Ser Glu Trp Leu Val Leu
85 90

Phe Gln Glu Gly Glu Thr Ile Val Leu Arg
100 105

Lys Pro Leu Val Lys Val Thr Phe Phe Gln
115 120

Phe Ser Arg Ser Asp Pro Asn Phe Ser Ile
130 135

His Ser Gly Asp Tyr His Cys Thr Gly Asn
145 150

Ser Ser Lys Pro Val Thr Ile Thr Val Gln
165 170

<210> 3

<211> 175

<212> PRT

<213>nhan tao

<220>

<223>Bién thé IIB cua thu thé& Fc gamma

<400> 3

Pro Pro Lys Ala Val Leu Lys Leu Glu Pro
1 5 10

Gln Glu Asp Ser Val Thr Leu Thr Cys Arg
20 25

Ser Asp Ser Ile Gln Trp Phe His Asn Gly
35 40

Thr Gln Pro Ser Tyr Arg Phe Lys Ala Asn
50 55

Tyr Thr Cys Gln Thr Gly Gln Thr Ser Leu
65 70

Thr Val Leu Ser Glu Trp Leu Val Leu Gln
85 90

Gln Glu Gly Glu Thr Ile Val Leu Arg Cys
100 105

Pro Leu Val Lys Val Thr Phe Phe Gln Asn
115 120

Ser Arg Ser Asp Pro Asn Phe Ser Ile Pro
130 135

Ser Gly Asp Tyr His Cys Thr Gly Asn Ile
145 150

Ser Lys Pro Val Thr Ile Thr Val Gln Ala
165 170
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Gly

Asn

Leu

75

Gln

Cys

Asn

Pro

Ile

155

Ala

Gln

Gly

Asn

Asn

His

Gly

Gln

Gly

155

Pro

Asn

Asn

60

Ser

Thr

His

Gly

Gln

140

Pro

Trp

Thr

Leu

Asn

60

Asp

Pro

Ser

Lys

Ala

140

Tyr

Ser

Leu
45

Asn
Asp
Pro
Ser
Lys
125
Ala

Tyr

Ser

Ile
His
Ile
45

Asp
Pro
His
Trp
Ser
125
Asn

Thr

Ser

Ile

Asp

Pro

His

Trp

110

Ser

Asn

Ser

Asn
Ser
30

Pro

Val

Leu

Lys

110

Lys

His

Leu

Ser

Pro

Ser

Val

Leu

95

Lys

Lys

His

Leu

Ser
175

Val

15

Pro

Thr

Gly

His

Glu

95

Asp

Lys

Ser

Tyr

Pro
175

Thr

Gly

His

80

Glu

Asp

Lys

Ser

Tyr

160

Pro

Leu

Glu

His

Glu

Leu

80

Phe

Lys

Phe

His

Ser
160
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<210> 4
<211> 174
<212> PRT
<213>nhan tao
<220>

<223>Bién thé& IIB cua thu thé Fc gamma
<400> 4

Pro Lys Ala Val Leu Lys Leu Glu Pro Gln
1 5 10

Glu Asp Ser Val Thr Leu Thr Cys Arg Gly
20 25

Asp Ser Ile Gln Trp Phe His Asn Gly Asn
35 40

Gln Pro Ser Tyr Arg Phe Lys Ala Asn Asn
50 55

Thr Cys Gln Thr Gly Gln Thr Ser Leu Ser
65 70

Val Leu Ser Glu Trp Leu Val Leu Gln Thr

Glu Gly Glu Thr Ile Val Leu Arg Cys His
100 105

Leu Val Lys Val Thr Phe Phe Gln Asn Gly
115 120

Arg Ser Asp Pro Asn Phe Ser Ile Pro Gln
130 135

Gly Asp Tyr His Cys Thr Gly Asn Ile Gly
145 150

Lys Pro Val Thr Ile Thr Val Gln Ala Pro
165 170

<210> 5

<211> 172

<212> PRT

<213>nhén tao

<220>

<223>Bién thé& IIB cua thu thé Fc gamma

<400> 5

Ala Val Leu Lys Leu Glu Pro Gln Trp Ile
1 5 10

Ser Val Thr Leu Thr Cys Arg Gly Thr His
20 25

Ile Gln Trp Phe His Asn Gly Asn Leu Ile
35 40

Ser Tyr Arg Phe Lys Ala Asn Asn Asn Asp
50 55

Gln Thr Gly Gln Thr Ser Leu Ser Asp Pro
65 70

Ser Glu Trp Leu Val Leu Gln Thr Pro His
85 90

Glu Thr Ile Val Leu Arg Cys His Ser Trp
100 105

Trp

Thr

Leu

Asn

Asp

75

Ser

Lys

Ala

Tyr

155

Ser

Asn

Ser

Pro

Val
75

Leu

Lys

Ile

His

Ile

Asp

60

Pro

His

Trp

Ser

Asn

140

Thr

Ser

Val

Pro

Thr

Gly

His

Glu

Asp

Asn

Ser

Pro

45

Ser

Val

Leu

Lys

Lys

125

His

Leu

Ser

Leu

Glu

His

45

Glu

Leu

Phe

Lys

Val

Pro

30

Thr

Gly

His

Asp

110

Lys

Ser

Tyr

Pro

Gln

Ser
30

Thr

Thr

Gln

T

Pro
110

Leu

15

Glu

His

Glu

Leu

Phe

95

Lys

Phe

His

Ser

Glu

15

Asp

Gln

Thr

Val

Glu

95

Leu

Gln

Thr

Tyr

Thr

80

Pro

Ser

Ser

Ser
160

Asp

Ser

Pro

Cys

Leu

80

Gly

Val
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Lys Val Thr Phe Phe Gln Asn Gly Lys Ser Lys
115 120
Asp Pro Asn Phe Ser Ile Pro Gln Ala Asn His
130 135 :
Tyr His Cys Thr Gly Asn Ile Gly Tyr Thr Leu
145 150 155
Val Thr Ile Thr Val Gln Ala Pro Ser Ser Ser
165 170
<210> ©
<211> 534
<212>ADN
<213>nhén tao
<220>
<223>Bién thé IIB cua thu thé Fc gamma
<400> 6
atggcaccgc cgaaagcagt tctgaaactg gaaccgcagt
gatagcgtta ccctgacctg tcgtggcacc catagcccgg
tttcacaacg gcaatctgat tccgacccat acccagccga
aacaacgata gcggcgaata tacctgtcag accggtcaga
catctgaccg ttctgagcga atggctggtt ctgcagaccc
ggcgaaacca ttgttctgcg ttgccacagc tggaaagata
ttcttccaga acggcaaaag caaaaaattc agccgtagcg
caggcgaatc atagccatag cggcgattat cattgtaccg
tatagcagca aaccggtgac cattaccgtt caggcgccga
<210> 7
<211> 166
<212> PRT
<213>nhan tao
<220>

<223>Bién thé& IIB cua thu th& Fc gamma
<400> 7

Met Ala Val Leu Lys Leu Glu Pro Gln Trp
1 5 10

Ile

Asp Ser Val Thr Leu Thr Cys Gly Thr His

20 25

Ser Ile Gln Trp Phe His Asn Asn Leu Ile

35 40
Asn Asn

Pro Ser Tyr Arg Phe Lys Ala

50 55

Asp

Cys Gln Thr Gly Gln Thr Ser Leu Ser Asp Pro

Leu Ser Glu Leu Val Leu Gln Thr Pro His

85 90

Trp

His
105

Gly Glu Thr Ile

100

Val Leu Arg Cys

Val Val Thr

115

Phe Phe Gln Asn

120

Lys Gly Lys

Phe Ile

135

Ser Asp Pro Asn Ser Pro Gln Ala Asn

130
Thr

Ile Thr

155

Asp His Asn

145

Tyr Gly

150

Cys Gly Tyr

-45-

Phe Ser
125

Lys

Ser His Ser

140

Tyr Ser Ser

Pro

ggattaacgt
aaagcgatag
gctatcgttt
ccagcctgag
cgcatctgga
aaccgctggt
atccgaattt
gcaacattgg
gcagcagccc

Asn Val Leu

Glu
30

Ser Pro

Thr
45

Pro His

Ser Glu

60

Gly

Val His Leu

Leu Phe

Lys Asp Lys

110

Lys Lys Phe

125
His

His Ser

140

Leu Tyr Ser

Arg Ser

Gly Asp

Lys Pro
160

tctgcaggaa
cattcagtgg
taaagcgaac
cgatccggtt
atttcaggaa
taaagttacc
tagcattccg
ctataccctg
gtaa

Gln
15

Glu

Ser Asp

Thr Gln

Tyr Thr

Thr Val

80

Gln Glu

Pro Leu

Ser Arg

Ser Gly

Ser Lys

160

60
120
180
240
300
360
420
480
534
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Pro Val Thr Ile Thr Val
165

<210> 8

<211> 185

<212> PRT

<213>nhé&n tao

<220>

<223>Bién thé IIB cua thu thé Fc gamma
<400> 8

Met Gly Thr Pro Ala Ala Pro Pro Lys Ala
1 5 10

Gln Trp Ile Asn Val Leu Gln Glu Asp Ser
20 25

Gly Thr His Ser Pro Glu Ser Asp Ser Ile
35 40

Asn Leu Ile Pro Thr His Thr Gln Pro Ser
50 55

Asn Asn Asp Ser Gly Glu Tyr Thr Cys Gln
65 70

Ser Asp Pro Val His Leu Thr Val Leu Ser
85 90

Thr Pro His Leu Glu Phe Gln Glu Gly Glu
100 105

His Ser Trp Lys Asp Lys Pro Leu Val Lys
115 120

Gly Lys Ser Lys Lys Phe Ser Arg Ser Asp
130 135

Gln Ala Asn His Ser His Ser Gly Asp Tyr
145 150

Gly Tyr Thr Leu Tyr Ser Ser Lys Pro Val
165 170

Pro Ser Ser Ser Pro Met Gly Ile Ile

180 185
<210> 9
<211> 183
<212> PRT
<213>nhéan tao
<220>

<223>Bién thé IIB cua thu thé Fc gamma
<400> 9

Met Thr Pro Ala Ala Pro Pro Lys Ala Val
1 5 10

Trp Ile Asn Val Leu Gln Glu Asp Ser Val
20 25

Thr His Ser Pro Glu Ser Asp Ser Ile Gin
35 40

Leu Ile Pro Thr His Thr Gln Pro Ser Tyr
50 55

Asn Asp Ser Gly Glu Tyr Thr Cys Gln Thr
65 70
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Val

Val

Gln

Tyr

Thr

75

Glu

Thr

Val

Pro

Leu

Thr

Trp

Arg

Gly
75

Thr

Trp

Arg

60

Gly

Trp

Ile

Thr

Asn

140

Cys

Ile

Lys

Leu

Phe

Phe

60

Gln

Lys

Leu

Phe

45

Phe

Gln

Leu

Val

Phe

125

Phe

Thr

Thr

Leu

Thr

His

45

Lys

Leu

Thr

30

His

Lys

Thr

Val

Leu

110

Phe

Ser

Gly

Val

Glu
Cys
30

Asn

Ala

Glu

15

Cys

Asn

Ala

Ser

Leu

Arg

Gln

Ile

Gln
175

Pro

15

Arg

Gly

Asn

Leu

Pro

Arg

Gly

Asn

Leu

80

Gln

Cys

Asn

Pro

Ile

160

Ala

Gln

Asn

Asn

Ser
80



Asp

Pro

Ser

Lys

Ala

145

Tyr

Ser

Pro

His

Trp

Ser

130

Asn

Thr

Ser

Val

Leu

Lys

115

Lys

His

Leu

His

Glu

100

Asp

Lys

Ser

Tyr

Pro
180

Leu

85

Phe

Lys

Phe

His

Ser

165

Met

Thr

Gln

Pro

Ser

Ser

150

Ser

Gly

Val

Glu

Leu

Arg

135

Gly

Lys

Ile

Leu

Gly

Val

120

Ser

Asp

Pro

27827

Ser Glu
90

Glu Thr
105

Lys Val
Asp Pro

Tyr His

Val Thr
170
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Trp

Ile

Thr

Asn

Cys

155

Ile

Leu

Phe
Phe
140

Thr

Thr

Val

Leu

Phe

125

Ser

Gly

Val

Leu

Arg

110

Gln

Ile

Asn

Gln

Asn

Pro

Ile

Ala
175

Thr

His

Gly

Gly
160

Pro





