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(57) Sang ché dé cap dén polypeptit phan lap cau thanh tr trinh ty nhu néu trong SEQ ID
NO.3, hoic polypeptit bién thé co do tuong ddng it nhat bang 85% so vdi trinh tu nhu néu
trong SEQ ID NO.3, hoic bién thé cdu thanh tir manh c6 it nhat 20 axit amin tiép giap co
trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.3, hodc dugc ma hoéa béi ADN bod sung c6 trinh ty nhu
néu trong SEQ ID NO.4, hoic bién thé ciia n6 do thoai hoa ma di truyén, hoic ADN bo
sung bién thé c6 d6 twong dong it nhat bang 85% so vdi trinh ty nhu néu trong SEQ ID
NO.4. Sang ché dé cap dén ADN bb sung; khang thé don dong gin két netrin-1; va duoc
pham chira khang thé don dong nay.
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Linh vwc ky thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén polypeptit phan I4p cu thanh tir trinh ty nhu néu trong SEQ
ID NO.3, hozc polypeptit bién thé c6 d twong ddng it nhét bing 85% so véi trinh tu nhu
néu trong SEQ ID NO.3, hodc bién thé cdu thanh tir manh c6 it nhit 20 axit amin tiép
giap c¢6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.3, hodc duge ma héa bdi ADN bd sung c6
trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.4, hodc bién thé ctia né do thoi héa mi di truyén,
hoic ADN bd sung bién thé c6 do twong ddng it nhit bang 85% so véi trinh tu nhu néu
trong SEQ ID NO.4. Sang ché dé cip dén ADN bd sung; khang thé don dong gén két

netrin-1; va dugc phdm chira khang thé don dong nay.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Netrin-1 1a protein thuoc ho netrin va 1a tin hiéu van chuyén trong so1 truc trong
qué trinh hat va day soi truc va dong vai trd chinh trong viée phat trién hé than kinh. Céc
thu thé chinh ciia netrin-1 13 DCC (khéng c6 mat trong bénh ung thu truc trang) va
UNCS (UNCSA, UNC5B, UNC5C, UNC5D ¢ nguoi, UNC5H1, UNC5H2, UNC5H3,
UNCS5H4 & chudt nhit), tat ca cac thu thé nay déu thudc ho thu thé phu thude (Keino-
Masu, 1996, Cell 87: 175-185 ; Ackermann, 1997, Nature 386: 838-842; Hong, 1999,
Cell 97: 927-941; Mehlen, 1998, Nature 395: 801-804). Céc thu thé phu thudc déu c6 kha
ning gy chét té biao theo chwong trinh khi khéng c6 mit cac phéi tir twong Gmg cua
ching, nhé d6 kha ning gy chét nay bi phong bé trong qua trinh gin két véi phéi tir
tuong Gmg (Mehlen, 2004, Cell Mol Life Sci 61: 1854-1866; Bredesen, 2005, Gay chét té
bao Differ 12: 1031-1043).

Trong cac bénh ung thu khac nhau & ngudi, dd quan sat théy viéc giam hodc mét
kha nang biéu hién DCC, tir d6 dan t&i viée giam hozic mét kha ning gy chét té bao theo
chuong trinh do DCC géy ra (Kinzler, 1996, Proc Natl Acad Sci 100: 4173-4178). Hon
thé nira, ciing d quan sat duoc ring cic gen UNCS5 dugc didu hoa giam trong hiu hét cac
khdi u truc trang, chimg t6 ring viéc mat thu thé UNC5 phu thudc 1a tinh hitu ich chon
loc dbi véi cac té bao khdi u (Bernet, 2007, Gastroenterology 133: 180-1848; Shin, 2007,
Gastroenterology 133: 1849-1857). Tuy nhién, qua trinh diéu hoa giam thu thé DCC va

UNCS5 phu thudc khong nhitng 1am ting cudng kha ning séng s6t ciia cac té bao khébi u
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khac nhau, ma con quan sat dugc su biéu hién tu tiét ctia netrin-1 phéi tir cia chung. Dic
biét 13, d4 nhan thiy ring phan 16n cac khéi u nguc, tirc 13 bénh ung thu va di cin, 1am
tang mic biéu hién ctia netrin-1 (Fitamant, 2008, Proc Natl Acad Sci 105: 4850-4855).
Cho dén nay, di ching minh dugc ring hai mién phu globulin mién dich (Ig) cta phin
ngoai bao ciia UNCS5 lién quan t6i qua trinh gin két ctia netrin-1, nhung ciing chua biét
1& ring ca hai mién ndy c6 can thiét d& gin két hoan toan netrin-1 hay khéng (Geisbrecht,

2003, J .Biol. Chem. 278 : 32561-32568 ; Kruger, 2004, J. Neur. 24 : 10826-10834).

Nhu néu trén, qué trinh trung hoa netrin-1 béi mién ngoai vi cua DCC hodc mot
phan ciia mién ngoai vi nay (hoat déng nhu protein biy netrin-1) c6 thé gy chét té bao
theo chwong trinh trong cac té bao khdi u biéu hién cac thu thé phu thuéc DCC va/hoidc
UNCS5 (EP-A1-1 989 546). Mién ngoai vi hoic mét phin ctia mién ngoai vi nay ¢ kha
nang 1am giam qua trinh di cin cta cac t& bao bénh ung thu v vao phdi (Fitamant va cac
dong tac gia, 2008). Hon thé nita, mién ngoai vi ndy hodc modt phin ctia mién ngoai vi
nay cling duoc chiing minh 13 1am ting ty 1& phan trim gy chét té bao cua cac t& bao
bénh ung thu phéi té bao nhé va t& bao u nguyén bao than kinh biéu hién netrin-1 & muc
cao (Delloye-Bourgeois, 2009, J Natl Cancer Inst 101 : 237-247 ; Delloye-Bourgeois,
2009, JEM 206 : 833-847). W02012025618 boc 10 protein dung hgp DCC c6 bay DCC
ci tién.

EP 1989 546 (W02007099133) boc 16 cac khang thé don dong hoic da dong
huéng dich dic hiéu netrin-1 hodc thu thé netrin-1, dic biét 1a huéng dich mién ngoai bao
ctia thu thé netrin-1 hoic t¢i manh netrin-1 ¢6 kha ning twong tac v6i mién ngoai bao cua
thy thé netrin-1 niy, ding lam thubc. FR 2 878 165 mb ta trinh tw (SEQ ID NO.164)

tuong tng véi cac gbe 341-396 (56 axit amin) ciia netrin-1.
Ban chit ky thuit ciia sdng ché

Céc tac gia sang ché hién di xac dinh duoc epitop mach thing hodc hdu nhu 1a
tuyén tinh trén netrin-1 ¢ thé twong tmg v6i ving gin két dic hiéu cua netrin-1 véi cic
thu thé, cu thé 1a nhém UNCS5, nhét 13 UNC5B va UNC5A, hoic theo cach khac twong
{tng v6i ving nam gin ving gin két dic hiéu cta netrin-1 voi thu thd ma khi gan két voi
khang thé ngin can qua trinh tuong tic netrin-1/thu thé. Viéc xéac dinh epitop mach thing
nay cho phép cac tac gia sang ché tao ra cac khang thé gin két netrin-1 va can tré qua

trinh tuong téc netrin-1/thy thé, nho d6 gay chét té bao theo chwong trinh hoic giy chét
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t& bao khdi u biéu hién hodc biéu hién qua muc netrin-1 va it nhit mot thu thé netrin-1,
do trén thuc té qua trinh tuong tac nay trc ché netrin-1 gan két vi thu thé va multime hoa
thu thé nay. Cac tac gia sang ché ciing d3 tao ra duogc khang thé don dong cia chudt

huéng dich epitop nay va cic dang nhan tao khac nhau cta ching.

Netrin-1 ¢6 trinh tu axit amin ddy di nhu néu trong SEQ ID NO.1 va mé héa
ADN b6 sung m3 héa c6 trinh tir nhu néu trong SEQ ID NO.2. Epitop mach thing dugc
dic trung & mién tuong tu EGF thir hai cia netrin-1 va c6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID
NO.3 va cu thé hon c6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.35. ADN bb sung ma héa
epitop nay co6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.4, twong tng v4i SEQ ID NO.36.

Muc dich thit nhét ciia séng ché 13 dé cap dén polypeptit phan 1ap cau thanh tir
trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.3, hodc polypeptit bién thé c6 do trong ddng it nhat
bang 85% so v6i trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.3, hodc bién thé ciu thanh tir manh
c6 it nhat 20 axit amin tiép gip c6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.3, hodc dugc ma
héa bdi ADN bd sung cé trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO .4, hoic bién thé ciia né do
thodi hoa ma di truyén, hoic ADN bd sung bién thé c6 d6 tuong ddng it nhit bing 85%
s0 voi trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.4. Polypeptit nay c6 epitop mach thing cia
netrin-1 hodc manh hozc bién thé cua epitop mach thing nay. Cu thé hon, sang ché dé

cap dén:
- polypeptit phan 14p hoic tinh ché ¢4 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.3,

- polypeptit bién thé c6 do twong ddng it nhit bing 85%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98% hodc 99% so vdi trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.3,

- polypeptit bién thé c6 téi da 200, 150, 100, 90, 80, 70, 60, 50 axit amin va bao
gdm trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.3 hoic trinh tr bién thé nhu md ta néu trén, nhu
polypeptit bién thé cdu thanh tir 22 axit amin tiép giap co trinh tu nhu néu trong SEQ ID
NO.3 tir vi tri 9 (A) dén vi tri 30 (C), ké ca cAc axit amin ndy, ma trinh tir bién thé nay
dugc néu trong SEQ ID NO.35,

- polypeptit bién thé ciu thanh tir it nhat 20, 25 hodc 30 axit amin tiép gidp c6
trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.3 nhu polypeptit bién thé cé trinh ty nhu néu trong
SEQ ID NO.35, hogc trinh tu bién thé nhu m ta néu trén,
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- polypeptit ¢ trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.35, hoic trinh tu bién thé nhu
mo ta néu trén,

- polypeptit phan 1ap hodc tinh ché dugc mi héa bdi ADN bd sung c6 trinh tu nhu
néu trong SEQ ID NO.4 hoac SEQ ID NO.36.

Sang ché ciing dé cap dén ADN b sung cé trinh tr nhu néu trong SEQ ID NO.4
hoiac SEQ ID NO.36, hoac bién thé cta né do thoai héa ma di truyén, hoic ADN bb sung
bién thé c6 do twong dong it nhit bang 85% so v6i trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.4
hoic SEQ ID NO.36. ADN bd sung nay ma héa polypeptit ndy cé epitop mach thang clia
netrin-1 hoic manh hogc bién thé cta epitop mach thing nay. Cu thé hon, séng ché d&
cap dén:

- ADN bb sung c6 trinh tir nhu néu trong SEQ ID NO 4,

- ADN b6 sung bién thé mi héa polypeptit ¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.3

hodc bién thé ctia nd, do thoai héa ma di truyén,

- ADN b6 sung bién thé ma héa polypeptit bién thé nhu dugc néu trén, dic biét 1a
ADN bb sung ma héa polypeptit bién thé cé trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.35, nhu
ADN bb sung c6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.36,

- ADN b6 sung bién thé c6 d6 twong ddng it nhit bing 85%, 90%, 95%, 96%,
97%., 98% hodc 99% so v6i trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.4 hodc SEQ ID NO.36.

Theo sang ché, polypeptit bién thé c6 kha ning tao ra khang thé vin c6 kha ning
gilt duoc gin két ddc hiéu voi epitop mach thing trén netrin-1 va trc ché qué tuong tac
ciia netrin-1 voi thu thé cia né, cu thé 1a UNC5 hodc DCC, dac biét 1a UNC5B va
UNCS5A, va gay chét té bao theo chuong trinh hodc giy chét té bao khdi u bidu hién hoic
biéu hién quéa muc netrin-1 va thu thé netrin-1. ADN b sung bién thé ma héa polypeptit
cé trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.3 hodc ¢6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.35
hoic polypeptit bién thé.

Sang ché ciing mé ta sir dung polypeptit c6 trinh tur nhu néu trong SEQ ID NO.3
hodac SEQ ID NO.35 hoac bién thé cua no, dé tao ra khang thé don dong, va cac khang
thé don dong da duoc tao ra nhu vay ciing 1 d6i tuong cta sang ché. Nguoi c6 hiéu biét
trung binh trong linh vic niy cin phai hiéu ring cic phuong phéap cho phép tao ra céac
khang thé don dong, bing cach sir dung k¥ thuat ding bach ciu hodc thé lai. Sang ché
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bao ham viéc sir dung cic phuong phap nay dé tao ra cac khang thé hudng dich dic hiéu
polypeptit c¢é trinh tr nhu néu trong SEQ ID NO.3 hoic SEQ ID NO.35 hoic bién thé cia
n6. Sang ché ciing dé cdp dén phuong phap san xuit polypeptit hoic cac khang thé don
dong bang k¥ thuat di truyén trén co s& trinh tu axit nucleic m3 hoa polypeptit hoic
khang thé dic hiéu, do cach xac dinh va boc 16 cac CHR cta VH va VL. Sang ché ciing
dé cap dén manh khang thé va/hoic cac khang thé hodc manh khang thé nhan tao c6 vung
bién d6i dic hiéu véi epitop mach thing theo sang ché, manh hodc bién thé cta né. Thuat
ngir “polypeptit gin két” duoc st dung trong ban md ta dé chi khang thé va bién thé
khang thé, manh va dang két hop c6 kha ning duy tri chirc ning gin két ctia khang thé
nay.

Do d6, sang ché ciing dé cap dén khang thé don dong gin két netrin-1, trong do6

khang thé don dong ndy c6 cac dic tinh sau :

(i) gén két dac hiéu vé6i polypeptit ¢é trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.3 hoic SEQ ID NO.35 hoic polypeptit bién thé c6 do trong ddng it nhit bang 85%
so voi trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.3 hodc SEQ ID NO.35, hodc polypeptit bién
thé cdu thanh tir manh c6 it nhit 20 axit amin tiép gidp ¢ trinh tu nhu néu trong SEQ ID
NO.3 ; hoac

(2i) chtra ving xac dinh bd sung CDR1-H ¢6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.5,
ving xac dinh bd sung CDR2-H ¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.6, ving x4c dinh
bb sung CDR3-H ¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.7, va ving xac dinh bd sung
CDRI-L c¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.8, ving xac dinh b sung CDR2-L c6
.trinh tu nhu néu trong YAS va viing xac dinh b sung CDR3-L c¢6 trinh tu nhu néu trong

'SEQ ID NO.9 ; hoic

(3i) chira ving xac dinh bd sung CDRI1-H c6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID
NO.28, ving x4c dinh bd sung CDR2-H ¢6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.29, ving
xé4c dinh b6 sung CDR3-H ¢6 trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.30, va ving x4c dinh bd
sung CDR1-L ¢6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.31, ving x4c dinh bd sung CDR2-L
c6 trinh tur nhu néu trong SEQ ID NO.32 va ving x4c dinh b6 sung CDR3-L c6 trinh tur
nhu néu trong SEQ ID NO.9 ;
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trong d6 khang thé don dong nay c6 dic tinh gin két netrin-1 va gay chét t& bao
hodc gy chét t& bao khéi u theo chuong trinh thong qua thu thé UNCS5 hodc thu thé
DCC.

Trén thuc té, netrin-1 tu do hodc hoat dong khong tdn tai hodc c6 mat véi lugng
khong du, sao cho qua trinh truyén tin hidu gy chét té bao theo chuong trinh cta thu thé

netrin-1 duoc hoat hoa.

Sang ché ciing dé cap dén khang thé don dong gan két netrin-1 dugc dic trung boi
cac ving xac dinh bd sung ciia nd (complementarity-determining region-CDR), trong d6
khéang thé don dong gin két nay c6 dic tinh gan két netrin-1 va gy chét t& bao hodc giy
chét t& bao theo chuong trinh ctia té bao khdi u théng qua thu thé UNC5 hodc DCC.

Sang ché ciing dé cip dén khang thé hodc manh gin két epitop clia nd.

Bing cach st dung hé théng danh sb thi tu IMGT, sang ché d& cép dén polypeptit
gan két netrin-1 bao gdm madt hodc nhidu ving xac dinh bd sung (CDR) ¢é trinh tu axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.7 (CDR3-H), SEQ ID NO.9 (CDR3-L), va tét hon néu

cé hai trinh tu nay.

Cu thé hon, polypeptit co thé con dugc xac dinh béi su ¢6 mit bd sung cia CDRI,
ving x4c dinh bd sung CDR2 hoic CDR1 va ving x4c dinh bd sung CDR2 cia VH
va/hoic VL. Do d6, polypeptit c¢6 thé chira mot hodc nhiéu ving CDR c¢é trinh ty axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.7 va SEQ ID NO.5; SEQ ID NO.7 va SEQ ID NO.6;
SEQ ID NO.9 va trinh tu YAS; va/hodc SEQ ID NO.9 va SEQ ID NO.8.

Sang ché dé cap dén polypeptit chira ving xac dinh bd sung CDR1-H c6 trinh tir
nhu néu trong SEQ ID NO.5, viing xé4c dinh bd sung CDR2-H ¢6 trinh ty nhu néu trong
SEQ ID NO.6, ving x4c dinh bd sung CDR3-H c¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.7.

Sang ché dé cap dén polypeptit chira ving xac dinh bd sung CDR1-L c6 trinh tu
nhu néu trong SEQ ID NO.8, viing xac dinh bd sung CDR2-L ¢6 trinh tyr nhu néu trong
YAS va viing xac dinh bd sung CDR3-L ¢4 trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.9.

Khang thé don dong theo sang ché chira ving x4c dinh bd sung CDR1-H ¢6 trinh
tu nhu néu trong SEQ ID NO.5, ving xac dinh bd sung CDR2-H ¢6 trinh tu nhu néu
trong SEQ ID NO.6, ving xac dinh b sung CDR3-H c6 trinh tir nhu néu trong SEQ ID
NO.7, ving x4c dinh bd sung CDR1-L ¢6 trinh tur nhu néu trong SEQ ID NO.8, ving x4c
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dinh bd sung CDR2-L c6 trinh tu nhu néu trong YAS va ving xé4c dinh bd sung CDR3-L
c6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.9.

Bing cach sir dung hé thdng danh sé thir tw Kabat, sang ché dé cap dén polypeptit
gan két netrin-1 bao gdm mét hodc nhidu ving x4c dinh bd sung (CDR) c6 trinh tu axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.30 (CDR3-H), SEQ ID NO.9 (CDR3-L), va tét hon néu
cé hai trinh tu nay.

~ Cu thé hon, polypeptit nay c6 thé con duoc xac dinh bdi su ¢6 mit bd sung cua
viing x4c dinh bd sung CDR1, ving x4c dinh bd sung CDR2 hoic viing x4c dinh bd sung
CDRI1 va ving xac dinh bd sung CDR2 ctia VH va/hoic VL. Do do, polypeptit nay cé
thé chia mot hodc nhiéu ving CDR ¢6 céc trinh tr axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.30 va SEQ ID NO.28; SEQ ID NO.30 va SEQ ID NO.29; SEQ ID NO.9 va SEQ ID
NO.32; va’/hodc SEQ ID NO.9 va SEQ ID NO.31.

Séng ché dé cap dén polypeptit chira ving x4c dinh bd sung CDR1-H c6 trinh tu
nhu néu trong SEQ ID NO.28, ving x4c dinh bd sung CDR2-H ¢6 trinh tu nhu néu trong
SEQ ID NO.29, viing xic dinh bd sung CDR3-H c6 trinh tur nhu néu trong SEQ ID
NO.30.

Sang ché d& cap dén polypeptit chira ving xac dinh bd sung CDR1-L ¢ trinh tu
nhu néu trong SEQ ID NO.31, viing x4c dinh bd sung CDR2-L c¢6 trinh tr nhu néu trong
SEQ ID NO.32 va viing x4c dinh b sung CDR3-L c6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID
NO.9.

Khang thé don dong theo sang ché chira ving x4c dinh bd sung CDR1-H ¢6 trinh
tu nhu néu trong SEQ ID NO.28, ving xac dinh bd sung CDR2-H ¢6 trinh tu nhu néu
trong SEQ ID NO.29, viing x4c dinh bd sung CDR3-H c¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID
NO.30, viing x4c dinh bb sung CDR1-L c¢6 trinh tr nhu néu trong SEQ ID NO.31, vung
xé4c dinh b6 sung CDR2-L c¢6 trinh tr nhu néu trong SEQ ID NO.32 va viing xé4c dinh bd
sung CDR3-L ¢¢ trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.9.

Céc polypeptit niy 13 polypeptit gin két netrin-1, trong dé polypeptit gin két nay
c6 dic tinh gin két netrin-1 va gy chét t& bao hoic gy chét t& bao khédi u theo chuong
trinh théng qua thy thé UNCS5 hoic DCC. Tét hon néu cac polypeptit nay 13 khang thé,
dic biét 13 khang thé don dong. Cac dang khac nhau cua céc polypeptit hodc khang thé

gén két (bao gdm ménh va dang két hop cia ching) s& dugc mé ta duéi day.
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Mo ta van tat hinh vé

Fig.1 12 dd thi thé hién két qua thir nghiém gin két ELISA cua khang thé 4C11 caa
chudt véi Netrin-1 ctia nguoi. Cac ndéng do khac nhau cta khang thé 4C11 duoc U trén
dia vi chudn d 96 giéng dugc phi bang Netrin-1 duoc danh ddu FLAG (APOTECH).
4C11 gin két dugc phat hién bang cach st dung khang thé ctia dé khang IgG cua chudt
nhit dugc tiép hop véi peroxidaza ciia ciy cu cai ngua (Jackson Immunoresearch) va co
chat phat quang héa hoc (co chét thdm tach Western PIERCE ECL). Cudng d6 phat
quang dugc doc trén phat quang ké Tecan Infinite F-500.

Fig.2 1a d6 thi thé hién hoat tinh trc ché gin két cua netrin-1 vao UNC5B-Fc cia
khang thé 4C11. Netrin-1 duoc danh ddu FLAG (APOTECH) khi ¢6 mit khang thé 4C11
v6i cac nong do khac nhau di dugc U trén dia vi chudn do 96 giéng dugc phu bing
UNC5B-Fc (Netris). Netrin-1 di duoc gin két dugc phat hién bang cach sir dung khang
thé khang FLAG dugc tiép hop vé6i peroxidaza ctia cdy cii cai ngua (Sigma) va co chit
phat quang héa hoc (co chat thdm tich Western PIERCE ECL). Cudng d6 phat quang
dugc doc trén phat quang ké Tecan Infinite F-500.

Fig.3 13 biéu dd thé hién qua trinh 14p ban dd epitop mach thing cia khang thé
4C11 dugc thuc hlén bang cach sir dung mang chtra 590 peptit tuyén tinh gdm 15 axit
amin bao phil todn b trinh tu ctia Netrin-1 cia ngudi véi peptit-peptit chdng lap 14 axit
amin. Qu4 trinh gin két 4C11 trén peptit duoc phat hién bang cach sir dung khang thé
khang IgG cua chudt nhit duge danh diu peroxidaza (POD) va co chat phat quang héa

hoc.

Fig.4 1a so d6 thé hién trinh tu axit amin cua epitop cua Netrin-1 (nim & mién

laminin twong tw EGF thi hai) dugc nhan dién béi khang thé 4C11 cta chubt.

Fig.5 1a biéu d6 thé hién mirc d0 cam g caspaza 3 & cac t& bao biéu mé nén phé
nang clia ngudi bi bénh ung thu biéu mo tuyén A549 khi c6 mat khang thé 4C11 cia

chuot.

Fig.6 1a d6 thi thé hién hoat tinh rc ché sinh trudng ctia manh di ghép cta nguoi &
chudt nhét trui 16ng d4 dugc didu tri bang khang thé 4C11 caa chudt. Té bao bénh ung
thu bidu mé tuyén phdi ctia nguoi A549 duoc tiém dudi da vao chudt khong c6 tuyén tc

(tirc 13 thidu hut mién dich). Ngay khi khéi u dat kich thudc x4p xi 100 mm?, chudt nhét
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(n=10 chudt/nhém) dugc tiém mang bung bang Smg/kg mot 1an mot tudn bang khang thé
4C11 hoic chét dbi chimg isotyp (MOPC21),.

Fig.7 14 d0 thi thé hién hoat tinh trc ché sinh truéng ciia manh di ghép cia ngudi &
chudt nhit trui 16ng di duoc didu tri bang khang thé 4C11 cia chudt. Cac t& bao u bach
huyét vo ndo ngudi GRANTA-519 duoc tiém dudi da vao chudt khong c6 tuyén tc (tirc
13 thiéu hut mién dich). Ngay khi khéi u dat t&i kich thude x4p xi 100 mm®, chudt nhét
(n=10 chudt/nhém) dugc tiém mang bung bing 2mg/kg mot 1dn mét tudn hodc hai lan

mdt tudn bang khang thé 4C11 hoic bang chit dan thubc (PBS).

Fig.8 12 biéu d6 thé hién hoat tinh in vivo ciia khang thé 4C11 nhén tao (hum03)
trong su phat trién ciia bénh uhg thu biéu mé xuong cé thé cdy ghép duoc clia chudt. Cac
khéi u biéu mé xwong ciia chudt dugce ciy ghép vao vi tri dbi dién xuwong chay sau khi
béc mang xuong (n=7). Cac con chudt dugc diéu tri hai 14n mot tudn bing cach tiém
mang bung 4,4mg/kg 4C11 hum03 nhan tao hoic chét déi ching isotyp c6 hodc khong cé
doxorubixin (2mg/kg) hoic bing PBS. Hinh v& nay thé hién mrc ting kich thudc khéi u
6 ngay thu 17.

Fig.9 1a dd thi thé hién két qua phén tich Pepscan ciia mién gin két NET1 cia
khang thé don dong 4C11 nhén tao khang netrine-1 (NET1-H-mAb) HUMO3. Dit liéu
Pepscan thd thu duge bang cach sang loc khang thé don dong 4C11 nhén tao d6i véi thu
vién peptit chong lap gdm 590 peptit tuyén tinh (truc x). Cudng do truyén tin hiéu cta
qua trinh tuong tic nay dugc quan sat trén truc y. Pic tuong Gng véi trinh tu axit amin
sau: ARRCRFNMELYKLSGRKSGGVC (SEQ ID NO.35).

M5 ta chi tiét sang ché

Theo cac phuong 4n thir nhét, polypeptit hodc khang thé theo sang ché bao gdm

trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.10, SEQ ID NO.11, SEQ ID NO.12 hoac

SEQ ID NO.13. Thong thudng, né bao gdm ca hai trinh tir nhu néu trong SEQ ID NO.10
va SEQ ID NO.11, hoac SEQ ID NO.12 va SEQ ID NO.13.

Theo cac phuong 4n thir hai, polypeptit hodc khang thé 13 polypeptit hoic khang
thé nhan tao va bao gém trinh ty axit amin dugc chon tir nhém trinh ty nhu néu trong
SEQ ID NO.14 dén SEQ ID NO.19 vid/hoic nhém trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.20
dén SEQ ID NO.27. Thong thuong, polypeptit hodc khang thé 1a polypeptit hodc khang
thé nhan tao va bao gém trinhvtu axit amin dugc chon tir nhém trinh ty nhu néu trong
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SEQ ID NO.14 dén SEQ ID NO.19 va trinh tu axit amin dugc chon tr nhém trinh tu nhu
néu trong SEQ ID NO.20 dén SEQ ID NO.27.

Theo céc phuong an cu thé, sang ché @& cap dén cac khang thé nhén tao sau ddy.
Truée tién, cac khang thé di dugc liét ké trong bang nay twong tng véi viéc ghép CDR
ctia chudt voi IgG1 cua ngudi. Cac khang thé khac duoc goi 1a HUM, 14 cac khang thé
don dong c6 cac ving khung bién ddi ciia ngudi. Bang nay ciing dua ra su tham khao dbi

v6i CH va CL ctia IgG1 ctia ngudi. Cac alotyp khac c6 thé ciing duge sir dung.

VH Chudi ning VL Chudi nhe

SEQ ID NO. hing dinh SEQ ID NO. hang dinh
GI{ép CDAR (CDR IgGl cta nguoi ToG1 ciia ngudi

cua chudt dugc 77 (GenBank: 19 (GenBank:

ghép vao IgGl cua AEL33691.1 R97K CAC20459 '1)

nguoi) duoc cai bién) )
HUMO1 20 IgGl cta ngudi 14 IgG1 cua nguoi
HUMO2 21 IgGl cta ngudi 15 IgG1 cua nguoi
HUMO3 22 IgG1 cta nguodi 16 IgGG1 cia nguoi
HUMO04 23 IgG1 cta nguodi 17 IgG1 cla nguoi
HUMO5 24 IgGl cla ngudi 17 IgG1 cua nguoi
HUMO6 25 IgGl cla ngudi 16 IgG1 cua nguoi
HUMO7 26 IgGl cta ngudi 17 IgG1 cua nguoi
HUMOS 22 IgG1 cta nguodi 17 IgG1 cla ngudi
HUMO09 25 IgG1 cta nguoi 18 IgG1 cia nguoi
HUMI10 21 IgG1 cia nguoi 16 IgG1 cta nguoi

Sang ché ciing dé cap dén duoc pham chira it nhit mot polypeptit hodc khang thé
gén két netrin-1 theo sang ché va chit dan thudc hoidc ta duge duoc dung. Theo mdt

phuong an, polypeptit hoic khang thé 13 polypeptit hodc khang thé nhan tao.

Sang ché ciing mé ta phuong phap didu tri bénh ung thu trong d6 dbi tugng can
diéu tri duoc dung luong hitu hi€u tri li€u cua dugc phém chira it nhat mot polypeptit
hoic khang thé gin két netrin-1 theo sang ché va chit din thubc hoic ta duge duoc dung.
Theo mét phuong an, polypeptit hoic khang thé 13 polypeptit hoic khang thé nhén tao.

Do d6, ché phdm va phuong phap nay c6 thé chira ddu hiéu hodc dang két hop bt
ky cia mot trong sb cac diu hiéu hoic dang Kkét hop cua cac d4u hiéu nay nhu dugc boc
16 dbi véi polypeptit hodc khang thé néu trong ban mo ta nay.

Theo mot khia canh, bénh ung thu 13 bénh trong d6 cac té bao khdi u biéu hién
hoic biéu hién qua mirc thu thé netrin-1, cu thé 1a nhom UNCS5, dic biét 13 UNC5B
va/hosic UNC5A, va/hoic DCC. Thong thudng, cac té bao khdi u thoat ra khoi thu thé

netrin-1 lién quan t6i viéc gy chét té bao theo chuong trinh do kha ning gin két cta
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netrin-1 vé6i thu thé ndy, cu thé 1a nhém UNCS, dic biét 1a UNC5B va/hoic UNCS5A,
va/hodc DCC, véi sy c¢6 mit clia netrin-1. Theo mdt khia canh, bénh ung thu 1a bénh

trong dé céc té€ bao khoi u hodc t&€ bao dém biéu hién hodc bi€u hién qua mirc netrin-1.

Theo mot s6 phuong 4n, bénh ung thur bao gdm bénh ung thu via di cin, bénh ung
thu phdi té bao khong nho, u nguyén bao thin kinh xam l4n, bénh ung thu biéu mé tuyén
tuy, u melanin nguyén phat, u melanin di cin, bénh ung thu budng trimg, u nguyén bao
xép, bénh ung thu bach ciu tiy bao cip tinh, bénh ung thu bach ciu lympho bao man
tinh, u bach huyét té bao B xam 14n, bénh ung thu mé lién két, bénh ung thu biéu mo
tuyén than, bénh ung thu dau va ¢d, bénh bénh ung thu tinh hoan (vi du, bénh ung thu
biéu mo phdi thai, u quai, khdi u bao nodn hoang), bénh ung thu than, bénh ung thu da
day, bénh ung thu tr cung.

Céac phuong phap xac dinh xem liéu t& bao nhit dinh biéu hién thu thé netrin-1
phu thuoc DCC va/hoic UNCS5 trén bé mit hodc c6 kha nang diéu hoa giam dang ké muc
bidu hién gen netrin-1 d& biét trong linh vuc nay hay khong va bao gbm, nhung khong chi
gi6i han &, IHC (Héa md mién dich) cia FACS (Phén loai té bao hoat héa huynh quang),
PCR dinh lugng (vi du, bing ADN bd sung duoc mdi bi hexame) hodc theo cich khéc
k¥ thuat thim tach Western kém theo k§ thu4t phat hién protein trén co s¢ thuéc nhudm
sinh mau (nhu nhudém bac hodc xanh coomassie) hodc phuong phap phat hién trén co sé
phat huynh quang va phat quang d6i véi cac protein trong cac dung dich va trén gel, vét
va vi mang, nhu nhudém mién dich, ciing nhu két tia mién dich, ELISA, vi mang, va phd
khdi. Theo sang ché, vi du vé bénh ung thu can diéu tri dugc néu trong ban mo ta nay bao
gbm cac dang bénh ung thu dai ding bét ky trong sd cac bénh ung thu da néu. Do 49,
mtrc biéu hién qua mirc netrin-1 c6 thé dugc xac dinh bing cich RT-PCR nhd st dung
céc doan mdi thich hop nhu dugce bdc 10 va dua ra trong ban moé ta nay, dbi voi mé khoe
manh hodc bénh ung thu twrong tw ma khong biéu hién qué mirc netrin-1.

Theo mot phuong 4n, ché phim va phuong phap theo sing ché dugc sit dun dé
diéu tri bénh ung thu biéu hién hodc biéu hién qué muc netrin-1, trong d6 sy bidu hién
hoic biéu hién qua mirc ndy lién quan dén chinh bénh ung thu, hodc dugc gy ra béi viée
diéu tri dugc chit hoéa tri liéu riéng 1&, hodc ca hai.

Sang ché ciing md ta phuong phap diu tri bénh ung thu két hop bao gdm budc
cho d6i tugng bi bénh cin didu tri st dung duoc chit héa tri liéu va polypeptit hoac
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khéng thé theo sang ché. Duoc chat hoa tri liéu va polypeptit hodc khang thé c6 mat voi

lugng hitu hiéu.

Sang ché ciing d& cap dén dugc phdm chita polypeptit hoic khang thé theo sang
ché dé str dung 1am thudc diéu tri bénh ung thu duoc sir dung két hop vé6i dugc chit hoa
tri liéu & ddi twong bi bénh. Sang ché ciing dé cap dén duoc phim chira polypeptit hoic
khang thé theo sang ché dé sir dung 1am thudc diéu tri bénh ung thu & dbi tugng bi bénh

duoc diéu tri béng duoc chit héa tri liéu.

Sang ché cling dé cap dén ché phém chita dugc chit héa tri lidu dé st dung lam
thubc diéu tri bénh ung thu cAn ding cho déi turgng bi bénh két hop vé6i polypeptit hodc
khang thé theo sang ché. Sang ché ciing d& cap dén ché phim chta duoc chit héa tri li€u
dé st dung 1am thudc diéu trj bénh ung thu & dbi twong bi bénh ma dwogc didu tri bing

polypeptit hodc khang thé theo sang ché.

Sang ché ciing d& cap dén ché phim hoic kit bao gém cac phin chira duoc chit
héa tri liéu va polypeptit hoiic khang thé theo sang ché, dé st dung ddng thoi, riéng rd

hodc 1an luot cho ddi tuong bi bénh.

Sang ché ciing dé cép dén ché phim hoic kit bao gdm cac phin chira duge cht
héa tri liéu va polypeptit hodc khang thé theo sang ché, dé su dung déng thoi, riéng €&
hoic 14n lugt cho ddi tuong bi bénh, dé st dung 1am thudc didu tri bénh ung thu hodc

diéu tri bénh ung thu.

Sang ché ciling dé cap dén ché phim chira dugc chét héa tri liéu va polypeptit hodic

khang thé theo sang ché, trong chit mang duoc dung hoic chit dan thudc.

Sang ché ciing dé cap dén ché phdm chira duoc chét héa tri lidu va polypeptit hodc
khang thé theo sang ché, trong chit mang duoc dung hodc chét dan thubc, dé su dung lam
thubc didu tri bénh ung thu.

Sang ché ciing md ta sir dung viéc st dung polypeptit hodc khang thé theo sang
ché dé bao ché thudc didu tri bénh ung thu dugc du dinh dé didu tri két hop cho dbi
tugng bi bénh bang duogc chét héa tri lidu.

Sang ché cling mo ta str dung dugc chét héa tri liéu dé bao ché thube diéu tri bénh
ung thu dugc du dinh dé diéu tri két hop cho dbi tuong bi bénh bing polypeptit hodc
khang thé theo sang ché.
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Sang ché ciing mo ta st dung polypeptit hoic khang thé theo sang ché va duoc

chét héa tri liéu dé bao ché thudc didu tri bénh ung thu két hop.

Sang ché ciing mo ta sir dung polypeptit hodic khang thé theo sang ché va dugc
chat héa tri lidu dé bao ché thudc didu tri bénh ung thu két hop ché phdm hodc kit chira

c4c phan, dé sir dung dong thoi, riéng r& hoic 1an lugt cho dbi tugng bi bénh.

Theo mot khia canh ctia sang ché va nhu dugc giai thich tiép dudi day, dugc chat
héa tri liéu 13 dugc chét gy biéu hién qua miic netrin-1 & cac t& bao bénh ung thu va
polypeptit hoic khang thé theo sang ché thiic diy qua trinh gy chét té bao theo chuong

trinh hoic gay chét té bao do thu thé netrin-1 giy ra mic du bidu hién quéa mic.

Cu thé 13, dugc chat héa tri liéu 14 dugc chét gay biéu hién qua muc netrin-1 & cac
té bao bénh ung thu. Viée x4c dinh ring duoc chit gay biéu hién qua mirc netrin-1 c6 thé
dugc tién hanh mot cach d& dang trén té bao bénh ung thu bit ky, nhu dong t& bao hodc
céc té bao tir viée sinh thiét. Theo mdt phuong an, thir nghi€ém dugc thuc hién trén cac té
bao 14y tir d6i twong bi bénh bj bénh ung thu cin didu tri, vi du tir viéc sinh thiét. Theo
mot phuong an khac, thit nghiém dugc thuc hién trén té bao, nhu dong t€ bao, 1a t& bao
dai dién cho bénh ung thu can diéu tri. Theo mot phuong an khéc, thir nghi€ém duoc thuc
hién trén dong té bio A549 hodc H460. Thir nghiém c6 thé bao gdm viée so sanh muc
biéu hién gen netrin-1 gifta cic té bao di duoc didu tri bing duoc chit hoa tri lidu va cac
té bao khong dugc didu tri. Mtc biéu hién ¢ thé xac dinh duoc bing PCR, dic biét 1a
RT-PCR dinh lugng, vi du bing cach sir dung cic doan mdi di boc 10 va dua ra trong ban
md ta ndy (SEQ ID NO.33 va 34) nhu dugc md ta trong WO2014/041088, dugc hét hop
vao sang ché bang cach vién din. Viéc phan loai dugc chit trong ho gdm cac chit gay
biéu hién qua mirc nay c6 thé duogc tién hanh mét cach don gian theo phuong phéap dugc
mo ta trong phan Nguyén lidu va Phuong phap sau trén dong té bio A549 hoic H460,
nhu dugc mo ta trong WO2014/041088.

Dic biét, dugc chit héa tri liéu 1a dugc chét gay doc té bao. Theo mot sd phuong
an wu tién, dugc chit niy 13 doxorubixin, 5-floroaxil (5FU), paclitaxel (vi du, Taxol),
hodc cisplatin.

Theo mét phuong an, dugc chat nay 1a khang sinh gdy doc té bao. Khang sinh giy

doc té bao ndy cé thé 13 actinomycin, antraxyclin, bleomycin, plicamycin hodc
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mitomycin. Antraxyclin cé thé 1a doxorubixin, daunorubicin, valrubicin, idarubicine hodc

epirubicine.

Theo mdt phwong 4n, dugc chét ndy 14 dugc chat alkyl héa. Dugc chét alkyl héa
c6 thé 12 din xudt platin, nhu cisplatin, carboplatin, oxaliplatine hodc duoc chit alkyl héa
khac nhu xyclophosphamit, ifosfamit, melphalan, thiotepa. Cac nhém khac bao gbém
epipodophylotoxin, vi du etoposide, chat {rc ché topoisomeraza (camptotecine), vi du
irinotecan, topotecan, dugc chit alkyl héa rinh nhd cia ADN, vi du trabectedine

(YONDELIS), metotrexate, pemetrexed, raltitrexed.

Theo mot phuong an, dugc chét nay la taxan hodc duogc chét huéng dich tubulin
khac. Taxan c6 thé 13 paclitaxel hodc doxetaxel, hodc eribuline (gin day duoc chép thuin

dé diéu tri bénh ung thu va).
Theo mdt phuong 4n, duge chit ndy 1 dugc chét didu tri bénh ung thu nhu:

- dugc chét diéu tri bénh ung thu vi béng hormon: vi du, tamoxifene, letrozole,

anastrozole, exemestane, faslodex;

- dugc chét diéu tri bénh ung thu myén tién liét béng hormon: vi du, cic chit chu

van LHRH, bicalutamit, abiraterone;
- khang thé don dong: vi du, cetuximab, panitumumab, bevacizumab;

- duge chit e ché kinaza: vi du, 1matinib, nilotinib, dasatinib, erlotinib, gefitinib,

afatinib, sunitinib, sorafenib, pazopanib, crizotinib, axitinib.
Dinh nghia va c4c phuong 4n, bién thé va thay dbi khac theo sang ché:

Nhu duoc sir dung trong ban mé ta ndy, trinh tu ¢é “it nhat 85% gidng véi trinh tu
so sanh” 13 trinh tu c6, trén toan bd chiéu dai cta né, 85%, hoic 16n hon, cu thé 13 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%., 99%, 99,5%, 99,6%, 99,7%, 99,8%, 99,9%
hozc 100% trinh tr twong dong v6i toan bd d6 dai cua trinh tu so sanh.

Ty 1€ phﬁn trdm cua “do tuong déng trinh tu” ¢6 thé dugce x4ac dinh b:%lng cach so
sanh hai trinh tu, dugc séip hang t6i uu trong cira s so sanh, trong d6 phn cua trinh tu
polypeptit trong cira s6 so sanh c6 thé chira doan chén hodc doan khuyét (sizc la c4c khe
hé) so véi trinh ty so sanh (khong chira doan chén hogc doan khuyét) dé sip hang t6i wu
gifta hai trinh tu ndy. Ty 1¢ phin trim nay duoc tinh bang cach x4c dinh s vi tri tai d6

goc axit amin giong nhau xuat hién & ca hai trinh tu d€ tao ra s6 vi tri khép véi nhau, chia
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sd vi trf khép v6i nhau nay cho tong s vi trf trong cira s6 so sanh va nhan két qua nay
v6i 100 dé thu dugc ty 16 phan traim do twong ddng trinh tu. Sy sip hang trinh ty t6i vu
ding dé so sanh dugc tién hanh bang cach sip hang theo cip chung, vi du st dung thuét
toan cia Needleman va Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48: 443. Ty 18 phan trim do twong
ddng trinh ty c6 thé duge x4c dinh mot cach d& dang, vi du bang cach sir dung chuong
trinh Needle, v6i ma trin BLOSUMS62, va cac thong s sau khe hé (gap-open)=10, khe
hé kéo dai (gap-extend)=0,5.

Theo sang ché, “gbc thay thé axit amin bao thu” 13 gbc thay thé trong d6 gbc axit
amin dugc thé béng géc axit amin khac c¢6 nhom mach bén v6i cac dac tinh héda hoc
tuong tu (vi du, dién tich hoic tinh ky nuéc). Nhin chung, gdc thay thé axit amin bao tha
hau nhu 13 thay dbi cic dic tinh chirc ning cta protein. Vi du v& cac nhém chira axit
amin c6 mach bén véi cac dédc tinh hoa hoc tuong tu bao gém 1) chudi mach bén béo:
glyxin, alanin, valin, leuxin, va isoleuxin; 2) chudi mach bén béo-hydroxyl: serin va
threonin; 3) chudi mach bén chtra amit: asparagin va glutamin; 4) ch_u5i mach bén thom:
phenylalanin, tyrosin, va tryptophan; 5) chudi mach bén c6 tinh bazo: lysin, arginin, va
histidin; 6) chudi mach bén c6 tinh axit: axit aspartic va axit glutamic; va 7) chudi mach
bén chira luu huynh: xystein va methionin. Cac nhém thé axit amin bao tha 13: valin-
leuxin-isoleuxin, phenylalanin-tyrosin-tryptophan, lysin-arginin, alanin-valin, glutamat-

aspartat va asparagin-glutamin.

Thuat ngir “bao gdm” can dugc giai thich 13 bao ham toan bd cac ddu hiéu duoc dé
cap cu thé nhu cac ddu hidu tiy ¥, bd sung, khong cu thé. Nhu duoc st dung trong ban
md ta ndy, viéc sir dung thuat ngir “bao gdbm” ciing bdc 16 phuong an trong d6 khéng c6

mat cac dau hi€u khac so véi cac dau hi€¢u dugce dé cap cu the (fkc la “cau thanh tir”).

Thuat ngit “khang thé” dugc str dung trong ban md ta dé chi khang thé tu nhién
hozc khang thé thong thuong trong d6 hai chudi ning duoc lién két véi véi nhau boi lién
két disulfua va mdi chudi ning nay duoc lién két voi chudi nhe béi lién két disulfua. Co
hai loai chudi nhe, lambda (L) va kappa (k). C6 nim nhém chudi ning chinh (hoic
isotyp) x4c dinh hoat tinh chirc ning cta phan tir khang thé: IgM, IgD, IgG, IgA va IgE.
M&i chubi nay chira cc mién trinh ty riéng biét. Chudi nhe bao gdm hai mién hoic ving,
mién bién dbi (VL) va mién én dinh (CL). Chudi ning bao gdm bbn mién - mién bién dbi

(VH) va ba mién himg dinh (CH1, CH2 va CH3, thudong duoc goi 1a CH). Cac ving bién
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d6i ctia ca chudi nhe (VL) va chudi ning (VH) x4c dinh tinh nhan dién gin két va tinh
dic hiéu t6i khang nguyén. Mién ving on dinh ciia chudi nhe (CL) va chudi ning (CH)
c6 cac dic tinh sinh hoc quan trong nhu lién két chudi, tiét, tinh luu dong qua nhau, kha
ning gin két bo sung khang thé, va gin két v6i cac thu thé Fc (FcR). Manh Fv 13 mot
phin c6 d4u N ciia manh Fab ciia globulin mién dich va cAu thanh tir cic phan bién dbi
ctua mdt chudi nhe va mot chudi nang. Tinh ddc hi€u cua cac géc khéang thé trong khi bd
sung cAu tric gitta vi trf két hop khang thé va yéu t6 quyét dinh khang nguyén. Vi trf két
hop khang thé dugc tao ra tir cac gbe chu yéu 13 tir ving x4c dinh siéu bién hodc bd sung
(CDR). Dbi khi, cac gdc tir ving khong siéu bién hoic ving khung (FR) anh hudng t6i
toan b cAu triic mién va ir d6 anh hudng t6i vi tri két hop.

- Thuat ngit “ving xac dinh bd sung” hoic “CDR” dugc st dung trong ban mo ta dé
chi céc trinh tir axit amin cling x4c dinh i luc gin két va tinh dic hiéu cia ving Fv tu
nhién ctia vi tri gin két globulin mién dich tu nhién. Chudi nhe va chudi ning ctia mdi
globulin mién dich cé ba CDR, lan luot duoc ky hidu 1a CDR1-L, viing x4c dinh bd sung
CDR2-L, viing xac dinh b6 sung CDR3-L va ving xac dinh bd sung CDR1-H, ving x4c
dinh b6 sung CDR2-H, ving xé4c dinh bd sung CDR3-H. Do d6, vi tri gin két khang thé
khang nguyén thong thudng, bao gdbm sau CDR, bao gdm bd CDR tir mdi chudi ning va

chuodi nhe ctia viing V.

Thuat ngit “ving khung” (FR) duoc ding dé chi trinh tu axit amin nam gitra cac
CDR, tizc la cac vi tri ctia ving bién ddi chudi nhe va chudi ning cta globulin mién dich
dugc twong dbi bao thi trong sé cac globulin mién dich khac nhau trong mot loai duy
nhit. Chudi nhe va chudi ning ciia mdi globulin mién dich c¢6 bbn FR, 1in luot duoc ky

hiéu 1a FR1-L, FR2-L, FR3-L, FR4-L, va FR1-H, FR2-H, FR3-H, FR4-H.

Thuit ngft “ving khung ctia ngudi” 13 ving khung hau nhu 13 giéng (khoang 85%,
hodc 16n hon, cu thé 13 90%, 95%, 97%, 99% hodc 100%) v6i ving khung ciia khang thé
clia ngudi xudt hién trong tu nhién.

Theo sing ché, dinh nghia vé CDR/FR trong chubi nhe hoic chudi ning cua
globulin mién dich can dugc x4c dinh trén co s& hé théng danh sb tha tu IMGT (Lefranc
et al. (2003) Dev Comp Immunol. 27(1):55-77; www.imgt.org).

Thuat ngit “khang thé” dugc sir dung trong ban mé ta dé chi khang thé thong

thudng va cac manh ctia nd, cling nhu khang thé mién don va cidc manh cia nd, cu thé 1a
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chuoi ndng bién doi cia khang thé mién don, va khang thé thé¢ kham, nhan tao, dic hiéu

kép hodc da dac hicu.

Nhu duge sir dung trong ban mé ta nay, khang thé hoic globulin ~mién dich cling
bao gdm “khang thé mién don” gin ddy dugc md ta va 1a cac khang thé ma ving xac
dinh bd sung 12 mot phan ctia polypeptit mién don. Vi du vé khang thé mién don bao gdbm
khang thé chudi ning, cac khang thé tu nhién khong cé chudi nhe, khang thé mién don c6
ngudn gdc tir khang thé c6 bdn chudi théng thuong, khang thé mién don duogc tao ra bang
k¥ thuat di truyén. Khang thé mién don c6 thé c6 ngudn gbc tir cic loai bt ky bao gdm,
nhung khong chi gi6i han &, chudt nhat, ngudi, lira, lac da khong budu, dé, tho va bo.
Khang thé mién don c6 thé 13 khang thé mién don xuét hién trong tu nhién di biét 1a
khang thé chudi ning khéng c6 chudi nhe. Cu thé, cac loai lira (Camelidae), vi du lira, lac
da mot budu, lac da khong budu, anpaca (lac da khong buéu Nam My¥) va lac da hoang
guanaco, san sinh khang thé chudi ning tu nhién khong c6 chudi nhe. Khang thé chudi

nang cuda lura cling thiéu mien CH1.

Chudi ning bién ddi cta cac khang thé mién don khong c6 chudi nhe nay 1a da
biét trong linh vuc nay 13 “VHH” hodc “thé nano”. Tuong tu véi mién VH thong thudng,
VHH chira bén FR va ba CDR. C4c thé nano ¢6 wu diém hon so véi khang thé thong
thuong: ching c6 kich thuéc nhé hon khoang muoi 14n so véi cac phan tir IgG, va két
qua la céé thé nano cua chirc nang gip nép thich hop c6 thé dugc san sinh bing cach biu
hién in vitro dé)ng thoi thu duge hidu suit cao hon. Hon thé nita, cac thé nano 13 rit én
dinh, va bén véi tac dong cia proteaza. Cac dic tinh va qué trinh san xuét cac thé nano
dugc xem xét boi Harmsen va De Haard (Harmsen va De Haard (2007) Appl. Microbiol.
Biotechnol. 77:13-22).

Thuét ngit “khéng thé don dong” hodc “mAb” trong ban md ti nay duoc ding dé
chi phan tir khang thé c6 mdt thanh phén axit amin hu.’('mg dich khang nguyén déc hiéu,
va khong cin giai thich 13 cin san sinh ra khang thé béi phuong phap cu thé bat ky.
Khéng thé don dong c6 thé dugc san sinh béi mot dong cua cac té bao B hoidc thé lai,

nhung ciing c6 thé 13 tai t6 hop, tifc la dugc san sinh béi k§ thuét protein.

Thuét nglt “méanh” ctia khang thé (thong thudong) bao gdbm mot phin ciia khang thé
nguyén ven, cu thé ving gén két khang nguyén hoic ving bién dbi ciia khang thé nguyén
ven. Vi du vé manh khang thé bao gbém Fv, Fab, F(ab’),, Fab’, dsFv, (dsFv),, scFv,
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sc(Fv),, khang thé chira manh globulin mién dich dime, khang thé dic hiéu kép va da dic
hiéu dugc tao ra tir manh khang thé. Méanh khang thé théng thudng ciing c6 thé 1a khang
thé mién don, nhu khang thé chudi ning hoic VHH.

Thuat ngit “Fab” dugc sir dung trong ban mé ta dé chi manh khang thé c6 phan tu
luong khoang 50.000 Da va hoat tinh gin két khang nguyén, trong d6 khoang mot nira
bén c6 dau N ctia chudi H va toan bd chudi L, trong sb cac manh thu dugc bing cach xir

1y IgG vé&i proteaza, papain, duoc gin két véi nhau qua lién két disulfua.

Thuat ngit “F(ab’),” duoc st dung trong ban mé ta dé chi manh khang thé c6 phan
tir lwong khoang 100.000 Da va hoat tinh gin két khang nguyén, c6 kich thudc 16n hon
khong déng ké so v6i Fab dugc gin két théng qua lién két disulfua ctia ving ban 18, trong

s6 cac manh thu dugc bang cach xtr 1y IgG véi proteaza, pepsin.

Polypeptit chubi don Fv (“scFv”) duoc lién Kkét cong hoa tri dime khac loai
VH::VL thuong dugc biéu hién tir dang dung hop gen bao gdm VH va VL m3 héa gen
lién két béi lién két ma hoa peptit. Méanh scFv ctia ngudi theo sang ché bao gdm CDR
duoc duy tri & cdu dang thich hop, cu thé bang cach sir dung ky thuat tai td hop gen.
Manh khang thé héa tri hai va da hoa tri c6 thé tuy ¥ tao ra bing cach lién két cac scFv
héa tri mot, hodc c6 thé dugc tao ra béng cach ghép cip scFv héa tri mdt boi lién két

peptit, nhu sc(Fv), hoa tri hai.

Thuat ngit “dsFv” duoc st dung trong ban mé ta dé chi dime khéc loai VH::VL
duoc 6n dinh béi lién két disulphua.

Thuét ngit “(dsFv),” duoc sir dung trong ban mé ta dé chi hai dsFv dugc ghép cap
bdi lién két peptit.

Thuét ngit “khang thé ddc hidu kép” hodc “BsAb” dugc st dung trong ban mo ta
dé chi khang thé két hop vi tri gén két véi khang nguyén cua hai khang thé trong mét
phan tr. Do d6, BsAbs c6 kha ning gin két dong thoi hai khang nguyén khang nhau.
Phuong phép k¥ thuét di truyén duoc sir dung véi tin suét ting din dé thiét ké, cai bién
va san sinh cac khang thé hoic din xuét khang thé v6i bd dic tinh gin két va chirc nang

tac dong mong mubn nhu md ta, vi du trong EP 2 050 764 Al.

Thuét ngir “khang thé da dic hiéu” duoc sir dung trong ban mé ta dé chi khang thé
két hop vi tri gin két voi khang nguyén cia hai hodc nhiéu khang thé trong mot phan tir.
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Thuat ngt “khang thé chira manh globulin mién dich dime” dugc sit dung trong
ban mo ta dé chi manh khang thé nho c6 hai vi tri gin két voi khang nguyén, ma céac
méanh nay bao gdbm mién bién dbi chudi nang (VH) lién két véi mién bién dbi chudi nhe
(VL) trong cing mét chudi polypeptit (VH-VL). Bang cach sir dung lién két ngén dén
mutc dé cho phép cip doi giita hai mién trén cting mdt chudi, mién bit budc phai cap doi
v6i mién bd sung ciia chudi khac va tao ra hai vi trf gin két v6i khang nguyén.

Theo mét phuong 4n cu thé, manh gin két epitop dugc chon tir nhém bao gdm Fv,
Fab, F(ab’),, Fab’, dsFv, (dsFv),, scFv, sc(Fv),, khang thé chita manh globulin mién dich
dime va VHH.

Thuét ngit “khang thé thé kham” dugc sir dung trong ban mé ta dé chi khang thé
trong d6 ving 6n dinh, hoic mét phin ctia no, dugc bién dbi, thay thé, hoic mang dién
tich, sao cho viing bién ddi dugc lién két v6i ving 6n dinh cua cAc loai khac nhau, hodc
thudc nhém hodc nhém phu khéng thé khac. “Khang thé thé kham” ciing dugc dung dé
chi khang thé trong d6 vung bién d6i, hodc mot phr?m ctia no, dugc bién ddi, thay thé,
hodc mang dién tich, sao cho ving 6n dinh duoc gén két vai vung bién ddi cua cac loai

khac nhau, hoic thuéc nhém hodc nhém phu khéng thé khac.

Thuat ngﬁ' “khang thé nhan tao” dugc sir dung trong ban mo ta dé chi khang thé
ban dau c6 ngudn gdc hoan toan hodc mét phan khong phai tir ngudi va cai bién dé thay
thé cac axit amin nhét dinh, cu thé trong ving khung ciia chudi ning va chudi nhe, dé
tranh hodc 1am giam dén muc t6i thiéu dap ung mién dich & ngudi. Mién én dinh cia
khang thé nhan tao 13 hau hét cac mién cia mién CH va CL ciia ngudi theo thoi gian.
Theo mét phuong an, khang thé nhan fao c6 mién 6n dinh c6 ngudn gdc cua ngudi. Thuét
ngit “khang thé nhan tao” duoc st duhg trong ban mé ta dé chi khang thé thé kham chira
trinh tu t6i thiéu c6 ngudn goc tir globulin mién dich khong phai ciia ngudi, vi du ving
xéc dinh b sung CDR.

Thuét ngir “polypeptit” hodc “polypeptit gin két netrin-1” duoc sir dung trong ban
mé ta dé chi toan bd cac loai khéang thé, manh hoic dang Kkét hop cua no.

Muc dich cta viéc nhan tao 12 nham 1am gidm tinh sinh mién dich cta khang thé
mang gen la, nhu khang thé cta chudt, dé dwa vao ngudi, déng thoi duy tri duoc 4i luc
gin két khang nguyén diy du va tinh dic hiéu cua khang thé. Cac khang thé nhan tao,

hodc céc khang thé phu hop véi viéc khong dao thai bai cac dong vat ¢ via khac, ¢ thé
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dugc san sinh bing cach sit dung mot vai k§ thuat nhu 1am lai bé mit va ghép CDR. Nhu
duogc st dung trong ban mé ta nay, k§ thuit 1am lai bé mat sir dung dang két hop cia viéc
tao mAu phan tir, phan tich théng ké va tao dot bién dé thay dbi bé mit khong chira CDR
ctia ving bién ddi khang thé dé 1am giéng cac bé mit cua khang thé di biét cua vét cha

dich.

Céc khang thé c6 thé nhan tao baling cach st dung nhiéu k¥ thuat khac bao gém
ghép CDR (EP0239400; WO91/09967; cac Patent My sb 5,530,101 va 5,585,089), k§
thudt boc hodc 1am lai bé mit (EP0592106; EP0519596; Padlan (1991) Molecular
Immunology 28(4/5):489-498; Studnicka et al. (1994) Protein Engineering 7(6):805-814;
Roguska et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci U.S.A. 91:969-973), va xé dich chudi (patent
My s6 5,565,332). Cac khang thé ctia ngudi cé thé dugc tao ra boi nhiéu phuong phap da
biét trong linh vuc nay bao gdm phuong phép biéu hién thé thuc khuin. Ciing xem céc
Patent M§ s 4,444,887, 4,716,111, 5,545,806, va 5,814,318; va Pon qudc té yéu ciu cip
patent WO098/46645, WO98/50433, WO98/24893, WO98/16654, WO96/34096,
WQ096/33735, va WO91/10741.

Thuét ngit “didu tri” duoc sir dung trong ban mé ta dé chi phuong phap dao chiéu,
gidm nhe, Gc ché su tién trién clia, hodc ngin ngtra rbi loan hoac tinh trang bénh ma thuit
ngilt nay dugc dung, hoac mot hodc nhiéu triéu ching cua 16i loan hoic tinh trang bénh
nay. |

Thuét ngir “diéu tri bénh ung thu” duoc sir dung trong ban mé ta dé chi phuong
phap tic ché sinh trudng ctia cac té bio 4c tinh ciia khdi u va/hodc sy tién trién cia qua
trinh di cin tir khéi u ndy. Viéc diéu tri nhu vay c6 thé ciing 1am thoai bién sy phat trién
ctia khéi u, nghia 13 1am giam kich thuéc khdi u do dugc. Theo mdt phuong 4n cu thé,
viéc diéu tri ndy dan t6i su thoai bién mot phﬁn khdi u hodc di cin. Theo mét phuong 4n
khac, viéc diéu tri ndy 1am thoai bién hoan toan khéi u hoic di can.

Thuét ngir “dbi tuong bi bénh” hoac “dbi tuong can diéu tri” duoc sir dung trong
ban mé ta dé chi nguoi hoic dong vét cé vi khong phai ngudi c6 hodc cé thé cé khéiu ac
tinh.

Theo mét phuong an cu thé, ddi twong bi bénh cin diédu tri di dugc didu tri trudce

d6 bang duoc chit didu tri bénh ung thu khac. Cu thé, dbi tuong bi bénh can diéu tri c6
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thé di dugc diéu tri trude d6 bang phac dd trén co s& oxaliplatin, cisplatin, carboplatin,

va/hodc paclitaxel, doxetaxel.

Thuét ngit “luong hiru hidu diu tri” clia polypeptit hoic khang thé theo sang ché
c6 nghia 1a lugng dt ciia n6 @& didu tri bénh ung thu ndy, véi ty 18 loi ich/rii ro thich
hop c6 thé ap dung cho viéc didu tri bang dugc chét thich hop. Tuy nhién, cin phai hiéu
ring viéc sir dung toan bod polypeptit hoic khang thé hing ngay theo sang ché s& duoc
quyét dinh b&i bac st didu tri nam trong quyét dinh dung din trong y khoa. Liéu ding hiru
higu didu tri cu thé dbi v6i bénh nhén cu thé bit ky s& phu thudc vao nhidu yéu td bao
gém 1di loan cén diéu tri va mic d6 trAm trong ctua ré_i loan; hoat tinh cia polypeptit hoac
khang thé cu thé dugc st dung; ché phém cu thé dugc st dung, tudi tac, thé trong, suc
khoe tong thé, gidi tinh va ché d6 an ubng ciia dbi twong bi bénh; thoi diém dung thuéc,
dudng dua thube thude, va téc d6 bai tiét cua polypeptit hoic khang thé cu thé duoc st
dung; thoi gian diéu tri; thudc dugc sir dung & dang két hop hoic trung khép véi
polypeptit hodc khang thé cu thé duoc st dung; va cac yéu t6 twong tu di biét trong linh
vuc y khoa. Theo mét phuong 4n cu thé, lugng hiru hiéu trj liéu nay cia polypeptit hodc
khang thé dugc ding cho dbi tuong bi bénh 13 liéu nim trong khoang tir 5 mg/m? dén 500
mg/m?, cu thé hon ndm trong khoang tir 150 mg/m? dén 450 mg/m? dién tich bé mit co
the.

Theo mot phuong 4n khac, polypeptit hodc khang thé theo sang ché duoc ding 1ip
lai theo quy trinh tiy thudc vao ddi tugng bi bénh can didu tri (tudi tac, trong luong, viéc

tién st di€u tri, v. v...), ¢6 theé dugc xac dinh bdi bac si c6 chuyén mon.

Thuat ngit “duoc dung” dugc sir dung trong ban mo ta dé chi toan bd phan tr va
ché phdm khong tao ra tac dung phu, di Gmg hoic phan tmg khong inong mudn khéac khi
dugc dung cho dong vét c6 vu, dic biét 1a nguoi, néu thich ho*p.. Chét mang hodc ta dugc
dugc dung dugc ding dé chi chit don, chét pha lodng, nguyén liéu tao nang hoic chit bd

sung loai bat ky khéng doc dang rén, ban rin hodc 16ng.

Céc dang dugc phdm chira polypeptit hoic khang thé theo sang ché va dudng dua
thudc thude phu thugc mot cach tu nhién vao tinh trang bénh can diéu tri, mic do trAm

trong ciia bénh, tudi tac, trong lugng, va gidi tinh cta déi trong bi bénh, v. v...

Polypeptit hodc khang thé theo sang ché c6 thé duoc bao ché dé su dung qua

dudng khu tr, duong miéng, ngoai dudng tiéu hda, qua miii, tiém tinh mach, tiém bip,
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tiém dudi da hodc trong mét va dudng dua thude twong tu. Theo mdt phuong 4n cu thé,

polypeptit hodc khang thé theo sang ché duoc sir dung qua dudng tiém tinh mach.

Cu thé, dugc phdm chira polypeptit hoic khang thé theo sang ché c6 thé chira chat
dan thudc duogc dung dbi véi duoc phém c6 thé tiém duge. Cu thé, cac duoc phém nay co
thé 13 cac dung dich ding trrong, v tring, nude mudi (mononatri hodc dinatri phosphat,
natri, kali, canxi hodc magie clorua va dang tuong tu hoic hdn hop ciia cac mubi ndy),
hoac dugc phém kho, ddc bi¢t 1a dong khd trong qua trinh bd sung, tuy thudc vao tung

truong hop, 12 nudc tiét tring hodc nude mudi sinh 1y, cho phép tao nén dung dich tiém.

Dé bao ché dugc phdm, lwgng hitu hiéu ca polypeptit hoic khang thé theo sang

ché c6 thé dugc hoa tan hodic phan tan trong chit mang duoc dung hodc moi truong nudc.

Dang dugc pham thich hop ding dé tiém bao gém cac dung dich nuéc v tring
hogc thé phan tan va bot vo tring dé bao ché tirc thi cac dung dich hoic thé phan tan
ding dé tiém vo tring. Trong tit ca cac trudong hop, dang ndy cin phéi v6 trung va la
dang 1éng dén mirc dé d& tiém. N6 phai 6n dirh trong cac didu kién san xuét va bao quan

va can phai bao quan chong lai tadc dong nhi€ém vi sinh vét, nhu vi khuan va nam.

Chét mang c6 thé 1a dung méi hodc méi trudng chira, vi du nuée, etanol, polyol
(vi du, glyxerol, propylen glycol, va polyetylen glycol 16ng, va dang twong tu) va hdn
hop thich hop ctia chiing. P9 16ng thich hop c¢6 thé dwoc duy tr, vi du bang cach st dung
chat mang, nhu lexitin, bang cach duy tri c¢& hat can thiét trong trudng hop thé phan tan
va bang cach st dung cht hoat dong bé mit, chit 1am dn dinh, chit bao vé dong kho sau
hoic chit chéng oxy hoa. Viéc ngin ngira tdc dong cla vi sinh vat c6 thé thu dugc béi
cac chit khang khuin va chit khang nim. Trdng mot sd truomg hop, t6t hon néu nod bao

gdm chét ding truong, vi du dudng hoic natri clorua.

Céc dung dich tiém vo tring dugc bao ché bang cach dua hoat chét v6i luong cin
thiét trong dung moéi thich hop v6i mot vai thanh phan khéc néu trén, néu cin, tiép do
dugc loc khir trung. Nhin chung, thé phan tan duoc bao ché bing cach dwa cic thanh
phan hoat tinh tiét tring khac nhau vio chit dan thudc vo trung chtra méi trudng bazo va
cac thanh phan cin thiét khac nhu d3 néu trén. Trong truong hop bot vo tring dé bao ché
cac dung dich tiém vo tring, cdc phuong phap bao ché wu tién 1 k§ thuat 1am kho trong
chan khong va dong kho dé tao ra bot chira thanh phin c6 hoat tinh cing véi v6i thanh

phan mong muén bd sung tir dung dich loc vo trung trudc d6 cia no.
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Trong qué trinh bao ché, cac dung dich duoc ding theo cach tuong hop véi ché
phidm dang liéu va véi luong ndy 13 c6 tac dung didu tri bénh. Ché phidm dugc ding mét
cach dé dang & dang liéu khac nhau, nhu loai dung dich tiém néu trén, nhung vién nang

giai phong duoc chét va dang tuong tr ciing ¢6 thé duogc st dung.

Pé sir dung ngoai dudng tiéu héa trong dung dich nude, vi du dung dich cin dugc
tao dém mot cach thich hop néu can va chat pha loing l6ng truéc tién duge gitt & dang
dang truong véi nude mudi hodc glucoza thich hop. Cac dung dich nudc cu thé nay dic
biét 13 thich hop dé sir dung theo dudng tinh mach, tiém bap, duéi da va trong mang bung
(IP). Lién quan t6i vin dé nay, méi trudong nudc vo tring cb thé duge sir dung 1a da biét
dbi voi nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuét ndy ciia sang ché. Vi du,
mét lidu cb thé dugc hoa tan trong ImL dung dich NaCl déng truong va bd sung dén
1000mL dich truyén duéi da hodc duoc tiém dich truyén vao vi tri goi ¥, (xem, vi du
“Remington’s Pharmaceutical Sciences” 15th Edition, pages 1035-1038 and 1570-1580).
Mot vai thay d6i vé liéu luong 13 can thiét ty thudc vao tinh trang cta dbi twong cin
diéu tri bénh. Trong moi trudong hop, ngudi cé trach nhiém trong viéc dung s€ xac dinh

dugc liéu thich hop d6i véi dbi tuong cu thé.

Bang 1: M6 t4 trinh tu:

SEQ ID NO. Mo ta Trinh tw

MMRAVWEALAALAAVACLVGAVRGGPGLSMFAGQAAQPDP
CSDENGHPRRCIPDFVNAAFGKDVRVSSTCGRPPARYCVVSE
RGEERLRSCHLCNASDPKKAHPPAFLTDLNNPHNLTCWQSE

Trinh tur (seq.) axit NYLQFPHNVTLTLSLGKKFEVTYVSLQFCSPRPESMAIYKSM

amin (aa) netrin-1
chira peptit tin hiéu
trong qua trinh 1ap
ban d6 epitop in dAm
va tuyén tinh & trinh
tu in ddm va gach
chan

DYGRTWVPFQFYSTQCRKMYNRPHRAPITKQNEQEAVCTDS
HTDMRPLSGGLIAFSTLDGRPSAHDFDNSPVLQDWVTATDIR
VAFSRLHTFGDENEDDSELARDSYFYAVSDLQVGGRCKCNG
HAARCVRDRDDSLVCDCRHNTAGPECDRCKPFHYDRPWQR
ATAREANECVACNCNLHARRCRFNMELYKILSGRKSGGVC
LNCRHNTAGRHCHYCKEGYYRDMGKPITHRKACKACDCH
PVGAAGKTCNQTTGQCPCKDGVTGITCNRCAKGYQQSRSPI
APCIKIPVAPPTTAASSVEEPEDCDSYCKASKGKLKINMKKY
CKKDYAVQIHILKADKAGDWWKFTVNIISVYKQGTSRIRRG
DQSLWIRSRDIACKCPKIKPLKKYLLLGNAEDSPDQSGIVAD
KSSLVIQWRDTWARRLRKFQQREKKGKCKKA

Trinh tu axit nucleic
netrin-1

ATGATGCGCGCAGTGTGGGAGGCGCTGGCGGCGCTGGCG
GCGGTGGCGTGCCTGGTGGGCGCGGTGCGCGGCGGGCCC
GGGCTCAGCATGTTCGCGGGCCAGGCGGCGCAGCCCGATC
CCTGCTCGGACGAGAACGGCCACCCGCGCCGCTGCATCCC
GGACTTTGTCAATGCGGCCTTCGGCAAGGACGTGCGCGTG
TCCAGCACCTGCGGCCGGCCCCCGGCGCGCTACTGCGTGG
TGAGCGAGCGCGGCGAGGAGCGGCTGCGCTCGTGCCACCT
CTGCAACGCGTCCGACCCCAAGAAGGCGCACCCGLCCCGLC
TTCCTCACCGACCTCAACAACCCGCACAACCTGACGTGCT
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GGCAGTCCGAGAACTACCTGCAGTTCCCGCACAACGTCAC
GCTCACACTGTCCCTCGGCAAGAAGTTCGAAGTGACCTAC
GTGAGCCTGCAGTTCTGCTCGCCGCGGCCCGAGTCCATGG
CCATCTACAAGTCCATGGACTACGGGCGCACGTGGGTGCC
CTTCCAGTTCTACTCCACGCAGTGCCGCAAGATGTACAAC
CGGCCGCACCGCGCGCCCATCACCAAGCAGAACGAGCAG
GAGGCCGTGTGCACCGACTCGCACACCGACATGCGCCCGC
TCTCGGGCGGCCTCATCGCCTTCAGCACGCTGGACGGGCG
GCCCTCGGCGCACGACTTCGACAACTCGCCCGTGCTGCAG
GACTGGGTCACGGCCACAGACATCCGCGTGGCCTTCAGCC
GCCTGCACACGTTCGGCGACGAGAACGAGGACGACTCGG
AGCTGGCGCGCGACTCGTACTTCTACGCGGTGTCCGACCT
GCAGGTGGGCGGCCGGTGCAAGTGCAACGGCCACGCGGC
CCGCTGCGTGCGCGACCGCGACGACAGCCTGGTGTGCGAC
TGCAGGCACAACACGGCCGGCCCGGAGTGCGACCGCTGC
AAGCCCTTCCACTACGACCGGCCCTGGCAGCGCGCCACAG
CCCGCGAAGCCAACGAGTGCGTGGCCTGTAACTGCAACCT
GCATGCCCGGCGCTGCCGCTTCAACATGGAGCTCTACAAG
CTTTCGGGGCGCAAGAGCGGAGGTGTCTGCCTCAACTGTC
GCCACAACACCGCCGGCCGCCACTGCCATTACTGCAAGGA
GGGCTACTACCGCGACATGGGCAAGCCCATCACCCACCGG
AAGGCCTGCAAAGCCTGTGATTGCCACCCTGTGGGTGCTG
CTGGCAAAACCTGCAACCAAACCACCGGCCAGTGTCCCTG
CAAGGACGGCGTGACGGGTATCACCTGCAACCGCTGCGCC
AAAGGCTACCAGCAGAGCCGCTCTCCCATCGCCCCCTGCA
TAAAGATCCCTGTAGCGCCGCCGACGACTGCAGCCAGCAG
CGTGGAGGAGCCTGAAGACTGCGATTCCTACTGCAAGGCC
TCCAAGGGGAAGCTGAAGATTAACATGAAAAAGTACTGC
AAGAAGGACTATGCCGTCCAGATCCACATCCTGAAGGCGG
ACAAGGCGGGGGACTGGTGGAAGTTCACGGTGAACATCA
TCTCCGTGTATAAGCAGGGCACGAGCCGCATCCGCCGCGG
TGACCAGAGCCTGTGGATCCGCTCGCGGGACATCGCCTGC
AAGTGTCCCAAAATCAAGCCCCTCAAGAAGTACCTGCTGC
TGGGCAACGCGGAGGACTCTCCGGACCAGAGCGGCATCG
TGGCCGATAAAAGCAGCCTGGTGATCCAGTGGCGGGACA
CGTGGGCGCGGCGGCTGCGCAAGTTCCAGCAGCGTGAGA
AGAAGGGCAAGTGCAAGAAGGCCTAGCG

Trinh tu epitop aa cia
netrin-1.

VACNCNLHARRCRFNMELYKLSGRKSGGVCLNCRHNTAGR
HCH

GTGGCCTGTAACTGCAACCTGCATGCCCGGCGCTGCCGCT

Trinh tu ADN bd TCAACATGGAGCTCTACAAGCTTTCGGGGCGCAAGAGCGG

sung epitop clia AGGTGTCTGCCTCAACTGTCGCCACAACACCGCCGGCCGC
netrin-1 CACTGCCAT

trinh tur aa cia

CDR1-H (IMGT) GYTFTSYN

trinh tu aa ctia

CDR2-H (IMGT) IYPGNGDT

trinh tr aa cua

CDR3-H (IMGT) ARGGTGFAY

trinh tur aa caa

CDRI1-L (IMGT) QSVSND

trinh tur aa ctia

CDR2-L (IMGT) YAS

trinh ty aa cla QQDYSSPWT

CDR3-L (IMGT va
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Kabat)

10

trinl} tu aa cua khang
thé 4C11 VH cua
chudt nhat

QAYLQQSGAELVRPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQ
TPRQGLEWIGATYPGNGDTSYNQKFKGKATLTVDKSSSTAY
MQLSSLTSEDSAVYFCARGGTGFAYWGQGTLVTVSA

11

trinh tu aa cua khang
thé 4C11 VL clia
chudt nhat

SIVMTQTPKFLLVSAGDRVTITCKASQSVSNDVAWYQQKPG
QSPKLLIYYASNRYTGVPDRFTGSGYGTDFTFTISTVQAEDLA
VYFCQQDYSSPWTFGGGTKLEIK

12

Trinh tu aa day da
ctia khang thé 4C11
(VH + IgG1 CH cua

chudt nhit)

QAYLQQSGAELVRPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQ
TPRQGLEWIGATYPGNGDTSYNQKFKGKATLTVDKSSSTAY
MQLSSLTSEDSAVYFCARGGTGFAYWGQGTLVTVSAAKTT
PPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYFPEPVTVTWNSGS
LSSGVHTFPAVLESDLYTLSSSVTVPSSPRPSETVTCNVAHPA
SSTKVDKKIVPRDCGCKPCICTVPEVSSVFIFPPKPKDVLTITL
TPKVTCVVVDISKDDPEVQFSWFVDDVEVHTAQTQPREEQF
NSTFRSVSELPIMHQDWLNGKEFKCRVNSAAFPAPIEK TISKT
KGRD$
PKAPQVYTIPPPKEQMAKDKVSLTCMITDFFPEDITVEWQWN
GQPAENYKNTQPIMNTNGSYFVYSKLNVQK SNWEAGNTFTC
SVLHEGLHNHHTEKSLSHSPGK

Trinh tu aa ddy du
cua khang thé 4C11

| (VL + Kappa CL cda

chudt nhit)

SIVMTQTPKFLLVSAGDRVTITCKASQSVSNDVAWYQQKPG
QSPKLLIYYASNRYTGVPDRFTGSGYGTDFTFTISTVQAEDLA
VYFCQQDYSSPWTFGGGTKLEIKRADAAPTVSIFPPSSEQLTS
GGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGSERQNGVLNSWTDQDS
KDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSFNR

NEC

14

t1,rinh tw aa VL cla
bién thé nhén tao cta
khang thé 4C11

EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCKASQSVSNDVAWYQQKPG
KAPKLLIYYASNRYTGIPPRFSGSGYGTDFTLTINNIESEDAAY
YFCQQDYSSPWTFGQG

15

t1,’inh tu aa VL cua
bién thé nhé}n tao cua
khang thé 4C11

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSVSNDVAWFQQRPGQ
SPRRLIYYASNRYTGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLEAEDAATY
YCQQDYSSPWTFGQG

16

tginh tu aa VL cla
bién thé nh%n tao cua
khang thé 4C11

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSVSNDVAWYQQKPG
QAPRLLIYYASNRYTGIPPRFSGSGYGTDFTLTINNIESEDAAY
YFCQQDYSSPWTFGQG

17

tI"iIlh tu aa VL cta
bién thé nh@n tao cua
khang thé 4C11

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSVSNDVAWYLQKPG
QSPQLLIYYASNRYTGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLEAEDAAT
YYCQQDYSSPWTFGQG

18

trinh tu aa VL cuta
bién thé nha‘}n tao cua
khang thé 4C11

DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCKASQSVSNDVAWYQQKPGQ
APRLLIYYASNRYTGIPPRFSGSGYGTDFTLTINNIESEDAAYY
FCQQDYSSPWTFGQG

19

tﬁnh tuaa VL cla
bién thé nhin tao cta
khang thé 4C11

EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSNDVAWYQQKPG
QAPRLLIYYASNRYTGIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAV
YYCQQDYSSPWTFGQG

20

tljnh tu aa VH cua
bién thé nhe‘gn tao cluia
khang thé 4C11

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYNMHWVRQ
ATGQGLEWMGAIYPGNGDTSYNQKFKGRVTITADKSTSTA
YMELSSLRSEDTAVYYCARGGTGFAYWGQG

21

trinh ty aa VH cia
bién thé nhé}n tao cua
khang thé 4C11

QVQLQQSGPGLVKPSQTLSLTCAISGYTFTSYNMHWIRQPPG
KGLEWIGATYPGNGDTSYNQKFKGRVTITADKSTSTAYMEL
SSLRSEDTAVYYCARGGTGFAYWGQG

22

tljnh tu aa VH cua
bién thé nhz‘%n tao cua
khéang thé 4C11

QVQLQQSGPGLVKPSQTLSLTCAISGYTFTSYNMHWVRQAT
GQGLEWMGAIYPGNGDTSYNQKFKGRLTISKDTSKNQVVL
TMTNMDPVDTATYYCARGGTGFAYWGQG

23

tI:inh tu aa VH cua
bién thé nhz?}n tao cua
khéng thé 4C11

EVQLVQSGAEVKKPGESLRISCKGSGYTFTSYNMHWVRQAT
GQGLEWMGAIYPGNGDTSYNQKFKGRFTISRDDSKNTAYL
QMNSLKTEDTAVYYCARGGTGFAYWGQG
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trinh tw aa VH cia | QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYTFTSYNMHWVRQAP

24 bién thé nhan tao cia | GQGLEWMGAIYPGNGDTSYNQKFKGRVTISVDTSKNQFSLK
khang thé 4C11 LSSVTAADTAVYYCARGGTGFAYWGQG
trinhtw aa VHcia | QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYNMHWVRQ
25 bién thé nhan tao cia | ATGQGLEWMGAIYPGNGDTSYNQKFKGRVTITADKSTSTA
khang thé 4C11 YMELSSLRSEDTAVYYCARGGTGFAYWGQG
trinh tw aa VHcila | QVQLQQSGPGLVKPSQTLSLTCAISGYTFTSYNMHWVRQAT
26 bién thé nhan tao cia | GQGLEWMGAIYPGNGDTSYNQKFKGRVTITADKSTSTAYM
khang thé 4C11 ELSSLRSEDTAVYYCARGGTGFAYWGQG
trinh tw aa VHcia | QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYNMHWVRQ
27 bién thé nhan tao cia | APGQGLEWMGAIYPGNGDTSYAQKFKGRVTMTRDTSTSTV
khang thé 4C11 YMELSSLRSEDTAVYYCARGGTGFAYWGQ
trinh tir aa cua
28 CDRI-H (Kabat) SYNMH
29 trinh ty aa clia ATYPGNGDTSYNQKFKG

CDR2-H (Kabat)

trinh tu aa cua

%0 CDR3-H (Kabat) GGTGFAY
trinh tu aa cua

! CDRI-L (Kabat) KASQSVSNDVA
trinh tur aa clia

> CDR2-L (Kabat) YASNRYT

33 DPoan mdi xudi aaaagtactgcaagaaggactatgc

34 Doan mdi nguoc ccctgcettatacacggagatg

35 frinh W eptiop aa cta ARRCRFNMELYKLSGRKSGGVC

16 Tiﬂh 2‘1 ‘:‘D NbBO | 0CCGGCGCTGOCGCTTCAACATGGAGCTCTACAAGCTTT
S CGGGGCGCAAGAGCGGAGGTGTCTGC

CDR theo IMGT duoc nhdn manh & dang in d4m trong bang 1 néu thich hop.
Vi du thye hién séng ché

Sang ché s€ duogc md ta chi ti€t hon bang cach sir dung céac vi du dugce coi 1a cac

phuong an khong 1am gii han pham vi cta sang ché.
Vi du 1: Thiét ké, sang loc khang thé va nhén tao

Chu6t nhat HTP™ dugc tiém 8 14n (mdi ngdy trong hai ngay; l1dn tiém thtr nhét
khi c6 mit chit bd sung Freund hoan toan, 1in tiém thir hai c6 mat cht bd sung khong
hoan toan) 13 100pg Netrin 1-Fc (Adipogen). Tién hanh dung hop lai 2 tudn sau khi gay
mién dich 14n thir nhit (Abpro, Lexington, MA). Dich ndi tiép tuc dugc sang loc dbi vei
cac khang thé khang Netrin-1 don dong dic hiéu biang cich st dung thir nghiém ELISA
khang nguyén kép (Netrin 1-Fc va protein kham Fc khong lién quan). Thir nghiém kiéu
ELISA thir cp dugc str dung dé lua chon cac khang thé don dong c6 kha ning phong bé
qua trinh trrong tac cia Netrin 1 véi DCC hoic UNC5h2. Khang thé don dong cta chudt
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(sau do, 4C11 cua chudt hodc NET1-M-mAb dugc chon. Khang thé nay dugc tao ra cé
trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.12 va SEQ ID NO.13.

Qua trinh nhan tao dugc thuc hién nhu sau: manh ADN sg¢i kép ma hoa trinh tu
CDR chudi nhe va chudi ning cua khang thé 4C11 cia chudt duoc két hop véi bé cia
khung ngudi. Sau d6, mién bién dbi c6 chiéu dai ddy da duoc thanh dong thanh vecto
biéu hién ctia dong vat ¢ vi. Mién bién ddi chudi nhe duoc tich dong trong khung véi
tin hiéu tiét va mién 6n dinh kappa ctia ngudi. Mién bién dbi chudi ning duoc tach dong
trong khung véi trinh tu dn dau va Mién 6n dinh ctia IgG1 ciia nguoi. Tinh da dang cua
thu vién va tinh toan ven cua cac khung doc LC va HC duogc kiém tra béng cach sép trinh
ﬁ_r. Céac dong don 1¢ duoc sip xép ¢ dang 96 giéng va ADN plasmit dugc chudn bi dé
chuyén nhiém vao cac té bao CHO. Thu vién nhan tao dugc chuyén nhiém vao cac té bao
CHO & dang 96 giéng. Dich ndi tir cac té bao CHO da dugc chuyén nhi®m sau d6 duoc
thu gom & 48 gid sau khi chuyén nhiém va sang loc boi thir nghiém gin két Netrin-1 va
thir nghiém ELISA canh tranh. Mién bién d6i chudi nhe va chudi ning ciia 10 so khép
dau tién duoc sdp trinh tu, sip hang va phan tich. C4c khang thé nhan tao HUMO1-10

nhu mo ta néu trén dugc tao ra.
Vi du 2: San xuit khang thé don dong va tinh ché protein A

Cac phuong phap san xuét cac khang thé don dong trén co s trinh tu axit nucleic
ma hoa chudi ning va chudi nhe 1a di biét ddi voi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong
linh vuc ndy. Dua trén céc trinh tr d3 néu, ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
nay cé thé san xuét céc khéng thé ciia chudt, nhan tao va hoan toan nhan tao khic nhau
huéng dich epitop mach thing c6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.3 hoic SEQ ID
NO.35 hoic bién thé bét ky cta n6, nhu 4C11 cta chudt, va HUM1-10 nhén tao va khang
thé HUM1°-10".

Chc té bao cua dong vat c¢6 va duoc uwu tién 13 cdc té bao chu dé san xuét
glycoprotein tri liéu, do kha ning twong hop nhit véi protein glycosylat dbi voi cac tmg
dung trén ngudi (Jenkins et al., Nat Biotech. 1996; 14:975-81). Céc té bao chu cua dong
vat c6 vii ¢ thé duge st dung bao gf‘)m, cac té bao Hela, 283, H9 va Jurkat cia nguoi,
céc té bao NIH3T3 va C127 ciia chudt nhift, té bao ctia khi xanh chau Phi Cos 1, Cos 7 v
CV1, c4c té bao QCI1-3 ctia chim cut, t& bao L ciia chudt nhét va cac t& bao budng trimg

ctia chudt déng Trung Quéc. Protein glycosylat rit hiém gip cta vi khudn, va céc loai
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tuong tu khac ctia cac vat chu thong thuong, nhu nam men, nam sgi, cac t€ bao cia cén
trung va thuc vat tao ra cac kiéu glycosyl hoa c6 lién quan téi sy thanh thai nhanh ra khoi

dong mau.

Té bao budng tring cta chudt dong Trung Qubc (CHO) cho phép tao ra d6ng nhat
cac dong té bio c¢6 ning suit cao, 6n dinh vé mit di truyén. Ching c6 thé duge nudi ciy
v6i mat d6 16n trong cac thiét bi phan g sinh hoc don gian bing cach sit dung mdi
truomg khoéng chira huyét thanh, va cho phép phat trién cac quy trinh sinh hoc an toan va
c6 kha ning lap lai. Cac té bao dong vat da ding thong thudng khac bao gdbm cac té bao
than ciia chudt dong non (BHK), Té bao u tiy NSO va SP2/0 cua chudt nhit. Quy trinh
san sinh tir cac déng vat chuyén gen ciing dugc thir nghiém (Jenkins et al., Nat Biotech.

1996; 14:975-81).

Vecto biéu hién ciia dong vat c6 vii théng thudng chira ving khéi déu (ving khoi
dau sém va mudn tir SV40, doan lap lai két thic kéo dai (LTR) tr cac Retrovirut, vi du
RSV, HTLVI, HIV1 va ving khoi dau sém cila cytomegalovirut (nCMV, hCMV), gay
ra hoat hoa qué trinh phién ma ARN thong tin, trinh tu ma héa protein, va cac tin hi€u
cn dé két thiic qua trinh phién mi va polyadenyl héa ban sao (BGH polyA, Hecpet
thimidin kinaza gen cia virut polyA cta bénh hecpet thong thuong (TKpa), SV40 polyA
mudn va 3’ UTR Beta Globin polyA). Cac yéu td bd sung bao gdm cac doan ting
cu’éng (Ep, hIE1), trinh tr Kozak, peptit tin hidu va trinh tu xen gitta ndm bén canh béi
c4c vi tri cho va nhan dé ghép ARN. Céc vecto biéu hién thich hop dé sir dung theo sang
ché bao gém, vi du cdc vecto nhu pcDNA3,1, pcDNA3,3, pOptiVEC, pRSV,
pEuMCMV, pMCMVHE-UTR-BG, pHCMVHE-UTR-BG, pMCMV-UTR-BG,
pHCMV-UTR-BG, pMCMVHE-SV40, pHCMVHE-SV40, pMCMV-SV40, pHCMV-
SV40, pMCMVHE-TK, pHCMVHE-TK, pMCMV-TK, pHCMV-TK, pMCMVHE-
BGH, pHCMVHE-BGH, pMCMV-BGH, pHCMV-UTR-BGH).

Céc té bao CHO Easy C rdng dugc chuyén nhiém ddng thoi v6i vecto bidu hién
MAD dbi véi chubi nhe va chudi ning theo qui trinh chuyén nhiém 6n dinh va nhanh
chéng thong thudng. Viée tiét chudi H va chudi L dugc thuc hién béi trinh ty din dAu
IgH tuong (mg clia ngudi. Ving ma héa chudi nhe va chudi ning dugc dua vao the vecto
biéu hién MAb & nhiéu vi tr tich dong. Cac thé bién nap dwoc phan tich theo huéng
chinh x4c va khung doc, vecto biéu hién cé thé dugc chuyén nhim vao dong té bao

CHO.
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Dich 16ng nudi céy té bao thu duoc duoc tao ra tr cac té bao CHO duoc dua lén
cdt Hi Trap rProtein A (GE Healthcare, Saint Cyr au Mont d’Or, France) dugc lam cin
bang bang nuéc mubi dém phosphat, @6 pH = 7.,2. Céc protein khong gin két duoc cho
chay qua va loai bé bing cach rira vai 1dn bing dung dich dém PBS. MAb duoc rira gidi
~trén cot Protein A bang cach st dung budc rira giai bang axit xitric 0,1M & do pH = 3,0.
Dung méi rtra giai c6t duoc kiém tra boi A280. Pic ctia MAb dugc gom lai.

Vi du 3: Thir nghiém gin két kiéu ELISA ciia cac khang thé 4C11 v6i Netrin-1
(Fig.1)

Pia vi chuin d9 96 giéng mau tring (Costar 3912 Corning) dugc & qua dém & 4°C
v6i 100ng Netrin-1 duge danh ddu His (R&D 6419-N1) trong 100pL dung dich nuéc
mudi dém phosphat (PBS). Sau khi rira ba l4n bang 300uL PBS-0,05% Tween-20 (PBS-
T), dia nay dugc phong bé bang 100uL PBS-3% BSA va i 1 gio & nhiét dd phong. Sau
khi rira ba 1an bang 300pL PBS-T, dia nay duoc 0 véi cac lugng khac nhau (10ng dén
1200ng) cta khang thé khéng netrin-1. Sau khi rira ba Iin bing 300uL PBS-T, 100pL
khang thé thtr cdp lién quan duoc tiép hop véi peroxidaza ciia ciy cii cai ngwa (vi du,
khang thé ctia dé khang IgG ciia ngudi (Fc) Sigma A0170 hodc chudi nhe dic hiéu cta
khéng thé cta dé khang IgG cua chudt nhit (kappa) Jackson Immunoresearch 115-035-
174) dugc pha lodng theo ty 18 1/10000 trong PBST-3% BSA duogc b sung va dia ndy
dugc 1 1 gid & nhiét d6 phong. Sau khi rira ba 1dn bang 300puL PBS-T, 100puL co chit
phat quang HRP (co chét thAm tach Western ECL, PIERCE) dugc b sung. Sau tir 5 dén
10 phiit, cudng do phat quang duge doc trén phat quang ké Tecan Infinite F-500.

Fig.1 thé hién su twong tac phu thudc liéu théng thudong ciia khang thé 4C11 cua
chudt dé hép thy netrin-1 trong thir nghiém kiéu ELISA.

Néng do ciia cac khang thé nay cho phép 50% gin két (ECsy) duoc tinh toan tir
dudng cong gin két xich-ma nhu dugc thé hién & Fig.1. Bang 1 thé hién cac tri s6 ECs,
(tinh theopg/mL va nM) cta cac khang thé 4C11 cua chudt (todn bd khang thé 4C11
cling nhu cdc ménh Fab va Fab’2) va nhan tao khéc nhau.

Béang 1: Kha ning gin két ciia cac bién thé 4C11 khac nhau véi netrin-1 (Vi du 3)
hoic dé 1am suy yéu kha ning gin két ctia netrin-1 trén UNC5B (Vi du 5):
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Dir liéu vé kha niing gin két
Kha niing gin két (EC50) | Uc ché gian két phéi tir (IC50)
ng/ml pM ng/mL pM
IgG1 cua khang thé 57 380 75 502
4C11 caa chuot
IgG2a clia khang thé 63 420 85 567
4C11 cta chudt
Fab cua khang thé 650 13000 844 16880
4C11
Fab’2 cua khang thé 35 350 89 890
4C11
HUMO1 134 894 54 360
HUMO03 166 1107 65 434
HUMO09 153 1021 71 474
HUMOS 134 894 77 514
HUMO6 139 927 82 547
HUMO5 151 1007 85 567
HUMO07 125 834 89 594
HUM10 211 1407 110 734
HUMO04 198 1321 199 1327
HUMO02 260 1734 215 1434

HUMO3 dugc chon dé thir nghiém tiép. P6i khi, HUMO3 c6 thé dugc goi 1a 4C11
nhan tao dudi day.

Vi du 4: Thir nghiém gin két khang thé bang phuong phap cong hudng plasmon
bé mit

Pic tinh gin két cta cac khang thé dugc phan tich bang cach sir dung Biacore T 1
00 (GE Healthcare) v6i Phan mém danh gia Biacore T100 Control Biacore TI 00
Evaluation lién quan, va Chip:CMS5-Chip lam dang thir nghiém.

Khang thé 4C11 cua chudt (IgG1) (SEQ ID NO.12 va SEQ ID NO.13) dugc bit
giit thong qua phén tir bat gitt dugc ghép cip v6i amin. Netrin-1 véi nong d6 ting dan
theo bac dugc tiém vao. Bé mat chip chi chtra phan tir bit gitr dugc ghép cip v6i amin
dugc st dung lam bé mit dbi chimg so sanh dé hiéu chinh tac dung tao dém hoac kha
ning gan két khong dic hiéu cia netrin-1.

Céc phan tir bt giir: Cac khang thé cia dé khang IgG cua chudt nhit (Jackson
Immuno Research).

Phan tir bét giit duoc ghép cap voi amin. Qua trinh ghép cip amin tiéu chuén theo
huéng din ctia nha san xuat: dung dich dém chay: dung dich dém HBS- N, hoat héa bing
hdn hop chira EDC/NHS, nhdm muc dich tao ra mat do phéi t 10000 RU; khang thé bat
git dugc pha loang trong dung dich d&€m ghép cap 10mM NaAc, d6 pH = 4,5, ¢ =

-31-



31572

30pg/mL; Cubi cing nhém carboxyl dugc hoat héa con lai duoc phong bé bing cach

tiém etanolamin 1M.

Khang thé 4C11 bt gitr: Bit gift khang thé 4C11 trén cac dong té bao tir 2 dén 4:
tbc d6 dong 5SpL/phut, thoi gian tiép xtuc 72 gidy, c(khang thé khang IgG cta chudt nhét)
= 5nM. Dung dich dém bt giir: PBS (d6 pH=7,4), 0,005% Tween 20

Mau phan giéi: Diy ndéng d6 thong thuomg duge do véi tbe d6 dong bang
50uL/phit bang cach tiém lién tuc dich phén giai trong 5 hodc 6 nong do ting din (ndng
do = 2-164 nM). Dung dich dém chay: 20mM Hepes d6 pH = 7,4, 600mM NaCl, 0,005%
Tween 20. Dich phan giai duoc tiém trong 3 phut, tiép d6 1a pha phén ly trong 90 gidy.

Phén tich cong hudng plasmon bé mat (SPR) ban dinh lugng cuia dong hoc gén Kkét
netrin-1 v6&i khang thé 4C11 da dugc bt giit duoc thuc hién bang cach sir dung phan tich
BlIAcore vé kha ning gin két khang thé 4C11 cua chudt nhu di néu va moé ta theo sang
ché v6i Netrin-1 ctia nguoi. Khang thé 4C11 dugc bét giit trén bé mit chip théng qua cac
phén tir IgG(Fc) khang ngudi dugc ghép cip véi amin. Nong d6 ting din theo bic cia
Netrin-1 ctia ngudi dugc tiém vao va kha ning gin két déng hoc duoc kiém tra boi mite
thay d6i SPR. Miic thay ddi 1a don vi trong d6i (RU) so v6i chip dbi ching duogc ghi lai
trén truc y theo thoi gianb(truc x). Puong cong gin két va phan ly dai dién cta khang thé
4C11 phan giai d duoc bat giit & cac ndng dd khac nhau ciia Netrin-1 ctia ngudi da tiém

quan sat duoc.

Sau d6, cac thong sb dong hoc duoc tinh toan bang cach sir dung su so sanh kép
thong thuong (so sanh ddi ching: gin két chit phan giai véi phan tir bat giir; Dong té
bao: ndng dd netrin-1 bang “0” 1am mAu tréng) va tinh toan theo md hinh dong hoc chuén

d6 1: 1 kha nang gin két.

Bang 2 thé hién dir liéu 4i luc do dugc béng SPR (BIACORE® T100) & nhiét do
25°C trong PBS:

Ka Kd KD
(M-1s-1) (-1 (nM)
Vidul | 14x105 | 1,8x105 | 13,3
Vidu2 | 14x105 | 1,8x105 | 127

Vi du 5: 4C11 tic ché kha ning gin két ctia Netrin-1 v6i UNC5B (Fig.2)

Pia vi chuin d 96 giéng mau tring (Costar 3912 Corning) dugc & qua dém & 4°C
v6i 100ng UNC5B-Fc (R&D 1006-UN-050) hoic DCC-Fc (R&D 844-DC-050) trong
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100pL dung dich nuéc mudi dém phosphat (PBS). Sau khi rira ba 1an bing 300pL PBS-
0,05% Tween-20 (PBS-T), dia nay dugc phong bé bang 100puL PBS-2% BSA va i 1 gid
& nhiét o phong. Sau khi rira ba 1an bang 300uL PBS-T, dia nay duoc U trong 1 gid &
nhiét 46 phong, véi 100uL PBS-1% BSA chtra 50ng/mL Netrin-1 dugce danh ddu FLAG
(Adipogen) va cac luong khic nhau (tir 0,2ng dén 3000ng) ciia khang thé 4C11. Sau khi
rira ba 1in bang 300uL PBS-T, 100pL khang thé don dong khang FLAG M2 duoc tiép
hop véi peroxidaza cla ciy cu cai ngua (HRP) (Sigma A8592) dugc pha lodng theo ty 1€
1/5.000 trong PBST-1% BSA duogc b sung va dia nay dugce 4 1 gidr & nhiét do phong.
Sau khi rira ba 1an bang 300pL PBS-T, 100uL co chit phat quang HRP (co chét thim
tach Western ECL, PIERCE) dugc bd sung. Sau tir 5 dén 10 phut, cuong d6 phat quang
duge doc trén phét quang ké Tecan Infinite F-500.

Fig.2 thé hién kha nang trc ché doc 1ap véi lidu thong thuong cua netrin-1 gén két
v6i UNC5B béi luong ting din cta khang thé 4C11 cua chudt ciia chudt trong thu
nghiém kiéu ELISA.

Nong d6 ciia cac khang thé cho phép e ché 50% (ICsy) duge tinh todn tir dudng
cong géﬁ két xich-ma nhu duoc thé hién & Fig.5. Bang 1 thé hién cac tri s6 IC50 (tinh
theopg/mL va in nM) ctia cac khang thé 4C11 ciia chudt (toan bd khang thé 4C11 ciing
nhu Manh Fab va Fab’2) va nhan tao khac nhau.

Vi du 6: Lap ban dd epitop ciia netrin-1 ciia khang thé 4C11 cia chudt (Fig.3 va
Fig.4)

Viéc 1ap ban do epitop dugc thuc hién bing cach sir dung fnéng chira 590 peptit
tuyén tinh gdm 15 axit amin bao phu toan bd trinh tu cua Netrin-1 cla nguoi (khong co
peptit tin hiéu) véi mirc chdng 13p peptit-peptit chira 14 axit amin. Peptit tuyén tinh dugc
tong hop bang cach sir dung k§ thuat héa hoc Fmoc tiéu chuin va khit bao vé bang cach
st dung axit trifluoric. Cac thé polypropylen dang thé tin dung c6 455 giéng chira cac
peptit lién két cong hoa tri dwoc 1 30 phit & nhiét do 25°C trong PBST (PBS-1% Tween
80) chira 5% SQ (SQ, Super-Q, 4% huyét thanh ngua (thé tich/thé tich), 5% 1ong tring
trimg (khéi lugng/thé tich) trong PBST. Sau khi rira, cAc peptit nay duogc 1 véi khang thé
4C11 (1pg/mL) PBST-0,1% SQ. Sau khi rira, cac peptit nay dugc G véi dich pha loidng
theo ty 1& 1/1000 chira thé tiép hop khang thé peroxidaza khang chudt nhét
(SouthernBiotech) trong mot gid & nhiét d6 25°C. Sau khi rira, co chét peroxidaza 2,2’-
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azino-di-3-etylbenzthiazolin sulfonat (ABTS) va 2ul H,O, 3% duogc bd sung. Sau mot
giv, su phét trién mau dugc xac dinh bang thiét bi ghép cap dién tich (CCD) - may quay
phim va hé théng xr Iy anh.

Fig.3 thé hién 4C11 ctia chudt tuong tic dic hiéu voi peptit c6 trinh tu nhu néu
trong SEQ ID NO.3: VACNCNLHARRCRFNMELYKLSGRKSGGVCLNCRHN-
TAGRHCH. |

Fig.4 13 hinh anh thé hién vi trf cta epitop dwoc nhan dién béi khang thé 4C11 cua

chudt. Epitop nay dugc mang béi mién tuong ty EGF thit hai cia netrin-1.

Viéc 1ap ban do epitop Pepscan cé sir dung mang vét chira 590 peptit tuyén tinh
gdm 15 axit amin bao phil toan bd trinh tu cia NET1 ngudi. Nhu duge thé hién trong -
Fig.9, khang thé HUMO3 gin két 8 peptit chdng lip tuong tng véi trinh tu axit amin
“ARRCRFNMELYKLSGRKSGGVC” (SEQ ID NO.35) c6 mit trong mién V-2 cia
NET1. Do dé, epitop gin két ctia khang thé chdng lap v6i mién NET1 lién quan téi qua
trinh twong téc véi UNCSB. Dé khing dinh ring mién V-2 ciia NET1 c¢6 vai trd trong
viéc tuong tac véi HUMO3, cac tac gia sang ché tao ra td hop cac thé d6t bién va da tién
hanh thir nghiém gén két in vitro ctia cac thé dot bién nay véi khéng thé ciing nhu véi
UNCSB. Dot bién diém K358L dii dé lam giam muc do tuong tac véi HUMO3. Dot bién
ba diém R348A-R349A-R351A 1am giam mirc do tuong téc.

Vi du 7: Caspaza-3 giy ra béi 4C11 & té bao bénh ung thur biéu mé tuyén phdi
A549 cua nguoi (Fig.5)

Vao ngay 1, cac té bao dugc cho vao mdi truong khong chira huyét thanh (1,8 x
10° té bao/giéng trong dia 6 giéng vai thé tich 1mL/giéng). Vao ngay 2, moi trudng nay
dugc thay bang 1mL mdi trudng méi khéng chira huyét thanh chira chit dan thudc (Ctrl),
khéng thé 4C11 ctia chudt nhét, hodc IgG1 cua chudt, khang thé khong lién quan k (Ab)
(10pg/mL). Viée diéu tri dugc tién hanh Iip lai hai 1an. Vao ngay 3, c4c t& bao tir 2 giéng
da dugc xir 1y gidng nhau duoc thu gom va két hop vao mot bé. Sau khi ly tAm, céc hat té
bao duoc tao hdn dich lai trong 55pL dung dich dém rira giai dugc cung cép trong kit thir
nghiém x4c dinh ham lugng flo Caspaza 3/CPP32 Fluorimetric (Gentaur Biovision,
Brussels, Belgium). Sau d6, qué trinh giy chét t& bao theo chuong trinh dugc kiém tra
bang cach do hoat tinh caspaza-3 bang cach st dung kit néu trén. Toan bd cac tri sé duoc

chuan hoa theo mau ddi chimg.
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Fig.5 thé hién khang thé 4C11 cua chudt tao ra hoat tinh caspaza 3 & té bio bénh

ung thu biéu mo tuyén phdi A549 ciia nguoi.

Vi du 8: Hoat tinh wrc ché sinh truéng ctia khéi u gdy ra bai 4C11 in vivo cia
A549 (Té bao bénh ung thu biéu mé tuyén phdi cia ngudi) (Fig.6) va té bao di ghép
GRANTA (té bao u bach huyét v6 nio nguoi) (Fig.7).

Chu6t nhit cai khong cé tuyén giap bay tuin tudi (20-22g thé trong) thu duoc tir
khu vuc nubi gitt dong vat Charles River. Cac con chudt nay dugc nhdt trong 16ng cé
may loc khir tring dit phia trén va gitt trong khu vuc khong ¢ mam bénh. Toan b céc
khéi u dugc cly bang cach tiém dudi da cac t& bao khbi u (107 t& bao A549 hodc 10° té
bio GRANTA) trong 200uL PBS vao suon phai chudt nhat. B4t diu didu tri bing khang
thé 4C11 khi hinh thanh khéi u (V=100mm’, x4p xi 15-20 ngay sau khi tiém). Chudt nhit
dugc tiém mang bung khang thé 4C11 (liéu va liéu trinh khac nhau), chit dan thubc
(PBS), hodc chat ddi chimg isotyp (MOPC21) (n=10 chudt). Kich thudc khébi u duoc do
bang thudc kep. Thé tich khéi u duge tinh toan theo cong thic v = 0,5%(chiéu dai*chiéu
rong?).

Chudt nhit c6 manh di ghép A459 dugc diéu tri bing Smg/kg 4C11 mot 1an mot
tuan, trong khi d6 chudt nhit c6 manh di ghép GRANTA dugc nhan lidu 4C11 thip hon
(2mg/kg) mot 14n hoic hai 14n mot tuin.

Céc Fig.6 va 7 chi ra ring c6 su kim him mdt cach dang ké qua trinh phat trién
ctia khdi u cia té bao bénh ung thu biéu mé tuyén phdi A549 cia ngudi (A) va té bao u
bach huyét vo ndo GRANTA nguoi (B) da dugc di ghép & chudt thiéu hut mién dich.

Khéang thé 4C11 c6 kha ning @c ché sinh truéng ctua khdi u chira A549 va
GRANTA.

Vi dy 9: Tac dung hiép dong giita 4C11nhan tao (hum03) va doxorubicine & bénh
ung thu biéu mo xwong chuédt (Fig.8).

Bénh ung thu biéu mo xuong chudt giy ra do phéng xa dugc bién nap vao méd
hinh c4y ghép di duoc ghép vao vi tri di dién xuong chay sau khi béc mang xuong (tai
liéu tham khao: Allouche M.et al. , 1980, Int. J. Cancer 26, 777-782). Néu khong bidu
hién netrin-1 trong khdi u ndy, thi cac tic gia sang ché da kich thich netrin-1 va muc biéu

hién thu thé cta né béng cach sir dung chit hoa tri liéu (Dox, Dorubicin) nhu dugc cong
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bb m&i day (cf Paradisi et al. 2013 EMBO Mol Med (2013) 5, 1821-1834). Chudt cong da
ghép bénh ung thu biéu md xwong dugc nhian 4C11 nhin tao hum03 (4,4mg/kg) hoic
chat dan thudc (d6i chung) hai 14n mot tudn, bing cach tiém mang bung. Mot s6 chudt
con dugc nhin doxorubixin (2mg/kg) bang cach tiém mang bung. Kich thudc khéi u
duogc do bﬁng thudc kep. Thé tich khdi u duoc tinh toan theo cong thirc v = 0,5*(chiéu
dai*chidu rong”). Pong thoi, MRI dugc sir dung cho mé hinh phat trién.

Fig.8 thé hién kha niang wrc ché sinh truéng cta bénh ung thu biéu mé xuwong & cac

chudt duge diéu tri ddng thoi bang khang thé 4C11 va doxorubixin.

Vi du 10: Hi€u qua cda khang thé 4C11 cia chudt & mé hinh viém & bénh ung thu
rudt két ti phat gdy ra bai qua trinh viém. (md hinh chudt nhit IBD (Bénh viém rudt) lién
quan té6i bénh ung thu truc trang) (¢f Ref Proc Natl Acad Sci U S A. 2009 Oct
6,106(40):17146-51).

Chudt nhit dugc diéu tri bing AOM + DSS va diéu tri bing PBS hoic 4C11 trong
mang bung 2mg/kg hai 1dn mot tudn (n=7) nhu md ta trude d6 (Ref : Neufert C et al
(2007) Nat Protoc 2: 1998-2004). Tém lai, chudt nhét céi kiéu hoang Balb/C 8 tudn tudi
khong bi bénh duoc tiém mang bung 10 mg/kg thé trong AOM hoa tan trong PBS. Vao
ngay hom sau, 2,5% DSS dugc dua vao trong nudc udng trong mot tudn, tiép d6 1a 2 ‘tuﬁn
v6i nuGe binh thuong. Chudt nhit duge diéu tri bing DSS trong 1 tudn, ¢t 2 tudn cho dén
khi két thiic mudi tudn thir nghiém va tiém ba 14n mot tudn biang khang thé 4C11 hoic
PBS. Cac chudt duoc dem giét vao ngay dAu tién coa tudn thir mudi va rudt két duoc loai
b6 dé phan tich mo. Bang 3 18 rang chi ra ring viéc diéu tri cho chudt nhit bing khang
thé 4C11 c6 tac dung ngan ngira hodc 1am chidm su phat trién cta bénh ung thu biéu mé

rudt két do bénh viém gay ra.

Bang 3: Tac dung ctia mAb 4C11 khang Netrin trén khéi u rudt két do bénh viém
gdy ra in vivo. M6 hinh chudt nhit IBD (bénh viém ruét) lién quan t6i bénh ung thu truc
trang dugc tao ra nhu dad dugc moé td (Proc Natl Acad Sci U S A. 2009 Oct
6,106(40):17146-51). Trudc tién, chudt nhit duge diéu tri bing azoxymetan (AOM) va
Dextran sulfat natri (DSS) dé gdy ra bénh ung thu truc trang. Chuét nhit duoc didu tri
bang PBS hoic 4C11 trong mang bung 2mg/kg hai 1dn médt tudn (n=7). Chudt nhit duoc

dem giét. Rudt két duoc 14y ra, duoc c¢b dinh trong formaldehyt d& phan tich mé. Bang 3
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thé hién ty 1€ phén tram chudt nhét c6 cac ton thuong gay ra bédi tién bénh ung thu hodc

bénh ung thu rudt két khac nhau.

Tén thwong & rudt két Duorc chit diéu tri
PBS 4C11
Ching tang san cuc bd 0% 86%
U tuyén mitc thp 50% 0%
U tuyén mirc cao 16,7% 0%
ADK sém 33,3% 42,8%
ADK 66,7% 14,3%

Vi du 11: Dinh lugng protein netrin-1 trén cac té bao bénh ung thu ngudi:

Dé phan tich thAm mién dich, cac té bao dugc phan giai bang cach siéu Am trong
dung dich d€ém RIPA cai bién (50mM Tris-HCI, d6 pH=7,5, 150mM NaCl, 1% NP-40,
0,5% natri deoxycholat, 0,1% SDS, ImM EDTA, cbe-tai e ché proteaza va SmM DTT)
vau 1 gid & 4°C. Manh té bao dugce tao vién béng cach ly tam (10,000g 15’ & 4°C) va
phén chiét protein (200 vg/dong) duoc nap 1én 10% gel SDS-polyacrylamit va thdm 1én
cac tAm PVDF (Millipore Corporation, Billerica, MA, U.S.A.). Cac dich loc dugc phong
bé bang 10% sita khé khéng béo va 5% BSA trong PBS/0,1% Tween 20 (PBS-T) qua
dém va sau d6 dugc U trong 2 gid bang cac khang thé da dong cia a-netrin-1 tho (ty 1&
pha lodng 1:500, dong H104, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) va
khang thé don dong cta B-actin chudt nhét (Santa Cruz Biotechnologies). Sau ba lan rira
bang PBS-T, c4ac mang loc dugc bang khang thé so cip duoc tao tiép hop boi HRP
thich hop (1:10000, Jackson ImmunoResearch, Suffolk, UK) trong 1 gi¢. Quy trinh phat
hién duogc thuc hién béng cach st dung hé théng West Dura Chemiluminescence (Pierce,

Rockford, IL, U.S.A.).

DPé nghién ctru phat huynh quang mién dich, cac té bao dugce tach ra, duogc ly tdim
trén gidy phit bang cytospiner (Shandon Cytospin 3, Thermo Scientific) va ¢ dinh trong
30 phut bang 4% (thé tich/thé tich) paraformaldehyt. Sau dé, cac té bao duoc thim trong
30 phut trong 0,2% Triton X-100/PBS va phong bé trong PBS chtra 2% BSA va 2%
huyét thanh lira khée manh. Netrin-1 ndi sinh duge nhudém bang cach st dung khang thé
don dong ctia dong a-netrin-1 ctia chudt (Hé thdng R&D) va khang thé cia lira khang
IgG ciia chudt Alexa-488 (Poan mdi phén t&r). Nhian dugc nhém nguoc bang cach st
dung chit nhudm Hoescht (Sigma).
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Vi du 12: Vi du vé netrin-1 biéu hién qua muc bénh ung thu va biéu hién DCC
va/hoic UNCS5A va/hoic B va/hoidc C vi/hoic D can du tuyén dé diéu tri bing UNCS5-
TRAP hoac khang thé 4C11nhan tao.

Ty 1é phan trim clia cic truong hop biéu hién qua muc netrin-1 duge dua ra dbi

v6éi moi loai bénh ung thu dé biéu hién netrin-1 va céc thu thé cia né duge x4c dinh.
- 60% bénh ung thu vu di cdn (Fitamant et al., PNAS 2008),
- 47% bénh ung thu phéi té bao khong nhé (Delloye-Bourgeois et al., INCI 2009),

- 38% u nguyén bao thin kinh x4m l4n (Delloye-Bourgeois et al., J. Exp. Med.
2009),

- 61% bénh ung thu biéu mé tuyén tuy (Link et al., Annals of Chir. Onco. 2007,
Dumartin et al., Gastro 2010),

- 100% f u melanin nguyén phat (n=7), u melanin di cdn (n=6) (Kaufmann et al.,

Cellular Oncology 2009),
- 76% bénh ung thﬁ budng tring (Panastasiou et al0., Oncotarget 2011),
- 65% u nguyén bao xdp,
- 60% bénh bach ciu tiiy bao cp tinh va bénh bach ciu lympho man tinh
- 50% u bach huyét t& bao B xam l4n,
- 30% bénh ung thu mo lién két,
- 40% bénh ung thu biéu mo tuyén than,
- 22% bénh ung thu du va cb,

- Bénh ung thu tinh hoan (36% bénh ung thu biéu mé phdi thai, 50% u quai,
100% khéi u bao nodn hoang)

- 50% bénh ung thu than,
- 26% bénh ung thu da day,
- 19% bénh ung thu tr cung.

Vidu 13. RT-PCR dinh lugng cho phép danh gia mirc biéu hién netrin-1 hoic biéu
hién qua muc theo W0O2014/041088:
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ARN toan phan dugc chiét bang cach st dung kit NucleoSpin® RNA II (Macherey
Nagel, Diiren, Germany) theo huéng din ctia nha san xuit. C4c phan tmg RT-PCR duoc
tién hanh bang kit tdng hop iScript® ADN bd sung (Biorad). Mot vg ARN toan phin
duogc sao chép nguoc biang cach sir dung chuong trinh sau: 25°C trong 5 phit, 42°C trong
30 phut va 85°C trong 5 phiit. PSi voi cac nghién ctru biéu hién, cic ban sao dich duogc
khuéch dai trong thiét bi LightCycler® 2.0 (Roche Applied Science), st dung kit
LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I (Roche Applied Science). Su biéu
hién cic gen dich dwoc chuidn héa thanh cic gen glyxeraldehyt 3-phosphat
dehydrogenaza (GAPDH) va phosphoglyxerat kinaza (PGK), dugc dung lam gen gilr
nha. S lugng céac ban sao dich, dugc chuin hoa thanh gen gilt nha nay, dugc tinh toan
bang cach sit dung phuong phap Cr so sanh. Thir nghiém phé chuén duoc thuc hién, dé
chiing t6 ring tic dung ciia gen dich va gen gitr nha 13 twong dwong nhau. Trinh ty doan

moi la nhu sau:

Poan  mdi xudi: aaaagtactgcaagaaggactatgc SEQ ID NO.33.
Poan mdi ngugc: cectgettatacacggagatg SEQ ID NO.34.

Vi du 14. Dinh luong protein netrin-1 trong cac té bao bénh ung thu ngudi theo
W02014/041088:

Pé phan tich thim mién dich, cic té bao duoc phan giai bang cach siéu 4m trong
dung dich dém RIPA cai bién (50mM Tris-HCl, d6 pH=7,5, 150mM NaCl, 1% NP-40,
0,5% natri deoxycholat, 0,1% SDS, 1 mM EDTA, cde-tai tre ché proteaza va SmM DTT)
va it 1h & 4°C. Manh té bao dugc tao vién bang cach ly tdm (10,000g 15° & 4°C) va phin
chiét protein (200 yg/dong) dugc nap 1én 10% gel SDS-polyacrylamit va thdm 1én céc
tim PVDF (Millipore Corporation, Billerica, MA, U.S.A.). Dich loc dugc phong bé bang
10% stra kho khong béo va 5% BSA trong PBS/0,1% Tween 20 (PBS-T) qua dém va sau
d6 duoc 1 trong 2 giv bang khang thé da dong cta a-netrin-1 thd (ty 18 pha logng 1:500,
dong H104, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) va khang thé don dong
ctia B-actin chudt nhit (Santa Cruz Biotechnologies). Sau ba ldn rtra bang PBS-T, céc
dich loc dugc i bang khang thé so cip duogc tao tiép hop boi HRP thich hop (1:10000,
Jackson ImmunoResearch, Suffolk, UK) trong 1 gi¢. Qua trinh phat hién dugc thuc hién
bﬁng cach st dung hé théng West Dura Chemiluminescence (Pierce, Rockford, IL,
U.S.A).
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pé nghién ciru phat huynh quang mién dich, cac té bao duoc tach ra, dugc ly tdm
trén gidy phii bang cytospiner (Shandon Cytospin 3, Thermo Scientific) va ¢ dinh trong
30 phut bing 4% (thé tich/thé tich) paraformaldehyt. Sau d6, cac té bao dugc thAm trong
30 phut trong 0,2% Triton X-100/PBS va phong bé trong PBS chira 2% BSA va 2%
huyét thanh Itra khée manh. Netrin-1 ndi sinh dugc nhudm béng cach st dung khang thé
don dong cta dong a-netrin-1 ctia chudt (Hé théng R&D) va khang thé cua lira khang
IgG cia chudt Alexa-488 (Poan mdi phan tr). Nhan duoc nhom nguoc bing cch st
dung chit nhuém Hoescht (Sigma).

Vi du 15: M6 hinh di ghép in vivo

Dong té bao khac nhau ctia ngudi (dong té bao bénh ung thu biéu mé tuyén phdi
H358 va A549, va dong té bao u bach huyét vo nio GRANTA-519 va té bao B khuéch
tan cta u bach huyét oci-ly3) duoc phat trién theo ham s6 mii thu dugc tir mdi truong
nudi cdy, rira hai 14n bang PBS vé tring, duge dém va 5,10° té bao duoc tao hdn dich lai
trong PBS truéc khi cdy duédi da vao suon phai clia chudt nhét cai Swiss/cao 16ng 5 tudn
tudi. Thé tich khdi u (V) duge xac dinh theo cong thirc V= 0,5 (chiéu dai x chidu rong®)
bang thudc kep. Khdi u ¢6 kich thude 100+/- 20mm’ dugce tao ra trude khi chon ngau
nhién vio cac nhém (mbi nhém 10 chudt). Khang thé khang netrin 1 hodc chit déi chimg
isotyp dugc tiém tinh mach (H358, A549, oci-ly3) hoic ti€m mang bung (GRANTA-519)
vao chudt nhat véi lidu 10mg/kg hai 1an mot tudn. Ty 1é phan trim vé kha ning e ché
sinh truéng cla khéi u (%TGI) duoc x4c dinh dbi voi mbi dong té bao duoc ghép & ngay
(d) dugc dua ra trong bang dudi ddy va tinh toan bang cong thirc TGI (%)=(1-T/C)x100
trong d6 T 13 thé tich khdi u trung binh ctia nhém thir nghiém (d3 duoc diéu tri bing
khang thé khang netrin 1) & ngay thtr d, va C 13 thé tich trung binh ctia nhém dugc didu

tri bang doi chung isotyp. Kha nédng trc ché sinh trudng cua khoi u <50% dugc xem 1a ¢

y nghia.
Di ghép dbng‘t.é’ bao ciia Khang thé % TGI Sb n.gﬁx d saEIi
nguwoi khi diéu tri
GRANTA-519 4C11 cia chudt 63 40
H358 4C11 HUMO3 nhén tao 56 40
A549 4C11 HUMO3 nhin tao 40 47
OCYI3 4C11 HUMO3 nhén tao 33 20

Céc khang thé cia chudt va khang thé nhén tao theo sang ché c6 hoat tinh trc ché

sinh trudng khdi u hiru hiéu.
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YEU CAU BAO HQ
1. Polypeptit phan lap:

- c4u thanh tir trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.3, hoic polypeptit bién thé c6 do
tuong ddng it nhit bing 85% so véi trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.3, hoic bién thé
cAu thanh tir manh c6 it nhat 20 axit amin tiép gidp c6 trinh tw nhu néu trong SEQ ID
NO.3, hoac

- dugc ma hoa bdi ADN bd sung co trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.4, hoac
bién thé ctia né do thoai héa mi di truyén, hoic ADN bd sung bién thé c6 do tuong dong

it nhit bang 85% so véi trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO 4.

2. Polypeptit theo diém 1, trong dé polypeptit nay c6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID
NO.35, hoic polypeptit bién thé c6 d6 twong ddng it nhit bang 85% so véi trinh ty nhu
néu trong SEQ ID NO. 35.

3. Polypeptit theo diém 1, trong dé polypeptit ndy duoc ma héa bdi ADN bd sung cé
trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.36 hoic bién thé ctia né do thoai héa mi di truyén,
hodic ADN bd sung bién thé c6 d6 tuong dong it nhit bing 85% so véi trinh tu nhu néu
trong SEQ ID NO.36.

4. Polypeptit theo diém 1, trong d6 polypeptit nay cdu thanh tir polypeptit c6 d tuong
ddng it nhit bang 90%, 95%, 96%, 97%, 98% hoidc 99% so v6i trinh tu nhu néu trong
SEQ ID NO.3, hoic polypeptit cdu thanh tir manh c6 it nhat 25 hodc 30 axit amin tiép
giap c0 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.3.

5. ADN b sung c6 trinh t nhu néu trong SEQ ID NO.4 hoic SEQ ID NO.36, hoic bién
thé ctia né do thoai héa mi di truyén, hoic ADN b sung bién thé cé do twong dong it
nhét bang 85% so v6i trinh tyr nhu néu trong SEQ ID NO.4 hoic SEQ ID NO.36.
6. ADN bd sung theo diém 3, trong d6 ADN b sung nay c6 d6 trong dong it nhit bang
90%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% so v6i trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.4 hodc
SEQ ID NO.36.
7. Khang thé don dong gin két netrin-1, trong d6 khang thé don dong ndy c6 cac dic tinh
sau :

(i) gin két dic hiéu véi polypeptit c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.3 hoic SEQ ID NO.35 hoic polypeptit bién thé c6 d6 twong ddng it nhit bing 85%
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so vdi trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.3 hoic SEQ ID NO.35, hoidc polypeptit bién
thé c4u thanh tir manh cé it nhat 20 axit amin tiép gidp c6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID
NO.3 ; hoac

(2i) chira viing x4c dinh bd sung CDR1-H c6 trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.5,

ving x4c dinh bd sung CDR2-H ¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.6, viing x4c dinh

'bd sung CDR3-H ¢6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.7, va ving xac dinh bd sung

CDRI-L c6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.8, ving xac dinh b sung CDR2-L ¢6

trinh tr nhu néu trong YAS va viing xac dinh bd sung CDR3-L c¢6 trinh tu nhu néu trong
SEQ ID NO.9 ; hodc

(3i) chira ving xac dinh bd sung CDRI-H c¢é trinh tu nhu néu trong SEQ ID
NO.28, ving xac dinh bd sung CDR2-H ¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.29, ving
xé4c dinh bd sung CDR3-H c6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.30, va ving xac dinh bd
sung CDR1-L ¢4 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.31, viing x4c dinh bd sung CDR2-L
¢6 trinh trr nhu néu trong SEQ ID NO.32 va ving xac dinh bd sung CDR3-L ¢6 trinh tu
nhu néu trong SEQ ID NO.9 ; |

trong d6 khang thé don dong nay c6 dic tinh gin két netrin-1 va gy chét t& bao
hoidc giy chét t& bao khdi u theo chuong trinh théng qua thu thé UNC5 hoidc thu thé
DCC.

8. Khang thé don dong gin két netrin-1 theo diém 7, trong d6 khang thé don dong duoc
x4c dinh trong muc (i) gan két dic hiéu véi polypeptit c6 do tuong dong it nhit bing
90%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% so v6i trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.3.

9. Khang thé don dong gin két netrin-1 theo diém bt ky trong sé cac diém tir 7 dén 8,

trong d6 khang thé don dong nay 12 manh gin két epitop cia né.

10. Khang thé don dong gin két netrin-1 theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 7 d&én 9,
trong d6 khéang thé don dong nay chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.10,
SEQ ID NO.11, SEQ ID NO.12 hozc SEQ ID NO.13, tét hon néu ca hai trinh tur nhu néu
trong SEQ ID NO.10 va SEQ ID NO.11, hogc SEQ ID NO.12 va SEQ ID NO.13.

11. Khang thé don dong gin két netrin-1 theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 7 dén 10,
trong d6 khang thé don dong nay chira trinh tu axit amin dugc chon tir nhém trinh t nhu
‘néu trong SEQ ID NO.14 dén SEQ ID NO.19 vi/hoic nhém trinh tw nhu néu trong SEQ
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ID NO.20 dén SEQ ID NO.27, tét hon néu khang thé nay chira trinh tu axit amin dugc
chon tir nhém trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.14 dén SEQ ID NO.19 va trinh tu axit
amin dugc chon tir nhém trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.20 dén SEQ ID NO.27.

12. Khang thé don dong gin két netrin-1 theo diém 11, trong d6 khang thé don dong nay
chira cap trinh tu axit amin dugc chon tir cdp trinh tv nhu néu trong SEQ ID NO.14 va
SEQ ID NO.20; SEQ ID NO.15 va SEQ ID NO.21; SEQ ID NO.16 va SEQ ID NO.22;
SEQ ID NO.17 va SEQ ID NO.23; SEQ ID NO.17 va SEQ ID NO.24; SEQ ID NO.16 va
SEQ ID NO.25; SEQ ID NO.17 va SEQ ID NO.26; SEQ ID NO.17 va SEQ ID NO.22;
SEQ ID NO.18 va SEQ ID NO.25; va SEQ ID NO.16 va SEQ ID NO.21.

13. Khang thé don dong gin két netrin-1 theo diém 12, trong d6 khang thé don dong nay
con chira mién hing dinh kapa ctia ngudi trong chudi nhe, va mién hing dinh IgG1 cia
ngudi trong chudi ning.

14. Dugc phim chira khang thé don dong theo diém bét ky trong sd cac diém tir 7 dén 13,
va chét din thudc, chit mang hodc chit pha lodng duoc dung.

15. Dugc phim theo diém 14, trong d6 duge pham nay con chira dugc chat héa tri lidu.
16. Duoc phém theo diém 15, trong d6 dugc chit hoa tri liéu 1a doxorubicin, 5-

fluorouracil (5FU), paclitaxel, hodc cisplatin.
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DANH MUC TRINH TU

<110> NETRIS PHARMA
<120> POLYPEPTIT PHAN LAP, KHANG THE DON DONG GAN KET VOI NETRIN-1 VA DUQC PHAM CHUA KHANG THE
NAY
<130> BET 14L3009
<160> 36
<170> PatentIn version 3.5
<210> 1
<211> 604
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> Trinh ty tin hiéu
<222>  (1)..(24)
<220>
<221> Trinh tu 18i
<222> (339)..(381)
<223> Epitop mach théng
<400> 1
Met Met Arg Ala Val Trp Glu Ala Leu Ala Ala Leu Ala Ala Val Ala
1 5 10 15
Cys Leu Val Gly Ala Val Arg Gly Gly Pro Gly Leu Ser Met Phe Ala
20 25 30
Gly Gln Ala Ala Gln Pro Asp Pro Cys Ser Asp Glu Asn Gly His Pro
35 40 45
Arg Arg Cys Ile Pro Asp Phe Val Asn Ala Ala Phe Gly Lys Asp Val
50 55 60
Arg Val Ser Ser Thr Cys Gly Arg Pro Pro Ala Arg Tyr Cys Val Val
65 70 75 80
Ser Glu Arg Gly Glu Glu Arg Leu Arg Ser Cys His Leu Cys Asn Ala
85 90 95
Ser Asp Pro Lys Lys Ala His Pro Pro Ala Phe Leu Thr Asp Leu Asn
100 105 110
Asn Pro His Asn Leu Thr Cys Trp Gln Ser Glu Asn Tyr Leu Gln Phe
115 120 125
Prc His Asn Val Thr Leu Thr Leu Ser Leu Gly Lys Lys Phe Glu Val
130 135 140
Thr Tyr Val Ser Leu Gln Phe Cys Ser Pro Arg Pro Glu Ser Met Ala
145 150 155 160
Ile Tyr Lys Ser Met Asp Tyr Gly Arg Thr Trp Val Pro Phe Gln Phe
165 170 175
Tyr Ser Thr Gln Cys Arg Lys Met Tyr Asn Arg Pro His Arg Ala Pro
180 185 190
Ile Thr Lys Gln Asn Glu Gln Glu Ala Val Cys Thr Asp Ser His Thr
195 200 205
Asp Met Arg Pro Leu Ser Gly Gly Leu Ile Ala Phe Ser Thr Leu Asp
210 215 220
Gly Arg Pro Ser Ala His Asp Phe Asp Asn Ser Pro Val Leu Gln Asp
225 230 235 240
Trp Val Thr Ala Thr Asp Ile Arg Val Ala Phe Ser Arg Leu His Thr
245 250 255
Phe Gly Asp Glu Asn Glu Asp Asp Ser Glu Leu Ala Arg Asp Ser Tyr
260 265 270
Phe Tyr Ala Val Ser Asp Leu Gln Val Gly Gly Arg Cys Lys Cys Asn
275 280 285
Gly His Ala Ala Arg Cys Val Arg Asp Arg Asp Asp Ser Leu Val Cys
290 295 300
Asp Cys Arg His Asn Thr Ala Gly Pro Glu Cys Asp Arg Cys Lys Pro
305 310 315 320
Phe His Tyr Asp Arg Pro Trp Gln Arg Ala Thr Ala Arg Glu Ala Asn
325 330 335
Glu Cys Val Ala Cys Asn Cys Asn Leu His Ala Arg Arg Cys Arg Phe
340 345 350
Asn Met Glu Leu Tyr Lys Leu Ser Gly Arg Lys Ser Gly Gly Val Cys
355 360 365
Leu Asn Cys Arg His Asn Thr Ala Gly Arg His Cys His Tyr Cys Lys
370 375 380
Glu Gly Tyr Tyr Arg Asp Met Gly Lys Pro Ile Thr His Arg Lys Ala
385 390 395 400
Cys Lys Ala Cys Asp Cys His Pro Val Gly Ala Ala Gly Lys Thr Cys
405 410 415
Asn Gln Thr Thr Gly Gln Cys Pro Cys Lys Asp Gly Val Thr Gly Ile
420 425 430
Thr Cys Asn Arg Cys Ala Lys Gly Tyr Gln Gln Ser Arg Ser Pro Ile
435 440 445
Ala Pro Cys Ile Lys Ile Pro Val Ala Pro Pro Thr Thr Ala Ala Ser
450 455 460
Ser Val Glu Glu Pro Glu Asp Cys Asp Ser Tyr Cys Lys Ala Ser Lys
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Gly Lys Leu

Val Gln Ile

Phe Thr Val
515
Arg Arg
530-
Lys Cys Pro
545
Ala

Glu Asp

Leu Val Ile

Gln Gln Arg
595
<210> 2
<211l> 1817
<212> ADN
<213> Homo
<400> 2
atgatgcgcg
gcggtgcegeg
tgctcggacg
ggcaaggacg
agcgagcgcg
aaggcgcacc
cagtccgaga
aagttcgaag
atctacaagt
tgccgcaaga
gccgtgtgea
agcacgctgg
tgggtcacgg
aacgaggacg
gtgggcggcec
agcctggtgt
ttccactacg
tgtaactgca
gggcgcaaga
cattactgca
tgcaaagcct
ggccagtgtc
taccagcaga
actgcagcca
gggaagctga
atcctgaagg
tataagcagg
gacatcgcct
gcggaggact
tggcgggaca
tgcaagaagg
<210> 3
<211> 43
<212> PRT
<213> "Homo
<400> 3
Val Ala Cys
1

Gly

470

Ile
485
Ile

Lys

His
500
Asn Ile

Asp Gln

Lys Ile

Asn
Leu
Ile
Ser

Lys

Met Lys

Lys Ala
Val
520

Trp

Ser

Leu
535

Pro Leu

550

Pro
565

Trp

Ser

Gln
580

Glu Lys

sapiens

cagtgtggga
gcgggcccegyg
agaacggcca
tgcgcgtgte
gcgaggagceg
cgcccgcecett
actacctgca
tgacctacgt
ccatggacta
tgtacaaccg
ccgactcgceca
acgggcggcece
ccacagacat
actcggagct
ggtgcaagtg
gcgactgcag
accggccctg
acctgcatgce
gcggaggtgt
aggagggcta
gtgattgcca
cctgcaagga
gccgctcetcee
gcagcgtgga
agattaacat
cggacaaggc
gcacgagccg
gcaagtgtcc
ctccggacca
cgtgggcgceg
cctagceg

sapiens

Asn Cys
5

Asp
Arg

Lys

Gln Ser

Asp Thr

Gly Lys
600

ggcgcetggcg
gctcagcatg
cccgcgecgce
cagcacctgce
gctgegctceg
cctcaccgac
gttccecgecac
gagcctgcag
cgggcgcacg
gccgcaccgc
caccgacatg
ctcggcgcac
ccgcgtggcece
ggcgcgcgac
caacggccac
gcacaacacg
gcagcgcgcc
ccggcegcetge
ctgcctcaac
ctaccgcgac
ccctgtgggt
cggcgtgacg
catcgccccce
ggagcctgaa
gaaaaagtac
gggggactgg
catccgccge
caaaatcaag
gagcggcatc
gcggctgcge

Asp
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Lys Tyr Cys
490
Lys Ala
505
Tyr

Lys Gln

Ile Arg Ser

Lys Lys Tyr
555
Ile Val
570

Ala

Gly
Trp Arg
585
Cys

Lys Lys

gcgctggegg
ttcgcgggcece
tgcatcccgg
ggccggcccce
tgccacctct
ctcaacaacc
aacgtcacgc
ttctgctege
tgggtgccct
gcgcccatca
cgcccgctcet
gacttcgaca
ttcagccgcece
tcgtacttct
gcggcccgcet
gccggececgg
acagcccgcg
cgcttcaaca
tgtcgccaca
atgggcaagc
gctgctggcea
ggtatcacct
tgcataaaga
gactgcgatt
tgcaagaagg
tggaagttca
ggtgaccaga
cccctcaaga
gtggccgata
aagttccagc

Asn Leu His Ala Arg Arg

10

Glu Leu Tyr Lys Leu Ser Gly Arg Lys Ser Gly

Cys Arg His
35
<210> 4
<211> 129
<212> ADN
<213> Homo
<400> 4

20
Asn Thr

sapiens

40

25

Ala Gly Arg His Cys His

gtggcctgta actgcaacct gcatgcccgg cgctgccgcet
ctttcggggc gcaagagcgg aggtgtctgce ctcaactgtc

Mus musculus

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Asn

cactgccat
<210> 5
<211> 8
<212> PRT
<213>
<400> 5

1

<210> 6

5

Lys Lys Asp

Gly Asp Trp
510
Thr Ser
525

Asp

Gly
Arg Ile
540
Leu

Leu Leu

Ala Asp Lys

Arg Leu Arg
590

Ala

cggtggcgtg
aggcggcegea
actttgtcaa
cggcgcgcta
gcaacgcgtc
cgcacaacct
tcacactgtc
cgcggcccga
tccagttcta
ccaagcagaa
cgggcggcect
actcgcccgt
tgcacacgtt
acgcggtgtce
gcgtgcgecga
agtgcgaccg
aagccaacga
tggagctcta
acaccgccgg
ccatcaccca
aaacctgcaa
gcaaccgctg
tccctgtage
cctactgcaa
actatgccgt
cggtgaacat
gcctgtggat
agtacctgct
aaagcagcct
agcgtgagaa

Cys Arg Phe

Gly Val Cys
30

tcaacatgga
gccacaacac
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480
Tyr Ala
495

Trp Lys

Arg Ile

Ala Cys
Asn
560
Ser

Gly

Ser
575

Lys Phe

cctggtgggce
gcccgatccce
tgcggecttce
ctgcgtggtyg
cgaccccaag
gacgtgctgg
cctcggcaag
gtccatggcce
ctccacgcag
cgagcaggag
catcgccttce
gctgcaggac
cggcgacgag
cgacctgcag
ccgcgacgac
ctgcaagccc
gtgcgtggcc
caagctttcg
ccgeccactgce
ccggaaggcce
ccaaaccacc
cgccaaaggc
gccgccgacg
ggcctccaag
ccagatccac
catctcecgtg
ccgctegegg
gctgggcaac
ggtgatccag
gaagggcaag

Asn Met
15
Leu Asn

gctctacaag
cgccggecge

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1817

60
120
129
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<211> 8
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 6

Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr
1 5

<210> 7

<211> 9

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 7

Ala Arg Gly Gly Thr Gly Phe Ala Tyr
1 5

<210> 8

<211l> 6

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 8

Gln Ser Val Ser Asn Asp
1 5

<210> 9

<211> 9

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 9

Gln Gln Asp Tyr Ser Ser Pro Trp Thr
1 5

<210> 10

<211> 116

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> Trinh tyu 18i
<222> (26)..(33)
<223> CDR theo IGMT
<220>

<221> Trinh tu 138i
<222> (51)..(58)
<223> CDR theo IGMT
<220>

<221> Trinh ty 18i
<222> (97)..(105)
<223> CDR theo IGMT

<400> 10
Gln Ala Tyr Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg
1 5 10
Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe
’ 20 25
Asn Met His Trp Val Lys Gln Thr Pro Arg Gln Gly Leu
35 40 45
Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn
50 55 60
Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser
65 70 - 75
Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val
85 90
Ala Arg Gly Gly Thr Gly Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105
Thr Val Ser Ala
115
<210> 11
<211> 107
<212> PRT
<213> Mus musculus
<220>

<221> Trinh ty 16i
<222> (27)..(32)
<223> CDR theo IGMT
<220>

<221> Trinh tu 18i
<222> (50) ..(52)
<223> CDR theo IGMT
<220>

<221> Trinh tu 138i
<222> (89)..(97)
<223> CDR theo IGMT
<400> 11

Pro
Thr
30

Glu
Gln
Thr
Tyr

Thr
110

Gly
15
Ser

Trp
Lys
Ala
Phe

95
Leu

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr
80

Cys

Val

Ser Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Lys Phe Leu Leu Val Ser Ala Gl

1 5 10

15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Ser Asn Asp
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20 25 30
Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Tyr Ala Ser Asn Arg Tyr Thr Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly
50 55 60
Ser Gly Tyr Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser Thr Val Gln Ala
65 70 75 80
Glu Asp Leu Ala Val Tyr Phe Cys Gln Gln Asp Tyr Ser Ser Pro Trp
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105
<210> 12
<211> 440
<212> PRT
<213> Mus musculus
<220>

<221> Trinh tu 18i
<222> (26)..(33)
<223> CDR theo IGMT
<220>
<221> Trinh tu 138i
<222> (51)..(58)
<223> CDR theo IGMT
<220> :
<221> Trinh ty 181
<222> (97)..(105)
<223> CDR theo IGMT
<400> 12
GIn Ala Tyr Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30
Asn Met His Trp Val Lys Gln Thr Pro Arg Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60 ’
Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys
85 90 95
Ala Arg Gly Gly Thr Gly Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
100 105 110
Thr Val Ser Ala Ala Lys Thr Thr Pro Pro Ser Val Tyr Pro Leu Ala
115 120 125
Pro Gly Ser Ala Ala Gln Thr Asn Ser Met Val Thr Leu Gly Cys Leu
130 135 140
Val Lys Gly Tyx Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Thr Trp Asn Ser Gly
145 150 155 160
Ser Leu Ser Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Glu Ser Asp
165 170 175
Leu Tyr Thr Leu Ser Ser Ser Val Thr Val Pro Ser Ser Pro Arg Pro
180 185 190
Ser Glu Thr Val Thr Cys Asn Val Ala His Pro Ala Ser Ser Thr Lys
195 200 : 205
Val Asp Lys Lys Ile Val Pro Arg Asp Cys Gly Cys Lys Pro Cys Ile
210 ' 215 220
Cys Thr Val Pro Glu Val Ser Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Lys Pro
225 230 235 240
Lys Asp Val Leu Thr Ile Thr Leu Thr Pro Lys Val Thr Cys Val Val
245 250 255
Val Asp Ile Ser Lys Asp Asp Pro Glu Val Gln Phe Ser Trp Phe Val
260 265 270
Asp Asp Val Glu Val His Thr Ala Gln Thr Gln Pro Arg Glu Glu Gln
275 280 285
Phe Asn Ser Thr Phe Arg Ser Val Ser Glu Leu Pro Ile Met His Gln
290 295 300
Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Phe Lys Cys Arg Val Asn Ser Ala Ala
305 310 315 320
Phe Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Thr Lys Gly Arg Pro
325 330 335
Lys Ala Pro Gln Val Tyr Thr Ile Pro Pro Pro Lys Glu Gln Met Ala
340 345 350
Lys Asp Lys Val Ser Leu Thr Cys Met Ile Thr Asp Phe Phe Pro Glu
355 360 365
Asp Ile Thr Val Glu Trp Gln Trp Asn Gly Gln Pro Ala Glu Asn Tyr
370 375 380
Lys Asn Thr Gln Pro Ile Met Asn Thr Asn Gly Ser Tyr Phe Val Tyr
385 ) 390 395 400
Ser Lys Leu Asn Val Gln Lys Ser Asn Trp Glu Ala Gly Asn Thr Phe
405 410 415

-53-



31572

Thr Cys Ser Val Leu His Glu Gly Leu His Asn His His Thr Glu Lys

420

Ser Leu Ser His Ser Pro Gly Lys

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Ser Ile
1

Asp Arg Val Thr Ile Thr

Val Ala

435
13
214
PRT
Mus musculus

Trinh tu 138i
(27)..(32)
CDR theo IGMT

Trinh tu 18i
(50) ..(52)
CDR theo IGMT

Trinh tu 18i

(89)..(97)

CDR theo IGMT

13

Val Met Thr Gln
5

20
Trp Tyr Gln Gln
35

Tyr Tyr Ala Ser Asn Arg

50

Ser Gly Tyr Gly Thr Asp

65
Glu Asp

Thr Phe

70
Leu Ala Val Tyr
85
Gly Gly Gly Thr
100

Pro Thr Val Ser Ile Phe

115

Gly Ala Ser Val Val Cys

130
Asn Val
145

Lys Trp Lys Ile
150

Asn Ser Trp Thr Asp Gln

165

Ser Thr Leu Thr Leu Thr

Thr Cys

180
Glu Ala Thr His
195

Phe Asn Arg Asn Glu Cys

210
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>

<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Glu Ile
1

Glu Arg

Val Ala

Tyr Tyr
50

Ser Gly

65

Glu Asp

14

101

PRT

Trinh tu nhin tao

Bién thé nhin tao

Trinh tu 18i
(27) ..(32)
CDR theo IGMT

Trinh tu 18i
(50)..(52)
CDR theo IGMT

Trinh tu 18i

(89)..(97)

CDR theo IGMT

14

Val Met Thr Gln
5

Ala Thr Leu Ser

20

Thr

Cys

Lys
Tyr
55

Phe
Phe
Lys
Pro
Phe
135
Asp
Asp

Lys

Lys

Ser

Cys

Trp Tyr Gln Gln Lys

35

Ala Ser Asn Arg Tyr

Tyr Gly Thr Asp
70
Ala Ala Tyr Tyr
85

55
Phe

Phe

440

Pro
Lys
Pro
40

Thr
Thr
Cys
Leu
Pro
120

Leu

Gly

Ser’

Asp

Thr
200

Pro
Lys
Pro
40

Thr

Thr

Cys

425

Lys
Ala
25

Gly
Gly
Phe
Gln
Glu
105
Ser
Asn
Ser
Lys
Glu

185
Ser

Ala
Ala
25

Gly
Gly

Leu

Gln

Phe
10

Ser
Gln
Val
Thr
Gln
90

Ile
Ser
Asn
Glu
Asp
170

Tyr

Thr

Thr
10

Ser
Lys
Ile

Thr

Gln
90

Leu
Gln
Ser
Pro
Ile
75

Asp
Lys
Glu
Phe
Arg
155
Ser

Glu

Ser

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile

75
Asp

Leu
Ser
Pro
Asp
60

Ser
Tyr
Arg
Gln
Tyr
140
Gln
Thr

Arg

Pro

Ser
Ser
Pro
Pro
60

Asn

Tyr

Val
Val
Lys
45

Arg
Thr
Ser
Ala
Leu
125
Pro
Asn
Tyr
His

Ile
205

Val
Val
Lys
45

Arg

Asn

Ser

430

Ser
Ser
30

Leu
Phe
val
Ser
Asp
110
Thr
Lys
Gly
Ser
Asn

190
Val

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Ile

Ser

Ala
15

Asn
Leu
Thr
Gln
Pro
95

Ala
Ser
Asp
Val
Met
175

Ser

Lys

Pro
15

Asn
Leu
Ser

Glu

Pro
95

Gly
Asp
Ile
Gly

Ala
80

Trp
Ala
Gly
Ile
Leu
160
Ser
Tyr

Ser

Gly
Asp
Ile
Gly
Ser

80
Trp



Thr Phe Gly Gln Gly

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Asp Ile Gln Met Thr Gln
1 5
Asp Arg Val Thr Ile Thr
20
Val Ala Trp Phe Gln Gln
35
Tyr Tyr Ala Ser Asn Arg
50
Ser Gly Ser Gly Thr Asp
65 70
Glu Asp Ala Ala Thr Tyr
85
Thr Phe Gly Gln Gly
100
<210> 16
<211> 101
<212> PRT
<213> Trinh tu nhdn tao
<220>
<223> Bién thé nhin tao
<220>
<221> Trinh ty 138i
<222> (27)..(32)
<223> CDR theo IGMT
<220>
<221> Trinh tu 18i
<222> (50) .. (52)
<223> CDR theo IGMT
<220>
<221> Trinh ty 16i
<222> (89)..(97)
<223> CDR theo IGMT
<400> 16
Asp Ile Gln Met Thr Gln
1 5
Asp Arg Val Thr Ile Thr
20
Val Ala Trp Tyr Gln Gln
35
Tyr Tyr Ala Ser Asn Arg
50
Ser Gly Tyr Gly Thr Asp
65 70
Glu Asp Ala Ala Tyr Tyr
85
Thr Phe Gly Gln Gly
100
<210> 17
<211> 101
<212> PRT
<213> Trinh tu nhdn tao
<220>
<223> Bién thé& nhan tao
<220>
<221> Trinh tu 18i
<222> (27) ..(32)
<223> CDR theo IGMT
<220>
<221> Trinh tu 18i

100
15
101
PRT

Trinh ty nhdn tao

Bién th& nhan tao

Trinh ty 138i
(27)..(32)
CDR theo IGMT

Trinh tu 18i
(50) ..(52)
CDR theo IGMT

Trinh tu 138i
(89)..(97)
CDR theo IGMT
15

Ser
Cys
Arg
Tyxr
55

Phe

Tyr

Ser
Cys
Lys
Tyr
55

Phe

Phe

Pro
Lys
Pro
40

Thr

Thr

Cys

Pro
Lys
Pro
40

Thr

Thr

Cys

Ser
Ala
25

Gly
Gly

Phe

Gln

Ser
Ala
25

Gly
Gly

Leu

Gln

Ser
10

Ser
Gln
Val

Thr

Gln
90

Ser
10

Ser
Gln
Ile

Thr

Gln
90

31572

Leu
Gln
Ser
Pro
Ile

75
Asp

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile

75
Asp

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Ser

Tyr

Ser
Ser
Pro
Pro
60

Asn

Tyr

Ala
Val
Arg
45

Arg

Ser

Ser

Ala
Val
Arg
45

Arg

Asn

Ser

-55-

Ser
Ser
30

Arg
Phe

Leu

Ser

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Ile

Ser

Val
15

Asn
Leu
Ser

Glu

Pro
95

vVal
15

Asn
Leu
Ser

Glu

Pro
95

Gly
Asp
Ile
Gly

Ala
80

Trp

Gly
Asp
Ile
Gly

Ser
80

Trp
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<222> (50)..(52)
<223> CDR theo IGMT

<220>
<221> Trinh tu 16i
<222> (89)..(97)
<223> CDR theo IGMT
<400> 17
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Ser Asn Asp
20 25 30
Val Ala Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Gln Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Tyr Ala Ser Asn Arg Tyr Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Glu Ala
65 70 75 80
Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Asp Tyr Ser Ser Pro Trp
85 90 95
Thr Phe Gly Gln Gly
100
<210> 18
<211> 101
<212> PRT
<213> Trinh tu nhdn tao
<220>
<223> Bién thé nhin tao
<220>

<221> Trinh tu 18i
<222>  (27)..(32)
<223> CDR theo IGMT
<220>

<221> Trinh tu 16i
<222> (50)..(52)
<223> CDR theo IGMT
<220>

<221> Trinh tu 168i
<222>  (89)..(97)
<223> CDR theo IGMT

<400> 18
Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15
Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Ser Asn Asp
20 25 30
Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Tyr Ala Ser Asn Arg Tyr Thr Gly Ile Pro Pro Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Tyr Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Asn Asn Ile Glu Ser
65 70 75 80
Glu Asp Ala Ala Tyr Tyr Phe Cys Gln Gln Asp Tyr Ser Ser Pro Trp
85 90 95
Thr Phe Gly Gln Gly
100
<210> 19
<211> 101
<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<223> Bién th& nhin tao
<220>

<221> Trinh tu 138i

<222> (27)..(32)

<223> CDR theo IGMT

<220>

<221> Trinh tu 18i

<222> (50)..(52)

<223> CDR theo IGMT

<220>

<221> Trinh tu 18i

<222> (89)..(97)

<223> CDR theo IGMT

<400> 19

Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly

1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Asn Asp

20 25 30

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Tyr Ala Ser Asn Arg Tyr Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
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50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Asp Tyr Ser Ser Pro Trp
85 90 95
Thr Phe Gly Gln Gly
100
<210> 20
<211> 109

<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Bién thé nhan tao
<220>

<221> Trinh ty 13i
<222> (26)..(33)

<223> CDR theo IGMT

<220>

<221> Trinh tu 18i
<222> (51) ..(58)
<223> CDR theo IGMT
<220>

<221> Trinh ty 138i
<222> (97)..(105)
<223> CDR theo IGMT

<400> 20
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30
Asn Met His Trp Val Arg Gln Ala Thr Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60
Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Gly Gly Thr Gly Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105
<210> 21
<211> 109
<212> PRT
<213> Trinh ty nh3n tao
<220>
<223> Bién thé nhan tao
<220>

<221> Trinh tu 18i
<222> (26)..(33)
<223> CDR theo IGMT

<220>

<221> Trinh tu 18i
<222> (51)..(58)
<223> CDR theo IGMT

<220>
<221> Trinh tu 18i
<222> (97)..(105)
<223> CDR theo IGMT
<400> 21
Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln
1 5 10 15
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Ile Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30
Asn Met His Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60
Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Gly Gly Thr Gly Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105
<210> 22
<211> 109
<212> PRT
<213> Trinh ty nh8n tao
<220>

<223> Bién thé& nhan tao
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<220>
<221> Trinh tu 18i
<222> (26)..(33)
<223> CDR theo IGMT
<220>
<221> Trinh ty 138i
<222> (51) ..(58)
<223> CDR theo IGMT
<220>
<221> Trinh tu 18i
<222> (97) ..(105)
<223> CDR theo IGMT
<400> 22
Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser
1 5
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala
20
Asn Met His Trp Val Arg Gln
35
Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn
50 55
Lys Gly Arg Leu Thr Ile Ser
65 70
Leu Thr Met Thr Asn Met Asp
85
Ala Arg Gly Gly Thr Gly Phe
100
<210> 23
<211> 109
<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<223> Bién thé nhan tao
<220>
<221> Trinh tu 18i
<222> (26)..(33)
<223> CDR theo IGMT
<220>
<221> Trinh tu 18i
<222> (51)..(58)
<223> CDR theo IGMT
<220>
<221> Trinh ty 18i
<222> (97) ..(105)
<223> CDR theo IGMT
<400> 23
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser
1 5
Ser Leu Arg Ile Ser Cys Lys
20
Asn Met His Trp Val Arg Gln
35
Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys
85
Ala Arg Gly Gly Thr Gly Phe
100
<210> 24
<211> 109
<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<223> Bién thé& nhén tao
<220>
<221> Trinh tu 18i
<222> (26)..(33)
<223> CDR theo IGMT
<220>
<221> Trinh tu 18i
<222> (51)..(58)
<223> CDR theo IGMT
<220>
<221> Trinh tu 18i
<222> (97) ..(105)
<223> CDR theo IGMT
<400> 24

Gly
Ile
Ala
40

Gly
Lys

Pro

Ala

Gly
Gly
Ala
40

Gly
Arg

Thr

Ala

Pro
Ser
25

Thr
Asp
Asp

Val

Tyr
105

Ala
Ser
25

Thr
Asp
Asp

Glu

Tyr
105

Gly
10

Gly
Gly
Thr

Thr

Asp
90

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Asp
Asp

S0
Trp
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Leu
Tyr
Gln
Ser
Ser
75

Thr

Gly

Val
Tyr
Gln
Ser
Ser
75

Thr

Gly

Val
Thr
Gly
Tyr
Lys
Ala

Gln

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Gln

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Asn

Thr

Gly

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Asn

Val

Gly

Pro
Thr
30

Glu
Gln
Gln

Tyr

Pro
Thr
30

Glu
Gln

Thr

Tyr

Ser
15
Ser

Trp
Lys
Val

Tyr
95

Gly
15
Ser

Trp
Lys
Ala

Tyr
95

Gln
Tyr
Met
Phe
Val

80
Cys

Glu
Tyr
Met
Phe
Tyr

80
Cys

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln
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1 5 10 15
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30
Asn Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60
Lys Gly Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser
65 70 75 80
Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Gly Gly Thr Gly Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105
<210> 25
<211> 109
<212> PRT
<213> Trinh ty nhin tao
<220>
<223> Bién thé nhan tao
<220>
<221> Trinh tu 18i
<222> (26)..(33)
<223> CDR theo IGMT
<220>
<221> Trinh tu 18i
<222> (51)..(58)
<223> CDR theo IGMT
<220>

<221> Trinh tu 18i
<222> (97)..(105)
<223> CDR theo IGMT

<400> 25
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30
Asn Met His Trp Val Arg Gln Ala Thr Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60
Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Gly Gly Thr Gly Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105
<210> 26
<211> 109
<212> PRT
<213> Trinh tu nhidn tao
<220>
<223> Bién thé nhan tao
<220>
<221> Trinh ty 18i
<222> (26)..(33)
<223> CDR theo IGMT
<220>

<221> Trinh ty 18i
<222> (51)..(58)
<223> CDR theo IGMT
<220>
<221> Trinh tu 18i
<222> (97)..(105)
<223> CDR theo IGMT
<400> 26
Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln
1 5 10 15
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Ile Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30
Asn Met His Trp Val Arg Gln Ala Thr Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60
Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Gly Gly Thr Gly Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105
<210> 27
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<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh ty nh8n tao
<220>
<223> Bién thé& nhan tao
<220>
<221> Trinh tu 18i
<222> (26)..(33)
<223> CDR theo IGMT
<220>
<221> Trinh tu 13i
<222> (51) ..(58)
<223> CDR theo IGMT
<220>
<221> Trinh tu 18i
<222> (97)..(105)
<223> CDR theo IGMT
<400> 27
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30
Asn Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60
Lys Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Gly Gly Thr Gly Phe Ala Tyr Trp Gly Gln
© 100 105
<210> 28
<211l> 5
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 28

Ser Tyr Asn Met His
1 5
<210> 29

<211> 17

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 29 -

Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 10 15
Gly

<210> 30

<211> 7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 30

Gly Gly Thr Gly Phe Ala Tyr

1 5

<210> 31

<211> 11

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 31

Lys Ala Ser Gln Ser Val Ser Asn Asp Val Ala
1 5 10
<210> 32

<211> 7

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 32

Tyr Ala Ser Asn Arg Tyr Thr
1 5

<210> 33

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tyu nha3n tao
<220>

<223> Doan mdi xudi @& thuc hién phan Ung PCR dbi véi gen netrin-1 ciia ngudi
<400> 33

aaaagtactg caagaaggac tatgc 25
<210> 34
<211> 21

<212> - ADN
<213> Trinh ty nhin tao
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<220>
<223> DPoan mdi ngugc dé thuc hién phan Ung PCR dbi véi gen netrin-1 ciia ngqudi
<400> 34

ccctgettat acacggagat g 21
<210> 35
<211> 22

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 35
Ala Arg Arg Cys Arg Phe Asn Met Glu Leu Tyr Lys Leu Ser Gly Arg
1 5 10 15
Lys Ser Gly Gly Val Cys
20
<210> 36
<211> 66
<212> ADN
<213> ADN bd sung
<400> 36
gcccggcgcet gccgcttcaa catggagctc tacaagcttt cggggcgcaa gagcggaggt 60
gtctgce 66
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