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Linh vire k§ thuit dwoc dé cip

Sang ché dé cap dén khang thé, cu thé 1a khang thé don dong, c6 thé gin két véi
thu thé yéu td sinh trudng tuong tu insulin-1, cling nhu trinh tu axit amin va axit nucleic

m3 héa khang thé nay.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Thu thé yéu t6 sinh truéng twong tu insulin-1 (IGF-1R - insulin like growth factor
receptor -1) 14 thu thé c6 hoat tinh tyrosin kinaza va do twong ddng véi thu thé insulin
bang 70%. Thu thé IGF-1R 14 glycoprotein c6 khbi lwong phan ti khoang 350000. Thu
thé IGF-1R 14 thu thé di tetrame c6 mdi nira - dwoc lién két béi céc cau lién két disulfua -
chira tiéu don vi o ngoai bao va tidu don vi B xuyén mang. Thu thé IGF-1R gin két vai
IGF1 va IGF2 véi i luc rit manh (K4 khoang 1nM), nhung ciing ¢6 thé gin két véi
insulin vé6i 4i luc thap hon 100 dén 1000 lan. Nguoc lai, thu thé insulin gin két véi
insulin v6i 4i luc rit manh mic du yéu t6 sinh trudng twong ty insulin chi gén két véi thu
thé insulin & i luc thap hon 100 1dn. C4c ving tyrosin kinaza cua thu thd IGF-1R va thu
thé insulin c6 d¢ tvong ddng trinh tu rit cao mic di cac viing c6 do twong ddng thip hon
tuong tng 13 ving chira nhiéu xystein ndm trén tiéu don vi o va dau tan cing C cua tiéu
don vi . Mirc do khac biét vé trinh tu dugc quan sat & tiéu don vi o ndm & ving gin két
ctia cac phdi tir, do d6 tao ra cac 4i luc tuong dbi khac biét ciia thu thd IGF-1R va thy thé
insulin twong ting v&i yéu td sinh truéng twong tu insulin-1 va insulin. Mirc d khéc biét
& dau tan cung C cua tiéu don vi B din dén su phan ky trong cdc qua trinh truyén tin hiéu
ctia hai thu thé ndy; qua trinh phan bao qua trung gian thy thé IGF-1R, hiéu tmg biét héa
va trc ché gay chét té bao theo chwong trinh, trong khi d6 su hoat hoa thu thé insulin cha

yé€u gy ra hiéu tmg & mtrc d9 cua qua trinh chuyén hoa.

Vai trd ctia hé yéu t6 sinh truéng twong tw insulin trong bénh ung thu da duoc tap
trung nghién ctru trong 20 nam qua. Piéu nay 12 do ngoai cc dic tinh Gc ché chét té bao
theo chuong trinh va phan bao, IGF-1R 1a can thiét dé thiét 1ap va duy tr kiéu hinh dwoc
bién ddi. DA biét rfmg su biéu hién qua muc hodc hoat hoa cAu trac cta thu thé IGF-1R
dan dén sy phét trién ctia mot loat cac t& bao khong phu thudc vao thu thé nay trong méi

truong khong chira huyét twong bao thai bé, va sy hinh thanh cta cac khdi u & chudt thiéu
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hut mién dich. Piéu nay 13 do nhiéu san phdm ma héa béi cac gen dugc biéu hién c6 thé
chuyén gen té bao, bao gém sd lugng 16n cac thu thé ciia cic yéu td sinh truéng. Tuy
nhién, nghién ctru vé vai trd quan trong ciia IGF-1R trong qua trinh chuyén gen di kiém
chimg duoc rang té bao khong biéu hién thu thé IGF-1R, trong d6 gen ma héa IGF-1R da
dugce bét hoat, khé c6 thé chuyén dugc béng c4c tac nhan khac nhau vao té bao, nhu
protein E5 cua virut gy bénh u nht & bo, biéu hién qua mirc EGFR hoic PDGFR, khang
nguyén T cta SV 40, Ras hoat héa hodc t& hop ciia khang nguyén T cta SV 40 va Ras
hoat hoa .

Do do, IGF-1R da duogc tdp trung nghién ctru lam tac nhan huéng dich trong bénh
ung thu. Nhiéu nghién ctru huéng dich IGF-1R (khang thé nhan tao hoic khang thé cta
ngudi hodc phan tir kich ¢& nhé) di duge thuc hién dé phat trién chit d6i khang thu thé
yéu td sinh truéng twong tu insulin dé didu tri bénh ung thu va hon 70 thir nghiém 1am
sang da dugc thuc hién theo cac huéng khac nhau. Tuy nhién, hién nay chua c6 nghién

ctru nao thanh cong va chua c6 khang thé gan két IGF-1R xuét hién trén thi truong.
Ban chit k§ thuit cia sang ché

Muc dich ctia sang ché 1a dé cap dén it nhit mot chat phan tmg cé thé dugc s
dung lam chét chi thi sinh hoc dé phat hién va/hodc kiém soat rdi loan sinh ung thu dugc
ddc trung badi biéu hién cua thu thé IGF-1R hodc qua trung gian biéu hién bt thudng ctua

thu thé IGF-1R.

D3 c6 nhiéu nghién ctu duge thue hién dé phat trién khang thé c6 thé duoc sir
dung lam chit chin doan hodc du doén, nhung cho dén nay van chua c6 khang thé nao

dap ting dugc hoan toan mong muon nay.

Céc tac gia sang ché da ngac nhién phat hién thiy ring cac khang thé c6 ban trén
thi truong hién nay duge st dung dé danh gia diém sd cta khéi u biéu hién thu thé IGF-
IR dudng, nhu lai khong lién quan dén muc dich néu trén do cac khang thé nay cho két
qua duong tinh gia va/hoic am tinh gia. Van d& nay din dén su thét bai cua cic thi
nghiém 1am sang véi khang thé gin két thu thé IGF-1R do sang loc ddi twong bi bénh chir
khong sang loc hoat tinh cia khang thé gin két thu thé IGE-1R.

Hon nita, cac nghién ctru dau tién dugce thuc hién bang cach sir dung cac khang thé

c6 ban trén thi trudng da cho thay khac biét gitta diém sd danh gia cua thu thé IGF-1R va
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hoat tinh khang khéi u ctia phuong diéu tri hudng dich bang thé tiép hop khang thé-dugc
chét.

Sang ché dé& cap dén khang thé twong quan vé6i ddc tinh duoc hoc cia phuong

phap didu tri huéng dich thu thé IGF-1R.

Theo khia canh thir nhét, sang ché dé cap dén khang thé phén l4p, hodc méanh gén
két khang nguyén cla no, gan két voi thy thé IGF-1R, tot hon néu thy thé IGF-1R cua
ngudi, véi i luc cao, do d6 c6 thé hiru ich dé chin doan rdi loan sinh ung thu qua trung

gian biéu hién thu thé IGF-1R.

Theo mét phuong 4n, sang ché dé cap dén khang thé, hoic manh gin két khéang
nguyén cua nd, chta 6 vung CDR c6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.1, SEQ ID
NO.2, SEQ ID NO.3, SEQ ID NO.4, SEQ ID NO.5 va SEQ ID NO.6.

Theo mdt phuong an cu thé, sing ché dé cip dén khang thé gin két thu thé IGF-

1R, hodc manh gin két khang nguyén cua no, chira:

i) chudi ning chira ving CDR-HI c6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.1, ving
CDR-H2 ¢4 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.2, va ving CDR-H3 ¢6 trinh tu nhu néu
trong SEQ ID NO.3; va

ii) chudi nhe chtra ving CDR-L1 ¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.4, ving
CDR-L2 ¢4 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.5, va ving CDR-L3 ¢6 trinh tu nhu néu
trong SEQ ID NO.6.

Thuét ngit “khang thé”, “ab” hoic “globulin mién dich” duoc sir dung thay thé cho
nhau trong ban md ta dé chi khang thé don dong, khang thé phén 14p, khang thé duoc
thiét ké, khang thé dugc téng hop hoéa hoc, hoic khang thé tai td hop (vi du khang thé
don dong c6 chiéu dai day da hodc khang thé don dong nguyén ven), khéng thé da dong,
khéng thé da hoa tri hodc khang thé da dic hiéu (vi du khang thé dic hiéu kép) va manh
khang thé, mién 13 ching c6 hoat tinh sinh hoc mong muén. Theo mot phuong é4n, sang

ché dé cap dén khang thé tai tb hop.

Thuét ngit “khang thé gin két thu thé IGF-1R” va “khang thé khang thu thé IGF-
1R” dugce st dung thay thé cho nhau trong ban mé ta dé chi khang thé c¢6 thé gén két véi
thy thé IGF-1R.

Thuét ngit “méanh gan két thu thé IGF-1R” hodc “ménh gin két khang nguyén cia
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khang thé” dugc st dung trong ban mé ta dé chi peptit, polypeptit, hodc protein bét ky
van ¢6 kha nang gin két v6i thu thé IGF-1R (ciing duoc goi 13 khang nguyén) cta khang
thé. Theo mot phuong 4n, “manh gin két khang nguyén” dugc chon tir nhém bao gdm
méanh Fv, Fv chudi don, Fab, F(ab’),, Fab’, scFv-Fc hoic khang thé chaa hai méanh
globulin mién dich, hoic manh bat ky c6 thoi gian ban thai ting bing cach cai bién hoa
hoc, nhu b6 sung gbc poly(alkylen)glycol, nhu poly(etylen)glycol (“gin gbc PEG”)
(manh dugc gin gbc PEG, duoc goi 1a Fv-PEG, scFv-PEG, Fab-PEG, F(ab’),-PEG hoic
Fab’-PEG) (trong d6 “PEG” 1 poly(etylen)glycol), hodc bang cach tich hop vao liposom,
cac manh nay c6 it nhit mot trong sd cac ving CDR ciia khang thé theo sang ché. Tét
hon néu, “manh gén két khéang nguyén” dugc tao cAu trac hodc chtra mot doan trinh tu
ctia ving thay d6i chudi ning hodc ving thay ddi chudi nhe cta khang thé gbc, doan trinh
tu nay da dé duy tri do dic hiéu gan két va ai luc twong duong véi khang thé gbc, tot hon
néu 4i lyc ctia manh ndy v6i khang nguyén it nhit bang 1/100, t&t hon nira néu it nhét

bang 1/10 4i luc cta khang thé gbe.

Tét hon néu, “manh gin két thu thé IGF-1R” hodc “manh gin két khang nguyén”

theo sang ché chira it nhit:

1) ving CDR-HI1 ¢6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.1, ving CDR-H2 c6 trinh
tu nhu néu trong SEQ ID NO.2, va ving CDR-H3 c¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID
NO.3; va '

i1) vung CDR-L1 c6 trinh tg nhu néu trong SEQ ID NO.4, ving CDR-L2 c6 trinh
tu nhu néu trong SEQ ID NO.5, va vung CDR-L3 c6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID
NO.6.

Thuét ngit “gin két” dugc sir dung trong ban mé ta dé chi khang thé, hoic manh
gin két khang nguyén ctia nd, tao thanh phitc hop véi khang nguyén tuong dbi dn dinh
trong céc diéu kién sinh ly. Mtic do gén két dic hiéu duoc dic trung boi héng sb phan ly
can bang it nhit khoang 1x10™ M hodc nhé hon. Phuong phap xac dinh méc do gén két
giita hai phén tir 1a d biét trong linh vuc ndy va bao gdm, vi du phuong phéap thdm tach
can bang, phuong phap cong huéng plasma bé mit, va cac phuong phap tuong tw. Cin
hiéu rang khang thé theo sang ché c6 thé gin két hoic tuong tac véi mot khang nguyén
khac & murc d6 thap. Tuy nhién, theo mdt phuong 4n, khang thé theo sang ché chi gin két

v61 mot khang nguyén.
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Thuét nglt “viung xéc dinh bo sung” hodc “CDR” dugc str dung trong ban mo ta dé
chi cdc ving siéu thay ddi ctia chudi ning va chudi nhe ctia cac globulin mién dich dugc

x4c dinh bang hé théng danh sé thtr tu IMGT.

Hé thdng danh s6 thi tw IMGT d3 duoc phét trién dé so sanh cc ving thay dbi
ctia thu thé khang nguyén, chudi, hoic cac loai bét ky [Lefranc M.-P., Immunology
Today 18, 509 (1997)/Lefranc M.-P., The Immunologist, 7, 132-136 (1999)/Lefranc, M.-
P., Pommié, C., Ruiz, M., Giudicelli, V., Foulquier, E., Truong, L., Thouvenin-Contet, V.
and Lefranc, Dev. Comp. Immunol., 27, 55-77 (2003)]. Theo hé théng danh sé thir tu
IMGT, cic axit amin bao tha ludn cé cing vi tri, vi du xystein 23 (Cys thir nhét),
tryptophan 41 (Trp bédo thu), axit amin ky nudc 89, xystein 104 (Cys tht hai),
phenylalanin hozc tryptophan 118 (J-PHE hodc J-TRP). Hé théng d4nh s thir ty IMGT
tao ra ranh gi6i chudn giita ving khung (FR1-IMGT: vi tri s6 1 dén 26, FR2-IMGT: 39
dén 55, FR3-IMGT: 66 dén 104 va FR4-IMGT: 118 dén 128) va ving x4c dinh bd sung:
CDRI-IMGT: 27 dén 38, CDR2-IMGT: 56 dén 65 va CDR3-IMGT: 105 dén 117. Khi
cac khoang tréng xuét hién & mot sb vi tri, thi chidu dai CDR-IMGT (dugc thé hién gifra
cac dau ngodc don va cach nhau boi ddu chdm, vi du [8.8.13]) 13 thong tin quyét dinh. Hé
thdng danh sb tha tu IMGT duoc st dung trong khong gian hai chiéu duge dinh dang 1a
IMGT Colliers de Perles [Ruiz, M. and Lefranc, M.-P., Immunogenetics, 53, 857-883
(2002)/Kaas, Q. and Lefranc, M.-P., Current Bioinformatics, 2, 21-30 (2007)], va trong
khong gian ba chiéu dugce dinh dang 1a IMGT/3Dstructure-DB [Kaas, Q., Ruiz, M. and
Lefranc, M.-P., T cell receptor and MHC structural data. Nucl. Acids. Res., 32, D208-
D210 (2004)].

Can hi€u rang, “vung xac dinh bd sung” hodc “CDR” theo sang ché cé nghia la
cac vung si€u thay doi cia chuoi ndng va chudi nhe cua cac globulin mién dich nhu dugc

xé4c dinh theo hé théng danh sé thtr tu IMGT.

Tuy nhién, cac ving CDR ciing ¢6 thé dugc x4c dinh theo hé thdng danh sb tha tir
Kabat (Kabat et al., Sequences of proteins of immunological interest, 5™ Ed., U.S.
Department of Health and Human Services, NIH, 1991, and later editions). C6 ba vung
CDR chudi ning va ba ving CDR chudi nhe. Thuét ngit “ving xac dinh bd sung” va
“CDR” dugc str dung trong ban mé ta dé chi ving chira cac gdc axit amin chinh tao ra &i
lue gin két voi khang nguyén hodc epitop cua khéng thé. Pé don gian hoa, cac ving
CDR theo Kabat khong dugc x4c dinh. Tuy nhién, nguoi ¢6 hiéu biét trung binh trong
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linh vuce ndy c6 thé sir dung cic ving CDR theo IMGT dé xé4c dinh cac ving CDR theo
Kabat.

Theo mét phuong 4n cu thé, khang thé gin két thu thé IGF-1R theo sang ché chira
ving thay d6i chudi ning cé trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.7, hoic trinh tu bat ky ¢6
do twong ddng véi trinh tr SEQ ID NO.7 it nhét bing 90%. '

‘ Theo mét phuong 4n cu thé, khang thé gin két thu thé IGF-1R theo sang ché chira
ving thay ddi chudi nhe c¢6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.8, hoic trinh tu bit ky ¢6
do tuong ddng véi trinh tu SEQ ID NO.8 it nhit bang 90%.

Theo mdt phuong 4n khac, sang ché d& cap dén khang thé don dong 816C12, chira
ving thay ddi chudi ning chira trinh ty axit amin SEQ ID NO.7 hoic trinh tu ¢6 do tuong
ddng it nhat bang 80%, t&t hon néu 85%, 90%, 95% va 98% sau khi sdp thing hang ti
uu so véi trinh tu SEQ ID NO.7; va/hodc vung thay ddi chudi nhe chira trinh tu axit amin
SEQ ID NO.8 hoic trinh tu ¢6 do twong ddng it nhat bang 80%, t&t hon néu 85%, 90%,
95% va 98% sau khi sdp thing hang t6i vu so véi trinh ty SEQ ID NO.8.

Thuat ngir “ty 1& phin tram twong ddng giita hai trinh tu axit nucleic hodc axit
amin” duoc sir dung trong ban mé ta dé chi ty 1& phan tram cac gbc nucleotit hodc axit
amin giéng hét nhau gifta hai trinh tu can so sanh, thu duoc sau khi sip thing hang tbi
wu, ty 16 phan trim nay cé ¥ nghia thdng ké tuyét ddi va mic d6 khac biét gitta hai trinh
tu dugc phén bd ngﬁu nhién doc theo chiéu dai cua ching. Hai trinh tu axit nucleic hodc
axit amin thuong dugc so sanh bang cach so sanh cic trinh tu sau khi sdp thing hang ti
uu, hai trinh tu axit nucleic hodc axit amin nay c6 thé duoc so sanh bﬁng cach st dung
phan doan hodc “giao dién sip thing hang”. Sip thang hang t5i wu ctia cac trinh tu dé so
sanh c6 thé dugc thuc hién, ngoai so sanh bang tay, bang thuit toan do twong dong vi tri
ctia Smith and Waterman (1981) [Ad. App. Math. 2:482], bang thuat toan d6 twong dong
vi trf ctia Neddleman and Wunsch (1970) [J. Mol. Biol. 48:443], biang phuong phép tra
ctu d0 tuong ddng cia Pearson and Lipman (1988) [Proc. Natl. Acad. Sci. USA
85:2444] hodc bang phin mém mdy vi tinh st dung cac thuat toan nay (GAP, BESTFIT,
FASTA va TFASTA trong géi phan mém Wisconsin Genetics, Genetics Computer
Group, 575 Science Dr., Madison, WI, hoic bang phan mém so sanh BLAST NR hoic
BLAST P). Déi véi trinh ty axit amin c6 d6 twong ddng it nhat bang 80%, t&t hon néu it

nhit bang 85%, 90%, 95% va 98% so v6i trinh tu axit amin d6i chiéu, t6t hon néu cac
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trinh tu axit amin ndy bao gdm cac trinh ty chira trinh tu déi chiéu, mot sé gbc cai bién,
tie 12 gde loai bo, gbe bd sung hodc gde thay thé it nhat mot axit amin, gbc cit ngin hodc
gbc kéo dai. Trong trudng hop cia cia gbe thay thé mot hodc nhidu axit amin lién ké
hoic khéng lién k&, t6t hon néu cac gbe thay thé nay 13 cac gbe trong d6 cac axit amin
duge thé dugc thay bang “céc axit amin twong dwong”. Thudt ngit “cac axit amin tuong
duong” duoc str dung trong ban mé ta dé chi cic axit amin bat ky c¢6 thé dwoc thé cho
mot trong sb cac axit amin c4u tric nhung khéng lam bién dbi hoat tinh sinh hoc cta céc
khang thé tuong tng va vi du cu thé vé cic axit amin tuong duong nay dugc thé hién
duéi day.

Céc axit amin twong dwong c6 thé duge xac dinh dya trén do twong déng cau tric
v6i cdc axit amin thay thé cdc axit amin twong duong nay hodc két qua cia cac thi
nghiém so sanh hoat tinh sinh hoc giita cac protein gin két khang nguyén khac nhau cé

thé duoc tao ra.

Céc gbe thay thé c6 thé duogc thue hién ma khong 1am bién ddi dang ké hoat tinh
sinh hoc ctia protein gin két khang nguyén duoc cai bién twong tmg dugc thé hién trong
Bang 1; cac gbc thay thé nguoc chiéu c6 thé duoc thuc hién mot cach ty nhién trong cling

diéu kién.

Bang 1
Géc axit amin ban dau | Géc axit amin thé

Ala (A) Val, Gly, Pro
Arg (R) Lys, His
Asn (N) Gln
Asp (D) Glu
Cys (C) Ser

Gln (Q) Asn
Glu (E) Asp

Gly (G) Ala

His (H) Arg

Tle () Leu
Leu (L) Ile, Val, Met
Lys (K) Arg
Met (M) Leu
Phe (F) Tyr

Pro (P) Ala

Ser (S) Thr, Cys
Thr (T) Ser
Trp (W) Tyr

Tyr (Y) Phe, Trp
Val (V) Leu, Ala
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Theo khia canh cu thé, sang ché dé cap dén khang thé, hodc manh gén két khang

nguyén ctia n6, khong gin két v6i thy thé insulin.
Theo mét phuong an khac, khang thé theo sang ché bao gém khang thé don dong.

Thuat ngit “khang thé don dong” hoic “Mab” dugc st dung trong ban md ta dé
chi khang thé thu dugc tir quan thé khang thé gin nhu twong dong, tic 13 cac khang thé
riéng biét ctia quin thé 13 giéng hét nhau chi khéc 12 cac dot bién c6 trong ty nhién c6 thé
c6 mit & luong nhéd. Khang thé don dong c¢6 do dic hiéu cao chi khang mét epitop duy
nhit. Khang thé don dong ¢ thé duoc san xuét boi dong té bao B duy nhét hoic té bao
lai. Khang thé don dong ciing c6 thé 13 khang thé don dong ti td hop, tic 14 duoc san
xuét bang phuong phép thiét ké di truyén protein. Khang thé don dong ciing c6 thé dugc
phan 14p tir thu vién khang thé cta thuc khuan thé. Ngoai ra, trai ngugc voi khang thé da
dong thuong bao gdm cac khang thé khic nhau khang céc epitop va yéu td quyét dinh
khang nguyén khac nhau, mdi khang thé don dong chi khang mot epitop duy nhét cia
khang nguyén. Sang ché dé cip dén khang thé duoc phéan 14p hodc thu nhan bing cach
tinh ché tir ngudn tu nhién hodc thu nhan bang phuong phap tai t hop gen hoic tong hop

hoéa hoc.

Theo mdt phuong 4n khac, khang thé theo sang ché bao gdm khang thé tai td hop.
Thuat ngir “khang thé tai td hop” dugc sir dung trong ban mé ta dé chi khang thé dugc
san xuét bang cach biéu hién ADN tai td hop trong té biao sdng. Khang thé tai td hop theo
sang ché dugc thu nhélﬁ bang phuong phép tai td hop gen da biét trong linh vuc nay, tao
ra cac trinh tw ADN khong c6 trong céc co thé sinh hoc.

Theo mét phuong 4n khéc, khang thé theo sang ché bao gdbm khang thé dugc tdng
hop hoa hoc.

Thuat ngit “khang thé gin két IGF-1R” bao gdm khéng thé ciia chudt, va khang
thé thé kham va khang thé nhan tao gin két thu thé IGF-1R.

Céc trinh tu ctia khang thé don dong 816C12, dugc xé4c dinh theo hé thng danh sb
thtr tu IMGT duge thé hién trong Bang 2.

Bang 2
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Khsing thé :jél‘t‘l‘;‘:’}“ti"vl;;pg‘?gi‘{ Chudi ning | Chudinhe |SEQ ID NO.
CDR-HI 1
CDR-H2 2
CDR-H3 3
816C12 IMGT CDR-L1 4
1-4894 CDR-L2 5
CDR-L3 6
vung thay doi 7
- | ving thay doi 8

Theo mdt phuong 4n, khang thé don dong theo sang ché bao gdm khang thé ctia
chudt, khang thé thé kham, va khang thé nhén tao. Khang thé nay c6 thé thu dugc tir té
bao lai ¢6 ngudn gbc tir chudt duoc ndp luu tai Ngan hang giéng va vi sinh vét, Vién
Pasteur, Paris, Phap, té bao lai nay dwoc thu nhén bang cach dung hop té bio lach/té bao
lympho ctia chudt duge giy mién dich Balb/C va dong té bao u tay Sp 2/0-Ag 14.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé cap dén té bao lai ciia chudt c6 kha nang bai
tiét khang thé don dong theo sang ché, tirc 12 t& bao lai c6 ngudn goc tir chudt duge nop
lwu tai Ngan hang gidng va vi sinh vat, Vién Pasteur, Paris, Phap, vao ngdy 17 thang 09
nam 2014, véi ma dang ky 1a 1-4894.

Theo mot khia canh khéc, sang ché d& cap dén khang thé don dong 816C12, hodc
ménh gin két khang nguyén cia né, duge bai tiét boi té bao lai [-4894.

Sang ché d& cap dén khang thé gin két thu thé IGF-1R, hodc manh gin két khang
nguyén ctia no, khac biét & chd khang thé nay dugc bai tiét boi té bao lai duge nop luu tai
Ngan hang giéng va vi sinh vat, Vién Pasteur, Paris, Phap, vao ngdy 17 thang 09 nim
2014, v6i ma déng ky 1a 1-4894.

Séang ché ciing d& cap dén té bao lai ctia chudt duoc ndp huu tai Ngan hang giéng
va vi sinh vét, Vién Pasteur, Paris, Phap, vao ngay 17 thang 09 nam 2014, véi ma déng
ky 1a 1-4894.

Theo mét khia canh, sang ché dé cip dén axit nucleic phan lap dugc chon tir cac

axit nucleic sau:
a) axit nucleic ma hoa khang thé theo sang ché ;

b) axit nucleic chira trinh tu dugc chon tir cac trinh tu SEQ ID NO.9 hodc SEQ ID
NO.10, hodc trinh tu ¢6 d6 twong ddng it nhat bang 80%, tt hon néu 85%, 90%, 95% va
98% sau khi sip thing hang t5i wu so véi cac trinh tr SEQ ID NO.9 hoic SEQ ID NO.10;
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va
e) axit nucleic bd sung cta axit nucleic theo muc a) hoic b).
Céc trinh tu nucleotit ma hoa khang thé don dong 816C12 theo sang ché duoc thé
hién trong Bang 3.
Béang 3
Khing thé | Chudi ning Chudinhe | SEQ ID NO.
816C12 | vung thay doi 9
1-4894 ving thay d6i 10

Thuiat nglt “axit nucleic”, “trinh tu nucleic”, “trinh tuy axit nucleic”,
“polynucleotit”, “oligonucleotit”, “trinh tu polynucleotit” va “trinh tu nucleotit” dugc st
dung thay thé cho nhau trong ban mo ta dé chi trinh tu chinh x4c cia nucleotit, dugc cai
bién hoic khong, xac dinh manh hodc ving axit nucleic, chira cic nucleotit khong cé
trong ty nhién hodc khong, vi du ADN sgi kép, ADN sg¢i don hodc sdn phém phién ma

ctua cac ADN nay.

Cén hiéu ring sang ché khong dé cip dén trinh tu nucleotit trong méi truong
nhiém sic thé tu nhién cua no, tic 13 & trang thai ty nhién. Cac trinh tu theo sing ché
duoc phén 14p va/hoic tinh ché, tic 14 ching dwoc 14y mau truc tiép hodc gian tiép, vi du
bang ban sao, mdi trudng cta chiing da dugc cai bién it nht mot phan. Axit nucleic phan
1ap duoc thu nhan biang phuong phép tai té hop gen bdi té bao vét chii, hoic tdng hop hoa

hoc cling nam trong pham vi cua sang ché.
Sang ché cling dé cap dén vecto chira axit nucleic theo sang ché.

Sang ché dé cap dén vecto tach dong va/hodc biéu hién chira trinh tir nucleotit theo

sang che.

Tt hon néu vecto theo sang ché chira cac doan cho phép biéu hién va/hoic bai tiét
trinh ty nucleotit trong té bao vat chu dugc chon. Do d6, vecto nay phai chtra viing khéi
dAu, trinh tu tin hiéu hoat hoa va két thuc dich m3, cling nhu cac ving diéu hoa phién ma
6n dinh. Vecto ndy phai c6 kha ning duoc duy tri 6n dinh trong t& bio vat chii va tiy ¥ 6
thé ¢6 cac trinh tu tin hiéu dic hiéu m3 hoa bai tiét protein dugc dich ma. Cac doan khac
nhau nay duge chon loc va t6i uvu hoa béi ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc
nay theo t& bao vét cha dugc st dung. Pdi véi muc dich nay, trinh tw nucleotit c6 thé

dugc cai vao vecto tu tai ban bén trong vat chu dugc chon hodc vecto tich hgp cua vat
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chu duogc chon.

Vecto nay duge tong hop bing cic phuong phép di biét trong linh vuc nay va san
phim tach dong thu dugc ¢ thé dugc chén vao vat chi thich hop bang cac phuong phép
chudn, nhu phuong phap chuyén gen nho liposom, phuong phap xung dién, phuong phéap
sdc nhiét hodc phuong phap héa hoc.

Vi du vé& vecto nay bao gdm vecto plasmit hodc vecto virut. Cac vecto nay duoc
str dung dé chuyén gen té bao vat chu dé tich dong hodc biéu hién trinh tu nucleotit theo

sang che.

Sang ché cling dé cap den t€ bao vat chu dugc chuyén gen bang hodc chira vecto

theo sang ché.

Té¢ bao vat chu cé thé duogc chon tir t€ bao nhan that hoac t€ bao nhan so, nhu té
bao vi khuan, va té bao nam men hodc té bao dong vat, tic 1a t€ bao dong vat c6 va. Té

bao con trung hodc té bao thuc vat cling co thé dugc st dung.

Sang ché ciing dé cap dén dong vat khong phai 1a ngudi, c¢é té bao chuyén gen

theo sang ché.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé cép dén phuong phép san xuit khang thé

theo sang ché, hodc manh gan két khang nguyén cia nd, bao gdbm céc budc sau:

a) nudi cay t€ bao vat chu theo sang ché trén mdi truong va dicu kién nudi cay

thich hop cho té bao nay; va

b) thu nhan khang thé, hoic manh gin két khang nguyén ciia n6, dugc san sinh tir

mdi truong nudi cay hodc t€ bao dugce nudi cay nay.

Té bao chuyén gen theo sang ché duoc sir dung trong phuong phép san xuét
polypeptit tai t hop theo sang ché. Phuong phap san xuat polypeptit tai td hop theo sang
ché, bao gbm budc sir dung vecto va/hoic té bao duoc chuyén gen bang vecto theo sang
ché, ciing duoc bao gdbm sang ché. TSt hon néu, t& bao duge phuyén gen bang vecto theo
sang ché dugc nudi ciy trong diu kién cho phép biéu hién polypeptit néu trén va thu
nhan peptit tai t5 hop nay.

Nhu néu trén, té bio vat chi c6 thé duoc chon tir t& bao nhan that hodc t& bao nhan
so. Cu thé 13, c6 thé xac dinh trinh tu nucleotit theo sang ché tao diéu kién thuén lgi cho
qua trinh bai tiét trong té bao nhan that hodc nhan so nay. Do dé, vecto theo sang ché
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chira trinh ty nhu vy c6 thé dugc sir dung hiru hidu dé san xuét protein tai té hop duoc
bai tiét. Thuc vdy, protein tai t6 hop quan tdm nay s& duoc tinh ché mot cach d& dang do

protein nay cé madt trong dich ndi nudi cay té bao chir khong nam trong t€ bao vat chu.

Sang ché ciing mé ta viée st dung khang thé theo sang ché lam chit chat chi thi
sinh hoc. Phuong phap niy c6 thé duoc sir dung dé phat hién hodc chan doan cac ri loan
sinh ung thu khac nhau lién quan dén biéu hién cta thy thé IGF-1R bao gdm, nhung
khong chi gigi han &, bénh ung .thu tliyén tién liét, bénh ung thu td chuc lién két xuong,

‘bénh ung thu phéi, bénh ung thu v, bénh ung thu ndi mac ti cung, u nguyén bao dém,
bénh ung thu két trang, bénh ung thu da day, bénh ung thu than, bénh ung thu tuyén tuy,
bénh ung thu diu va cb hoic bénh ung thu bat ky khac lién quan dén biéu hién cua thu
th8 IGF-1R. Nguoi ¢6 hiu biét trung binh trong linh vuc nay s& hiéu ring mic d6 biéu
hién khang thé lién quan dén rbi loan cu thé s& phu thudc vao ban chét va/hodc mirc do

nghiém trong cda tinh trang bénh trude do.

Céc khang thé theo sang ché duoc sir dung theo dudng dua thudc bat ky dd biét
trong linh vuc ndy (vi du dudong khu tra, dudng tiém, duong tiém bép, v.v) s& tao ra
phuong phép rat hitu ich dé phat hién céc té bao phat trién khong binh thudng trong mau
ciing nhu cho phép theo ddi phac dd diéu tri cho dbi twong bi ri loan ting sinh lién quan

dén hodc qua trung gian biéu hién cta thy thé IGF-1R.

Khang thé theo sang ché, hoic manh gin két khang nguyén cia n6 s& duoc sir
dung trong cac muc dich nghién ctru va y hoc khac nhau, bao gdm phét hién, chin doan,

du doan va 1am giam c4c bénh 1y khac nhau lién quan dén biéu hién ctia thu thé IGE-1R.

Theo mét phuong 4n, sang ché dé cap dén khang thé gin két thu thé IGF-1R, hodc
manh gin két khang nguyén ctia n6, nhu mé ta néu trén dé sir dung 1am hoat chét dé phat

hién té bao khdi u biéu hién thu thé IGF-1R.

Theo mét phuong 4n khac, sang ché dé cap dén khang thé gin két thu thé IGF-1R,
hodc manh gén két khéng nguyén cia n6, nhu mo ta néu trén, dé sur dung trong chin doan
hodc du bio in vitro hodc ex vivo rbi loan sinh ung thu lién quan dén biéuv hién caa thu
thé IGF-1R.

Thuét ngit “chin doan bénh” dugc sir dung trong ban md ta dé chi phuong phap
xé4c dinh hodc phat hién su ¢ mit cia réi loan sinh ung thu lién quan dén hodc qua trung

gian biéu hién cua thu thé IGF-1R, kiém soat tién trién bénh, va xdc dinh hoic phat hién
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té bao hodc mau biéu thi réi loan lién quan dén biéu hién cta thu thé IGF-1R.

Thuat nglt “du doan” dugc st dung trong ban mo ta dé chi kha niang phuc hdi tir
bénh hodc du doan su phat trién c6 thé xay ra hodac hau qua cua bénh. Vi duy, khi mau tir
ddi twong 14 4m tinh dé nhudém bing khang thé gin két thu thé IGF-1R, thi “du doan” 13
d6i twong nay khée manh hon khi miu 1a duong tinh d8 nhudm IGF-1R. C4c mAu c6 thé
duoc xac dinh diém sé danh gia vé& muc d6 biéu hién IGF-1R theo thang diém thich hop

s& duge mo ta chi tiét hon dudi day.

Khang thé gén két thu thé IGF-1R c6 thé duoc san xuat & dang thé tiép hop mién
dich hodic khang thé dwoc danh diu dé thu duoc tin hiéu c6 thé dinh lugng/phat hién. Khi
duogc st dung véi cac chét danh d4u thich hop hoédc céc phan tir sinh hoc hodc hoa hoc ¢
thé phat hién thich hop khac, khang thé gin két thu thé IGF-1R dic biét hitu ich dé chn

doan va du doan in vitro va in vivo.

Céc chét danh déu dé st dung trong thir nghiém mién dich 1a d3 biét trong linh vuc
nay bao gém enzym, ddng vi phong xa, chit phat huynh quang, chét phat quang va chét
sinh mau, bao gdm hat mau, nhu keo vang hoidc hat nhua cao su. Céc thir nghiém mién
dich thich hop bao gém thir nghiém hdp thu mién dich lién két enzym (ELISA). Céc loai
chit danh ddu khac nhau va phuong phép tiép hop chét danh diu vio khang thé gan két
thu thé IGF-1R 1a d3 biét trong linh vuc nay, nhu duogc thé hién dudi day.

Thuét ngit “rdi loan sinh ung thu lién quan dén biéu hién cta thu thé IGF-1R”
duogc str dung trong ban md ta dé chi cac bénh va 16i loan khéac nhau trong d6 su ¢6 mit
ctia ndng d6 cao cta thu thé IGF-1R (bt thuong) & ddi tuong bi rdi loan nay da duge
kim ching 12 nguyén nhan giy ra rbi loan nay hodc yéu t& gép phan 1am trdm trong
thém réi loan nay. Theo cach khac, cac rbi loan nay cé thé dugc kiém ching bang mirc
d0 gia ting ndng do cua thu thé IGF-1R trén bé mat té bao & t& bao, hodc mo bi anh
huéng cia dbi twong bi rdi loan ndy. Mirc do gia ting ndng do ctia IGF-1R co thé duoc

phat hién bang cach sit dung khang thé gin két thu thé IGF-1R.

Theo mét s phuong 4n, lién quan dén thu thé IGF-1R, thuat ngit “mitic do bidu
hién gia ting” dugc st dung trong ban mé ta dé chi mic d6 biéu hién protein hoic gen
gia ting c6 y nghia thdng ké (nhu duoc do bing mirc d6 biéu hién ARN hoic protein) so
v6i mau déi chimg.

Theo mdt phuong an, sadng ché dé cap dén khang thé gén két thu thé IGF-1R, hoic
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manh gin két khang nguyén ctia n6, nhu mé ta néu trén, dé sir dung trong viée xac dinh
xem ddi tuwgng bi rdi loan sinh ung thu ¢6 duge diéu tri hiéu qua bang chét tc ché hudng
dich thu thé IGF-1R, t6t hon néu khang thé gin két thu thé IGF-1R riéng biét, dugc két
hop hoic tiép hop.

Thudt ngtt “chét trc ché huéng dich thy thé IGF-1R” duge sit dung trong ban mo ta
dé chi hop chét c6 kha nang lam giam hodc tc ché hoat tinh tyrosin kinaza cuia thu thé
IGF-1R, bing cach gin két véi cac phdi tir cia thu thé IGF-IR hoic véi chinh IGFR. Vi
du vé cac chét tc ché nay bao gdm protein, peptit, khang thé hoic thé tiép hop khang thé-
dugc chét hodc chit ddi khang IGF-1R bét ky, oligonucleotit d6i ma hoic ARN gy
nhiéu mach ngén trc ché biéu hién gen ma hda thu thé IGF-1R hoic gen ma hdéa mot
trong sb cac phéi tr cua IGFR, hoac dirgc chit hodc hoat chét bét ky khac da biét trong

linh vuc nay.

Cu thé hon, chat @rc ché huéng dich thu thé IGE-1R 14 hop chét hodc phan tir c6

thé gin két véi thu thé IGF-1R va tic ché gin két cac phdi tir ctia né.

Cu thé hon nita, chét tc ché hudng dich thu thé IGF-1R 13 khang thé don dong gin
két v6i thu thé IGF-1R.

Theo mét phuong an uu tién khéc, chét tc ché huéng dich thu thé IGF-1R bao

gbm thé tiép hop khang thé-duoc chét, trong d6 gbc khang thé huéng dich thu thé IGF-

1R va gbc dugc chit c6 thé duge chon tir duge chét bat ky, nhu chit gdy doc té bao, chit
kim té bao, doc td, v.v. Theo phuwong an cu thé, gbc dugc chét c6 thé bao gém auristatin,

chét tuong ty hodc din xuét caa no.

Sang ché ciing dé& cap dén phuong phap phat hién in vitro hodc ex vivo su ¢ mit
va/hodc vi tri ctia té bao khdi u biéu hién thu thé IGF-1R & dbi tuong, bao gém cac budc:

(a) cho mau sinh hoc thu duoc tir dbi twong nay tiép xtc voi khang thé gin két thu
thé IGF-1R theo sang ché, hodc manh gin két khang nguyén ctia nd, nhu mé ta néu trén;
va

(b) phat hién su gin két ctia khang thé gin két thu thé IGF-1R nay, hoic manh gin
két khang nguyén ctia nd, véi mau sinh hoc néu trén.

Sang ché ciing dé cap dén phuong phéap phat hién va/hodc dinh lwong va/hodc xéac

dinh in vitro hodc ex vivo mitc d6 biéu hién thu thd IGF-1R & té bao cua déi tuong, tt
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hon né€u & bé mat té bao ctia doi tuong, bao gdbm cac budce:

(a) cho mAu sinh hoc thu duoc tir dbi twong nay tiép xtic véi khang thé gin két thy
thé IGE-1R theo sang ché, hoic manh gin két khang nguyén ctia n6, nhu mé ta néu trén;

va

(b) phat hién, va/hoic dinh lwong, va/hodc xac dinh mirc do gan két ciia khang thé
gin két thu thé IGF-1R nay, hodc manh gin két khang nguyén ciia né, véi mau sinh hoc

néu trén.

Mitc d6 gin két cta khang thé gin két thu thé IGF-1R c6 thé dugc phat hién
va/hodc dinh lwong va/hodc xac dinh bing cac phuong phap di biét trong linh vuc nay.
Mic du cac phuong phap thich hop bat ky dé thuc hién cac thir nghiém nay dugc bao
gdm trong sang ché, nhng t6t hon néu phuong phap chon loc t& bao hoat héa huynh
quang, phuong phap ELISA, phuong phap thim tach western va phuong phap héa mo
mién dich dugc sir dung. Tét hon nira néu phuong phap héa mé mién dich va phuong
phap chon loc té bao hoat héa huynh quang dugc sir dung.

Sang ché ciing dé cap dén phuong phap phét hién in vitro hodc ex vivo ty 18 phan
tram t& bao khéi u biéu hién thu thé IGF-1R & dbi tugng, bao gdbm cic budc:

(a) cho méu sinh hoc thu dwgc tir dbi twong nay tiép xuc véi khang thé gan két thu
thé IGF-1R, hodc manh gin két khang nguyén ciia né, nhur mé ta néu trén; va

(b) dinh lugng ty 16 phan trim té bao khdi u biéu hién thu thé IGF-1R trong miu
sinh hoc néu trén.

Sang ché ciing d& cap dén phuong phap xac dinh in vitro hodc ex vivo mic d6 biéu
hién thu thé IGF-1R & té bao khdi u hoic khdi u cua dbi tuong, bao gém cac budc:

(a) cho mAu sinh hoc thu dugc tir dbi twong nay tiép xuc véi khang thé gan két thu
thé IGF-1R, hodc manh gin két khang nguyén ciia nd, nhu mé ta néu trén; va

(b) dinh lwong mirc d6 gin két cua khang thé gin két thu thé IGF-1R nay, hoic
manh gin két khang nguyén ctia n6, v6i thy thé IGF-1R trong mau sinh hoc néu trén.

Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& hiéu rang mic do gin két cua
khang thé khang thu thé IGF-1R véi thu thé IGF-1R c6 thé dugc dinh hrong bing cac
phuong phép bét ky dd biét trong linh vuc nay. Tét hon néu, phuong phap mién dich
enzym duogc st dung, nhu phuong phap ELISA, phuong phép mién dich huynh quang,
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phuong phép héa md mién dich, phuong phap mién dich phéng xa, hodc phuong phip
chon loc té bao hoat hoa huynh quang.

Theo phuong phap ciia sang ché, mirc do gin két ctia khang thé gin két thu thé
IGF-1R ndy, hoic manh gin két khang nguyén ctia no, véi thu thé IGF-1R duoc dinh
luong bang phuong phap chon loc t& bao hoat-héa huynh quang hodc phuong phap hoa
md mién dich.

Thuét ngit “mAu sinh hoc” duoc st dung trong ban md ta dé chi mau bt ky dugc
ldy tir d6i twong. Mau sinh hoc ndy phai cho phép xac dinh duwoc mirc do biéu hién cia
chét chi thi sinh hoc theo sang ché. Do d6, ban chét ctia mau sinh hoc s& phu thudc vao
ban chit ctia khdi u.

T6t hon néu, miu sinh hoc bao g&n mau mau, mau huyét thanh, hoic mau hach

bach huyét, khi bénh ung thu dugc dic trung béi khdi u nhiy.

T6t hon néu, mau sinh hoc bao gom mau sinh thiét hodc mau dugc lay tir qué trinh

phiu thuat cit bo, khi bénh ung thu dugc dic trung boi khdi u rén.

T6t hon néu, mau sinh hoc 13 dich sinh hoc, nhu huyét tuwong, t€ bao mau toan
phan, miu md hodc mau sinh thiét ctia nguoi. Vi du vé miu sinh hoc ¢6 thé bao gdm md
sinh thiét, c6 the dugc str dung dé x4c dinh sy c6 mdt cia rdi loan sinh ung thu lién quan

dén biéu hién cta thu thé IGF-1R.

Khi mtc d6 biéu hiéﬁ thu thé IGF-1R trong c4c méu sinh hoc dugc thir nghiém
duoc x4c dinh, thi cac két qua nay c6 thé duoc so sanh véi cac két qua cta cac mau dbi
chimg, thu duoc theo cach thitc twong tw nhu cdc mau sinh hoc dugc thir nghiém nhung
tir cac dbi twong riéng biét khong bi rdi loan sinh ung thu lién quan dén biéu hién cua thu
thé IGF-1R. Khi mirc d biéu hién thu thé IGF-1R tang dang Kké trong mau sinh hoc duoc

thtr nghiém, thi doi tugng c6 nguy co cao bi hodc s€ tién trién rodi loan nay.

Sang ché dé cap dén phuwong phéap chin doan hodc du doan in vitro hoidc ex vivo
khéi u biéu hién thu thé IGF-1R, bao gdm cac budc (i) xac dinh mic do biéu hién thu thé
IGF-1R bang phuong phap xac dinh in vitro hodc ex vivo muiic d6 biéu hién thy thé IGF-
IR & té bao khdi u hoic khdi u ctia ddi tuong theo sang ché, nhu md ta néu trén, va (ii) so
sanh mirc d6 biéu hién thu dugce & bude (i) voi mirc d6 biéu hién d6i chiéu cta thu thé

IGF-1R tir md binh thudng hoic md khong biéu hién thy thé IGF-1R.
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Lién quan dén su phat trién cia liéu phap khang khéi u huéng dich, phuong phap
chin doan béng héa md mién dich dua ra thong tin tai chd vé mirc do biéu hién thu thé,
do d6 cho phép sang loc dbi tuong bi bénh nhay véi didu tri theo mic d6 biéu hién cua

céc thu thé can thiét dé diéu tri nhu vay.

Giai doan xdc dinh c6 gia tri du doan tiém ndng va cung cp céc tidu chudn dé
thiét ké liéu phap t6i wu. Simpson et al., J. Clin. Oncology 18:2059 (2000). Vi du,
phwong phap chon loc diéu tri ddi v6i cac khdi u ran dugc dya trén sy tién trién cua khéi
u, thuong duge thuc hién bang cach str dung thir nghiém danh gia khéi u/budu/di cin do
American Joint Committee on Cancer (AJCC) cung cip. P3 biét ring mic du thir nghiém
va hé tién trién ndy cung cdp mot sé thong tin ¢ gia tri lién quan dén giai doan & d6 khéi
u rén d3 duoc chin doan & ddi tugng bi bénh, ¢ thé khong chinh xac va khong day du.
Cu thé 13, thir nghiém nay c6 thé xac dinh khong chinh xé4c cic giai doan tién trién som
ctia khi u.

Sang ché ciing d& cap dén phuong phap xac dinh in vitro hodc ex vivo diém s

danh gia thu thé IGF-1R cua té bao khdi u hodc khdi u & dbi tuong, bao gém céc bude:

(a) cho mAu sinh hoc thu duge tir dbi twong nay tiép xtc véi khang thé gin két thu

thé IGF-1R, hodc manh gin két khang nguyén ctia n6, nhur mé ta néu trén;

(b) dinh lugng bing phwong phap chon loc t& bao hoat héa huynh quang hoic
phuong phap héa mé mién dich mic d6 gin két cia khang thé gin két thu thé IGF-1R
nay, hodc manh gin két khang nguyén cia no, vdi thu thé IGF-1R trong mau sinh hoc
néu trén; va

(c) x4c dinh diém sb danh gia t& bao khdi u hodc khéi u bang cach so sanh mirc do
gin két thu dugc & budc (b) v6i thang diém thich hop dua trén hai thong s 1a cudng do
vét nhudm va ty 16 phan tram té bao biéu hién duong tinh.

Theo mét phuong an, khang thé gin két thu thé IGF-1R c6 thé gin két v4i IGF-1R
khi cdc mau méd duoc cb dinh béng formalin, formol duoc thé, glycol c¢d dinh, nhing
parafin va/hodc lanh dong.

Phuong phép phan tich ty 1& phan trim nguy co bét ky c6 thé duoc sir dung dé xac
dinh gia tri chin doan cta thy thé IGF-1R. Vi du vé cic phuong phap phan tich nay bao
gdm phan tich hdi quy Cox, 1a phuong phap ban tham s6 dé 14p mé hinh dit liéu kha niang
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séng sot hodc dit lidu thoi gian-bién ¢b trong sy c6 mit cia truong hop kiém dinh
(Hosmer and Lemeshow, 1999; Cox, 1972). Trai ngugc véi cac phan tich kha ning sdng
s6t khac, vi du Life Tables hodc Kaplan-Meyer, phan tich hdi quy Cox cho phép tich hop
c4c tham sd du doan (ddng tham s6) trong cdc md hinh. Bang cach st dung phuong phap
phan tich théng thudong, vi du phén tich hdi quy Cox, c6 thé danh gia gia thuyét vé mdi
tuong quan cia tinh trang biéu hién thu thé IGF-1R & khéi u nguyén phat v6i tin suét
thoi gian khoi phéat bénh (thoi gian séng sot khong bi bénh, hodc thoi gian bénh di cén),
hodc thoi gian tr vong bdi bénh (thdi gian sdng sét tdng cong). Phan tich hdi quy Cox
cling dugc goi 14 phan tich ty 16 phan trim nguy co Cox. Phuong phap niy la phuong
phap chuin dé xac dinh gia tri chan doan cta chét chi thi khéi u vé thoi gian séng sot cia
d6i tuong bi bénh. Khi dugc st dung trong md hinh nhiéu tham sd, thi tac dung cua mot
sd ddng tham sé duoc danh gia song song sao cho cac dong tham sb riéng biét c6 gia tri
chin doan ddc 1ap c6 thé dugc xéac dinh, tirc 13 cac chi thi hitu ich nhét. Thuat ngit “tinh
trang cta thu thé IGF-1 4m tinh hodc dwong tinh” ciing dugc goi 14 [IGF-1R (-)] hodc
[IGF-1R ()]

Mau phan tich c6 thé “dugc x4c dinh diém sb dénh gia” trong qué trinh chin doan
hodc kiém soat bénh ung thu. Theo cach thirc don gian nhét, diém sd thu duogc c6 thé 1a
am tinh hodc duong tinh dugce danh gia bang cach phén tich cdc miu bang phuong phép
héa mé mién dich. Piém sé ¢6 y nghia dinh luong hon bao gdm diém sé danh gia hai
thong sb bao gdm cuong do vét va ty 18 phin trim t€ bao bat mau (“duong tinh”) dugc

lay mau.

Thuét ngit “tinh trang cta thu thé IGF-1” lién quan dén phan loai nhom khéi u
duong tinh v&i IGF-1R [IGF-1R (+)] hodc 4m tinh v6i IGF-1R [IGF-1R (-)] dua trén két
quéa x4c dinh mirc d6 biéu hién thu thé IGF-1R nhu duoc do bang phuong phap bét ky,
nhu phuong phap héa mé mién dich, phwong phap chon loc té bao hoat héa huynh quang,

‘hoic cac phuong phép khac di biét trong linh vuc ndy.

Theo mét phuong an, dé dam bao chudn hoa, cac mau ¢ thé dugc xac dinh diém
s danh gia vé muc do biéu hién IGF-1R theo céc thang diém khac nhau, hdu hét cac
thang diém nay 13 duva trén danh gia mét d6 hop chit phan tng va ty 16 phan trim té bao
duong tinh (Payne et al., Predictive markers in breast cancer - the present,

Histopathology 2008, 52, 82-90).
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Theo mot phuong an khac, bude xac dinh diém sb danh gia, dic biét 1a & bude (c)
ctia phuong phép theo sang ché, bao gdm viéc st dung thang diém thich hop dua trén

cudng do vét va ty 1¢ phan tram té bao duong tinh.

Vi du vé thir nhit v& cac thang diém nay bao gdém thang diém Quick Allred dé
danh gia mirc d6 biéu hién thy thé oestrogen va thu thé progesteron bang phuong phap
héa md mién dich, cac mau c6 thé duge xdc dinh diém sb danh gia vé muc do biéu hién
IGF-IR theo thang diém ndm trong khoang tir 0 dén 8 két hop diém sb vé cudong do phan
g va ty 1é phan trim té bao bat mau (Harvey JM, Clarck GM, Osborne CK, Allred DC;
J. Clin. Oncol. 1999; 17; 1474-1481). Cu thé hon, tiéu chudn thtr nhit ctia cuong d phan
tmg duge xac dinh diém sé danh gia theo thang diém nim trong khoang tir 0 dén 3, trong
do 0 twong duong v6i “khong c6 kha nang phan Umg” va 3 tuong duong véi “kha ning
phan tng manh”. Tiéu chuin thir hai ciia ty 1& phan @mg dugc xac dinh diém s danh gia
theo thang diém nam trong khoang tir 0 dén 5, trong d6 0 twong duong véi “khéng c6 kha
ning phan Gng” va 5 tuong dwong véi “ty 16 phan Gng ndm trong khoang tir 67% dén
100%”. Piém sb cuong do phan tmg, sau d6 diém sé ty 16 phan tmg dugce tinh tdng dé thu
dugce diém sd tong cong ndm trong khoang tir 0 dén 8. Piém sb tdng cong nim trong
khoang tir 0 dén 2 dugc xem 1 4m tinh, trong khi d6 diém sd téng cong nam trong
- khoang tir 3 dén 8 dugc xem 14 duong tinh.

Theo thang diém nay, thuat ngit “tinh trang cta thy thé IGF-1 am tinh hodc duong
tinh cua khéi u hodc té bao khéi u” dugc st dung trong ban mo ta dé chi muc do biéu
hién thy thé IGF-1R 14n luot twong dwong v6i diém s6 nim trong khoang tir 0 dén 2 hodc

nam trong khoang tir 3 dém 8 trén thang diém Allred.

Quy tic dé phan loai két qua hoa mé mién dich theo phuong phéap Allred dugc thé

hién trong Bang 4.
Bang 4
Cuong d6 phéan tng mién dich | Piém s6 1 Ty 1& phan irng Piém s6 2
Khoéng c6 kha ndng phan ung 0 Khoéng c6 kha nang phan ting 0
Kha ning phan ting yéu 1 <1% 1
Kha néng phan ung vira phai 2 1-10% 2
Kha niang phan tng manh 3 11-33% 3
- 34-66% 4
- 67-100% 5
Piém s6 tong cong (Piém s6 1 + Piém sb 2) Phan loai
0-2 Am tinh
3-8 Duong tinh

-20-



31792

Theo sang ché, phuong phap nay khic biét & chd thang diém thich hop nay 13
thang diém nam trong khoang tir 0 d&én 8, trong d6 “khdng c6 kha ning phan ng” tuong
duong v6i diém sb danh gia bang 0, va “kha ning phan Gng manh & ty 1é phan (mg nam
trong khoang tir 67% dén 100%” tuong duong v6i diém sd danh gia bang 8.

Do d6, theo phuong an uu tién, sing ché dé cap dén phuong phap xac dinh in vitro
hoic ex vivo diém sb danh gia thy thé IGF-1Rciia té bao khéi u hoic khéi u & d6i twong
theo sang ché, khac biét & chd & budc (c) thang diém thich hop nay 1a thang diém nam
trong khoang tir 0 dn 8, trong d6 “khéng c6 kha ning phan Gmg” twong duong véi diém
sb danh gia bing 0, va “kha niang phan tmg manh & ty 16 phan Gmg ndm trong khoang tir
67 dén 100%” twong duong v6i diém s6 danh gia bang 8.

N6i cach khéac, sang ché @& cap dén phuong phap xac dinh in vitro hodc ex vivo
tinh trang ctia khdi u hoic t& bao khdi u & d6i tuong, bao gdm cac bude:

(a) x4c dinh diém sb danh gia khdi u hodc té bao khdi u & ddi twong theo thang
diém Allred; va

(b) - i) khing dinh ring tinh trang cta khdi u hoic t& bao khéi u 13 [IGF-1R(+)]
v6i diém sb Allred nam trong khoang tir 3 dén 8; hoic

-ii) khing dinh ring tinh trang cta khdi u hodc t& bao khdi u 12 [IGF-1R(-)]
v6i diém s6 Allred ndm trong khoang tir 0 dén 2.

Theo mdt khia canh cu thé, tinh trang cua khdi u hodc té bao khéi u 1a [IGF-1R
()] v6i diém s Allred bang 3.

Theo mot khia canh cu thé, tinh trang ctia khéi u hodc té bao khdi u 14 [IGF-1R
(+)] v6i diém sb Allred bang 4.

Theo mdt khia canh cu thé, tinh trang cla khdi u hodc té bao khéi u 1a [IGF-1R
(+)] v6i diém sb Allred bang 5.

Theo mdt khia canh cu thé, tinh trang cua khdi u hodc té bao khéi u 1a [IGF-1R
(+)] v6i diém sb Allred bang 6.

Theo mot khia canh cu thé, tinh trang cta khéi u hogc té bao khéi u la [IGF-1R
(H)] v6i diém sb Allred bang 7.

Theo mdt khia canh cu thé, tinh trang cua khdi u hodc té bao khéi u 1a [IGF-1R
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(+)] v6i diém s6 Allred bang 8.

Theo mét khia canh cu thé khéc, tinh trang cua khéi u hodc t& bao khéi u 1a [IGF-
IR (+)] v6i diém s6 Allred nam trong khoang tir 3 dén 8.

Theo mot khia canh cu thé khéac, sang ché dé cap dén phwong phap xac dinh in
vitro hodc ex vivo tinh trang thu thé IGF-1R cua té bao khdi u hodc khébi u & dbi tuong,

bao gdm cac budc:

(a) x4ac dinh diém sd danh gia cua thu thé IGF-1R cua té bao khdi u hodc khéi u &

ddi tugng theo phuwong phép néu trén; va

(b) khing dinh riang tinh trang thu thé IGF-1R cua té bao khéi u hodc khdi u 12
[IGF-1R(+)] v6i diém sé Allred nam trong khoang tir 3 dén 8; hodc

(c) khing dinh ring tinh trang thu thé IGF-1R cua té bao khéi u hodc khéi u 1a
[IGF-1R(-)] v&i diém sb Allred nam trong khoang tir 0 dén 2.

Vi du tht hai vé& c4c thang diém nay 1a thang diém thong thudong dé danh gia thu
thé HER-2 bing phuong phap héa md mién dich, vi du cac miu cé thé dugc xac dinh
diém sb danh gi4 vé mirc do biéu hién IGF-1R bang phuong phép xac dinh diém sd danh
gi4 tich hop cuong d6 vét (tt hon néu vét bit mau mang) va ty 1& phan trim té bao bit

mau vao thang diém két hop nam trong khoang tir 0 dén 3°.

Trong thang diém nay, 0 va 17 13 4m tinh trong khi d6 2" va 3" 1a dwong tinh. Tuy
nhién, diém s6 nam trong khoang tir 1* dén 3" c¢6 thé duoc xem 1a duong tinh do mdi
diém s6 duong tinh nay c6 thé lién quan dén nguy co tai phét va tir vong cao hon déng ké
khi so v6i diém s6 0 (Am tinh), tuy nhién cudng d6 ting trong cac diém sé duong tinh c6

thé 1am giam nguy co.

Thuélt ngtt “tinh trang cta thu thé IGF-1 Am tinh hoic duong tinh cta khéi u hodc
té bao khdi u” duoc st dung trong badn mo ta dé chi muc do biéu hién thu thé IGF-1R lan
luot twong duong v6i diém sd nim trong khoéng tir 0 dén 1" hodc nam trong khoang tir
2" dén 3" trén thang diém dugc don gian hoa nay. Chi kha ning phan ng trén toan bd
chu vi mang cta khéi u xdm 14n dugc xem 13 ¢6 hinh dang “Iat méng”. Theo cic quy tic
hién nay, cac miu dugc x4c dinh diém sd danh gia dudi dang diém sb ranh gidi (diém s6
bang 2" hoiic 3) di v6i IGF-1R cin danh gia thém. Phan tich héa m6 mién dich cin loai

b6, va 1ap lai hodc danh gia bang phuong phap FISH hodc phuong phap bat ky khéc khi,
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nhu cac vi du khong gidi han, cac mau doi chiing khong nhu mong muon, cac két qua
khéc la lién quan dén hau hét cdc miu va maiu c6 do duong tinh mang manh cua cac té
bao Oong vi thong thuong (doi chiing ndi) cho thay hoi phuc nguyén khing nguyén qua

muc.

Céc thong sb nay duoc thé hién trong Bang 5.

Bang 5
Tinh trang
ciia thu thé Phwong phip héa mé mién dich
IGF-1R
0 Khéng c6 kha nang phan tng hodc
kh& ning phan ing mang & it hon 10% té bio khdi u
1 Kha nang phan ing mang yéu c6 thé nhan biét dugc

dwoc phat hién & nhidu hon 10% té bao khéi u.
Céc té bao c6 kha nang phan ting mién dich
chi & mot phan mang.
2" Kha ning phan ting toan bd mang

tir yéu dén vira phai
duoc quan sat & nhidu hon 10% té bao khdi u.
3" Kha nang phan tng manh hoan toan
duoc quan sat & nhiéu hon 10% té bao khdi u.

Phuong phap theo sang ché khac biét ¢ chd thang diém thich hop nay 13 thang
diém ndm trong khoang tir 0 dén 3", trong d6 “khong c6 kha ning phan ng mang cua té
bao khéi u” tuong dwong v6i diém sb danh gia bang 0 va “kha ning phan mg manh hoan
toan & nhidu hon 10% t& bao khdi u” twong dwong vdi diém sb danh gia bang 3°.

Cu thé hon, nhu mé ta néu trén, thang diém thich hop nay 1a thang diém nam trong
- khoang tir 0 dén 3, trong d6 “khong c6 kha nang phan ing mang ctia té bao khéi u” twong

dwong véi diém sé danh gia bang 0; kha ning phan tmg mang yéu c6 thé nhan biét duoc

" & nhidu hon 10% t& bao khéi u dugc xéc dinh diém s danh gia 1*; “kha ning phan tng

toan bo mang tir yéu dén vira phai & nhidu hon 10% té bao khdi u” twong dwong véi diém

sd danh gia bang 2*; va “kha nang phan Gmg manh hoan toan & nhiéu hon 10% té bao
khéi u” twong duong véi diém sé danh gia bang 3"

Néi cach khac, sang ché d& cip dén phuong phép xac dinh in vitro hodc ex vivo

tinh trang ctia khoi u hodc t€ bao khoi u ¢ doi tuong, bao gdm céc budc:

(a) x4c dinh diém sé danh gia ctia khdi u hodc té bao khdi u & dbi tugng theo thang

diém dugc don gian héa, nhu mo ta néu trén; va

(b) khing dinh ring tinh trang cta khéi u hodc t& bao khébi u 1a [IGF-1R(+)] véi
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diém sb danh gia bang 2" hodc 3";

hoic (c) khing dinh ring tinh trang ctia khdi u hodc t& bao khéi u 1a [IGF-1R(-)]
v6i diém s6 danh gia bang 0 hodc 17,

Theo mot khia canh cu thé, khéi u hoic t& bao khdi u 1a [IGF-1R (+)] v6i diém sb
danh gia bang 2"

Theo mdt khia canh cu thé, khdi u hoic t€ bao khéi u 14 [IGF-1R (+)] véi diém sd
danh gia bang 3"

Theo mot khia canh cu thé khéc, khdi u hodc t& bao khéi u 1a [IGE-IR (+)] véi
diém sé danh gia bang 2" hodc 3"

Theo mdt phuong 4n khac, sang ché d& cap dén phuong phap xac dinh in vitro
hodc ex vivo tinh trang thu thé IGF-1R cua té bao khéi u hodc khdi u & dbi twong, bao
gdm cac bude:

(a) x4c dinh diém sé danh gia cta thu thé IGF-1R cua té bao khéi u hodc khéi u &
d6i twong theo phuong phéap néu trén; va

(b) -i) khing dinh ring tinh trang thu thé IGF-1R ciia té bao khéi u hodc khéi u 14
[IGF-1R(+)] v6i diém sb danh gia bang 2" hodc 3*; hodc

-ii) khéng dinh ring tinh trang thu thé IGF-1R ciia t& bao khdi u 13 [IGF-1R(-
)] v6i diém sb danh gid bang 0 hodc 17

Nhin chung, két qua cua thir nghiém hodc danh gia c6 thé duge trinh bay & dinh
dang bét ky. Céc két qua nay c6 thé 1a két qua dinh luong. Vi du, két qua thir nghiém c6
thé cho thay polypeptit cu thé dugc phat hién hay khong, cling véi cac gidi han phét hién.
Céc két qua nay c6 thé 14 két qua ban dinh luong. Vi du, cic khoang khac nhau c6 thé
duge x4c dinh, va cac khoang nay cé thé duoc gan diém sé (vi du nim trong khoang tir 0
dn 3" hodc ndm trong khoang tir 0 dén 8 phu thudc vao thang diém duge sir dung) tao
rmirc d6 thong tin dinh lwong nhit dinh. Didm sb nay c6 thé thé hién cac yéu té khac
nhau, vi du sé luong té bao trong d6 IGF-1R dugc phat hién, cudng do tin hidu (c6 thé
biéu thi muc do biéu hién thu thé IGF-1R hoic té bao mang IGF-1R), v.v. Cac két qua
nay c6 thé 1a két qua dinh luong, vi du du6i dang ty 16 phan trim té bao trong d6 IGF-1R
dugc phét hién, duéi dang ndng do protein,v.v.

Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& hiéu ring két qua dau ra cia

-24-



31792

thir nghiém s& thay d6i phu thudc vao gidi han k¥ thuat cta thir nghiém va y nghia sinh
hoc lién quan dén phat hién polypeptit. Vi du, trong trudng hop clia mot s6 polypeptit,
két qua ddu ra dinh luong tuyét dbi (vi du polypeptit cé duge phat hién & mirc do phét
hién nhét dinh hay khong) tao ra thong tin c6 y nghia théng ké. Trong cic trudng hop
khéc, két qua ddu ra dinh luong chinh x4c hon (vi du ty 1& mic do biéu hién cia

polypeptit trong miu thir nghiém so v6i mirc do biéu hién thong thuong) 13 cin thiét.

Theo mét khia canh khac, sang ché dé cap dén phuong phap chan doan rbi loan
sinh ung thu hoic kha ning nhay cam v6i tinh trang bénh 1y lién quan dén biéu hién cta

thu thé IGF-1R & dbi tuong, bao gém cac budc:

(a) x4c dinh sy c6 mat hodc vang mit cia té bao mang thu thé IGF-1R trong miu
bing phuong phap phat hién t& bao biéu hién thu thé IGF-1R va/hoic xac dinh mirc do
biéu hién thu thd IGF-1R theo sang ché, va

(b) chén doan tinh trang bénh 1y hoic kha ning nhay cam véi tinh trang bénh 1y
dwa trén sy c6 mit hodc ving mit cta t& bao mang thu thé IGF-1R nay.

Theo cac phuong phép cua sang ché, t& bao biéu hién thu thé IGF-1R hoic gia
tang muc d6 biéu hién thu thé IGF-1R dugc phat hién 13 ddu hiéu cho thiy ddi tugng bi
hodc c6 nguy co bi bénh qua trung gian IGF-1R.

Sang ché ciing d& cap dén phuong phap du doan nguy co tién trién bénh ung thu
cta dbi trong, bao gdm budce phat hién mirc do biéu hién thu thé IGF-1R trong miu md
bang phuong phap phat hién t& bao biéu hién thy thé IGF-1R va/hoic xac dinh mirc d
biéu hién thu thé IGF-1R theo sang ché, trong d6 mtrc do biéu hién cao cta thu thé IGF-
IR 13 d4u hiéu cta nguy co cao tién trién thanh bénh ung thu.

Sang ché ciing d& cap dén phuong phap danh gia kha ning xam 14n cta khéi u.

Thuét ngir “kha ning xam l4n cua khdi u” dugc sir dung trong ban mo ta dé chi
khdi u phat trién nhanh va c6 xu huéng lay lan nhanh.

Theo mot phuong an, phuong phép dénh gid kha ndng xam l4n cta khéi u bao
gbm cac bude:

(a) xac dinh muc dd biu hién thu thé IGF-1R cua té bio trong mau khdi u, bing
phuong phap phét hién t& bao biéu hién thu thé IGF-IR va/hodc x4c dinh mirc d9 biéu
hién thu thé IGF-1R theo sang ché,
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(b) x4c dinh muc d6 biéu hién thu thé IGF-1R trong miu md twong duong dugc
liy tir ciing dbi trong & thoi diém sau bang phuong phap phat hién té bao biéu hién thu
thé IGF-1R va/hoic x4c dinh muc do biéu hién thu thé IGF-1R theo sang ché, va

(c) xac dinh ty 1€ gifta muc do biéu hién thu duogc & bude (a) va ty 1€ thu duoc &

budc (b)

trong d6 ty 1¢ cumitc do biéu hién thu thé IGF-1R trong mAu khdi u theo thdi gian

cung cap théng tin vé nguy co tién trién bénh ung thu.

Theo phuong 4n uu tién, ty 16 gitta mitc do biéu hién thu duge & bude (a) va mirc
d6 biéu hién thu dugc & bude (b) 16n hon 1 thi khdi u c6 kha ning x4m 14n. Theo mét

phuong an khéc, ty 18 ndy nho hon hodc bang 1 thi khéi u khong c¢6 kha nang xam 14n.

Theo mdt khia canh khac, sang ché dé cip dén phuong phap kiém soat mic do
biéu hién thy thé IGF-1R dap tng vdi viée st dung liéu phap huéng dich qua trinh thu
thé IGF-1R bang céach tich hop phuong phéap phét hién va/hodc dinh luong thu thé IGF-
IR, va/hoic x4c dinh mic d6 biéu hién theo sang ché. Phuong phép kiém soét nay c6 thé
rat hiru ich khi liéu phap nay gy diéu hoa giam biéu hién va/hodc phan giai thu thé IGF-
IR.

Sang ché ciing dé cap dén phuong phap xac dinh xem rdi loan sinh ung thu nhay
v6i phuong phap diéu tri bang khang thé huéng dich thu thé IGF-1R hay khong, bao gdm
cac budc:

(a) xac dinh in vitro hodc ex vivo tinh trang thu thé IGF-1R cua té bao khéi u hoic
khéi u ciia d6i tugng theo phuwong phap xac dinh diém sé danh gia theo sang ché, nhu mo
ta néu trén, va

(b) khing dinh rang, khi tinh trang thu thé IGF-1R cua té bao khdi u hoic khéi ula
biéu hién thu thé IGF-1R, r6i loan sinh ung thu 1a nhay véi khéng thé huéng dich thu thé
IGF-1R.

Cu thé 13, phuong phap kiém soét biéu hién IGF-1R trén bé mit té bao c6 thé 1a
cong cu quan trong dé danh gia hiéu luc ctia phuong phap didu tri trong thir nghiém 1am
sang va “liéu phap ding cho timg ddi tugng”.

Do @6, sang ché d& cap dén phuong phép xédc dinh phac dd didu tri thich hop cho
d6i tuong.
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Su tang hodc gidm murc do biéu hién thu thé IGF-1R c¢6 thé dugc xac dinh béng
phuong phap phat hién va/hoic xac dinh muc d6 biéu hién theo sang ché, 13 d4u hiéu tién
trién bénh ung thu lién quan dén thu thé IGF-1R. Do d6, bang cach danh gia muc do gia
ting s6 luong té bao bidu hién IGF-1R hoic mirc do thay ddi vé ndng d6 cia thu thé IGF-
IR c6 trong cac mo va té bao khac nhau, cé thé x4ac dinh dugc xem phéc dd didu tri cu
thé dé cai thién bénh ung thu 4c tinh lién quan dén thu thé IGF-1R c6 hiéu qua hay
khong. '

Sang ché ciing dé cap dén phuwong phéap xac dinh in vitro hoic ex vivo hiéu qua ctia
phuong phap didu tri dugc thiét ké dé 1am giam rdi loan sinh ung thu lién quan dén thu

thé IGF-1R & d6i twong bi rbi loan niy, bao gém céc bude:

(a) x4c dinh mtrc d6 bidu hién thir nhét ctia thu thé IGF-1R bang phuong phéap phat
hién va/hoac xac dinh mirc do biéu hién theo sang ché, nhu m6 ta néu trén trong mau sinh.
hoc tht nhat, mAu sinh hoc thir nhit ndy twong dwong vdi thoi diém thtr nhat cia phuong
phap diéu tri nay;

(b) x4c dinh mirc d6 biéu hién thir hai ctia thu thé IGF-1R bang phwong phap phat
hién va/hodc xac dinh muc d biéu hién theo sang ché, nhu m6 ta néu trén trong mau sinh
hoc tht hai, mau sinh hoc tht hai nay twong duong v6i thoi diém thir hai mudn hon cta
phuong phap diéu tri ndy;

(c) tinh to4n ty 18 gitta mirc d6 biéu hién thu nhit thu duoc & bude (a) va mic do
biéu hién thi hai thu dugc ¢ bude (b); va

(d) khing dinh rang hiéu qua cua phuong phap diéu tri nay 13 cao khi ty 1& thu
dugc & bude (c) 16n hon 1; hodc khing dinh ring hidu qua ctia phuong phap didu tri nay

13 thip khi ty 18 thu dugc ¢ bude (c) nhé hon hodc bang 1.

Theo phuong an wu tién, phuong phap diéu tri dugc thiét ké dé 1am giam rdi loan
sinh ung thu lién quan dén thu thé IGF-1R & d6i tuong bi rdi loan nay bao gdm budc six
dung liéu phap huéng dich qu4 trinh thu thé IGE-1R cho ddi tuong nay.

Sang ché ciing md ta phuong phap chin doan hinh anh in vivo réi loan sinh ung
thu lién quan dén biéu hién cua thu thé IGF-1R bing cach st dung phuong phap phat
hién va/hodc xac dinh mirc d6 biéu hién theo sang ché. Phuong phép nay hitu ich dé phat

hién té bao khoi u in vivo, cling nhu kiém soat kha ndng xdm lan ctia nd. Tuong tu,
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phuong phap nay Ia hitu ich dé theo ddi tién trién vi/hodc dap tng véi didu tri ¢ dbi
tugng trude dé dugce chan doan bi bénh ung thu qua trung gian IGF-1R.

Sang ché ciing d& cap dén phuong phap phat hién su khu tri cta té bao khéi u biéu
hién thu thé IGF-1R & dbi tugng, bao gdm cac budc:

a) cho dbi twong st dung khang thé gin két thu thé IGF-1R theo sang ché, hodc
manh gin két khang nguyén cta né; va

b) phét hién gin két cia khang thé gin két thu thé IGF-1R nay,

trong d6 gan két nay thé hién sy c6 mit cia té bao khéi u.

Dé phat hién sy ¢6 mat cia khéi u biéu hién, nhiéu phwong phép da biét trong linh
vire nay cé thé duoc str dung. Tuy nhién, t6t hon néu phuong phap héa md mién dich va
phwong phap chon loc té bao hoat hoa huynh quang duge st dung.

Theo mdt khia canh khac, sang ché dé 'cap dén chét phan tng dé chan do4n hinh
anh in vivo, trong d6 chit phan g nay chira khang thé gin két thu thé IGF-1R theo sing
ché, hodc manh gin két khang nguyén cia nd, tét hon néu khang thé gén két thu thé IGE-
IR nay dugc danh diu, t6t hon nita néu dugce danh diu phong xa.

Sang ché ciing mo ta viée st dung chét phan Gng nay trong chin do4n hinh 4nh
cho déi twong bi bénh ung thu qua trung gian thy thé IGF-1R.

Phuong phép theo sang ché bao gdm céc bude:

(a) cho dbi tuong s dung luong hitu hiéu cta chit phan tmg dé chin doan hinh
anh theo sang ché; va

(b) phat hién chét phan Gng nay.

Theo phwong 4n wru tién, chit phan ting dé chan doan hinh anh nay chira khang thé
gin két thu thé IGF-1R theo sang ché, hoic manh gin két khang nguyén cta nd, v gbc
hoat tinh.

Thuét ngit “gbc hoat tinh” duoc sir dung trong ban mé ta dé chi hoat chét cho phép
phét hién in vivo chit phan tng dé chin doan hinh anh ndy. Gdc hoat tinh theo sang ché
bao gdm cac nguyén td phéng xa, nhu tecneti-99m (99mTc), déng-67 (Cu-67), -47 (Sc-
47), luteti-77 (Lu-177), ddng-64 (Cu-64), ytri-86 (Y-86) hoic iot-124 (I-124).

Chét phan tng dé chin doan hinh anh niy duogc st dung & lugng hitu hiéu dé si
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dung trong chan doan cho dong vat c6 vi, nhu nguoi, sau d6 su khu tra va tich tu cua
chét phan tng dé chin doan hinh anh nay duogc phat hién. Su khu tr va tich tu cta chit
phan tng dé chin doan hinh anh nay c¢6 thé duge phat hién bang phuong phap chup nuclit
phéng xa, phuong phap anh nhan phong xa, phuong phap chup cong hudng tir hat nhéan,
phuong phap chup cét 16p, phuong phap chup xa hinh cit 16p positron, phuong phap
chup cét 16p vi tinh theo truc ngang, phuong phéap chup X quang hodc phuong phép chup
cdng huong tir, phuong phap phéat hién huynh quang, va phuong phdp phat hién quang

héa.

Lién quan dén su phat trién cta liéu phap khang khdi u huéng dich, phwong phép
chén do4n bang hoa mé mién dich dwa ra thong tin tai chd vé mutrc d bidu hién thu thé, vi
du kich ¢& va/hodc vi tri ctia khdi u. Do d6, phuong phép chin doan nay cho phép sang
loc d6i twong bi bénh nhay véi didu tri theo mitrc d§ biéu hién ctia cac thu thé can diéu tri.
Theo khia canh dac biét uu tién, sang ché dé cap dén phuong phap chon loc dbi
tuwong bi bénh ung thu duge du doan 13 c6 thé duge didu tri hiéu qua hodc khong bang

cach str dung luong hiru hiéu cua khing thé ‘huérng dich thu thé IGF-1R, bao gdm cac

budc:

(a) x4c dinh mirc do biéu hién thu thé IGE-1R theo phuong phap néu trén;

(b) so sanh muc d6 biéu hién thu duoc & bude (a) véi mire dd biéu hién dbi chiéu;
va

(c) chon loc dbi twong bi bénh dugc dy doan 13 c6 thé duge diéu tri hidu qua bang
khang thé hudng dich thu thé IGF-1R, khi ty 1é giita mirc d6 biéu hién thu duoc & budce
(a) va muc do biéu hién d6i chiéu 16n hon 1; hodc

(d) chon loc dbi twong bi bénh dugc du doan 13 khong thé diéu tri duoc hidu qua
bang khang thé hudng dich thu thé IGF-1R, khi ty 1& gitta mirc d biéu hién thu duge &

budc (a) va mirc do bi€u hién doi chiéu nhé hon hodc bang 1.

Mirc d6 biéu hién thu thé IGF-1R dugc do hoidc so sanh v6i mirc d6 biéu hién & té
bao hoic mau dbi ching cling dugc goi 1a “mutc do dbi chiéu” hodc “muc d6 biéu hién
d6i chiéu”. Thuat ngit “mirc d6 dbi chiéu”, “murc d6 bidu hién déi chiéu”, “muc d6 dbi
chung” va “dbi chimg” dugc str dung thay thé cho nhau trong ban mo ta. Thuat ngit “mirc

do doi chung” dugc st dung trong ban mo ta dé chi mure do bi€u hién nén riéng biét duoc
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do & té bao dbi chimg tuong duong, khéng bi bénh hodc bénh ung thu. Té bao d6i ching
c6 thé thu duoc tir cung mot dbi tuong riéng biét, do ngay ca & dbi tuong bi bénh ung thu,
md & vi tri ciia khéi u vAn bao gdm mé khoée manh. Té bao ddi chung ciing ¢6 thé ¢o
ngudn gbe tir mot dbi twong riéng biét khac 1a dbi tuong binh thuong hodc khong bi bénh
ma tr d6 mAu thir hodc bi bénh thu dugc. Thuat ngir “mirc 6 dbi chiéu” duoc str dung
trong ban mo ta dé chi “muc d6 bidu hién déi chimg cta thy thé IGF-1R” dugc sir dung
d8 danh gia mtc d6 biéu hién thu thé IGE-1R trong mau chira té bao ung thu cta dbi
twong. Vi du, khi mirc d6 biéu hién thu thé IGF-1R trong miu sinh hoc cta dbi tugng cao
hon mirc d6 déi chiéu cta thu thé IGF-1R, té bao dugce xem 13 ¢6 mirc do biéu hién cao
hodc biéu hién qua muc thu thé IGF-1R. Mirc do ddi chiéu c6 thé dugc x4c dinh bing
nhiéu phuong phéap. Do d6, cac mirc d biéu hién xac dinh té bao mang IGF-1R hodc
theo cach khac muc do biéu hién thu thé IGF-1R khong phu thudc vao sb lwong té bao
biéu hién IGF-1R. Do d6, muc dd dbi chiéu dbi v6i mdi ddi twong bi bénh c6 thé duoc
x4c dinh bing ty 1& chuin cua thu thé IGF-1R, trong d6 t¥ 1& chuan nay co thé dugc xac

dinh bang phuong phép bat ky dé xac dinh mtrc d6 d6i chiéu nhur md ta trong sang ché.

Vi du, muc do dbi chimg c6 thé 13 tri s§ x4c dinh trudc, c6 thé ¢ nhidu dang khéac
nhau. Mirc do dbi chimg c¢6 thé 13 tri s6 giéi han trén don, nhu tri s trung binh hodc
trung vi. “Mic do ddi chiéu” ¢6 thé 13 tri s6 don, déu ¢ thé 4p dung dugc cho moi dbi
tuong bi bénh riéng biét, hoic muc d6 dbi chiéu c6 thé thay dbi theo cac phan nhém cu
thé cta dbi tuong. Do d6, vi du, nam gidi 16n tudi phai ¢6 mirc d6 ddi chiéu khac véi nam
giGi tré tudi dbi véi cing bénh ung thu, va phu nit phai c6 mtc do dbi chiéu khac véi
nam giGi d6i v6i cing bénh ung thu. Theo cach khac, “mirc d6 d6i chiéu” co thé duoc
x4c dinh bang cach do mic d6 biéu hién thu thé IGF-1R & té bao ung thu khong sinh ung
thu tr mdu mé tuong ty nhu mé chira t& bao ung thu dugc thir nghiém. “Mirc d6 doi
chiéu” ciing phai 12 ty 18 nhit dinh cta thu thé IGF-1R & té bao ung thu cua dbi tuong so
v6i mic d6 biéu hién thy thé IGF-1R & té bao khong ung thu trong cing dbi tugng bi
bénh. “Mirc d6 dbi chiéu” ciing c6 thé 13 mirc d6 biéu hién thy thé IGF-1R ctia t& bao
duoc nudi céy in vitro, ¢ thé duoc nhan bdi dé kich thich t& bao khéi u, hodc c6 thé duoc
nhan bdi theo cach thie bat ky khac dé thu duge mirc d6 biéu hién x4c dinh chinh xac
mirc d6 ddi chidu. Mit khac, “mirc d6 ddi chiéu” c6 thé duoc thiét 1ap dua trén cac nhém
so sanh, nhu nhém khéng c6 murc d6 biéu hién IGF-1R gia ting va nhém c6 mic d6 bidu

hién IGF-1R gia tang. Mot vi du khéc vé cdc nhom so sanh s& 13 cidc nhém bi bénh, tinh
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trang bénh ly hodc tri¢u chiing cu thé va cac nhém khéng bi bénh. Tri sb x4ac dinh trude
¢6 thé duge sip xép bing cach chia déu hodc khong déu quan thé thir nghiém thanh cac

nhém, nhu nhém nguy co thip, nhém nguy co trung binh va nhém nguy co cao.

Muc do ddi chiéu cling co thé xac dinh béng cach so sanh muc dd biéu hién thu
thé IGE-1R trong cac quan thé dbi twong bi cling bénh ung thu. Mirc do d6i chiéu cﬁng
¢6 thé duoc x4c dinh bing phén tich biéu db tan sd, trong d6 toan bd nhém ddi twong bi
bénh duoc v& db thi, trong d6 truc thir nhét thé hién mirc d6 biéu hién thu thé IGF-1R, va |
truc thtr hai thé hién sé luong ddi twong bi bénh trong nhém c6 té bao khéi u biéu hién
IGF-1R & mirc do x4c dinh. Hai hodc nhiéu nhém ddi tuong bi bénh riéng biét c6 thé
dugc x4c dinh bang cach phan loai phan nhém quan thé déi tuong c6 cling mirc do biéu
hién thy thé IGE-1R. Sau d6, mic do dbi chiéu c6 thé dugc xac dinh dua trén mirc do
phan biét t6t nhit cac nhom riéng bét nay. Mirc d6 dbi chiéu ciing c6 thé thé hién mirc do
biéu hién cta hai hodc nhiéu chi thi, mot trong s hai chi thi nay 1a IGF-1R. Hai hoic
nhiéu chi thi c6 thé duoc thé hién bang ty 16 mirc do biéu hién ctia mdi chi thi.

Tuwong tu, quin thé khoe manh s& c6 khoang “binh thudng” khic v6i quan thé bi
tinh trang bénh 1y lién quan dén biéu hién cia thu thé IGF-1R. Theo.do, tri s6 xac dinh
trudc dugc chon co thé duogc tinh dén tri s6 dau mut trong dé dbi tuong riéng biét nam
ngoai khoang nay. Cac khoang va tri s diu mut thich hop c6 thé dugc chon bang thir
nghiém thong thuong. Thuat nglt “tang” hodc “gia ting” cd nghia la cao hon d6i chimg
duoc chon. Thong thuong, mirc 4o dbi ching s& dugc chon dua tréﬁ cac dbi tuong khoe

manh riéng biét & do tudi thich hop.

Ngoai cac tri s6 x4c dinh trude, can hiéu rang mic d6 dbi chimg c6 thé 13 mau vat
liéu duoc thir nghiém song song v6i vat ligu thir nghiém. Vi du vé cac miu nay bao gém
mé hodc té bao thu dugc & cung thoi diém tur cung dbi tuong, vi du cac bd phan ciia miu
sinh thiét duy nhét, hodc cic bd phan ctia miu té bao duy nhét tir d6i tugng.

Theo mdt phuong an khéc, sang ché dé cap dén duge pham dé chan doan hinh 4anh
in vivo rdi loan sinh ung thu lién quan dén biéu hién cta thu thé IGE-1R chira khang thé
gin két thu thé IGF-1R theo sang ché, hoic manh gin két khang nguyén cia no, dugc
danh du va chit mang dugc dung.

Theo mot khia canh khac, sang ché ciing dé cap dén kit phat hién té bao khébi u
bidu hién thu thé IGF-1R & dbi twong bi bénh, khac biét & chd kit nay chira it nhat mot
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khang thé gin két thu thé IGF-1R, hoic manh gin két khang nguyén ctia n6, nhu mo ta
néu trén, va tét hon néu khang thé don dong 816C12.

Vit liéu bao goi chira ché pham két hop bao gém céc chét phan tmg & lugng xéac
dinh trudc va to huéng dan str dung dé thuc hién thir nghiém chan doan nay, vi du kit
" cling nam trong pham vi cia sang ché. Kit nay chira khang thé gan két thy thé IGF-1R dé
phat hién va dinh Iuong thu thé IGF-1R: in vitro, vi du trong phwong phap ELISA. Khi
khang thé gén két thu thé IGF-1R duogc dénh ddu bing enzym, kit ndy s& bao gdm céc co
chét va dong yéu té cia enzym (vi du tién co chét tao ra nhém mang mau hoic nhom
phat huynh quang c6 thé phat hién). Ngoai ra, cic chit bd trg khéc ¢6 thé duoc st dung,
nhu chét én dinh, dung dich dém (vi du dung dich dém phong bé hodc dung dich dém
phan giai) va tuong tu. Kit ndy c6 thé chira vt bao gbi dugc chia ngian dé tiép nhan mét
hodic nhidu dd chira, nhu lo, éng va twong tu, cac d6 chira nay dung cac thanh phin riéng
biét theo sang ché. Vi du, mdt dd chira ¢ thé chura khang thé thir nhat duoc gin két véi
chit mang khong hoa tan hodc hoa tan mot phan. D6 chta thir hai ¢ thé chira khang thé
tht hai hoa tan dugc danh diu c6 thé phét hién, & dang dong kho hodc dung dich. Vit bao
g6i ndy ciing c6 thé chira dd chira tht ba dung khang thé thir ba dugc danh ddu c6 thé
phat hién ¢ dang dong khd hodc dung dich. Kit nay cé thé dugc st dung trong phuong
phap ELISA dic hiéu kép theo sang ché. To huéng dan sir dung hodc nhin huéng din str
dung cung cép thong tin vé thanh phan ciing nhu hudéng dan sir dung chan doan hoic in

Vitro.

Luong tuong dbi cia clia cac chit phan tng khac nhau c6 thé dugc thay dbi dé tao
ra nhidu ndng d6 cta cic chit phan tmg trong dung dich dé t8i wu héa do nhay cua thir
nghiém. Cu thé, cac chét phan Gng c6 thé & dang bot khan, thudong 13 bot dong khd, bao

gbm céc ta dugce khi hoa tan sé tao ra dung dich chét phan g c¢6 ndng do thich hop.

Theo mét khia canh khéc, khang thé khang IGF-1R theo sang ché hoic manh gin
- két khang nguyén cta n6 duge danh déu bang gdc c6 thé phét hién, sao cho khang thé
nay co thé dugc bao goi va st dung & dang kit dé chin doan hoic x4c dinh té bao cb
khang nguyén néu trén. Vi du khong han ché cac chit danh déu nay bao gdm chat phat
huynh quang, nhu fluorescein isothiocyanat; chit mang mau, nuclit phéng xa, biotin hoic
enzym. Khang thé khang IGF-1R duoc danh ddu nay c6 thé dugc st dung dé xac dinh vi
tri ciia khang nguyén bang phuong phap héa mé mién dich, ELISA, phuwong phap phan
loai té bao, ciing nhu cac phuong phap mién dich khac dé phat hién hodc dinh luong IGF-
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IR, va té bao mang khang nguyén nay, vi du.

Sang ché ciing dé cap dén kit chira khang thé gin két thu thé IGF-1R theo sang

ché hodc manh gan két khang nguyén cta né.

Sang ché ciing dé cap dén kit chira khang thé gin két thy thé IGF-1R thé kham
hodc nhan tao hodc méanh gin két khang nguyén ciia né, c6 thé thu duge tir 6 vimg CDR
cocac trinh tw SEQ ID NO.1 dén 6 ctia khang thé gin két thu thé IGF-1R theo sang ché

hodc manh gén két khang nguyén ctia né.

Sang ché ciing d& cap dén kit hitu ich 1am mau dbi ching duong dé tinh ché hoic
két tia mién dich thu thé IGF-1R tir té bao. Dé phén 1ap va tinh ché thu thé IGF-1R, kit
nay c6 thé chua khang thé gin két thu thé IGF-1R theo sang ché hoic manh gin két
khang nguyén cua n6 dugc lien két véi cac hat (vi du hat chira agaroza). Sang ché ciing
d& cap dén kit chira cac khang thé dé phat hién va dinh luong thu thé IGF-1R in vitro, vi
du in an ELISA. Kit ndy bao gdbm dd chira va nhan huéng dan sir dung hodc t& hudng dan
str dung trén hoic lién quan dén dd chtra nay. Céac do chira bo sung c6 thé duoc st dung
chira ta dugc pha lodng va dung dich dém, khang thé ddi chimg. T hudng din st dung
hodc nhan huéng din st dung cung cip thong tin vé thanh phén ciing nhu huéng dan st

dung chan doan hodc in vitro.

Cu thé hon, sang ché dé cap dén kit phat hién in vitro hodc ex vivo tinh trang thu
thé IGF-1R cua t€ bao khéi u hodc khdi u ¢ dbi tuong bang cac phuong phép theo sang
ché. Theo phwong 4n uu tién, sang ché @& cip dén kit phat hién tinh trang cia thy thé
IGF-1R ciia khdi u hodc t& bao khdi u bing phuwong phap héa mbé mién dich va/hodc
phuong phap chon loc té bao hoat héa huynh quang.

Theo mdt phuong an cu thé, sang ché d& cap dén kit chira it nht mot khang thé
gin két thy thé IGF-1R theo sang ché, hodc méanh gin két khang nguyén ciia nd, nhu mo
ta néu trén, trong d6 khang thé nay duoc ddnh dau.

Theo phwong 4n wu tién, kit ndy con chira chit phan tmg hitu ich dé phat hién mirc
d6 gén két gitra khang thé gin két thu thé IGF-1R nay va thu thé IGF-1R.

Theo mét phuong 4n wu tién khac, kit nay hiru ich dé xac dinh in vitro hodc ex
vivo mirc do biéu hién thu thé IGF-1R trong khdi u biéu hién thu thé IGF-1R, con chira
chit phan tng hitu ich & dinh lwong muc do gan két gitta khang thé gan két thu thé IGF-
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IR duoc danh ddu nay va thu thé IGF-1R.

Theo mdt phuong 4n khac, kit ndy con chira: i) chira chit phan ung hitu ich dé
phat hién mirc d6 gin két gitra khang thé gin két thu thé IGF-1R dugc d4nh diu nay va
thu thé IGF-1R; va ii) cac miu d6i chimg duong va ddi chimg am hitu ich dé xac dinh ty

18 mirc d6 biéu hién thu thé IGF-1R.

Kit ndy c6 thé con chira khang thé da dong dic hiéu voi khéang thé cta chudt hodc
khang thé ctia ngudi/nhan tao, t6t hon néu khang thé da dong dic hiéu véi khang thé cua

chudt hodc khang thé ctia ngudi/nhén tao ndy dugc danh diu.

Theo phuong an cu thé, sang ché d& cap dén kit dé sang loc in vitro d6i tuong bi
bénh ung thu duoc du doan 1 duge diéu tri hidu qua hodc khong bang cach sit dung chét
trc ché hudng dich dén qua trinh IGF-IR chua: i) chit phan tng hiru ich dé phat hién mirc
d6 gan két giira khang thé gin két thy thé IGF-1R nay va thu thé IGF-1R; ii) mtc do ddi
ching da dugc tuong quan véi do nhay cam véi chét e ché IGE-1R va/hoic iil) mirc do

d6i chimg di dugc trong quan véi tinh khang chét trc ché IGF-1R.

Sang ché ciing dé& cap dén kit xac dinh xem ddi twong bi réi loan sinh ung thu c6
thé duge diéu tri hiéu qua bang khang thé hudéng dich thy thé IGF-1R hay khéng, chua it
nhit mot khang thé gin két thu thé IGF-1R theo sang ché, hoic manh gin két khang
nguyén cia nd, nhu mo td néu trén.

Theo mot phuong &n khéc, kit nay con chira

i) chat phan Gmg dé phat hién mirc d6 gin két gitta khang thé gin két thu thé IGF-
IR ndy va thu thé IGF-1R trén bé mit ctia t& bao khdi u; va/hodc

ii) chit phan tng dé dinh luong mérc do gin két gitra khang thé gin két thu thé
IGF-1R nay va thu thé IGF-1R trén bé mit clia té bao khdi u.

M6 ta vén tit hinh vé

Céc ddu hiéu va vu diém khac cia sang ché s& dugc mo ta chi tiét hon thong qua
cac phuong an duéi day cung hinh v€ kém theo.

Fig.1 14 dd thi thé hién céc tri s6 mat d6 quang thu duge tir khang thé don dong
816C12 theo phuong phap thIGFIR ELISA. Dir liéu hiéu chuén va ndng do ECs, dugc

xéac dinh béng thuat toan Prism.
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Fig.2A-2C 13 hinh anh thé hién két qua hoa mé mién dich mau nhén dang khéi u
duoc nhing parafin MCF-7 bang khang thé don dong 816C12 (Fig.2A), khang thé G11
khang IGF-1R (Roche Ventana) (Fig.2B) hoic khang thé AF-305 khang IGF-1R (Hé
thdng nghién ctru va phat trién) (Fig.2C).

Fig.3 1a d0 thi thé hién hoat tinh in vivo cia thé tiép hop khang thé-duoc chét
khéng IGF-1R trén m6 hinh ghép ngoai lai MCF-7.

Fig.4A-4C 1a hinh anh thé hién két qua héa md mién dich mau nhén dang khdi u
duoc nhiing parafin SBC-5 bang khang thé don dong 816C12, khang thé G11 khang IGF-
IR (Roche Ventana) (Fig.4B) hodc khang thé AF-305 khang IGF-1R (Hé théng nghién
clru va phat trién) (Fig.4C).

Fig.5 1a dd thi thé hién hoat tinh in vivo ctia thé tiép hop khang thé-duoc chit
khang IGF-1R trén md hinh ghép ngoai lai SBC-5.

M0 ta chi tiét sing ché
Phuong 4n 1: san xuit va sang loc khang thé don dong 816C12.

Céc khang thé don dong 816C12 khang IGF-1R duoc san xuét va sang loc nhu

sau.

Céc chudt cai Balb/C dugc gdy mién dich bing cach tiem dudi da véi 10pg
protein thu thé IGE-1R tai t6 hop ciia ngudi (Hé thong nghién ctru va phat trién, 391-GR)
v6i ta duoc Freund. Qud trinh gdy mién dich dugc lap lai ba 14n mdi 14n cach nhau 2
tudn. Lan tiém tht tu duogc thuc hién bing cach tiém mang bung trong sy c6 mit cia ta

duoc Freund.

Ba ngdy sau, cic té bao lach duoc dung hop véi t& bao u tiy SP20Agl4 bing
PEG 50%. Sau 14 ngay sang loc chuyén héa bang HAT, dich ndi thé lai dugc danh gia
bang phuong phéap chon loc t& bao hoat héa huynh quang sir dung té bao ung thu via
MCF7 ciia ngudi. Chi céic khang thé gén két véi MCF7 duoc git lai.

Sau d6, cac khang thé quan tAm duoc tach dong bang phuong phap pha lodng t6i
han. Sau 8 ngay tach dong, cac dich ndi duoc chon loc mét 1an nita bang phuong phéap
chon loc t& bao hoat héa huynh quang st dung t& bao ung thu vit MCF7 ctia ngudi. Ba
dong té bao dwong tinh dugc giit lai. Isotyp cta cac khang thé duogc bai tiét duge x4c dinh

bang hé thong kit tich dong SBA-HRP from Southern Biotechnologies (Cat: 5300-05).
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Cudi cing, mot dong khang thé dugc khuéch dai va lanh dong.

Sau do, khang thé don dong 816C12 tiép tuc dugc x4c dinh dic tinh cAu trac bfmg
cach st dung dich ndi thé lai, nhu thIGF-1R hogc rmIGF-1R hoic rhIR ELISA. In all
direct ELISAs, cac protein quan tim duogc ¢b dinh (1pg/mL) vao day mdi giéng. Sau khi
bdo hoa, dich ndi thé lai dugc bd sung vao cac giéng. Sau 1 gid & va bude rira, dung dich
chira khang thé da dong ctia dé dugc danh diu HRP khang IgG cta chudt dugc sir dung
dé phat hién, trude khi bd sung co chét TMB. Phan ing nay duoc dimg bang dung dich
axit sulfuric 1M trude khi doc mat dé quang bang méy quang phd & budc séng 450nm.

Dt liéu duoc thé hién trén Bang 6.

Bang 6
Mit d6 quang thu dwoc ¢ nong dd Spg/mL bang phwong phap ELISA
Mang rhIGF-1R Mang rmIGF-1R Mang rhIR
816C12 2,622 0,065 0,055
D6i chimg duong 2,338 1,293 1,077
Dbi chimg 4m 0,055 0,065 0,048

Puodng cong dap ung lidu dbi voi khang thé don dong 816C12 trén mang rhIGF-
1R duoc thé hién trén Fig.1. Nong do ECs, dugc x4c dinh bang thuat toan Prism.

Dit lidu cho thdy khang thé don dong 816C12 chi nhan dién rh IGF-1R v6i ndng
d6 ECs, bang 0,41nM. Khang thé don dong 816C12 khéng gin két véi thu thé IGF-1R

ctia chudt cling nhu thu the insulin cua nguoi.

Phuong 4n 2: Panh gia mdi twong quan phan loai duge 1y hoc cia khdi u bang
khang thé theo sang ché va hoat tinh ctia thé tiép hop khang thé-dugc chét hudng dich
dén IGF-1R trén mo hinh ghép ngoai lai MCE-7.

Pé danh gia mdi tvong quan phén loai dugc Iy hoc ctia khéi u, cac khbi u di duge
danh gia (phan 2.1), sau d6 cac thir nghiém in vivo trén mé hinh ghép ngoai lai MCF-7d4
dugc thuc hién vai thé tiép hop khang thé-duge chét chira gbc khang thé huéng dich thu
thé IGF-1R va gbc duoc chit 13 auristatin (phan 2.2).

2.1: Phét hién biéu hién cta thy thé IGF-IR trén mé hinh ghép ngoai lai MCF-7
bang phuong phap héa moé mién dich.

Céc 1at mo tr md hinh ghép ngoai lai MCF-7 duogc loai parafin, bu nuéc, va dat
vao dung dich dém thu hoi dich 1X (Dako S1699) trong bé nuéc sbi dd duge gia nhiét
truée & nhigt d6 98°C dé thu hdi epitop dd dugce cam tng nhiét & nhiét do 98°C trong 40
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phut tiép theo 20 phut nita trong dung dich dém thu hdi dich. Sau 3 1an rira trong dung
dich dém Tris nudc mudi-0,05% tween 20 (TBS-T) (Dako S3006), hoat tinh peroxidaza
noi sinh duge phong bé bang chit phan tng phong bé peroxidaza (Dako K4007) trong 5
phut. Cac 14t mé duge rira bang TBS-T va U véi chit phan ting phong bé (UltraV block-
TA-125UB- LabVision) trong 5 phit truée khi 0 v6i khang thé don dong 816C12 (&
ndng do = Spg/mL) hodc IgG1/kapa clia chudt (Spg/mL, X0931, Dako) 1a mau déi ching
am trong 1 gid & nhiét do phong. Cac 14t md duoc rira bang TBS-T va & véi with
Envision (Dako) trong 30 phit. Piaminobenzidin dugc st dung dé khai trién san phim
phan tng mau nau (Dako K3468). Cac 14t md dugc ngdm trong hematoxylin trong 2 phut

dé loai b6 chét nhudm diaminobenzidin (Dako S3309).

Khang thé don dong 816C12 khang IGF-1R theo sang ché nhudm khéc biét mang
té bao MCF-7. Trong phuong phap héa md mién dich ndy, san pham phan Gmg mau niu
turong duong v6i vét nhudm duong tinh ciia mang té bao va khéng c6 san pham phan tmg
mau niu tuong duong véi vét nhudm am tinh va khong quan st duoc mang té bao. Bing
cach st dung thuit toan mang, diém s6 dé nhudm té bao khdi u MCF-7 bing 3" (Fig.2A).
Bing céach st dung khang thé G11 khang IGF-1R (Roche Ventana) hodc khang thé AF-
305 khang IGE-1R (Hé théng nghién ctru va phat trién), 14t mo cta cing khdi u ¢6 diém
s6 danh gia bang 2" (Fig.2B va Fig.2C).

2.2: Hoat tinh in vivo cua thé tiép hop khang thé-duoc chit khang IGF-1R trén md
hinh ghép ngoai lai MCF-7.

Thé tiép hop khang thé-duoc chat khang IGF-1R di dugc danh gié in vivo, trén mo
hinh ghép ngoai lai MCF-7.

Toan bd cic quy trinh thir nghiém trén dong vat duoc thuc hién theo huéng din
ctia quy dinh 2010/63/UE vé viéc bao vé dong vat duoc sir dung cho cac muc dich nghién
ctru khoa hoc. Quy trinh nay dugc chép thuan bdi Uy ban bdo vé dong vat, thudc vién
Pierre Fabre. Cac té bao MCF-7 (5 triéu) dugc tiém dudi da vao cac chudt Swiss/Nude 7
tudn tubi. Trude khi tiém té bio, cac hat cai chira oestrogen (Innovative Research of
America) dugc ciy vao sudn bén trai ciia chudt dé giai phong estrogen can cho su sinh

trudéng in vivo cta cic khoi u MCF-7.

- Hai muoi ngay sau khi cdy ghép t& bao MCF-7, khi khoi u d& dat duoc kich c&
trung binh nim trong khoang tir 120 dén 150mm?’, cac chudt thir nghiém dugc chia thanh
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c4c nhém, mdi nhém gdm 6 chudt theo kich ¢& va hinh dang khdi u. Thé tiép hop khang
thé-dugc chit khang IGF-1R dugc tiém mang bung 6 ldn mdi 1in cach nhau 4 ngiy
(Q4d4). Tinh trang stc khoe cta cac chudt thir nghiém duge theo d&i hang ngay. Thé tich
khdi u duge do hai 1dn mot tudn béng thudc cap dién ti cho dén khi két thic nghién ctu.

Thé tich khéi u duogc tinh toan theo cong thiic sau:
/6 x chiéu dai x chiéu rong x chiéu cao

Déc tinh duoc danh gid theo cAn ning cua cac chudt thir nghiém ba 1in mot tudn.
Céc phan tich thdng ké dwoc thuc hién & mdi 1dn do bang phép kiém dinh Mann-
Whitney.~

Thé tiép hop khang thé-duoc chét khang IGF-1R sir dung theo dudng tiém da tc
ché dang ké va tham chi di 1am giam hoan toan sinh truéng cta khdi u (Fig.3) nhu ky
vong dbi véi khbi u 6 diém sb d4anh gia bing 3" nhung khong ky vong dbi vai khéi u ¢6
diém sb danh gid bang 2"

Phuong 4an 3: Panh gid mdi trong quan phén loai duoc ly hoc ciia khdi u bing
khang thé theo sang ché va hoat tinh ctia thé tiép hop khang thé-dugc chit huéng dich
dén IGF-1R trén m6 hinh ghép ngoai lai SBC-5.

Dé danh gia mdi twong quan phén loai duoc 1y hoc ciia khéi u, cac khbi u da duoc
danh gia (phan 3.1), sau d6 cc thir nghiém in vivo trén mé hinh ghép ngoai lai SBC-5 da
duogc thuc hién véi thé tiép hop khang thé-dugc chat chira gbc khang thé huéng dich thu
thé IGF-1R va gbc dugc chit 13 auristatin (phan 3.2).

3.1 Phat hién biéu hién cta thu thé IGF-1R trén m6 hinh ghép ngoai lai SBC-5
bang phuong phap héa méd mién dich. |

Mtrc d9 biéu hién thu thé IGF-1R dugc phan tich bing cich st dung quy trinh
tuong tu duoc mé ta trong phan 2.1 ctia phuong 4n 2.

Khi IGF-1R dugc phat hién bang khang thé don dong 816C12, mirc do biéu hién
thip dugc phat hién (1%). (Fig.4A). Khi IGF-1R duoc phét hién bang khang thé G11
khang IGF-1R (Roche Ventana) hoic khang thé AF-305 khang IGF-1R (Hé thdng nghién
ctru va phét trién), cac 14t mo tir cing khdi u cé diém s6 danh gia bang 3* (Fig.4B va
Fig.4C).
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3.2: Hoat tinh in vivo ctia thé tiép hop khang thé-dugc chat khang IGF-1R trén mo
hinh ghép ngoai lai SBC-5.

‘Thé tiép hop khang thé-dugc chat khang IGF-1R da duoc danh gia in vivo, trén mo
hinh ghép ngoai lai SBC-5.

Toan bd cac quy trinh thir nghiém trén dong vat duoc thuc hién theo huéng dan
ctua quy dinh 2010/63/UE v& viée bao vé dong vat dugc st dung cho cac muc dich ngh@én
ctru khoa hoc. Quy trinh nay dugc chép thuan boi Uy ban bao vé dong vit, thudc vién
Pierre Fabre. Céc té bao SBC-5 (5 triéu) duoc tiém dudi da vao chudt 7 tudn tudi. Muoi
hai ngay sau khi cdy té bao, khi khéi u da dat duoc kich ¢& trung binh nam trong khoang
tir 150 mm’ , cac chudt thir nghiém duoc chia thanh cic nhém, mdi nhém gém 6 chudt
theo kich ¢ va hinh dang khéi u. Thé tiép hop khang thé-dugc chit khang IGF-1R dugc
tiém mang bung 6 1dn mdi 1an cach nhau 4 ngay (Q4d6). Tinh trang stic khoe cta céc
chudt thir nghiém duge theo doi hang ngay. Thé tich khéi u dugce do hai 1An mot tudn
béng thudce cdp dién tir cho dén khi két thac nghién ciu. Thé tich khéi u duge tinh toan

theo cong thure sau:
/6 x chiéu dai x chiéu rong x chiéu cao

Déc tinh duoc danh gia theo cin ning cta cic chudt thir nghiém ba 1dn mot tudn.
Cé4c phan tich théng ké duoc thuc hién & mdi 1an do bang phép kiém dinh Mann-
Whitney.
~ Su tién trién khéi u tir t€ bao khdi u SBC-5 khong bi anh hudng béi tiém thé tiép
hop khéng thé-duoc chit khang IGF-1R. (Fig.5) nhu ky vong d6i véi khdi u ¢6 diém s
danh gia bang 1" nhung khong ky vong ddi véi khéi u c6 diém sd danh gid bang 3*.
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YEU CAU BAO HOQ
1. Khang thé gin két thu thé yéu t6 sinh trudng tuong tu insulin-1 (IGF-1R - insulin like
growth factor receptor -1), hodc manh gin két khang nguyén cia nd, trong dé khang thé

nay chura:

i) chudi ning chtra twong tmg ba ving CDR sau, ving CDR-H]1 c¢é trinh tu nhu
néu trong SEQ ID NO.1, ving CDR-H2 c6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.2, va vung
CDR-H3 c6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.3; va

ii) chudi nhe chira twong g ba ving CDR sau, ving CDR-L1 c6 trinh tu nhu néu
trong SEQ 1D NO.4, ving CDR-L2 ¢6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.5, va viung
CDR-L3 c6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.6.

2. Khang thé theo diém 1, trong d6 khang thé nay chta ving thay dbi chudi ning cé trinh
tu nhu néu trong SEQ ID NO.7, hoic trinh tur bat ky ¢6 d6 twong ddng véi trinh tu SEQ
ID NO.7 it nhat bang 90%; va/hoic ving thay ddi chudi nhe c6 trinh ty nhu néu trong
SEQ ID NO.8, hoic trinh tu bat ky c¢6 do twong dong vdi trinh ty SEQ ID NO.8 it nhét
bang 90%.

3. Khang thé gin két thu thé yéu t4 sinh trudng twong tu insulin-1 (IGF-1R - insulin like
growth factor receptor -1), hoic manh gin két khang nguyén cta no, khic biét & chd
khang thé nay dugc bai tiét boi t& bao lai duoc ndp luu tai Ngan hang gibng va vi sinh
vat, Vién Pasteur, Paris, Phap, vao ngay 17 thang 09 ndm 2014, v6i ma dang ky 1a I-
4894.

4. Kit phat hién t& bao khdi u biéu hién thu thé IGF-1R & ddi twong bi bénh, trong d6 kit
nay chira khang thé gin két thu thé IGF-1R, hoic manh gin két khang nguyén ctia no, va
khang thé nay chira:

i) chudi ning chira tuong tmg ba ving CDR sau, ving CDR-H1 c6 trinh ty nhu
néu trong SEQ ID NO.1, vung CDR-H2 c6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.2, va ving
CDR-H3 c6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.3; va

ii) chudi nhe chtra tuong tmg ba ving CDR sau, ving CDR-L1 c6 trinh tu nhur néu
trong SEQ ID NO.4, ving CDR-L2 ¢¢ trinh tg nhu néu trong SEQ ID NO.5, va vung
CDR-L3 c6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.6. .

khang thé nay hodc manh gin két khang nguyén cta n6 duge danh déu bang gbc
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c6 thé phat hién.

5. Kit theo diém 4, trong d6 gbc co thé phat hién duoc chon tir nhém bao gdm chit phat

huynh quang, chit mang mau, nuclit phéng xa, biotin, va enzym.
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<210> 1

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> 816C12 I-4894, chudi ning, CDR-H1
<400> 1

Gly His Thr Phe Thr Ser Tyr Val

1 5

<210> 2

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> 816C12 I-4894, chudi ndng, CDR-H2
<400> 2

Ile Asn Pro His Asn Asp Val Thr

1 . 5

<210> 3

<211> 14

<212> PRT

<213> Trink tuyu nhédn tao

<220>

<223> 816Cl2 I-4894, chudi ndng, CDR-H3
<400> 3

Val Ser Thr Ala Tyr Tyr Gly Asn Gly Arg Tyr Phe Asp Val
1 5 10
<210> 4

<211> 6

<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<223> 816Cl2 I-4894, chudi nhe, CDR-L1
<400> 4

Gln Asp Ile Asn Asn Tyr

1 5

<210> 5

<211> 3

<212> PRT
<213> Trinh ty nh3n tao

<220>

<223> 816C12 I-4894, chudi nhe, CDR-L2

<400> 5

Tyr Thr Ser

1

<210> 6

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhdn tao

<220>

<223> 816C1l2 I-4894, chudi nhe, CDR-L3

<400> 6

Gln Gln Gly Asn Thr Leu Pro Trp Thr

1 5

<210> 7

<211> 121

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhé&n tao

<220>

<223> 816C12 I-4894, chudi ning, vung thay ddi

<400> 7

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

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly His Thr Phe Thr Ser Tyr

20 25 30
Val Leu His Trp Met Lys Arg Lys Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
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Tyr Asn Glu

60

Ser Ser Thr
Ala Val Tyr

Phe Asp Val
110

Ser Ala Ser

Asn Phe

Val Tyr
80

Tyr Cys

95

Trp Gly

Leu Gly
15

Asp Ile Asn Asn Tyr

30

Val Lys Leu Leu Ile

45

Ser Arg Phe

60

Ser Gly

Ser Asn Leu Glu Gln

80

Asn Thr Leu Pro Trp

géi

ctggggcttc
tgcactggat
acaatgatgt
aatactccag
attactgtgt
ggaccacggt

ctctgggaga
actggtatca
tacactcagg
ccattagcaa
ttccgtggac

Gly Tyr Ile Asn Pro His Asn Asp Val Thr Lys
50 55
Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ser Asp Lys Tyr
65 70 75
Met Glu Val Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser
85 90
Val Ser Thr Ala Tyr Tyr Gly Asn Gly Arg Tyr
100 105
Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 8
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> 816C12 I-4894, chudi nhe, vung thay dbi
<400> 8
Asp Ile Gln Met Thr Gln Thr Thr Ser Ser Leu
1 5 10
Asp Arg Val Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Gln
v 20 25
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gly Thr
35 40
Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Ser
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr Ile
65 70 75
Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gln Gly
85 : 90
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105
<210> 9
<211> 363
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> 816C12 I-4894, chudi ning, ving thay
<400> 9
gaggtccagc tgcagcagtc tggacctgag ctggtaaagce
tcctgcaagg cttctggaca cacattcact agctatgttt
cctgggcagg gccttgagtg gattggatat attaatcctce
aatgagaatt tcaaaggcaa ggccacactg acttcagaca
atggaggtca gcagcctgac ctctgaggac tctgecggtgt
tactatggta acggccggta cttcgatgtc tggggcgcag
tca
<210> 10
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<223> 816C12 I-4894, chudi nhe, vung thay ddi
<400> 10
gatatccaga tgacacagac tacatcctcc ctgtctgect
atcagttgca gggcaagtca ggacattaac aattatttaa
gatggaactg ttaaactcct gatctactac acatcaagat
aggttcagtg gcagtgggtc tggaacagat tattctctca
gaagatattg ccacttattt ttgccaacag ggtaatacgc
ggcaccaagc tggaaatcaa a

-48-

95

agtgaagatg
gaagcggaag
tactaagtac
cacagtctac
aagtaccgcc
caccgtctcc

cagagtcacc
gcagaaacca
agtctcatca
cctggagcaa
gttcggtgga

60
120
180
240
300
360
363

60
120
180
240
300
321





