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(57) Sang ché dé cap dén protein dung hop bao gom bién thé CCL3 c¢6 tinh 6n dinh in vivo,

d6 bén protein, va hoat tinh dugc ly cai thién, cu thé hon, sang ché dé cap dén protein dung

hop bao gém bién thé CCL3 va vung Fc ctia globulin mién dich lam tac nhan chita bénh
cho chung giam lympho bao, bénh ung thu hodc bénh 1iy nhiém, trong d6 axit amin dau
tan cung N cua CCL3a hodac CCL3p kiéu dai dugc loai boé va axit amin & vi tri dic hiéu
duogc thé boi axit amin khac ¢ cung vi tri cia CCL3a hodc CCL3p kiéu dai trong bién thé

CCL3. Ngoai ra, sang ché con d& cip dén axit nucleic ma hoa protein dung hop nay va

phuong phéap diéu ché protein dung hop nay.
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Linh vwe ky thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén protein dung hop bao gém bién thé CCL3 c6 tinh 6n dinh in
vivo, d0 bén protein, va hoat tinh dugc ly cai thién, cu thé hon, sang ché dé cép'dén
protein dung hop bao gém bién thé CCL3 va viung Fc cia globulin mién dich, va st dung
chiing lam tac nhan chita bénh cho ching gidm lympho bao, bénh ung thu hodc bénh lay
nhim, trong d6 axit amin dau tan cung N ciia CCL3o hoic CCL3p kiéu dai duoc loai bo
va axit amin & vi tri dac hiéu duoc thé boi axit amin khac & cung vi tri cia CCL3a hodc

CCL3p kiéu dai trong bién thé CCL3.
Tinh trang k§ thuit cia sang ché

Chemokin dugec tiét ra boi cac té bao mién dich khac nhau dudi dang cac xytokin
¢6 tinh huéng hoa chit va gin vao cac thu thé chemokin duoc bidu hién trong céc té bao
mién dich dé thuc diy tinh di dong in vivo cta cac té bao mién dich. Trong sb cac
chemokin, phéi ti loai CC 3 (CCL3) la chemokin ma dugc tiét ra trong cac té bao mién
dich bao gdm cac tiéu thuc bao va duge biét 1a tham gia vao tinh di dong ciia cac té bao
mién dich biu hién thu thé loai CC CCR1/CCRS, nhu té bao tua, té bao T, bach cau don
nhan, va bach cau trung tinh (Cytokine & Growth Factor Reviews (2002) 13:455-481).

CCL3, dugc biét 1a protein dai thuc bao gy viém-la. (MIP-1a), chi c6 mot typ
phu & chudt, nhung c¢é hai typ phu ¢ nguoi (Cytokine & Growth Factor Reviews (2002)
13:455-481). Theo d6, CCL3 gdm typ o (LD78a hoiic CCL3a, dudi day goi 1a CCL3ar)
c6 d6 twong ddng véi CCL3 cua chudt va typ B (LD78B hoic CCL3B, dudi day goi la
CCL3B) duoc tao ra do sy dot bién gen trong qué trinh tién hoa.

Trong linh vuc k¥ thuét lién quan, biét ring CCL3 trc ché qua trinh phan chia va
biét hoa cua céac té bao gbe tao mau chua trudng thanh trong tiy xwong clia chudt va ¢
thé lam tiang ndng dong clia cac té bao mién dich trong mau (Nat Rev Immunol.(2006)

6(2):159-64). Két qua 1a, CCL3 da duoc st dung lam dich cho tac nhan chita bénh dé
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didu tri ching giam lympho bao hay thdy & cac thudc khang ung thu khac nhau (Exp.
Hematol. (1999) 27:195-202, Cytokine & Growth Factor Reviews (2002) 13:455-481).
Ngoai ra, do CCL3 c6 tdc dung lam tdng ndng do cia cac té bao tua trong mau, biét ring
CCL3 ¢6 thé ¢6 tiém ning lam tac nhan mién dich chéng ung thu méi khi duoc két hop
v6i phuong phéap didu tri c6 kha ning boc 10 khang nguyén dic hiéu khéi u trong mau
(Clin Cancer Res. (2008) 14(4):1159-1166, European Journal of Cancer (1998)
34(7):1023-1029).

Trong khi d6, do CCL3 c6 chu ky bén ra rit ngin va c6 xu hudng dé bi két ta,
CCL3 khong thich hop dé st dung lam tac nhén tri liéu sinh hoc ma khéng can cai bién.
Vi chu ky ban 1 in vivo cua CCL3 dugc tiém trong tinh mach vao co thé ngudi chi ngin
khoang 1,7 gi¢ hodc it hon, néu CCL3 dugc phat trién 1am tic nhan chbng ung thu hoic
tac nhan diéu tri cho chung giam lympho bao, tic nhin nay can duoc dung hang ngay
(European Journal of Cancer (1998) 34(7):1023-1029). Hon nita, CCL3 bi két tda do su

tao chit polyme ngay ca khi & ndng do thp 1 0,1 mg/mL.

Do d6, dé phat trién CCL3 lam thubc hodc tic nhan mién dich chdng ung thu, bién
thé CCL3 ¢6 thé duoc tao ra béng cach thé hoic loai bé mdt sd axit amin ctia CCL3 kiéu
dai, va/hoac protein dung hgp cé thé dugc tao ra bang cach két hop polyme hodc protein
bd sung véi CCL3. Biét rang chu ky ban rd c6 thé duogc ting 1én bing cach két hop
polyme hodc protein bd sung. Chang han, protein hoat tinh c6 thé dugc gin vao albumin
cua ngudi hodc polyetylen glycol (PEG). Tuy nhién, thoi gian tdn tai chi ting nhe khi gin
vao albumin clda nguoi, va i luc gin két thu thé co thé bi giam do su can trd vé khong

gian khi gin v6i PEG.

Can nhic diéu nay, gin day nhiéu nghién ctru va phat trién da dwoc thuc hién dé
lam tang chu ky ban rd in vivo nho¢ protein dung hop dugc tao ra bang cach st dung
globulin mién dich (Ig). Ig ctia ngudi (hlg) gbm céc 16p khac nhau, nhu IgG, IgM, IgA,
IgD, va IgE, va c6 thé con dugc phan loai thanh nhiéu typ phu khac nhau dwgc biét la
IgG1 ctia ngudi (hIgGl), IgG2 cha ngudi (hIgG2), IgG3 cla nguoi (higG3), va IgG4 cua
nguoi (hIgG4).
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Globulin mién dich gé)m bbn chudi polypeptit; hai chudi ning va hai chudi nhe
duoc ndi qua cau nbi disulfit dé tao ra tetrame. Mdi chudi gdbm ving bién ddi va ving
hing dinh. Ving hing dinh cta chudi ning con dugc phan loai thanh ba phan, 1a CHI,
CH2, va CH3, hozic bén phdn, 1a CH1, CH2, CH3, va CH4, theo cac 16p khéng thé, va
gdm viing ban 1&, domain CH2, CH3 va/hogc CHA4.

Theo tinh trang k¥ thuét da biét, cac tac gia sang ché xac minh rang chu ky ban ra
in vivo da tang 1én, do dn dinh duoc cai thién, va hiéu luc thube duoc cai thién & protein
dung hop bao gdm bién thé CCL3 va ving Fc cia globulin mién dich, trong d6 axit amin
dAu tan cung N ctia CCL3a hodc CCL3B kiéu dai dugc loai bd va axit amin & vi tri ddc
hiéu duoc thé bai axit amin khac & cung vi tri cia CCL3a hodc CCL3f kiéu dai trong
bién thé CCL3.

Ban chit ky thuit ciia sang ché

Sang ché dé xuét protein dung hop bao gdm bién thé CCL3 va vung Fc cia
globulin mi2n dich, trong d6 mot sb axit amin ciia CCL3 kiéu dai dugc thé va loai bo

trong bién thé CCL3.

Sang ché dé xuét axit nucleic md héa protein dung hop, vecto bao gbém axit

nucleic ndy, va t& bao duoc bién nap bang cach st dung vecto nay.
Sang ché dé xuat phwong phédp tao protein dung hop.
Sang ché dé xuat duoc phim bao gdm protein dung hop.

Sang ché dé xut bién thé CCL3, trong d6 mot s axit amin ctia CCL3 kiéu dai

dugc thé va loai bo trong bién thé CCL3p.

Sang ché dé xuét protein dung hop bao gbm bién thé CCL3 bao gbm céc dot bién
sau va ving Fc cia globulin mién dich, trong d6 cac dot bién nay bao gém: (1) loai bd
mdt hodc hai axit amin tir ddu tdn cing N ctia CCL3 kidu dai; va (2) thé axit aspartic & vi

tr{ axit amin thtr 27 tir dau tan cting N ctia CCL3 kiéu dai bang alanin.
Sang ché dé xuét axit nucleic ma hoa protein dung hop.

Sang ché dé xuat vecto bao gdm axit nucleic nay.
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Sang ché dé xuit té bao dugc bién nap bang vecto nay.
Sang ché dé xuit phuong phap didu ché protein dung hop.
Sang ché dé xuat dugc phim bao gdm protein dung hop.

Sang ché d& xuét bién thé phdi tir loai CC 3p (CCL3B) bao gdm cac dot bién sau:
(1) loai bd mot hodc hai axit amin tir dAu tan cing N ctia CCL3P kiéu dai; va (2) thé axit

aspartic ¢ vi tri axit amin thi 27" tir du tan cing N ctia CCL3 kiéu dai bang alanin.

Protein dung hop theo sang ché bao gdbm bién thé CCL3 c¢6 dic tinh duge dong
hoc mong mudn vi sy giam hoat tinh cta bién thé CCL3 1a thip nhét, nguy co gdy mién
dich thép, va chu ky ban ra in vivo tdng ma khong co van dé vé do 6n dinh, nho d6 cai
thién tinh 6n dinh in vivo, cdc dic tinh vat 1y va hiéu luc dugce ly cua protein. Dugc phém
bao gdém protein dung hop bao gdm bién thé CCL3 c6 thé duogc st dung lam tic nhén

chita bénh cho ching giam lympho bao, bénh ung thu hodc bénh lay nhiém.
MO ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 12 biéu dd thé hién két qua do in vitro tinh huéng hoa chét cia cac protein
dung hop ctia bién thé CCL3 CCL3B-H05 va CCL3B-H40 bang cach st dung dong té
bao THP-1.

Fig.2 14 biéu dd thé hién két qua do in vitro tinh huéng hoa chét ctia cac protein
dung hgp CCL3 va bién thé CCL3 CCL3A-HO05 va CCL3B-H05 bing cach sir dung dong
té bao THP-1.

Fig.3 thé hién két qua do hoat tinh in vitro cua protein dung hop CCL3 va bién
thé CCL3 CCL3A-HO05 va CCL3B-H05 bing cach sit dung dong té bao trong d6 CCR1
dugc biéu hién, dé danh gia kha ning phan ung cta thu thé CCRI cua cac protein dung
hop.

Fig.4 thé hién két qua tinh thong s6 duoc dong hoc bang cach do ndéng do trong
mau ctia CCL3B-HO5 trong miu mau cho dén 144 gid sau khi tiém tinh mach protein
dung hop ciia bién thé CCL3 CCL3B-HO05 vao chuét & liéu lan luot 1a 3 mg/kg va 10

mg/kg.
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Fig.5 thé hién hiéu qua trc ché su phat trién khdi u cua protein dung hop cta bién
thé CCL3 CCL3B-HO5 trén bénh ung thu gan chudt.

Fig.6 thé hién phéac db diéu tri bang thudc trong vi du thit nghiém 4.
M0 ta chi tiét sang ché

Trir khi duge dinh nghia khéc, tAt ca cac thuét ngit k¥ thudt va khoa hoc dugc st
dung trong ban md ta nay c6 nghia gidng nhu dugc hiéu théng thuong boi ngudi c6 hiéu
biét trung binh trong linh vuc nay. No6i chung, danh phap dugc st dung trong ban mo ta

1a da biét va thuong dugce st dung trong linh vuc nay.

Trong sb cac cong nghé khac nhau c6 tac dung 1au dai dé 1am tang chu ky ban ra
clia protein binh thudng, cong nghé dung hop Fc duoc st dung rong rai nhit vi cong
nghé nay ¢6 thé 1am ting chu ky ban rd in vivo véi it mbi lo vé tac dung phu nhu doc tinh
hoic giy dap tng mién dich. Viéc phat trién CCL3 dung hop Fc va/hodc bién thé ctia n6

lam thudc dé diéu tri lién tuc cin théa méan vai di€u kién nhu sau.

Thit nhét, su gidam hoat tinh in vitro do su dung hop can phai nhé. Nhin chung, khi
cac protein nho nhu chemokin dugc dung hop véi Fe ¢6 kich thude tuong d6i 16n, biét
rang hoat tinh phu thudc nhiéu vao vi tri dung hop va ciu nbi. Theo d6, hoat tinh cua
CCL3 va/hoidc bién thé cta no va protein dung hop Fe ¢ thé thay dbi theo su c6 mit cia
dung hop hodc vi tri dung hop.

Thé hai, xét rang hau hét cic dugc pham sinh hoc c6 thé gdy ra tinh sinh mién
dich & nguoi bénh, nguy co sinh mién dich do cac cdu ndi dung hop hogc dot bién can
phai thap.

Thtr ba, cling can khong co vAn dé vé d6 6n dinh do vi tri dung hop hodc viéc dua
dot bién vao.

Thit tu, vi ¢6 thé gy ra dap tmg mién dich khong mong muén tuy thude vao 16p
khang thé ctia globulin midn dich dugc dung hop, su lya chon thay thé 16p khang thé ctia

globulin mi&n dich dung hop l1a can thiét.

Trong khi cac tac gia sang ché nd luc cai thién hoat tinh sinh ly va déc tinh vat ly
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ctia CCL3 bing cach xem xét cac didu kién néu trén, thiy rang viéc loai bé axit amin dau
tan cung N, dua dot bién vao vi tri ddc hiéu cia CCL3, va dung hop véi ving Fe cia
globulin mién dich theo cach nhén tao ¢ thé lam ting hoat tinh cia CCL3 dé lam ting

mutrc do boc 10 in vivo va chu ky ban rad va dé cai thién hiéu luc duoc ly.

Dua trén do, mot khia canh cua sang ché dé xuit protein dung hop bao gdm bién
thé phéi tr loai CC 3 (CCL3) bao gdm céc dot bién sau va ving Fe ctia globulin mién
dich, trong d6 céc dot bién nay 1a: (1) loai bé mot hodc hai axit amin tir ddu tan cing N
clia CCL3 kiéu dai; va (2) thé axit aspartic & vi tri axit amin tha 27 tur d4u tan cung N cta

CCL3 kiéu dai bang alanin.

CCL3 1a chemokin duoc biét 1a déng vai trd quan trong trong ndi cén bang di
dong cua té bao tua va té bao mién dich nhu té bao T, bach ciu don nhan, va bach cAu
trung tinh, va c6 thé co ngudn gbc tir ddng vat ¢ vi nhu ngudi, chudt, lon va khi. Chéng
han, hai typ phu c6 & nguoi. Hai typ phu nay 1a typ o (duéi day, duoc goi 1a CCL3a) ¢6
tinh trong ddng vai typ ciia chudt va B (duéi day, duogc goi la CCL3p) duoc tao ra do dot
bién gen trong qué trinh tién hoa. Cu thé, CCL3 kiéu dai c6 thé 14, vi du, protein CCL3 0,
kidu dai ctia ngudi bao gdm trinh tw néu trong SEQ ID NO: 1 hogc protein CCL3f kiéu

dai ctia nguoi c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 3.

Theo mdt vi du, bién thé CCL3 ¢6 thé bao gém bién thé CCL3a, trong do bién thé
CCL3a duogc tao ra béng cach loai bd alanin la axit amin dau tién tir ddu tan cing N va
bing cach thé axit aspartic 13 axit amin thu 27 tir dau tan cung N bang alanin & CCL3a
kidu dai cia ngudi ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 1. Bién thé CCL3a c6 thé bao gom,
vi duy, trinh tu néu trong SEQ ID NO: 2.

Theo mdt vi du khac, bién thé CCL3 ¢6 thé bao gdm bién thé CCL3B, trong d6
bién thé CCL3p dugce tao ra bang cach loai bo alanin va prolin (AP) 14 hai axit amin tlr
dAu tan cing N va bang cach thé axit aspartic 1a axit amin thit 27 tix dau tan cing N bing
alanin & CCL3p kiéu dai ctia ngudi ¢6 trinh tw néu trong SEQ ID NO: 3. Bién thé CCL3

¢6 thé bao gﬁ")m, vi du, trinh tu néu trong SEQ ID NO: 4.

Thuat ngit “viung Fc¢” & day nghia 13 protein khong cé cdc viung bién doi ¢ chudi
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ning va chudi nhe va ving hing dinh 1 & chudi nhe (CL1) cta globulin mién dich, va
ving Fe ¢6 thé 1a Fe lai bao gdm it nhdt mot ving Fc duge chon tir nhém bao gom IgGl,

IgG2, 1gG3, IgG4, va IgD va céc doan cia chung hoac t6 hop ctia ching.

Theo mdt vi du, vi du Fe lai c¢6 thé bao gdm ving IgG4 va ving IgD. Hon nira,
ving Fc lai ¢6 thé bao gdom phén trinh tr viing ban 1& va CH2 cua Fc IgD va trinh tw CH2
va CH3 cua Fc IgG4, vi du, trinh ty néu trong SEQ ID NO: 14. Fc lai c6 thé tuong duong
v6i, vi du, dang Fc lai dugc boc 16 trong patent Han Qudc sd 0897938, va dugce dua vao

ban mo ta nay dudi dang tham chiéu.

Theo mot vi du khac, vung Fc ¢o thé 1a Fc lai bao gém it nhat mot vung Fc dugce
chon tir nhém bao gdm IgGl, IgG2, 1gG3, va IgG4, va cac doan clia ching hodc t6 hop

cta chung.

Ving Fe ¢6 thé bao gdm toan bd ving Fe chu thanh globulin mién dich hodc ¢
thé bao gdbm mot doan hodc bién thé ving Fc ciia né. Ving Fc ¢6 thé con bao gém bién
thé vung Fc dugc tao ra béng cach thé mot sb axit amin hozc két hop céc loai viung Fc
khéc nhau. Bién thé ving Fc c6 thé dugc cai bién dé ngan chin su phin cit & ving ban
8. Ngoai ra, mot phﬁn trinh ty axit amin cda trinh ty ving ban 18 cia Fe ¢6 thé duge thé
dé lam giam tinh gay doc té bao do té bao phu thudc khéang thé (antibody-dependent
cell-mediated cytotoxicity - ADCC) hodc tinh giy doc t¢ bao phu thuodc bd thé
(complement-dependent cytotoxicity - CDC). Hon nita, ¢ trinh tw ving ban 1& cua Fc,
mdt phan trinh tu axit amin c¢6 thé duoc thé dé tc ché su tai sip xép cua ving Fab. Hon

thé nita, lysin (K) & dau tin ciing C cla ving Fe ¢6 thé duoc loai bo.

Hon nita, doan Fc theo sang ché c6 thé 1a chudi duong kiéu dai, chudi duong dugce
lam tang so véi kiéu dai, chudi duong duge lam giam so voi kiéu dai, hodc dang trong do6
chudi duong duge loai bd. Viée tang, giam hodc loai bo chudi duong co thé duoc thuc
hién bang phuong phép thong thuong da biét trong linh vuc nay, nhu phuong phap hoa

hoc, phuong phap enzym, phuong phap cong nghé di truyén nho sir dung vi sinh vat.

Ving Fe cta globulin mién dich ¢6 thé 1a dang trong do6 bién thé CCL3 duoc nbi

truc tiép vao dau tan cung N hodc dau tén cing C clia viung Fc hodc ndi voi dau tan cung



35606

N hoic diu tan cung C cia ving Fc qua cu ndi. Khi ving Fc cta globulin mién dich
duoc ndi truc tiép vao bién thd CCL3, vi dy, theo sang ché, bién thé CCL3a ¢6 trinh tu
néu trong SEQ ID NO: 2 hoac bién thé CCL3p c¢6 trinh trr néu trong SEQ ID NO: 4 ¢6
thé dugc ndi vao du tan cing N hodc du tan cting C ctia ving Fc ¢6 trinh tu néu trong
SEQ ID NO: 14. Dang nbi cia CCL3 va Fc ¢6 thé thich hop 1a dang trong d6 CCL3 duoc

noi voi dau tan cung N cua vung Fe.

Khi ving Fc cia globulin mién dich dugc nbi qua ciu nbi, cau nbi nay c6 thé dugc
ndi voi ddu tan cung N, dau tan cung C, hoac géc tu do cta doan Fc va co thé duoc nbi
vao dau tan cung N, dau tan cung C, hoac géc tu do cua bién thé CCL3. Khi ciu nbi 1a
cdu nbi peptit, sy ndi nay co thé xuét hién & phin bat ky. Chéng han, cdu nbi nay co thé
duoc ndi voi dau tan cing C cla ving Fc cia globulin mién dich va dau tan cting N clia

bién thé CCL3.

Sau khi cAu ndi va Fc duge biéu hién riéng bi¢t va sau do duogc ndi voi nhau, cdu
ndi co thé 1a lién két ngang duogc biét trong linh vuc nay. Lién két ngang c6 thé 14, vi du,
N-hydroxysucxinimit este nhu 1,1-bis(diazoaxetyl)-2-phenyletan, glutaraldehyt, va axit
4-azidosalixylic, cac imidoeste bao gdbm cac  disucxinimidyl este nhu
3,3'-dithiobis(sucxinimidylpropionat), = va  cdc  maleimit hai  ch@c nhu

bis-N-maleimido-1,8-octan, nhung khong chi gidi han & do.

Ngoai ra, cdu néi c6 thé 1a peptit. Cu thé, cdu ndi co thé 1a peptit gdm c6 10 dén 30
gbc axit amin. Theo mot vi du, ving Fc cua globulin mién dich c6 thé dugc nbi véi bién
thé CCL3 qua cdu ndi nhu néu & cong thire 1 dudi day.

Cong thuc 1

(RNT),GRGG(EEKKK),,

Trong cong thuc 1, n va m 14n luot bang 1 dén 5. Trong cong thic 1, n 1a s6 lan
l3p lai cua céc axit amin arginin-asparagin-threonin, m la s6 1an lap lai ctia cac axit amin

glutamat-glutamat-lysin-lysin-lysin, va t6t hon 13, n va m ¢6 thé 1an luot bang 1 dén 3.

Theo mét vi du, xét ring n va m c6 thé lan lugt bang 1 dén 3, cau nodi cd thé bao

gdm mot trinh tu bét ky duoc chon tir nhém bao gbm céc trinh tu néu trong SEQ ID NO:

-0
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5 dén SEQ ID NO: 13.

Mot vi du cu thé cia sang ché gdm cdu tric trong d6 ving Fc cua globulin mién
dich duoc ndi véi bién thé CCL3 qua ciu nbi co trinh tu RNTGRGGEEKKK (SEQ ID
NO: 5). Mot vi du thir nghi€ém cua sang ché thé hién rang protein dung hop cua bién thé
CCL3 dugc gin vao Fc cua globulin mién dich qua cau ndi c6 trinh tu néu trong SEQ 1D

NO: 5 ¢6 hoat tinh tinh huéng hoa chat tuyét voi.

Protein dung hop d6 ¢6 thé 1a dang ma trong d6 bién thé CCL3 dime hodc multime
duoc gin vao ving Fc cta globulin mién dich, trong d6 bién thé CCL3 dime hoic
multime duogc tao ra khi mdt hoac nhiéu bién thé CCL3 duogc ndi v6i nhau. Ngoai ra,
protein dung hop cé thé 12 dang dime hoic multime, trong d6 dang dime hodc multime
nay c6 thé 1 hai hozc nhidu ving Fc duoc lién két, trong d6 ving Fc ctia globulin mién

dich c6 bién thé CCL3 duoc ndi vao do.

Mot khia canh khdc clia sang ché dé xuét axit nucleic ma hoa protein dung hop

bao gdm bién thé CCL3.

Axit nucleic mi héa protein dung hop bao gbm bién thé CCL3 ¢6 thé duoc phan
1ap dé tao theo cach tai t6 hop protein dung hgp bao gdm bién thé CCL3. Axit nucleic
duoc phén 14p va cheén vao vecto sao chép duoc dé thuc hién viéc tach dong hoic biéu
hién bd sung. Trén co s& d6, mot khia canh khac cla sang ché d& xuét vecto bao gdm axit

nucleic nay.

Thuat ngt “axit nucleic” dugc st dung & day c6 nghia chung bao gdm cac phan tir
ADN (gADN va cADN) va ARN, va nucleotit lam khéi cu tric co sé cua axit nucleic
gdém khong chi nucleotit ty nhién ma con cac dang twong tu cua ching bao gdm vi tri
duong hodc bazo cai bién. Trinh tu axit nucleic ma hoa protein dung hgp bao gbm bién
thd CCL3 theo sang ché ¢6 thé dugc cai bién. Cai bién nay bao gdm thém, b6t hodc thé

khong bao toan hodc thé bao toan nucleotit.

Theo sang ché, thuét ngit “axit nucleic” gbm trinh tu nucleotit ¢ sy gidng nhau
16n vé trinh tu. Su gidng nhau 16n nghia 1a trinh ty axit amin c6 d tuong ddng it nhét

80%, t6t hon nita la twong dong it nhit 90%, va tdt nhét 13 twong dong it nhét 95%, trong
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phan tich dugc thuc hién béng cach canh théng trinh tu axit nucleic theo sang ché dé
tuong Gng vdi trinh tu bét ky khac cang nhiéu cang tdt va sau d6 phan tich trinh tu duge

canh thing nho st dung thuat toan thudng duge st dung trong linh vuc nay.

ADN ma héa protein dung hop bao gdm bién thé CCL3 dugc phan 1ap hodc tong

hop d& dang bang cach sir dung quy trinh thudng duge st dung trong linh vuc nay.

Thuat ngit “vecto” dugc st dung & ddy chi phuong ti€én dé biéu hién gen dich
trong té bao vat chy, va gém vecto plasmit; vecto cosmit; vecto virut nhu vecto thuc
khuén thé, vecto adenovirut, vecto retrovirut, va vecto virut 1ién hop adeno; va vecto
tuong tu. Cac thanh phan vecto dugc chip nhan thuong bao gdbm mot hoic nhiéu thanh
phén trong sb trinh tu tin hiéu, diém khéi dau sao chép, mot hodc nhiéu gen danh dAu,
yéu tb ting cuong, gen khéi déu, va trinh tu ding phién ma, nhung khong chi gii han &

c4c thanh phan nay.

O vecto, axit nucleic ma héa protein dung hop bao gbm bién thé CCL3 duoc lién

két theo cach c6 tac dung véi gen khoi dau.

Thuat ngit “lién két theo cach c6 tac dung” dugc st dung & ddy nghia la lién két
nhom chuac gifia trinh tu diéu hoa biéu hién axit nucleic (vi du, gen khoi dau, trinh tu tin
hiéu, hodc day & vi tri gin két cua yéu t6 diéu hoa phién ma) va trinh tw nucleic khac, va
trinh tu diéu hoa dé diéu hoa qua lién két nhém chirc qua trinh phién ma va/hodc dich ma

cua trinh tu nucleic khac.

Trong truong hop st dung té bao nhan so lam vat chi, thong thudng, gen khoi dau
manh (vi du, gen khoi dau tac, gen khaoi dau lac, gen khéi dau lacUVS, gen khoi dau Ipp,
gen khoi diu pLA, gen khéi ddu rac5, gen khéi ddu amp, gen khéi dau recA, gen khoi
dAu SP6, gen khoi dau trp, gen khoi dAu T7, va tuong tu), vi tri gan ribosom dé khoi dau
dich ma, va trinh ty ding phién ma/dich ma thuong dugc bao gém. Ngoai ra, vi du, trong
truong hop st dung cac té bao nhan that lam vat chu, cac gen khaoi dAu c6 ngudn gdc tir
bd gen cua té bao dong vat co va (vi dy, gen khai d4u metalothionein, gen khdi dau
B-actin, gen khéi d4u nguyén bao gan cua ngudi va gen khdi dau creatin co ctia nguoi)

hodc cac gen khdi dau c6 ngudn goc tir cac virut ¢ dong vat co6 vu (vi dy, gen khéi dau
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pha muon cta adenovirut, gen khoi dau virut ddu mua 7.5K, gen khéi dau SV40, gen
khoi dau cytomegalovirut (CMV), gen khéi dau HSV tk, gen khéi du virut khéi u va &
chudt (MMTV), gen khoi dau LTR ctia HIV, gen khoi d4u moloney, gen khoi dau virut
Epstein-Barr (EBV), va gen khéi dAu cua virut rosacekoma (RSV)) c6 thé duge st dung,

va trinh tu polyadenyl héa thuong dugc bao gdm lam trinh tu ding phién ma.

Trong mét sd trudong hop, vecto co thé duoc dung hop véi trinh tu khac dé tao
thuan 1¢i cho viéc tinh sach protein dung hgp bao gém bién thé CCL3 duoc biéu hién tur
d6. Trinh tu dung hop gdm, vi du, glutathion S-transferaza (Pharmacia, My), protein gin
két maltoza (NEB, M¥), FLAG (IBI, M¥), 6x His (hexahistidin; Quiagen, M¥), va tuong

tu.

Vecto gdm, dudi dang gen danh d4u chon loc duoc, gen khang khang sinh thuong
duoc st dung trong linh vyc nay, nhu gen c6 sy khang v6i ampixilin, gentamyxin,
carbenixilin, cloramphenicol, streptomyxin, kanamyxin, genetixin, neomyxin va

tetraxyclin.

Mot khia canh khéc cta sang ché dé xuat té bao duoc bién nap béi vecto néu trén.
Té bao nay c6 thé 1a té bao nhan so, ndm men hodc t& bao nhan thit cao hon, nhung
khong chi giéi han & do.

Escherichia coli, cac ching loai bacillus, nhu bacillus subtilis va bacillus
tulignensis, va t& bao chi nhan so, nhu streptomyces, pseudomonas (vi du, pseudomonas
putida), proteus mirabilis, va staphylococcus (vi du, staphylocus carnosus), c6 thé duoc

st dung.

Tuy nhién, su quan tim dbi vai cac té bao dong vat 1a 16n nhét, va vi du vé dong té
bao vat cht hitu dung c6 thé 1a COS-7, BHK, CHO, CHOK1, DXB-11, DG-44,
CHO/-DHFR, CV1, COS-7, HEK293, BHK, TM4, VERO, HELA, MDCK, BRL 3A,
W138, Hep G2, SK-Hep, MMT, TRI, MRC 5, FS4, 3T3, RIN, A549, PC12, K562,
PER.C6, SP2/0, NS-0, U208, hoac HT1080, nhung khong chi gii han ¢ do.

Mot khia canh khac ciia sang ché dé xut phuong phap tao protein dung hop bao

gbm bién thé CCL3, trong d6 phuong phap nay gbm (a) nudi cdy té bao; va (b) thu nhin
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protein dung hop trong té bao nudi ciy duoc.

Té bao c6 thé duoc nudi cdy trong cac moi truong khac nhau. Cac moi truong co
ban trén thi trudng c6 thé duoce st dung 1am moi truong nudi cdy ma khong c6 han ché
nao. T4t ca cac chit bd sung thiét yéu khac duoc biét boi ngudi c6 hiéu biét trung binh
trong Iinh vuc nay ¢6 thé duge dua vao & ndng do thich hop. S& 1a hién nhién dbi voi
ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay @& chon cac didu kién nuoi ciy tdi uu, vi

du, nhiét do, pH, va twong tu khi nudi ciy té bao vat chu.

Viéc thu hdi protein dung hop bao gdm bién thé CCL3 c6 thé duge thyc hién bang
cach loai bo tap chét bﬁng cach, vi duy, ly tAm hodc siéu loc, va tinh sach san phém thu
duoc br?mg cach str dung, vi du, sdc ky ai luc va tuong tu. Cac k¥ thuat tinh sach bd sung
khac, vi du, sdc ky trao dbi anion hoic cation, sic ky tuong tac ky nudc, séc ky

hydroxylapatit, va tuong tu ¢ thé dugc st dung.

Mbt khia canh khac ciia sing ché dé xuit duge phdm chira protein dung hop bao

gdm bién thé CCL3.

Duoc phdm ndy c6 thé bao gdm protein dung hop bao gbm bién thé CCL3 & luong
c6 hi¢u qua diéu trj va chét mang dugc dung. Thuét ngit “chat mang dugc dung” chi vat
chét ma ¢6 thé dugc bd sung vao thanh ph?m hoat tinh dé hd trg viéc bao ché hodc 1am én

dinh dang bao ché, va khong gay tac dung doc nguy hai dang ké 1én nguoi bénh.

Chét mang nghia 1a chét mang hoic chét pha lodng khong gay kich Gmg cho nguoi
bénh va cling khong trc ché hoat tinh va dic tinh sinh hoc. Chéit mang duoc dung cho ché
phim duoc bao ché thanh dung dich 1dng 1a thich hop dé vo tring va twong hop sinh hoc.
Dung dich mudi, nudc vo trung, dung dich ringer, nudc mubi dém, dung dich tiém
albumin, dung dich dextroza, dung dich maltodextrin, glyxerol, etanol, va hon hop cua
mot hoac nhiéu trong sb ching co thé duoc st dung, va néu can, cac chit phu gia thong
thuong khéc nhu chét chéng oxi héa, cht dém, va chdt him vi khudn c6 thé dugc bd
sung. Ngoai ra, chat mang dugc 1y c6 thé dugc bao ché dudi dang dung dich tiém duoc,
nhu dung dich nudc, huyén phu, nhil twong, va tuong tu, vién tron, vién nang, cdm hodc

vién nén béng cach bd sung thém chét pha loang, chét phén tan, chit hoat dong bé miit,
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chat gin két va chét 1am tron.

Chét mang duoc dung gdm dung dich nuéc vo trung hodc bot phén tan va vo tring
dé tay ung diéu ché dung dich hogc thé phan tan vo tring tiém dugc. Viéce sit dung mdi
truong va tac nhan cho chit c¢6 hoat tinh dugc ly 1a da biét trong linh vgc nay. Dugc
phidm tét hon 1a dugce bao ché dé tiém ngoai duong tiéu héa. Duge phim c6 thé duge bao
ché duéi dang dung dich, vi nhii twong, liposom, hodc cac cu trac co trat tu khéac thich
hop cho ndng do thudc cao. Chét mang c6 thé 1a dung mdi hodc moi trudong phén tan
chira, vi du, nudc, etanol, polyol (vi du, glyxerin, propylen glycol, polyetylen glycol long,
va tuong tu), va hdn hop thich hgp cua chung. Trong mot ) truong hop, cac chét déng
truong, vi du, duong, ruou da chirc nhu manitol va sorbitol, hodc natri clorua ¢ thé dugc
dua vao duge pham. Dung dich tiém v trung c6 thé dugc tao ra bang cach tron lugng
yéu cAu cta hoat chat trong dung méi thich hgp véi mot hodc tb hop cua cac thanh phén
néu trén theo nhu cau, va béng cach thuc hién vi loc vo trung hdn hgp thu dugc nay. Noi
chung, tac nhan phan tan duoc tao ra béng cach bd sung hoat chit vao ta dugc 16ng vo
trung chira mdi trudng phéin tan co ban va cic thanh phén cin thiét khéc trong sb cac
thanh phan néu trén. Mot sd phuong phap didu ché dung dich tiém dugc vo trang bang
cach st dung bot vo trung bao gdm lam kho trong chan khong va lam dong kho dé tao ra
bot hoat chét va thanh phin mong mudn bd sung bit ky tir dung dich cia ching ma da

dugc vo trung va loc.

Ngoai ra, sang ché d& xuit duoc phim dé diéu tri hodc ngin nglra cac ri loan lién
quan dén CCL3 bao gdm protein dung hgp bao gdm bién thé CCL3 hoic dé cap dén
phuong phéap diéu tri hodc ngin nglra cac rdi loan lién quan dén CCL3 bao gdm viée

ding protein dung hop bao gdm bién thé CCL3 cho ngudi bénh can didu tri.

Céc rdi loan lién quan dén CCL3 c6 thé bao gbm, vi du, ching giam lympho bao,
cic bénh ung thu khac nhau, va bénh lay nhiém. Protein dung hop bao gdm bién thé
CCL3 theo sang ché c6 thé gay ra su chét mo ung thu va/hoidc té bao ung thu do su hoat
hoa dap ung mién dich lién quan dén su chét cua té bao ung thu gy ra boi xa tri. Trén co
s& d6, theo mot vi du cia sang ché, protein dung hop c6 thé 1a ché pham két hop hodc hd

trg phép xa tri dé diéu tri hodc ngin ngira bénh ung thu.
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Céc tia chiéu xa c6 thé 13, vi dy, tia gama hoic tia X, va khong chi gi¢i han & do,
nhung c6 thé duge chiéu & lidu 0,1 dén 50 Gy va, tot hon 14, 0,1 dén 10 Gy. Liéu chiéu xa
¢6 thé dugc diéu chinh trong khoang thich hgp bing cach can nhic su suy gidm mién

dich va tuong tu do céc tac dung phu cta xa tri.

Protein dung hop bao gém bién thé CCL3 c6 thé duoc ding qua duong bat ky.
Ching han, protein dung hgp bao gbm bién thé CCL3 c6 thé dugc cung cip cho dong vat
theo céach truc tiép (vi du, bang céach tiém, cdy, hodc dung khu trti protein dung hop cho
mot phﬁn md, theo kiéu cuc b6) hoidc toan than (vi du, ngoai dudng tiéu hoa hodc duong

miéng) bang phuong tién thich hop bat ky.

Trong trudng hop dung ngoai dudng tiéu hoa, nhu dung trong tinh mach, dudi da,
qua mit, trong mang bung, trong co, miéng, tryc trang, trong hdéc mit, trong nio, trong
s0, trong cot séng, trong nio that, ndi tiy mac, trong bé 16n, trong vé, trong miii, hodc sol
khi, vi du, mot phén cua huyén phu hodc dung dich thé dich twong hop sinh ly hodc chira
nude ¢6 thé duge bao g@)ln. Theo do, do chét mang hodc ta dugc 16ng 1a sinh ly dung,
chit mang hodc ta dugc 1éng co thé dugc bd sung vao protein dung hop dé truyén vao
ngudi bénh. Do do, thong thuong, dung dich mudi ¢ thé duge dua vao lam chit mang

nhu thé dich dé bao ché.

Tén sudt dung lidu thay dbi theo cic thong s6 dugc dong hoc cua protein dung hop
bao gdm bién thé CCL3 trong ché pham duoc sir dung. Phd bién 13, béac si 1am sang c6
thé dung protein dung hop cho dén khi dat dén liéu cho tic dung mong mudn. Theo do,
protein dung hop c6 thé dugc ding dudi dang mot liéu, dudi dang hai hoic nhiéu liéu (c6
hoic khong bao gdbm cung lugng protein dung hop dich) véi thoi gian cach quang, hodc
du6i dang tiém lién tuc qua thiét bi ghép hodic éng thong. Viée lam chinh x4c hon liéu
thich hop dat dugc theo cach thong thuong bdi ngudi co hiéu biét trung binh trong linh
vuc nay va twong tmg véi linh vuc 1am viée dugc thyuc hién thong thuong boi nguoi co

hiéu biét trung binh trong linh vuc nay.

Lidu don vi 12 0,01 pg/kg dén 100 mg/kg, dic biét 13, 1 ug/kg trong luong dén 30

mg/kg trong luong & nguoi. Lidu nay la liéu t61 wu, nhung c6 thé tiy thudc vao bénh can
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diéu tri va su xuét hién cac tac dung phy, va lidu tdi vu co thé duge xac dinh béng cach
thuc hién cac thir nghiém dugc tién hanh thong thuong. Viée dung protein dung hop c6
thé dugc thuc hién bing cach tiém lidu 16n dinh ky hodc dung lién tuc trong tinh mach,
dudi da, hodc trong mang bung tlr chd chira bén ngoai (vi du, tui truyén trong tinh mach)

hodc chd chira bén trong (vi du, vat cdy co thé thodi hoa sinh hoc).

Tén sudt dung thay dbi theo mirc d6 trAm trong cuiia bénh. Tén sudt dung c6 thé

nam trong khoang ba lan mdt tuan dén mot 1an mot tuan hodc mot 1an mdi hai tuan.

Trong mdt sd trudng hop, protein dung hop bao gbm bién thé CCL3 ¢6 thé duge
dung cho thu thé dich véi cac phan ti ¢6 hoat tinh sinh hoc khéc. Tuy nhién, td hop tdi
uu, duoc phém dang liéu, va luong protein dung hgp va cac phan tir khéac ¢ thé dugc xéac

dinh qua thr nghiém thong thuong da biét trong linh vuc nay.

Thuat ngt “lugng c6 tdc dung dé diéu tri” duogc st dung & day chi luong du aé
didu tri bénh véi ti 18 loi ich/nguy co hop 1y thich hgp cho viée diéu tri y té va nghia la
lugng protein dung hop bao gdm bién thé CCL3 theo sang ché. Luong chinh xéac thay do6i
theo nhiéu yéu t6 ma bao gdm cac thanh phén va cic dic tinh vat ly cta ché phim didu
tri, nhém nguoi bénh du tinh, cac cin nhéc riéng tirng nguoi bénh, va twong tu, nhung
khong chi gidi han & d6, va c6 thé dugc xéc dinh d& dang boi ngudi ¢6 hiéu biét trung
binh trong linh vuc nay. Khi da cén nhic diy du cac yéu td trén, quan trong 12 ding
luong tbi thiéu da dé dat duoc tac dung tdi da ma khong c6 tac dung phu va lidu nay c6

thé duoc x4c dinh d& dang boi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vic nay.

Lidu duoc pham theo séng ché khong bi giéi han cu thé, nhung s& thay do6i béi cac
yéu td khac nhau bao gdm tinh trang sttc khde va thé trong cia ngudi bénh, do trAm trong
cua bénh, loai thudc, dudng dung va thoi gian dung thudc. Dugc phém 6 thé dugce dung
1t gia stc, nguoi va tuong tu mot 14n hoic
nhiéu 14n mdi ngay qua dudong phd dung, vi du, miéng, truc trang, trong tinh mach, dudi

da, trong t&r cung, hodc trong mach néo.

Mot khia canh khac clia sang ché dé xudt bién thé phéi tr loai CC 3p (CCL3P)

bao gom cic dot bien sau: (1) loai bé mdt hodc hai axit amin tr dau tdn cung N cua
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CCL3pB kiéu dai; va (2) thé axit aspartic ¢ vi tri axit amin thuo 27 tir dau tan cung N cua

CCL3 kiéu dai bang alanin.

Theo mot vi du cta sang ché, bién thé CCL3p co thé bao gdm, vi du, trinh tw néu
trong SEQ ID NO: 4. Bién thé CCL3p ctia sang ché déu bao gbm cac cAu tric néu trén va

viéc md ta cac cAu hinh giéng hét duoc 4p dung nhu nhau ngay ca voi bién thé CCL3p.

Trir khi c¢6 dinh nghia khac vé cac thuat ngit khoa hoc va k¥ thudt dugc str dung
theo sang ché, sang ché c6 nghia nhu thudong duge hidu béi nguoi ¢6 hiéu biét trung binh
trong linh vyc ndy. Hon nita, viéc mo ta 1dp lai d6i véi cung cAu tric va thao tac k¥ thuat

nhu trong linh vuc lién quan s& dugc lugc bo.
Vi du thwe hién sang ché

Duéi day, sang ché s& duge mo ta chi tiét hon bang cac vi du. Tuy nhién, hién
nhién di v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc nay la sang khong bi gi6i han &
cac vi du nay, va céc cai bién va thay ddi khac nhau c6 thé dugc thuc hién ma van nam
trong pham vi cla sang ché.

Vi du diéu ché 1: Bidu ché va tinh sach protein dung hgp bao gdm bién thé CCL3

Nghién ctru dot bién trén CCL3 dugc tién hanh dé cai thién ddc tinh vét ly va ddc
tinh hoat dong cua CCL3 trong chu tric CCL3-Fe.

Cu thé, dé xéc dinh liéu su chénh léch vé hoat tinh gitta typ o (dudi day, dugc goi
la CCL3) va typ B (duéi day, duge goi 1a CCL3p) cta protein CCL3 ¢6 dugc duy tri
ngay ca sau khi dung hop Fc, cac bién thé khac nhau dugc tao ra. Ngoai ra, dé Grc ché su
két tia ctia CCL3 & loai protein dung hop Fc, bién thé trong d6 axit aspartic & vi tri thu
27 duge thé bang alanin dugc thiét ké.

Céc vi tri, thong tin trinh tu, dbi tuong, va cac tac dung ky vong cua mdi dot bién

dugce dua vao CCL3 duge tom tit trong bang 1 dudi day.
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Bang 1
Ky hi¢u _ ., | Trinh tu dot .
Vitri |Trinh tu goc y Doi twong | Tac dung ky vong
trinh tu bién
Cai thién cac dac
., |tinh vatly thong qua
D27A 27 D A Dot bién diem| . .
viéc rc ché su két
taa
Loai bo axit | Cai thién cac ddc
Al 1 A -
amin tinh vat 1y
Loai bd axit | Cai thién tac dung
Al1-2 1-2  |AS hoac AP - .
amin duoc ly
CCL3a (2,39,47| S,G,S - - -
CCL3p 1(2,39,47| P,S,G - - -

Céc axit amin dugc ma héa trong vecto biéu hién dé biéu hién ba ph?m tir cAu
thanh theo tha tu bién thé CCL3, cAu nbi, va phan tir mang dung hop tir dau tan cing N
dén dau tan cung C. Bang 2 dudi day tom tit cac ky hiéu cua cic protein dung hop cia
bién thé CCL3, cac trinh tu dot bién dugc dua vao CCL3, céc trinh tu phén t mang dung

hop, va céc trinh tu cau noi.

Bang 2

) . o Trinh ty phin tir mang . o
Ma protein Trinh tu dot bien CCL3 Trinh tu cau noi

dung hop

D27A, Al, CCL3a
CCL3 N/A N/A
(SEQ ID NO: 2)
CCL3A-H05 D27A, Al, CCL3a
(SEQIDNO: 15)|  (SEQID NO: 2)
CCL3B-HO5 | D27A, Al-2, CCL3B
(SEQIDNO: 16)| (SEQID NO: 4)
CCL3B-H40 | D27A, Al-2, CCL3B

(SEQIDNO: 17)|  (SEQID NO: 4)

hyFe (SEQ ID No: 14) |H05 (SEQ ID No: 5)

hyFe (SEQ ID No: 14) |HO05 (SEQ ID No: 5)

hyFc (SEQ ID No: 14) N/A

Pé tao ra protein dung hgp cua bién thé CCL3, trinh tu nucleotit duoc ma hoa dua

trén trinh ty axit amin cua protein dung hop cua bién thé CCL3 duoc tong hop bdi cong
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ty Bioneer Co., Ltd. (Han Quéc). Céc trinh tu enzym cit giéi han Nhel va Notl lan luot
duoc bd sung vao ddu 5°va dau 3 cla trinh ty nucleotit ma hoa mdi protein dung hop cta
bién thé CCL3, va bd ba md dau dé dich ma protein va trinh tu cam Ung dé tiét protein
duoc biéu hién ra ngoai bao dugce chén vao sau trinh ty enzym c4t gidi han cta dau 5°.
B ba két thiic dugc chén vao sau trinh tu nucleotit ma héa mdi protein dung hop cia
bién thé CCL3. Trinh tu nucleotit ma hoa mdi protein dung hop cua bién thé CCL3 dugc
tach dong trong vecto biéu hién khong c6 pTrans bang cach st dung hai trinh tu enzym
cit gidi han Nhel va Notl. Vecto biéu hién khong c6 pTrans thu dugc tir cong ty CEVEC
Corporation ctuia Dtrc 1a vecto biéu hién cdu tric don gian c6 gen khoi diu CMV, diém
khéi ddu sao chép c6 ngudn gbe tir pUC, diém khéi dau sao chép c6 ngudn gbc tir SV40,

va gen khang ampixilin.

Vi du diu ché 1-2: Piéu ché ADN plasmit dé biéu hién protein dung hop cua bién thé
CCL3

Lugng 16n ADN plasmit can st dung dé biéu hién thu dugc bing cach bién nap
mdi vecto biéu hién duogc didu ché trong vi du didu ché 1-1 vao E. coli. Mbi vecto biéu
hién dugc chuyén nap thong qua sbc nhiét vao E. coli ¢6 thanh té bao duoc lam yéu, va E.
coli chuyén nap thu dugce dugce céy diém lén dia LB dé thu dugc khuén lac. Khuén lac thu
duoc dugce cdy trong moi truong LB va nudi cdy ¢ 37°C trong 16 gio, va 100 mL E. coli
¢6 vecto biéu hién tuong ung trong té bao nay lan luot dugce thu nhan. Sau khi loai bo
mbi trudong nudi cdy bing cach ly tdm, cic dung dich P1, P2, va P3 (QIAGEN, Cat#
12963) duoc bd sung vao E. coli dé thu dugc dung dich ADN duc bang cach pha v&
thanh t& bao va tach protein va ADN. ADN plasmit dugc tinh sach tir dung dich ADN
duc thu dugce bang cach sir dung cot tinh sach ADN Qiagen. ADN plasmit da tach rua
duoc xac nhin bang dién di trén gel agaroza va st dung dé biéu hién sau khi do ndng do

va do tinh sach béng cach st dung thiét bi giot nano (Thermo scientific, Nanodrop Lite).
Vi du didu ché 1-3: Bidu hién protein dung hop & té bao CAP-T

Dong té bao clia nguoi duoc bién nap bang mdi ADN plasmit phan 14p duoc trong

vi du diéu ché 1-2. M&i ADN plasmit dugc chuyén nap vao té bao CAP-T (CEVEC)
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trong khi dugc nuoi cdy trong moi trudng PEM (Life technologies) bang cach sir dung
dung dich PEI (Polyplus, Cat # 101-10N). Dung dich hdn hop ctia ADN va dung dich
PEI dugc tron v6i té bao lo 16ng bang cach sir dung moi trudng biéu hién Freestyle 293
cua cong ty Invitrogen Corporation, dugc nudi cdy & 37°C trong thoi gian 5 gio, va sau
d6 bd sung mdi trudng PEM vao. Sau khi nuéi cdy & 37°C trong thoi gian 5 dén 7 ngay,
té bao dugc l4y ra bang cach ly tim dé thu dugc dich ndi chira protein dung hop cua bién

thé CCL3.
Vi du diéu ché 1-4: Tinh sach protein dung hop cla bién thé CCL3

Loai bo tap chét ra khéi dich ndi nudi cdy chira protein dung hop cia bién thé
CCL3 bing cach st dung bd loc 0,2um va sau do cot sit ky ai luc protein A (GE
Healthcare) dugc cin bing bang dung dich dém PBS 1X (pH 7.4). Rira cot bang dung
dich dém PBS 1X (pH 7,4) va sau do6 protein dugc rira giai béng dung dich dém glyxin
100mM (pH 3,0). Protein dung hgp CCL3A-HO5 (SEQ ID NO: 15) thu dugc bang cach
sdc ky ai luc duge tinh sach bang cach sir dung cdt hydroxyapatit loai I ( Hydroxyapatit
gbém loai I, 40uM, Bio-rad), va protein dung hgp CCL3B-HO05 (SEQ ID NO: 16) va
protein dung hop CCL3B-H40 (SEQ ID NO: 17) dugc tinh sach bang cach st dung cdt
hydroxyapatit loai I (HydroXyapatit gbm loai II, 40uM, Bio-rad). Cot hydroxyapatit dugc
cén bang bang dung dich dém natri phosphat 20mM (pH 7,2) va sau d6 protein dung hop
ctia bién thé CCL3 da tach rira dugc dua 1én sdc ky &i luc. Cu thé 1a, rira cot bfmg dung
dich dém natri phosphat 20mM (pH 7,2), dung dich dém natri phosphat 20mM (pH 7,2)
duoc chay & gradien ndng dd, va sau d6 phan tich cac phan doan rira giai dugc. Mbdi phan
doan dugc phén tich bang cach s dung tht nghiém sic ky loai trir kich thudce
(SEC-HPLC), va céc phan bao gdm protein dung hop cta bién thé CCL3 ¢6 d6 tinh khiét
cao dugc thu gom va sau d6 tham tach qua dém & 4°C v6i dung dich dém cubi PBS 1X.
Dung dich protein thé thu dwgc bing cach thim tach dugc cd lai ¢ toc do 3.000
vong/phit & 4°C bing cach sir dung bé loc ly tam cit trong lugng phan tir 30.000. Nong
do ctia protein dung hop ctia bién thé CCL3 dugc do bang phan tich dinh lugng BCA.

Vi du thtr nghiém 1: Két qua do hoat tinh in vitro cta protein dung hop
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Vi du thu nghiém 1-1: Két qua do hoat tinh theo trinh tu cau ndi

Do hoat tinh in vitro cia protein dung hop cua bién thé CCL3 CCL3B-HO05 (SEQ
ID NO: 16) va CCL3B-H40 (SEQ ID NO: 17) dugc diéu ché theo cac vi du diéu ché néu

trén.

Cu thé, dé danh gi4 hoat tinh in vitro cua protein dung hop, st dung dong té bao
THP-1 ATCC trong d6 céc thu thé CCRI va CCR5 ciia CCL3 dugc biéu hién. D¢ danh
gid hoat tinh, phan cd bao gbm protein dung hop thu dugc trong céc vi du didu ché dugc
pha lodng hai 1an va diéu ché & nong d6 100 pg/mL bang cach sir dung mdi trudng phan
tich (BSA 0,01% trong moi truong RPMI 1640), va dong té bao THP-1 duogc chuyén vao
mbi trudng phan tich va sau dé pha lodng & ndng do 5.000.000 té bao/mL. He¢ théng
chuyén 15 polycarbonat (Costar, Cat # 3422) duoc st dung dé xu ly cac 16 day bang
600uL protein dung hgp pha lodng va cac vat 10ng trén dinh bang 100pL dong té bao
THP-1 pha lodng, va sau d6 hé nay duogc giit & ti nudi ciy 5% CO, & 37°C dé phan tng.
Sau 24 gid, cac vat 1ong duge liy ra, va nhudm té bao bang dung dich trypan xanh duong
(Sigma, Cat # T8154-100ML) va s6 lwong cac té bao dugc chuyén dugc do bing céach sir
dung bd dém té bao (Invitrogen, bd dém té bao Luna). Hoat tinh duoc so sanh béng cach
tinh su ting sb lugng t6i da cua té bao di chuyén so véi sd lugng té bao ¢ nhom ddi
chimg duge xtr Iy bang mdi trudng phan tich, va két qua duoc thé hién trén Fig.1.

Nhu duge thé hién trén Fig.1, két qua vé hoat tinh do duoc phu thudc vao céc cau
nbi thé hién rang tinh hudng hoa chét cua protein dung hop CCL3B-HO05 1a cao hon clia
CCL3B-H40.

Vi du thit nghiém 1-2: Két qua do hoat tinh theo bién thé CCL3

Do hoat tinh in vitro cia protein dung hgp CCL3A-HO5 c6 trinh tu néu trong SEQ
ID NO: 15 va protein dung hgp CCL3B-HO5 ¢6 trinh tu néu trong SEQ 1D NO: 16 didu
ché dugc trong cac vi du diéu ché néu trén.

Cu thé, trong phan c6 bao gdm protein dung hop thu duge trong cac vi du diéu
ché, tinh hudng héa chit cia protein dung hop duge do bang clng phuong phap nhu & vi

du thtt nghiém 1-1, va két qua dugc thé hién trén Fig.2.
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Vi du thir nghiém 1-3: K&t qua do hoat tinh theo bién thé CCL3

Do hoat tinh in vitro cta protein dung hgp CCL3A-HO05 ¢6 trinh ty néu trong SEQ
ID NO: 15 va protein dung hgp CCL3B-HO05 c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 16 diéu

ché duogc trong vi du diéu ché néu trén.

Cu thé, dé danh gia kha niang phan (g cta thu thé CCR1 cua protein dung hop, st
dung dong t& bao Tango™ CCR1-bla U20S DA trong d6 thy thé CCR1 cta protein dung
hop duoc bidu hién va kit phan tich (Invitrogen, Cat# K1793). Dé danh gid hoat tinh,
dong té bao Tango™ CCR1-bla U208 DA dugc pha loing bang mdi trudng co ban (moi
truong bidu hién FreeStyle™) dén ndng d6 312.500 té bao/mL, 32uL dong t€ bao dugc
pha lodng duogc bd sung vao dia 384 16 (Corning, Cat# 3712), va sau do gift trong ti nudi
cdy 5% CO, trong thoi gian 16 dén 24 gid. Phén co bao gdm protein dung hop thu dugc
trong vi du diéu ché dugc pha lodng dén cac ndng d6 10uM dbi véi CCL3 va 25uM dé6i
v6i CCL3A-HO5, 1a cao hon 5 1an so v6i ndng do xir Iy bing cach st dung moi trudng
phén tich (DMSO 0,5% trong mdi1 trudng biéu hién FreeStyle ™). Céc protein dung hop
diu ché duoc dugc bd sung vao céac 18 chira té bao & mirc 8uL vao mdi 15 dé xir 1y té bao
nay bang protein dung hop pha lodng hai l4n & ndng do thuc 1a 2uM d6i v6i CCL3 va
5uM dbi véi CCL3A-H05 va CCL3B-HO05, va té bao xu Iy duge gitt trong ti nudi cdy
5% CO, & 37°C trong thoi gian 5 gio dé phan tng. Dung dich hdn hop co chit 6X (6uL
co chét LiveBLAzerTM-FRET B/G (CCF4-AM) 1mM + 60uL dung dich B + 904uL
dung dich C + 30uL dung dich D) dugc diéu ché bang cach st dung dung dich chira
trong kit phén tich, va sau d6 8yl dung dich hdn hop thu duoc duge bd sung vao mdi 15
clia dia 384 15 duge xu ly bang protein dung hop, va sau d6 cac t€ bao duoc gilt & nhiét
dd trong phong trong thoi gian 2 gio dé phan tng. Ti 1& (ti 1& phat ra mau xanh
duong/xanh 14) cta té bao phan ting va té bao khong phan tng dugc do va tinh bang may

doc vi dfa (Thiét bi phan t, Flexstation 3), va két qua duoc thé hién trén Fig.3.

Nhu dugc thé hién trén Fig.3, do phan tng cta thu thé CCR1 & cac mic 0,63 nM
d6i véi CCL3, 16,0 nM déi véi CCL3A-HO05, va 11,6 nM ddi véi CCL3B-HO5.

Vi du thtt nghiém 2: Déanh gia dic tinh vat ly cta protein dung hop
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Vi du thtt nghiém 2-1: Phuong phép thit nghiém dé danh gia do on dinh

Pé x4c dinh luong protein két tu & trang thai ban d4u ctia mau, ham luong (%
HMW) cua cum két tu co trong lwong phan tir cao dugce do bang cach st dung phuong

phap sic ky loai trix kich thudc (SEC-HPLC).

Cu thé 13, phuong phép SEC-HPLC dugc thyc hién bing cach st dung cot Tosol
mi TSK-GEL G3000SWy;. Dung dich dém PBS 1X dugc cho chay vao cot & tde do
chay 1 mL/phut d& can bing cot. Dung dich gdc protein CCL3B-HO5 thu dugc trong vi
du didu ché 1-4 dugc ¢ & tde dd 3000 vong/phut va 4°C dén ndng d¢ dich 1a 9,5 mg/mL
hodc cao hon bing cach sit dung bo loc ly tAm cit trong luong phan tir 30.000. Nong do
ctia mdi mAu duoc do bang phan tich dinh lugng BCA, va sau d6 mau dugc gitt 6 -70°C
trong thoi gian 5 tudn dé danh gia d6 6n dinh. Dé do ti 1& két tu trong lugng phén tir cao
(% HMW), 9,57 mg/mL mau dugc pha lodng bing PBS 1X dén néng do br?lng 1 mg/mL,
va ti 16 két tu trong luong phan tir cao dugc phan tich bang cach bom 100uL miu pha

loang vao cot SEC-HPLC.

Nhu duge thé hién trén bang 3, céc két qua xac minh réng % HMW cua
CCL3B-HO5 1a thip va dic tinh vat Iy cua protein dung hop ctia bién thé CCL3 duoc cai
thién ma khong bi anh hudng do su dung hop Fe, do dot bién D27A dugc dua vao va do
d6 % HMW giam dang ké.

Bang 3. Do 6n dinh (% HMW) cia CCL3B-HO05 & ndéng d6 9,5 mg/mL

CCL3B-HO0S ¢ ngay 0 CCL3B-HO05 & 5 tuan (37°C)

1,2% : 1,0%

Nhu thé hién trén bang 3, luong % HMW & giai doan dau (ngdy 0) cta qué trinh
bao quan khong tdng ma duy tri sau 5 tudn bao quan & -70°C. Cho thdy rang d6 6n dinh

cua protein dung hop CCL3B-HO0S5 duoc duy tri bét chép co dot bién.
Vi du thtt nghiém 3: Do dugc dong hoc cta protein dung hop
Vi du kiém dinh 3-1: Phuong phép thir nghiém dé do dugc dong hoc

Chuét duc C57BL/6 bay tuan tudi duge mua tir cdng ty Orient BIO Corporation &
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Han Quéc dugc chia nhém (#=3 mdi lan 14y mau) c6 trong luong co thé trung binh turong
dwong vao ngay bat dau diéu tri béng thubc, va sau d6 lidu 3 mg/kg va 10 mg/kg mau lan
lugt dugc dung trong tinh mach mot 14n, va cac mau mau duogc léy 0 0,083, 0,5, 1, 4, 8,
12, 24, 48, 72, 96 va 144 gio. bPé do néng do trong mau cta protein dung hop, st dung
kit ELISA CCL3/MIP-10 Quantikine (R&D systems, Cat# SMAO00) c6 kha nang phan
tmg mién dich v6i CCL3 trong thir nghiém nay. Cac thong s6 dugc dong hoc duoc tinh
bing cach do ndng do trong mau cia CCL3B-HO5 trong mAu mau cho dén 144 gid sau

khi mdi protein dung hop dugce tiém trong tinh mach cho chudt.
Vi du tht nghiém 3-2: Két qua do hoat tinh dugc dong hoc

Cac thong sb dugc dong hoc dugc tinh dua trén biéu d6 néng do trong méu (Fig.4)
theo thoi gian sau khi dung trong tinh mach protein dung hop cho chudt, va két qua tinh

duoc thé hién trong bang 4 dudi day.

Béang 4
Thong sb 3 mg/kg 10 mg/kg
AUC 4 (g gio/mL) 1639403,7 65492447
Vong doi (Gio) 20,4 45,6
Do thanh thai tong (mL/gio/kg) 0,0018 0,0018
Vds (mL/kg) 0,0635 0,0636
Co (ng/mL) 46741,6 2279074

Pic tinh duoc dong hoc cta protein dung hop dugc so sanh va danh gia dua trén

vung dudi duong cong (AUC), chi ra mirc dd tiép xuc véi thude.

Nhu thé hién trén bang 4, khi CCL3B-H05 dugc dung trong tinh mach cho chudt ¢
lidu 3 va 10 mg/kg, mic tiép xuc thudc cta co thé thuong ting ti 1& véi lidu dung, va
thanh thai (CL) va thé tich phan bd (Vd,,) khong phu thugce dang ké vao liéu dung, va do
d6 PK tuyén tinh duoc phat hién & khoang lidu 3 dén 10 mg/kg. Céc két qua nay con cho
thiy ring chu ky ban ra (t;) chia CCL3B-HO5 1a 20,4 gitr va 45,6 gio dbi v6i moi liéu 3
va 10 mg/kg va tang xép xi 12 dén 27 14n so v6i chu ky béan rd (trong khoang 1,7 gio

trong qua trinh dung trong tinh mach & nguoi) cia CCL3. Xét rang chu ky béan ra & chudt
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thuong nhé hon chu ky ban ra & nguoi, sy tang chu ky ban ra cia CCL3B-HO05 so véi chu

ky ban rd CCL3 duoc ky vong 1a 16n hon & chudt.
Vi du thir nghiém 4. Panh gia hoat tinh protein dung hop & chudt

Vi du thir nghiém 4-1: Phuong phép thr nghiém hi€u qua chéng ung thu & chudt ghép mo
ung thu gan BNL IME A.7R.1

Chudt duc Balb/c bay tudn tudi mua tir cong ty Orient BIO Corporation ciia Han
Quéc dugc nudi thich nghi trong mot tudn, va sau do 1x107 té bao BNL IME A.7R.1
(ATCC) 1a dong té bao ung thur gan chudt duoc tiém vao chan sau bén phai. O thoi diém
khi thé tich khdi u 1a 120 dén 150mm?, chia nhém sao cho thé tich khdi u 1a tvong duong.
Cac nhém thit nghiém va phac dd didu tri thude 14n lugt duge thé hién trén bang 5 va
Fig.6. Tr ngay dau tién diéu tri bang thudc, thé tich khéi u dugc do bing cach st dung
thude kep mdi 3 dén 4 ngay dé quan sat hi¢u qua tc ché sy phat trién khdi u cua thubc

(thé tich khdi u = truc X dai (truc ngin)*/2) .

Béang 5
Nhom DPuong dung Liéu luong Phac dd S6
Gl Déi ching - - - 8
G2 IR - 6,5 Gy - 8
G3 IR + CCLL3A-HO05 1\Y 6,5 Gy/10 mg/kg q2dx3 8
G4 IR + CCL3B-HO05 v 6,5 Gy/10 mg/kg q2dx3 8

Vi du thir nghiém 4-2: Két qua danh gid hiéu qua chéng ung thu & chudt ghép mod
ung thu gan BNL 1IME A.7R.1

Hiéu qué wre ché su phat trién khdi u cua protein dung hgp CCL3A-HO5 ¢6 trinh tu
néu trong SEQ ID NO: 15 va protein dung hop CCL3B-HO05 c6 trinh tu néu trong SEQ
ID NO: 16 duoc tao ra trong cac vi du diéu ché dugc xac minh trén bénh ung thu gan &
chudt on BNL 1IME A.7R.1. Nhu duge thé hién trén Fig.5, hiéu qua wc ché sy phat trién
khéi u 1a xAp xi 25% & nhém dugce didu trj bing CCL3A-HOS 10 mg/kg va xap xi 72% &
nhom duge didu tri bing CCL3B-HO05 10 mg/kg so v6i nhom duge diéu tri bang 6,5 Gy

mét 14n xa tri sau mot thang ké tir khi xa tri.
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Mic dit mot phan cu thé cta sang ché da dugc mo ta chi tiét, s& 1a hién nhién doi
v6i ngudi ¢o hiéu biét trung binh trong linh vuc rang phdn mo ta cu thé chi 1a phuong 4n
uu tién va pham vi cla sang ché khong bi gidi han & phan mé ta d6. Do d6, pham vi thuc
chét cta sang ché s& duoc xac dinh béi cac diém yéu cau bao ho kém theo va dang tuong

duong cua no.
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YEU CAU BAO HQ

1. Protein dung hop bao gém bién thé phéi tir loai CC 3B (CC type ligand 3-CCL3p) va

vung Fc cta globulin mién dich:
trong d6 bién thé CCL3p bao gdm trinh tu néu trong SEQ ID NO: 4

trong d6 bién thé CCL3B duge nbi voi ving Fe cta globulin mién dich qua ciu

ndi chtra trinh tu néu trong SEQ ID NO: 5, va
trong d6 ving Fc cua globulin mién dich chta trinh tu néu trong SEQ ID NO: 14.
2. Axit nucleic ma héa protein dung hgp theo diém 1.
3. Vecto bao gdm axit nucleic nay theo diém 2.
4. Té bao duoc bién nap béng vecto theo diém 3.
5. Phuong phép diéu ché protein dung hop theo diém 1, phuong phap nay bao gdm bude:

(a) nudi cay té bao dugc bien nap bang vecto chira axit nucleic ma hoa protein

dung hop noi trén; va

(b) thu nhan protein dung hop tur té bao nudi cy duoc.
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DANH MUC TRINH TU
<110> YUHAN CORPORATION
<120> PROTEIN DUNG HOP BAO GOM BIEN THE PHOI TU LOAI CC 3 (CCL3),
AXIT NUCLEIC MA HOA PROTEIN DUNG HQP NAY VA PHUONG PHAP DIEU CHE PROTEIN
DUNG HQP NAY
<130> PP-B1850
<150> KR 10-2016-0053018
<151> 2016-04-29
<160> 17
<170> KopatentIn 2.0
<210> 1
<211> 70
<212> PRT
<213> CCL3 alpha cua nguoi
<400> 1
Ala Ser Leu Ala Ala Asp Thr Pro Thr Ala Cys Cys Phe Ser Tyr Thr
1 5 10 15
Ser Arg Gln Ile Pro Gln Asn Phe Ile Ala Asp Tyr Phe Glu Thr Ser
20 25 30
Ser Gln Cys Ser Lys Pro Gly Val Ile Phe Leu Thr Lys Arg Ser Arg
35 40 45
Gln Val Cys Ala Asp Pro Ser Glu Glu Trp Val Gln Lys Tyr Val Ser
50 55 60

Asp Leu Glu Leu Ser Ala

65 70
<210> 2
<211> 69

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
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<220>
<223>
<400>
Ser Leu
1
Arg Gln

Gln Cys

Val Cys
50
Leu Glu
65
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Ala Pro

Ser Arg

Ser Gln

Gln Val

50

Asp Leu
65

<210>

Bién thé CCL3 alpha

2

Ala Ala

Ile Pro
20
Ser Lys

35

Ala Asp

Leu Ser

3

70

PRT

CCL3 beta cua ngudi

3

Leu Ala

Gln Ile
20
Cys Ser

35

Cys Ala

Glu Leu

4

Asp

5

Gln

Pro

Pro

Ala

Ala

5

Pro

Lys

Asp

Ser

70

Thr

Asn

Gly

Ser

55

Asp

Gln

Pro

Pro

55

Ala

Pro

Phe

Val

40

Glu

Thr

Asn

Ser

40

Ser

35606

Thr Ala
10
Ile Ala

25

Ile Phe

Glu Trp

Pro Thr
10
Phe Ile

25

Val Ile

Glu Glu

-20-

Cys Cys Phe

Ala Tyr Phe

30

Leu Thr Lys
45

Val Gln Lys

60

Ala Cys Cys

Ala Asp Tyr

30

Phe Leu Thr
45

Trp Val Gln

60

Ser

15

Glu

Arg

Tyr

Phe
15

Phe

Lys

Tyr

Thr

Ser

Val

Ser

Glu

Arg

Tyr

Thr

Ser

Arg

Ser

Tyr

Thr

Gly

Val

Ser

Ser

Gln

Asp

Thr

Ser

Arg

Ser



<211> 68
<212> PRT
<213>

<220>

<223>

<400> 4

Leu Ala Ala Asp Thr

1

Gln Ile Pro Gln Asn

20

Cys Ser Lys Pro Ser

35

Cys Ala Asp Pro Ser

50

Glu Leu Ser Ala

65

<210> 5

<211> 12
<212> PRT
<213>

<220>

<223> Cdu nbi
<400> 5

5

Pro

Phe

Val

Glu

55

Trinh ty nhén tao

'Bién thé CCL3 beta

Thr

Ile

Ile

40

Glu

Trinh ty nhén tao

35606

Ala Cys
10
Ala Ala

25

Phe Leu

Trp Val

Cys

Tyr

Thr

Gln

60

Phe Ser

Phe Glu

30

Lys Arg
45

Lys Tyr

Arg Asn Thr Gly Arg Gly Gly Glu Glu Lys Lys Lys

1
<210> 6
<211> 17
<212> PRT
<213>

5

Trinh ty nhan tao

10
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Thr Ser Ser Gln

Gly Arg Gln Val

Val Ser Asp Leu



35606

<220>
<223> Cau nbi
<400> 6

Arg Asn Thr Gly Arg Gly Gly Glu Glu Lys Lys Lys Glu Glu Lys Lys

1 5 10 15
Lys
<210> 7
<211> 22

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Cau nbi
<400> 7

Arg Asn Thr Gly Arg Gly Gly Glu Glu Lys Lys Lys Glu Glu Lys Lys
1 5 10 15
Lys Glu Glu Lys Lys Lys
20
<210> 8
<211> 15
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Cidu nbéi
<400> 8

Arg Asn Thr Arg Asn Thr Gly Arg Gly Gly Glu Glu Lys Lys Lys

1 5 10 15
<210> 9
<211> 20

<212> PRT
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<213> Trinh tyu nhédn tao

<220>
<223> Cau nbéi
<400> 9

Arg Asn Thr Arg Asn Thr Gly Arg Gly Gly Glu Glu Lys Lys Lys Glu
1 5 10 15
Glu Lys Lys Lys
20
<210> 10
<211> 25
<212> PRT
<213> Trinh tu nhé&n tao
<220>
<223> Cau nbi
<400> 10
Arg Asn Thr Arg Asn Thr Gly Arg Gly Gly Glu Glu Lys Lys Lys Glu
1 5 10 15
Glu Lys Lys Lys Glu Glu Lys Lys Lys
20 25
<210> 11
<211> 18
<212> PRT

<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>
<223> Cau nbi
<400> 11

Arg Asn Thr Arg Asn Thr Arg Asn Thr Gly Arg Gly Gly Glu Glu Lys

1 5 10 15

Lys Lys
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<210> 12
<211> 23
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223>  Cau ndi
<400> 12
Arg Asn Thr Arg Asn Thr Arg Asn Thr Gly Arg Gly Gly Glu Glu Lys
1 5 10 15
Lys Lys Glu Glu Lys Lys Lys
20
<210> 13
<211> 28
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> cau nbi
<400> 13

Arg Asn Thr Arg Asn Thr Arg Asn Thr Gly Arg Gly Gly Glu Glu Lys
1 5 10 15
Lys Lys Glu Glu Lys Lys Lys Glu Glu Lys Lys Lys
20 25
<210> 14
<211> 233
<212> PRT
<213> Trinh tyu nhan tao
<220>
<223> HyFc

<400> 14
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Cys

Pro

Val

Val

65

Gln

Gln

Gly

Lys Glu Lys Glu Glu
5

Pro Ser His Thr Gln

20
Lys Asp Thr Leu Met
35

Val Asp Val Ser Gln

50 55

Asp Gly Val Glu Val

70

Phe Asn Ser Thr Tyr
85

Asp Trp Leu Asn Gly

100

L.eu Pro Ser Ser Ile
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Gln Glu Glu Arg

10

Pro Leu Gly Val

25

Ile Ser Arg Thr

40

Glu Asp Pro Glu

60

His Asn Ala Lys

75
Arg Val Val Ser
90
Lys Glu Tyr Lys
105

Glu Lys Thr TIle

Glu Thr

Phe Leu

30

Pro Glu
45

Val Gln

Thr Lys

Val Leu

Cys Lys

110

Ser Lys

Lys

15

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

95

Val

Ala

Thr

Pro

Thr

Asn

Arg

80

Val

Ser

Lys

Pro

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

Lys

Val

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

115 120 125

Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met

130 135 140

Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro

145 150 155 160

Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn

165 170 175

Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu

180 185 190

Tyr Ser Arg Leu Thr Val Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val

195 200 205

Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln

210 215 220

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys
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<210>

<211>

<212>

<213>

15

314

PRT

<220>

<223>

<400>

15

230

CCL3A-HO5

Ser Leu Ala Ala Asp

1

Arg

Gln

Val

Leu

65

Lys

Glu

Lys

Val Val Val Asp

Tyr Val Asp Gly

145

Glu Gln Phe Asn

Gln Ile

5

Pro Gln

20

Cys Ser

35
Cys Ala
50

Glu Leu

Glu Lys

Cys Pro

Lys Pro

Asp Pro

Ser Ala

70

Glu Lys
85

Ser His

100

Pro Lys

115

130

Asp Thr

Val

Val

Thr

Asn

Gly

Ser

55

Arg

Glu

Thr

Leu

Ser

135

Glu

150

Ser

Thr

Trinh ty nhan tao

Pro

Phe

Val

40

Glu

Asn

Glu

Gln

Met

120

Gln

Val
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Thr Ala
10
Ile Ala

25

Ile Phe

Glu Trp

Thr Gly

Cys Cys Phe

Ala Tyr Phe
30
Leu Thr Lys
45
Val Gln Lys
60

Arg Gly Gly

75

Gln Glu

90

Pro Leu

105

Ile Ser

Glu Asp

His Asn

Glu Arg Glu

Gly Val Phe
110
Arg Thr Pro
125
Pro Glu Val
140

Ala Lys Thr

155

Arg Val
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Val Ser Val

Ser Tyr
15
Glu Thr

Arg Ser

Val
Glu Glu
80
Thr Lys
95

Phe

Leu

Glu Val

Gln Phe
Lys Pro
160

Leu Thr

Thr

Ser

Arg

Ser

Lys

Thr

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

Ser

Gln

Asp

Lys

Pro

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu
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170

His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu

180

Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile

195 200

Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val

210

215

Met Thr Lys Asn Gln Val Ser

225

230

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu

245

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro

260

Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val

275 280

Val Phe Ser Cys Ser Val Met

290

295

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser

305

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

310
16
313
PRT

Trinh ty nhén tao

CCL3B-HO5

16

185

Glu Lys

Tyr Thr

Leu Thr

175
Tyr Lys Cys Lys
190
Thr Ile Ser Lys
205
Leu Pro Pro Ser

220

Cys Leu Val Lys

235

Trp Glu

250
Val Leu
265

Asp Lys

His Glu

Leu Gly

Ser Asn Gly Gln

255
Asp Ser Asp Gly

270
Ser Arg Trp Gln
285
Ala Leu His Asn
300

Lys

Val

Ala

Gln

Gly

240

Pro

Ser

Glu

His

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

Tyr

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr

Leu Ala Ala Asp Thr Pro Thr Ala Cys Cys Phe Ser Tyr Thr Ser Arg

1

5

10
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Cys

Cys

Glu

65

Glu

Ile Pro Gln Asn Phe
20
Ser Lys Pro Ser Val
35
Ala Asp Pro Ser Glu
50 55
Leu Ser Ala Arg Asn

70

Lys Glu Lys Glu Glu

Ile

Ile

40

Glu

Thr

Gln

85
Cys Pro Ser His Thr
100
Pro Lys Asp Thr Leu
115
Val Val Asp Val Ser
130
Val Asp Gly Val Glu
145
Gln Phe Asn Ser Thr
165
Gln Asp Trp Leu Asn
180
Gly Leu Pro Ser Ser
195
Pro Arg Glu Pro Gln
210
Thr Lys Asn Gln Val
225

Ser Asp Ile Ala Val

Gln Pro

Ile

Met

120

Gln Glu

135

Val His

150

Tyr Arg

Gly Lys

Ile Glu
200
Val Tyr
215

Ser Leu

230

Glu Trp

105

185
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Ala Ala Tyr Phe Glu
25 30
Phe Leu Thr Lys Arg
45
Trp Val Gln Lys Tyr
60
Gly Arg Gly Gly Glu
75
Glu Glu Arg Glu Thr
90
Leu Gly Val Phe Leu
110
Ser Arg Thr Pro Glu
125
Asp Pro Glu Val Gln
140
Asn Ala Lys Thr Lys
155
Val Val Ser Val Leu
170
Glu Tyr Lys Cys Lys
190
Lys Thr Ile Ser Lys
205
Thr Leu Pro Pro Ser
220
Thr Cys Leu Val Lys
235

Glu Ser Asn Gly Gln
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Thr

Gly

Val

Glu

Lys

95

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

175

Val

Ala

Gln

Gly

Pro

Ser

Arg

Ser

Lys

80

Thr

Pro

Thr

Asn

Arg

160

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

240

Glu

Ser

Gln

Lys

Pro

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

Gln

Val

Leu

Lys

Glu

Lys

Val

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

Met

Pro

Asn
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Tyr Lys Thr Thr Pro
260
Tyr Ser Arg Leu Thr
275
Phe Ser Cys Ser Val
290

Lys Ser Leu Ser Leu
305

<210> 17

<211> 301

<212> PRT

<213>
<220>

<223> CCL3B-H40

<400> 17

Leu Ala Ala Asp Thr
1 5

Gln Ile Pro Gln Asn

20

Cys Ser Lys Pro Ser

35

Cys Ala Asp Pro Ser

50

Glu Leu Ser Ala Glu

65 70

Lys Thr Pro Glu Cys

85

Phe Pro Pro Lys Pro
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250

Pro Val Leu Asp

Val

Met

295

Ser

310

Pro

Phe

Val

Glu

55

Lys

Pro

Lys

Asp
280

His

Leu

Trinh tu nhé&n tao

Thr

Ile

Ile

40

Glu

Glu

Ser

Asp

265

Lys Ser

Glu Ala

Gly Lys

Ala Cys
10
Ala Ala
25
Phe

Leu

Trp Val

Lys

His

90

Thr Leu Met Ile Ser
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255

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu

270

Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val

285

Leu His Asn His Tyr Thr Gln

Cys Phe Ser

Tyr Phe Glu

Thr Lys Arg

Gln Lys Tyr

75

300

60

45

Glu Glu Gln Glu

Thr Gln Pro Leu

Tyr Thr Ser

15

Thr Ser Ser Gln

30

Gly Arg Gln Val

Val Ser Asp Leu

Glu Arg Glu Thr

80

Gly Val Phe Leu

95

Arg Thr Pro Glu
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100 105 110
Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln
115 120 125
Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys
130 135 140
Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu
145 150 155 160
Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys
165 170 175
Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys
180 185 190
Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser
195 200 205
Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys
210 215 220
Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln
225 230 235 240
Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly
245 250 255
Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln
260 265 270
Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn
275 280 285
His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys

290 295 300
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FIG. 1

Thir nghiém v& tinh huéng hoa chét
(dong t€ bao THP-1, ket qua di chuyén 24 gio)
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FIG. 2
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FIG. 3

Thtr nghiém dua vao té bao CCR1-bla USOS DA
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FIG. 4

Dic tinh dugc dong hoc ctia CCL3B-HO05 sau khi diing
qua duong tinh mach cho chudt
(chudt C57BL/6, n=3)
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FIG. 5

Hiéu qua chéng u cia CCL3B-H05 sau khi ding qua
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FIG. 6

Piéu tri bang IR p o 2
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