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(57) Sang ché dé xuét chat diét té bao co chura peptit bao gdm trinh tu axit amin dugc bléu
dién bai SEQ ID sd: 1 va vi tri lién két chon loc v0i phan tir dich, trong dé peptit bao gém
trinh ty axit amin dugc biéu dién bai SEQ ID so: 1 nay la peptit chi bao gébm cac L-axit
amin, peptit trong do6, trong cac trinh ty axit amin dugc biéu dién bai SEQ ID sé: 1, cac
axit amin tir thtr 1 dén thir 14 1a cc D-axit amin, va cdc axit amin tir thar 15 dén tha 19 13
cac L-axit amin, peptit trong d6, trong cac trinh tu axit amin dugc biéu dién boi SEQ ID
sO: 1, cAc axit amin tir thir 1 dén thi 14 nay 1a cac L-axit amin, va cic axit amin tir thi 15
dén thtr 19 nay 1a cac D-axit amin, hodc peptit chi bao gdm céc D-axit amin.
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Linh vue k§ thuit dwoe dé cap

Sang ché lién quan dén thube peptit thu dugc béng cach cam ung chon loc su tu
chét t& bao (apoptosis) trong té bao dich. Cu thé 13, sang ché lién quan dén chét diét té bao
chira peptit, phuong phap xac dinh kha nang méc bénh trong d6 céac té bao gdy bénh di
biéu hién kénh nucleotit tuan hoan beta 3 (cyclic nucleotide-gated channel beta 3 - CNGB3)
va d4u 4n sinh hoc dung dé xac dinh ¢6 mac bénh ung thu hay khong.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Su tu chét té bao ¢ nghia 1a su chét té bao dwoc kiém soat va duge didu chinh nhu
co ché trc ché sy tang sinh trong s6 cac su chét té bao cta cac sinh vat nhiéu ngin. Trong
cac sinh vét nhiéu ngan, su loai trir cac té bao khong can thiét hodc cac té bao ¢o hai xay
ra trong qua trinh sinh san hoac sao chép duoc thuc hién bang cach giy cam tng su tu chét
té bao trong té bao nay. Ngoai ra, bang cach giy cam ung su tu chét té bao trong té bao 1a
nguyén nhan gy bénh va loai trir t€ bao nay, c6 thé hy vong cai thién tinh trang ctia bénh
nay. Theo cach nay, cac hop chit c6 hoat tinh gdy cam tng su tu chét té bao dugce sir dung
dé chira bénh. Vi du nhu, be“mg cach gdy cam Ung su tu chét té bao trong té bao ung thu,
c6 thé hy vong lam giam nhe hodc chita bénh ung thu.

Trong truong hgp trong d6 viéc cam ung su tu chét té bao duoc dung dé diéu tri
bénh, tinh chon loc d6i véi té bao dich dugc cam ung su tu chét té bao 1a rét quan trong.
Trong truong hop trong dé tinh chon loc dich 1a thap va su tu chét té bao duoc cam tmg
trong té bao khong phai 14 té bao dich, cac tac dung phu vuot qué cac tac dung chita bénh
duoc mong doi va khong thich hop lam thude chita bénh nhin tir quan diém an toan. Néu
su tu chét té bao co thé dugc cam ung mot cach riéng biét trong té bao dich, s& co dugc
thudc chita bénh hiéu qua trong d6 céc tac dung phu duoc ngin chin mot cach day du.

Bénh lac n6i mac tr cung la bénh trong dé cac té bao ndi mac tr cung tang sinh tai
vi tri khong phai 14 trong khoang ndi mac tir cung. Trong nhiéu truong hop, céc té bao noi
mac tir cung tang sinh trong phiic mac hodc budng trimg ctia khung chau. Céc triéu chting
dién hinh bao gdm dau bung kinh (chimg théng kinh) hodc chting vo sinh, va trong trudng
hop nghiém trong, bénh nhan ¢6 thé chiu dau dén nghiém trong hogc bi ngat. Ngoai ra, véi
bénh lac ndi mac t cung la tr cung, c6 trudong hop trong do xuét hién ung thu. Cac té bao
ndi mac ti cung tang sinh dudi su kich thich ctia cac hormon nit (estrogen). Vi ly do nay,
st dung thudc chita bénh cho bénh lac ndi mac tr cung la cac thube hormon dung dé e
ché su bai tiét kich tb dong duc, vi du nhu, thudc vién liéu thép, chét dbi khang chon loc
(chét trc ché chdng lai su ting sinh chirc ning budng trimg va té bao ndi mac tir cung), va
chit déi khang GnRH (chét e ché bai tiét ciia hormon kich thich nang). O déy, do liu
phép diéu trj chi ¢6 phau thuat dé loai bo tir cung va budng trang nay, can phai phat trién
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thudc chita bénh v6i hy vong diéu tri bénh lac ndi mac tir cung bang thudc nay.

Vi du nhu, Cong b don dang ky sang ché My s6 2016/145308 boc 16 ché pham
peptit bao gdm peptit dung hop gitta peptit Z13 va peptit thoat thé nhan (endosome escape
peptide) lién két dac hiéu voi kénh nucleotit tudn hoan beta 3 (cyclic nucleotide-gated
channel beta 3 - CNGB3) va peptit dung hop gitta peptit Z13 va peptit gdy cam tng sy tu
chét té bao. CNGB3 12 phan tir duoc bidu hién cao dic biét trén bé mit té bao clia t€ bao
ndi mac tir cung (té bao ndi mac tr cung xuét hién khong phai trong bénh lac nd1 mac tu
cung) va khong dugc biéu hién trén bé mit phic mac. Bang cach két hop ca hai peptit
trong té bao ndi mac tir cung béi nhém chire peptit Z13 nay, ¢6 thé gdy cam tmg chon loc
su tu chét té bao trong té bao ndi mac tir cung. Theo mot vi du, ché pham peptit bao gdm
peptit dung hop gitra peptit Z13 va peptit thoat thé nhéan va peptit dung hop gitta peptit Z13
va peptit gdy cam ung su tu chét té bao duogc dua vao phic mac cua khi dau cho da mic
bénh lac ndi mac tr cung béng phuong phap soi b bung, su tu chét té bao c6 chon loc dugc
cam ung chi trong té bao & chd thuong ton cua bénh lac ndi mac tir cung, va su tu chét té
bao khong bi cam tng & cac té bao bén canh khac (tham khao tai liéu ctia Sugihara va cac
ddng téc gia, NATURE COMMUNICATIONS, 2014, Tap 5, Chuong s6 4478).

Ban chit ky thuit ciia sang ché

Muc dich cua sang ché 1a d& xuét thude peptit cam ung chon loc sy tu chét té bao
trong té bao dich.

Céc tac gia sang ché phat hién thdy rang, két qua ctia viéc nghién ctru chuyén séu
dé giai quyét van d& nay 1a ché pham peptit bao gdm peptit dung hop gitta peptit thoat thé
nhan bao gbém trinh tu peptit riéng, peptit gdy cam Gng sy tu chét té bao bao gbém trinh tu
peptit riéng, va peptit Z13 c6 hi€u qua cao xeét vé tinh chon loc cao hon va ¢6 thé cam tmg
su tu chét té bao trong té bao nodi mac tur cung biéu hién kénh nucleotit tuan hoan beta 3
(cyclic nucleotide-gated channel beta 3 - CNGB3), so voi ché pham peptit bao gbm peptit
dung hop gitra peptit Z13 va peptit thoat thé nhéan va peptit dung hop gitta peptit Z13 va
peptit gdy cam tng su tu chét té bao. Ngoai ra, cic tac gia sang ché con phat hién thdy ring
CNGB3 duoc biéu hién khong chi trong ndi mac tr cung va vong mac ma con trong mot
s6 té bao ung thu, nhd d6 hoan thién sang ché.

Tirc 13, sang ché dé xudt chit diét té bao, mo hinh dong vét bénh lac ndi mac tir
cung dudi day, va tuong tu.

[1] Chét diét té bao c6 chira peptit bao gdm trinh tu axit amin duoc biu dién boi
SEQ ID sd: 1 va vi tri lién két chon loc véi phan tir dich.

[2] Chét diét té bao theo muc [1], trong d6 phan tir dich nay 14 phan tir c6 trén bé
mit cia té bao hodc md.

[3] Chét diét té bao theo muc [1] hodc muc [2], trong d6 peptit bao gbm trinh tu
axit amin dugc biéu dién bsi SEQ ID sé: 1 nay la peptit chi bao gdm céc L-axit amin,
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peptit trong do, trong trinh tu axit amin dugc biéu dién boi SEQ ID sé: 1, cac axit amin tir
thir 1 dén thi 14 1a cac D-axit amin, va céc axit amin tir tht 15 dén thu 19 1a céc L-axit
amin, peptit trong do, trong trinh tu axit amin dugc bidu din boéi SEQ ID sd: 1, cac axit
amin tir thtr 1 dén thir 14 nay 1a cac L-axit amin, va céac axit amin tir thir 15 dén thir 19 nay
la cac D-axit amin, hoac peptit chi bao gdm cac D-axit amin.

[4] Chét diét té bao theo muc bét ky trong sé cac muc tir [1] dén [3], trong d6 vi trf
lién két chon loc v6i phan tir dich nay 1a peptit hodc protein, va peptit bao gOm trinh tu axit
amin duoc biéu dién boi SEQ ID s6: 1 nay va vi tri lién két chon loc v6i phan ti dich nay
duoc lién két truc tiép hodc gian tiép véi nhau.

[5] Chét diét té bao theo muc bét ky trong sé cac muc tir [1] dén [4], trong d6 phan
tir dich nay 1a CNGB3 hodc annexin L.

[6] Chat diét té bao theo muc [1], trong d6 vi tri lién két chon loc v6i phéan tr dich
la peptit bao gém trinh tu axit amin dugc biéu dién bsi SEQ ID sb: 2, va vi tri lién két chon
loc v6i phan tir dich nay dugc lién két truc tiép hodc gian tiép voi doan phia sau clia peptit
bao gbm trinh tu axit amin dugc bidu dién boi SEQ ID sé: 1 nay.

[7] Chét diét té bao theo muc [1], trong d6 vi tri lién két chon loc véi phéan tir dich
nay 14 peptit bao gdm trinh tur axit amin dugc bidu din boi SEQ ID sb: 3, va peptit bao
gé)m trinh tu axit amin dugc biéu dién boi SEQ ID sb: 1 nay duoc lién két truc tiép hodc
gian tiép vdi doan phia sau ctia vi trf lién két chon loc véi phén tir dich nay.

[8] Chét diét t& bao theo muc bat ky trong sb cac muc tir [1] dén [7], trong d6 chét
nay cac tac nhan chita bénh do su tang sinh bét thuong ciia té bao.

[9] Chat diét té bao theo muc [8], trong d6 bénh nay 1a bénh lac ndi mac tir cung
hodc bénh ung thu.

[10] M6 hinh dong vat bénh lac ndi mac tir cung, trong d6 té bao biéu hién qua
muc CNGB3 dugce dua gen ma héa CNGB3 vao dugce cdy trong 6 phiic mac.  [11]
Phuong phép xac dinh kha nidng mic bénh ciia bénh trong do6 céc té bao gay bénh da biéu
hién CNGB3, bao gém: do CNGBS3 trong exosome dugc thu thip tur dbi tuong dong vat,
va so sanh gia tri do thu dugc nay véi gia tri chuén duoc thiét 1ap trudce dé xéac dinh kha
ning déi tuong dong vat nay da méc bénh nay chua.

[12] Phuong phap xac dinh kha nang méc bénh theo muc [11], trong d6 xé4c dinh
rang d6i tuong dong vat ny c6 kha ning méc bénh nay cao néu gi tri do nay 16n hon gié
tri chuan nay.

[13] Phuong phéap xac dinh kha ning méc bénh theo muc [11] hodc [12], trong d6
exosome nay dugc phan lap tir mau dugce thu thép tur dé6i twong dong vat nay.

[14] Phuong phép x4c dinh kha nang méc bénh theo muc bat ky trong s6 cdc muc
tir [11] dén [13], trong d6 do CNGB3 bang cach st dung peptit bao gdm trinh ty axit amin
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duoc bidu dién boi SEQ ID sb: 2.

[15] Phuong phap xac dinh kha nang mic bénh theo muc bét ky trong s6 cac muc
tir [11] dén [14], trong d6 ddi twong dong vt nay 1a ngudi.

[16] Phuong phap xé4c dinh kha ning mic bénh theo muc bét ky trong s6 cac muc
tir [11] dén [15], trong d6 bénh nay Ia bénh lac ndi mac tr cung hodc bénh ung thu.

[17] D4u 4n sinh hoc bao gdm mot lugng CNGB3 trong exosome va dugc diung
dé xac dinh c6 méc bénh lac ndi mac tir cung hodc bénh ung thu hay khong.

Chét diét té bao theo séng ché co thé cam ung rat hiéu qua sy tu chét té bao trong
t& bao dich. Vi 1y do nay, cht diét té bao nay dic biét hiéu qua dé 1am téc nhan chita bénh
cho bénh do su tang sinh bét thuong cua té bao ctia bénh lac ndi mac tr cung hodc bénh
ung thu. Ngoai ra, md hinh dong vat bénh lac ndi mac tir cung theo sang ché hiru dung cho
cc thir nghiém hiéu quéa clia céc hop chét tng vién lam thudc chita bénh lac ndi mac ti
cung. Ngoai ra, bang phwong phép dénh gia su méc bénh va dau 4n sinh hoc theo sang ché,
c6 thé danh gia mot cach thuan tién va hiéu qua kha nang méc bénh ciia bénh biéu hién rd
rang CNGB3 ching han nhu bénh lac ndi mac tt cung va bénh ung thu.
M35 ta vén tit cac hinh vé

FIG. 1 14 hinh v& minh hoa két qua do cudng d6 phat quang (RLU) cta dung dich
phan ung dugce xu ly bang mdi peptit trong Vi du Tham khao 1.

FIG. 2 12 hinh v& minh hoa két qua do cudong d6 phat quang (RLU) clia dung dich
phan tng dugc xir ly bang mdi peptit trong Vi du 1.

FIG. 3 12 hinh v& minh hoa két qua do cudng do phat quang (RLU) ctia dung dich
phan ung dugc xtr ly bang mdi peptit trong sb peptit 8 va c4c peptit tir Al dén A6 trong Vi
du?2. FIG. 4 12 hinh v& minh hoa két qua do cudong do phat quang (RLU) clia dung dich
phan tng dugc xt ly bang mdi peptit trong sb peptit 8 va cac peptit tir B1 dén B7 trong Vi
du 2.

FIG. 5 12 hinh v& minh hoa két qua do cuong do phat quang (RLU) ctia dung dich
phéan ung duogc xtr ly bang mdi peptit trong Vi du 3.

FIG. 6 13 hinh v& minh hoa két qué do cua ctua mot sb té bao séng cla cac té bao
A431-CNGB3-myc duoc xir Iy bang peptit A2 trong Vi du 4.

FIG. 7 1a anh nhudém mau trong d6 thtt nghiém Apop-Tag va nhuém mau nhén
duogc thuc hién trén cac té bao A431-CNGB3-myc dugce xu ly bing peptit A2 nay trong Vi
du 4.

FIG. 8 14 hinh v& minh hoa két qua do cudng do phat quang (RLU) cua phic mac
cua mo hinh chudt méc bénh lac ndi mac tir cung trong d6 peptit A2 nay dugc dua vao

trong & phtic mac mot lan trong Vi du 5.

FIG. 9 14 hinh v& minh hoa két qua do cudng do phat quang (RLU) cua phuc mac
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ctia mo hinh chudt mic bénh lac ndi mac tir cung trong d6 peptit A2 nay dugc dua vao
trong & phic mac nhiéu l4n trong Vi du 5.

FIG. 10 1a hinh v& minh hoa két qua do luong ATP tuong dbi (%) cua cac té bao
A431-CNGB3-myc dugce xu ly bang mdi peptit trong Vi du 6.

FIG. 11 14 hinh v& minh hoa két qua do lugng ATP twong dbi (%) cta cac té bao
Ishikawa duogc xt Iy bang mdi peptit trong Vi du 6.

FIG. 12 13 hinh v& minh hoa két qua do lwong ATP tuong dbi (%) cua cac té bao
SNG-II duoc xir Iy bang mdi peptit trong Vi dy 6.

FIG. 13 12 hinh v& minh hoa két qua do lwong ATP tuong d6i (%) cua cac té bao
Hec-1A duogc xtt Iy bang mdi peptit trong Vi du 6.

FIG. 14 14 hinh v& minh hoa két qua do lugng ATP tuong ddi (%) clia cac té bao
RL95-2 dugc xtr Iy bang mdi peptit trong Vi du 6.

FIG. 15 14 hinh v& minh hoa két qua do theo thoi gian ty 1€ tang (%) cla s6 photon
ctia chudt mic bénh ung thu da duoc dwa IF7 (RR)-(K+H) peptit vao trong Vi du 8.

FIG. 16 14 hinh v& minh hoa két qua do theo thoi gian ty 1€ ting (%) cia thé tich
khéi u cua chudt mic bénh ung thu da dugc dua IF7 (RR)-(K+H) peptit vao trong Vi du 8.

MO ta chi tiét sang ché
<Chét diét té bao>

Chat diét t& bao theo sang ché c6 chira peptit bao gdm trinh tu axit amin
(KLAKLAKKLAKLAKHLAHL) dugc biéu dién bi SEQ ID sd: 1 (sau ddy, duoc goi la
“peptit thyc hién”) va vi tri lién két chon loc v&i phén tir dich. Peptit thuc hién nay la peptit
trong do6 peptit c6 hoat tinh cam Ung su tu chét té bao va peptit c6 hoat tinh thoat khoi
endosome dugc lién két ngu nhién. Chét diét té bao theo sang ché lién két v6i phén tir
dich qua vi tri lién két chon loc vé6i phan tir dich nay va dugce dua vao trong té bao dich
nay boi qué trinh nhap bao. Sau do, do su pha hiiy mang endosome béi tic dong ctia vi tri
peptit c6 hoat tinh thoat khdi endosome, chét diét té bao ¢o trong endosome da dugc dua
vao té bao dich nay dugc giai phéng trong té bao chét cua té bao dich nay. Chét diét té bao
nay dugc giai phong trong té bao chét cam ung su tu chét té bao cua té bao dich nay bang
cach can thi€p vao mang ty lap thé boi su tac déng cua vi tri peptit ¢6 hoat tinh cam Ung
su tu chét té bao.

Chét diét té bao theo sang ché bao gom tat ca nhém chirc peptit c6 hoat tinh cam
ung su tu chét t& bao, nhom chirc peptit ¢6 hoat tinh thoat khoi endosome, va vi tri lién két
chon loc v6i phén tir dich trong phan t. Vi ly do nay, co6 thé cam ung rat hiéu qua su tu
chét t& bao trong té bao dich, so v&i mdi ché pham peptit doc lap bao gdm peptit trong d6
peptit lién két chon loc voi phén t dich dugce lién két v6i peptit ¢6 hoat tinh cadm tng sy
tur chét té bao va peptit trong d6 peptit lién két chon loc véi phan tir dich dugc lién két voi
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peptit c6 hoat tinh thoat khoi endosome.

Theo sang ché va ban mo ta séng ché nay, “té bao dich” Ia dbi twong té bao duoc
cam Ung su tw chét t& bao. “Phan tir dich” 1a phan ti ¢6 trén bé mat cla dbi twong té bao
dugc cdm ung su tu chét té bao hodc trén bé mait mé trén do6 co té bao nay, va la phan t
lién két chon loc v6i chét diét té bao theo sang ché.

Nhu duoc boc 19 trong Cong bb don ding ky sang ché My s 2016/145308, peptit
(sau day, dugc goi la “peptit KLAK™) bao gdm trinh tu axit amin (sau day, duoc goi la
“trinh tu KLAK") bao gdm 4 1an l3p axit amin KLAK c6 tic dong (hoat tinh cam tng su
tu chét té bao) cam ung su tu chét té bao bang cach can thiép vao mang ty lap thé. Ngoai
ra, peptit (sau day, duoc goi la “peptit HLAH”) bao gdm trinh tir axit amin (sau day, dugc
goi 1a “trinh twy HLAH”) bao gém 4 1an lap axit amin HLAH c6 tac dong (hoat tinh thoat
khoi endosome) pha hity mang endosome nay. Peptit trong d6 peptit KLAK nay dugc lién
két voi peptit HLAH ndy c6 hoat tinh thoat khoi endosome va hoat tinh cam tGmg su tu chét
té bao. Tuy nhién, cudng do hoat tinh twong tmg bi 4nh hudng bai do dai cia cac axit amin
trong mdi peptit va thir tu cta lién két nay. Ca peptit trong d6 peptit HLAH nay dugc lién
két voi doan phia sau (dau tan cing C) cta peptit KLAK nay va peptit trong dé peptit
KLAK nay dugc lién két voi doan phia sau (d4u tan cung C) cta peptit HLAH nay c6 hoat
tinh thoat khoi endosome va hoat tinh cam Ung su tu chét té bao, nhung peptit trong do
peptit HLAH nay dugc lién két v6i doan phia sau (dau tan cung C) cua peptit KLAK nay
¢0 hoat tinh cam tUng su tu chét té bao cao.

Peptit thuc hién nay bao gdm trinh tu axit amin dugc bidu dién boi SEQ ID sb: 1
la peptit trong do trinh tw HLAH bao gdm 5 axit amin duoc lién két v6i doan phia sau cla
trinh tu KLAK nay bao gdm 14 axit amin. Tirc 1, trong trinh ty axit amin ctia SEQ ID s6:
1, cAc axit amin tir tht 1 dén thtr 14 nay 1a cac vi tri ¢6 hoat tinh cam tng su tw chét té bao
va cac axit amin tir thit 15 dén thir 19 nay 1a cac vi tri c6 hoat tinh thoét khoéi endosome.
Dé thu duoc hoat tinh cam ung su ty chét té bao cao nhét trong truong hop duge dua vao
té bao dich ndy, peptit thuc hién nay 1a peptit trong d6 do dai cia trinh tu KLAK nay, d6
dai cua trinh tv HLAH nay, va thir tu lién két cta trinh tw KLAK nay va trinh tu HLAH
nay duoc tdi uu héa. Do chét diét té bao nay c6 peptit thuc hién nay, chét diét té bao theo
sang ché c6 hoat tinh cam tng su tu chét té bao rét cao.

Peptit thuc hién c6 trong chat diét té bao theo sang ché khong bi gi¢i han cu thé
mién 14 peptit nay 1a peptit bao gdm trinh tyr axit amin dugc biéu dién béi SEQ ID sb: 1,
c6 thé 1a peptit bao gdm L-axit amin, c6 thé 1a peptit bao gdm D-axit amin, hodc c6 thé 1a
peptit bao gdm L-axit amin va D-axit amin. Do tinh 6n dinh cao trong endosome va thu
duoc hoat tinh cam tmg su tu chét té bao cao hon, wu tién peptit thuc hién nay la peptit bao
gdm it nhat mot s6 D-axit amin, it nhat mot trong s trinh ty KLAK nay (trong trinh ty axit
amin duoc biéu dién béi SEQ ID sd: 1, cac axit amin tir thir 1 dén tht 14 nay) va trinh tu
HLAH nay (trong trinh tu axit amin dugc biéu dién bai SEQ ID sb: 1, cac axit amin tir thir
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15 dén thr 19 nay), uu tién hon dbi voi peptit bao gém D-axit amin, va duogc uu ti€n dac
biét trong tat ca 1a peptit bao gb6m D-axit amin.

Trong chét diét té bao theo sdng ché, peptit thuc hién nay bao gdm Vi tri lién két
chon loc v6i phan tir dich va trinh ty axit amin dugc biéu dién boi SEQ ID sé: 1 ¢6 thé lién
Kkét truc tiép, hodc ¢é thé lién két gian tiép qua cau ndi. Cau nbi nay khong bi gi¢i han cu
thé, va cac vi du vé& ciu ndi nay bao gdm peptit c6 tr 1 dén 20 axit amin, mach duong,
polyetylen glycol, polyolefin, va twong tu. Do viéc tong hop 1a trong dbi d&, cac chét trong
d6 vi tri lién két chon loc véi phan tir dich 1a peptit hodc protein, va lién két truc tiép véi
peptit thuc hién nay hodc qua peptit ¢o tur 1 dén 20 axit amin dugc uu tién lam chét diét té
bao theo sang ché. Ngoai ra, trong chét diét té bao theo sang ché, vi trf lién két chon loc
v6i phan ti dich ¢6 thé duoc lign két voi phia dAu tan cung N cta peptit thuc hién bao gom
trinh tw axit amin dugc biéu dién bi SEQ ID sé: 1, hodc c6 thé dugc lién két v6i phia dau
tan cung C mién 13 c4c tinh chat lién két voi phan tir dich nay khong bi can trd.

Vi tri lién két chon loc véi phan tir dich trong chét diét té bao theo sang ché khong
bi gi¢i han cu thé, va dugc xac dinh theo phén tir dich nay. Vi tri nay co thé 1a peptit hodc
protein, c6 thé 14 oligo nucleotit hodc axit nucleic, c6 thé 1a mach dudng, c6 thé 1a lipit
hoic c6 thé 14 hgp chat phén tir thap.

Phan tir dich lién két chon loc v6i chét diét té bao theo sang ché khong bi gi6i han
cu thé mién la phan ti dich nay 1a phan tir ¢6 trén bé mat cua té bao dich hodc md duoc
cam ung su tu chét té bao, va co thé 1a protein, co thé 12 mach duong hodc co thé 1a lipit.

Tinh chon loc cua chét diét té bao theo sang ché tré nén cao, va do do céc tac dung
phu giam trong truong hop duge st dung lam tac nhéan chita bénh cho cac bénh khac nhau.
Tir d6, do phan tir dich nay lién két chon loc v6i cht diét té bao theo sang ché, phan tir
trong d6 lwong bidu hién trén bé mat té bao cua té bao dich hoac bé mat md bao gdm té
bao dich nay 1a rat 16n so véi lugng biéu hién trong nhiéu té bao hoic mod khac dugc uu
tién, va phén t& dugc biéu hién ro rang trén bé mat cua té bao dich nay hoic bé mit mod
bao gdm té bao dich nay duoc wu tién hon.

Vi du nhu, CNGB3 la protein mang duoc biéu hién cao chi trong ndi mac it cung
va vong mac trong cac md binh thudng. Sy tdn tai khu tra cia CNGB3 trong cac md binh
thuong 1a rit khong d6i ximg, va diéu d6 chi thé hién ring biéu hién vira phai dugc xéc
nhén trong cac thé ting qua va biéu hién yéu duge xdc nhan trong tiy xuong, dam roi
mang mach, voi trimg, mét, budng trimg, va céc tinh hoan. Vi Iy do nay, chét diét té bao
c¢6 CNGB3 14 phan tir dich trong chat diét té bao theo sang ché 1a cht diét té bao c6 kha
nang cam Ung dac biét su tu chét té bao trong ndi mac tir cung hodc vong mac, va hitu
dung dé 1am tac nhan chira bénh cho cac bénh ndi mac tir cung hodc vong mac. Cu thé, do
su tu chét té bao khong duge cam tng trong céc t& bao binh thuong trong 6 phiic mac hoic
khung xuong chdu, va su tu chét té bao co thé dugce cam tng chon loc trong cc té bao noi
mac tir cung, rat thich hop dé 1am tac nhan chira bénh cho bénh lac ndi mac tr cung.
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Ngoai ra, CNGB3 ciing biéu hién tuong ddi manh trong céc té bao ung thu khac
nhau. Vi 1y do nay, chét diét té bao c6 CNGB3 1a phén tir dich trong chét diét té bao theo
sang ché c6 tinh chon loc cao dbi voi té bao ung thu biéu hién CNGB3 va hitu dung dé lam
thudc chéng ung thu trong d6 céc tac dung phu dugc ngan chan. Cac vi du vé cac bénhung
thu biéu hién CNGB3 bao gdm ung thur tir cung, ung thu c¢d tir cung, ung thu khoang xuong
chau, ung thu buéng trimg, ung thu vi, ung thu thanh phuc mac, u mac ndi 16n, ung thu
thuc quan, ung thu da day, ung thu rudt non, ung thu rudt két, ung thu truc trang, ung thu
rudt thira, ung thu tii mat, ung thu tuy, ung thu gan, ung thu 14 lach, ung thu thén, ung thu
ludi, ung thu hong, ung thu mili, ung thu tuyén mang tai, ung thu tuyén giap, u lym pho 4c
tinh, u xuong, ung thu da, ung thu phéi, ung thu trung thét, ung thu tinh hoan, ung thu tién
liét tuyén, ung thu bang quang, u ndo, va cac bénh tuong tu. Ngay ci khi cac té bao ung
thu thu dugc tir cung céac loai mo bao gém ca cac té bao ung thu biéu hién CNGB3 va cac
t& bao ung thu khong biéu hién CNGB3. Vi Iy do nay, trong trudng hop trong d6 chat diét
té bao c6 CNGB3 la phan tir dich trong chit diét té bao theo sang ché dugc st dung lam
thubc chéng ung thu, wu tién kiém tra trudce bing sinh thiét va phuong phap twong tu ma
t€ bao ung thu dich 12 té bao biéu hién CNGB3.

Trong trudng hop trong d6 CNGB3 dugc str dung lam phan ti dich, cac vi du vé
vi trf lién két chon loc vé6i phan tir dich nay bao gdm peptit bao gdm trinh ty axit amin
dugc biu dién béi SEQ ID sb: 2 (VRRAXNXPG:; X thé hién axit amin tiiy chon ¢6 trong
tu nhién), peptit bao gém trinh tu axit amin thu dugc béng cach bién ddi mot phé“ln trinh tu
axit amin duoc biéu didn béi SEQ ID sé: 2 (sau day, peptit nay dugc goi la “peptit lién két
CNGB3”), va tuong tu (Cong bb don ding ky sang ché M§ s6 2016/145308). Céc vi du vé
peptit bao gdm trinh tur axit amin thu dugc bang cach bién doi mot phan trinh tw axit amin
duoc biéu difn boi SEQ ID sé: 2 bao gdm peptit trong d6 1,2 hodc 3 axit amin 6 trinh tu
axit amin dugc biéu dién boi SEQ ID s6: 2 dugc x06a bo, duoc thay thé, hodc duogc bd sung
thém vao va gitt dugc céc tinh chét lien két voi CNGB3; peptit ¢6 su tuong dbng trinh tu
v6i trinh tu axit amin dugc biéu didn béi SEQ ID sé: 2 it nhét 1a 75% hodc nhiéu hon, uu
tién 1a 85% hodc nhiéu hon, va uu tién hon 1a 90% hodc nhiéu hon va giit dugc cac tinh
chét lién két véi CNGB3; va twong tw. Cac vi du cu thé vé peptit lién két CNGB3 nay bao
2dm peptit bao gdm trinh ty axit amin duoc bidu dién boi SEQ ID sé: 3 (VRRADNRPG)
(sau day, dugc goi 1a “Peptit Z13”), peptit bao gdm trinh ti axit amin dugc biéu dién boi
SEQ ID sé: 4 (VRRAENRPG), peptit bao gdm trinh ty axit amin dugc bieu dién boi SEQ
ID s6: 5 (VRRANNLPG), peptit bao gbm trinh tu axit amin dugc biéu dién béi SEQ ID
s6: 6 (VRRANNRPG), va tuong tu.

Tir quan diém hoat tinh cadm tng sy tu chét t& bao manh hon trong té bao biéu hién
CNGB3, do chét diét té bao nay c6 CNGB3 1a phan tir dich, peptit trong d6 peptit Z13 nay
va peptit thuc hién nay duoc lién két truc tiép hoac gian tiép qua ciu ndi dugc uu tién,
peptit trong d6 peptit Z13 nay va peptit thuc hién nay duoc lién két truc tiép hoic qua
peptit bao gom tir 1 dén 20 axit amin duoc vu tién hon, peptit trong d6 peptit Z13 nay duoc
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lién két tryc tiép voi dau tan cing C cua peptit thuc hién nay hodc qua tir 1 dén 20 axit
amin duoc vu tién hon nita, peptit trong d6 dau tan ciing C ctia peptit thuc hién nay dugc
lien két truc tiép v6i ddu tan cung N cia peptit Z13 nay (SEQ ID sb: 26:
KLAKLAKKLAKLAKHLAHLVRRADNRPG) tham chi con dugc wu tién hon nira, va
peptit trong d6 dau tan ciing C ciia peptit thuc hién nay chi bao gbm cac D-axit amin dugc
lién két truc tiép voi ddu tan cing N ctia peptit Z13 nay chi bao gOm tat ca cac L-axit amin
duoc uu tién dac biét.

Ngoai ra, annexin I 1a protein mang duoc biéu hién trong té bao chit trong cac té
bao ndi md mach binh thudng, nhung duoc biéu hién 1 rang trén phia dong méu cia cac
té bao noi md mach cla cac mach mau méi (mach mau khdi u méi) trong cac mo khéi u
4c tinh. Phan tr lién két chon loc véi annexin I ndy duge dua vao trong co thé séng dugc
dua vao cac té bao ndi mod mach nay cua cac mach mau khéi u méi qua lién két v6i annexin
I duoc biéu hién trén phia dong mau ciia cic mach méau khdi u méi nay trong cac md khoi
u ac tinh nay. Phan t& dugc dua vao céac té bao ndi md mach nay duge van chuyén tr phia
té bao dinh dén t& bao nén boi su van chuyén tai va duogc dua vao cac té bao khe. Phén tir
da duge dua vao duogce lan truyén trong cac té bao khe va di vao cac té bao ung thu. Vi Iy
do nay, chit diét té bao c6 annexin I 1a phan ti dich trong chét diét té bao theo sang ché 14
chét diét t& bao c6 kha ning cam ung su tu chét té bao trong té bao ung thu, va hiru dung
dé 1am thudc chdng ung thu. Chét diét té bao c6 annexin I 12 phan tir dich dugc dua mot
cach dac hiu vao cac t& bao ndi md mach nay cua cac mach mau khdi u méi, va trong qua
trinh van chuyén tdi trong cac té bao ndi md mach nay hoic trong qua trinh van chuyén tdi
trong cac té bao khéi u da 14y, mang noi mo bi pha hity bdi hoat dong ctia nhém chire peptit
HLAH va duoc giai phong vao té bao chit. Sau d6, do hoat dong ctia nhém chirc peptit
KLAK, cac t& bao da dugc dua chit diét té bao nay vao bi tiéu diét. Trong trudng hop trong
do6 chét diét té bao co annexin I 14 phan tir dich dwogc sir dung lam thudc chdng ung thu,
cac bénh ung thu la cac ddi tuong diéu tri khong bi gigi han cu thé, va c6 thé duoc str dung
cho bénh ung thu nhu dugc mo ta lam vi du trén day.

Trong truong hgp c6 annexin I 1a phan tr dich, cac vi du vé vi tri lién két chon loc
v6i phan tir dich bao gdm peptit bao gdm trinh tw axit amin duoc biéu dién bai SEQ ID sd:
7 IFLLWQR) (sau day, duogc goi la “peptit IF7”") va peptit bao gbm trinh tur axit amin
trong d6 nhém chirc ¢6 trinh tu axit amin duge biéu dién boi SEQ ID s6: 7 duge bién ddi
(sau day, peptit nay dugc goi 1a “peptit lién két annexin I’). Céc vi du vé peptit bao gdm
trinh tu axit amin trong d6 nhom chtc ¢6 trinh ty axit amin dugc biéu dién boi SEQ ID s
7 dugc bién dbi bao gdbm peptit trong d6 mot, hai hozc ba axit amin c6 trinh ty axit amin
duoc biéu dién boi SEQ ID sb: 7 dugc x6a b, duge thay thé, hoac dugc bd sung thém vao
va peptit nay gilt dugc kha nang lién két v6i annexin I hodc peptit c6 su tuong ddng trinh
tu v6i trinh ty axit amin dugc biéu didn boi SEQ ID sb: 7 it nhét 12 70% hodc nhiéu hon,
va uu tién 12 85% hodc nhiéu hon va gitt duoc kha nang lién két v6i annexin L.

Tir quan diém c6 hoat tinh cam ung sy tu chét té bao manh hon doi voi cac té bao
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ung thu, wu tién chat diét t& bao c6 annexin I 1a phén tir dich nay 1a chit diét té bao trong
do peptit IF7 va peptit thuc hién nay dugc lién két truc tiép hodc gian tiép qua c4u ndi, uu
tién hon dbi vé6i peptit trong do6 peptit IF7 nay va peptit thuc hién ndy dugc lién két truc
tiép hodc qua peptit bao gbm tir 1 dén 20 axit amin, con wu tién hon nita i véi peptit
trong do peptit thuc hién nay duoc lién két truc tiép voi dau tan cing C cla peptit IF7 nay
hodc qua peptit bao gdm tir 1 dén 20 axit amin, con wu tién hon nira d6i v6i peptit trong d6
peptit thuc hién nay dugc lién két v6i dau tan cung C cta peptit IF7 nay qua peptit bao
gbm tir 1 dén 5 axit amin, va wu tién dic biét d6i voi peptit trong d6 dau tan cung C cua
peptit IF7 nay chi bao gdm céc L-axit amin dugc lién két voi dau tan cung N cua peptit
thuc hién nay chi bao gdm cac D-axit amin qua peptit bao gbm tir 1 dén 5 L-axit amin. C4c
vi du v& peptit trong d6 dau tan cing C ctia peptit IF7 nay duoc lién két voi du tan cing
N cua peptit thuc hién nay qua peptit bao gom tir 1 dén 5 axit amin bao gdm trinh tur axit
amin (IFLLWQRRRKLAKLAKKLAKLAKHLAHL) dugc biéu dién bai SEQ ID s6: 40.

Trong truong hop trong do chat diét té bao theo sang ché duoc sir dung lam thude
chita bénh, duong st dung khdng bi giéi han cu thé, va dugc xac dinh mot cach thich hop
phu thudc vao t& bao dich nay va cac md chira céc té bao dich nay. Cac vi du vé dudng sir
dung chit diét té bao theo sang ché bao gébm dudong miéng, duong dung tinh mach, duong
dung trong mang bung, duong dung thut thao, va tuong tu.

Chét diét té bao theo sang ché c6 thé duge bao ché dudi dang thube dang rin ding
qua duong miéng chéng han nhu bdt, hat nho, vién nang, vién nén, va thudc nhai dugc,
thudc dang 16ng dung qua dudng miéng ching han nhu thubc dang dung dich, va dang xiro,
thudc tiém, thude thut, thubc phun, miéng dan, va thudc m& bang phuong phap thong
thuong.

Chét diét té bao theo sang ché dugc bao ché bang cach tron k§ véi ta dugc, chét
két dinh, chét 1am tron, chét phén ré, chét 1am 1ong, dung méi, chit hoa tan, chit dém, chat
tao hon dich, chét nhii tuong, chét tao su déng truong, chit 6n dinh, chét khang khun, chét
chéng oxi hoa, chit tao huong vi, chét tao mau, va tuong tu, tuy thudc vao yéu cAu bao
ché.

Céc vi du vé ta dugce nay bao gém cac sacarit chang han nhu lactoza, glucoza, va
D-manitol, cac xenluloza chéng han nhu tinh bdt va xenluloza tinh thé, cac rugu duong
chéng han nhu erythritol, sorbitol, va xylitol, dicanxi phosphat, canxi cacbonat, va cao lanh.
Céc vi du vé chét két dinh nay bao gom tinh bot da duogc gelatin hoa trude, gelatin, cao su
arabic, metyl xenluloza, carboxy metyl xenluloza, natri carboxy metyl xenluloza,
xenluloza tinh thé, D-manitol, trehaloza, hydroxy propyl xenluloza, hydroxy propyl metyl
xenluloza, polyvinyl pyrolidon, rugu polyvinylic, va twong ty. Céc vi du vé chit 1am tron
nay bao gdm axit stearic, canxi stearat, bot tac, este cla axit béo sucroza, polyetylen glycol,
va twong tw. Cac vi du vé chat phan rd nay bao gdm polyvinyl pyrolidon lién két chéo
(crospovidon), hydroxy propyl xenluloza mirc 4o thay thé thap, tinh bot, axit alginic, natri
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alginat, va tuong tu. Céc vi du vé chit 1am 1éng nay bao gdm axit silicic, silicic anhydrit,
nhom silicat, canxi silicat, hop chét magie metasilicat aluminat, nhdm oxit, nhom hydroxit,
magie oxit, magie hydroxit, va tuong tu. Céac vi du vé dung mdi nay bao gbém nudce tinh
khiét, dung dich mudi sinh 1y, va tuong tu. Céc vi du vé chét hoa tan nay bao gdm dextran,
polyvinyl pyrolidon, natri benzoat, etylen diamin, salixylat amit, amit cua axit nicotinic,
chét din xuét dau thau diu dugc polyoxy etylen hydro hoa, va twong tu. Céc vi du vé chit
dém nay bao gém natri xitrat hydrat, natri axetat hydrat, natri hydro cacbonat, trometamol,
axit boric, borac, natri phosphat hydrat hai bazo, natri dihydro phosphat, va tuong tu. Cac
vi du vé chét tao hdn dich nay hodc chét nhii héa nay bao gém natri lauryl sulfat, cao su
arabic, gelatin, lecitin, glyxeryl monostearat, ruou polyvinylic, polyvinyl pyrolidon, cac
xenluloza chang han nhu natri carboxy metyl xenluloza, dau thau dau dugc polyoxy etylen
hydro hoéa, va tuong tu. Céc vi du vé chit tao dang truong nay bao gbm cac sacarit chang
han nhu lactoza, glucoza, va D-manitol, natri clorua, kali clorua, glyxerin, propylen glycol,
polyetylen glycol, uré, va tuong tw. Cac vi du vé chét 6n dinh nay bao gém polyetylen
glycol, natri dextran sulfat, natri sulfit, va tuong tw. Cac vi du vé& chét khang khuan nay
bao gém cac para-hydroxybenzoic este, clobutanol, rugu benzylic, rugu phenethylic,
clocresol, axit dehydroaxetic, axit sorbic, va twong tw. Cac vi du vé chét chéng oxi héa bao
gbm sulfit, axit ascorbic, va tuong tu. Céc vi du vé chit tao huong vi bao gdm cac chét 1am
ngot thuong dugce sit dung trong linh vuc thudc chita bénh va thuc phim, hoa chét thom,
va tuong tu. Cac vi du vé chét tao mau nay bao gdm céac nguyén liéu tao mau thuong dugc
st dung trong linh vuc thudc chira bénh va thuc phém.

Chét diét té bao theo sang ché c6 thé duge st dung nguyén thé, va ciing co thé
duoc st dung dudi dang ché phém chita bénh bao gém ca cac thanh phﬁn khac. Cac vi du
vé cé4c thanh phan khac nay c6 trong ché pham chita bénh nay bao gdm ta duoc, chat két
dinh, chét lam tron, chét phén ra, chét lam 16ng, dung moi, chét hoa tan, chat dém, chét tao
hdn dich, chit nhii héa, chét tao déng truong, chét dn dinh, chét khéng khuén, chét chéng
oxi héa, chét tao huong vi, chét tao mau, va tuong tu. Ngoai ra, ché phém chita bénh nay
¢6 thé con chira cac thanh phan c6 hidu qua khac ngoai chét diét té bao theo sang ché.

U tién chét diét té bao theo sang ché duoc sir dung cho céc dong vat c6 vu, uu
tién hon duoc stt dung cho nguoi hodc thia nudi chéng han nhu chudt, chudt nhit, tho, chudt
lang, chudt déng, khi, ciru, ngua, gia suc, lon, lira, chd va meo, va uu tién hon nita la dugc
st dung cho nguoi.

<M0 hinh dong vat bénh lac n1 mac tr cung >

Cac té bao lac ndi mac tir cung biéu hién CNGB3. Ngoai ra, trong nhiéu bénh lac
ndi mac t cung, cac té bao lac ndi mac tr cung nay tang sinh trong o phtic mac. Vi ly do
nay, c6 thé thiét 1ap dong vat nay trong d6 cac té bao biéu hién qua miac CNGB3 dugc cay

ghép trong o phic mac lam mo hinh dong vét bénh lac ndi mac tr cung.

CNGB3 dugc biéu hién qua mirc khong bi gi6i han cu thé mién 1a CNGB3 nay la
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protein thé hién chirc ning gidng voi chirc nang cia CNGB3 nguoi loai hoang (Gene ID:
54714 cua NCBI) dugc bidu hién trong céc té bao lac ndi mac t cung nay. Vi du nhu,
CNGB3 nay c6 thé 1a CNGB3 ngudi, c6 thé 1a protein dong dang cia CNGB3 nguoi thu
duge tir dong vat khong phai 1a ngudi, c6 thé 1a thé dugce bién d6i cia CNGB3 ngudi hodc
thé ddng ding, hodc c6 thé 1a protein c6 chiic ning gibng nhu chiic ning cia CNGB3
nguoi.

Céac vi du vé thé duoc bién dbi nay bao gém protein bao gém trinh tu axit amin
trong d6 mot hodc nhidu axit amin c6 trinh tu axit amin cia CNGB3 ngudi nay hodc thé
déng déng duoc x6a bo, dugce thay thé hodc dugc bd sung thém vao va c6 chitc nang nhu
CNGB3. Uu tién sd lugng axit amin cin dugc x6a bd va tuong tu nam trong khoang tir 1
dén 50, wu tién hon 12 nim trong khoang tir 1 dén 30, uu tién hon nita 1a nam trong khoang
tir 1 dén 20, va con wu tién hon nira 1a nam trong khoang tir 1 dén 10. Céc vi du vé céc axit
amin duoc bd sung thém vao dau tan cing N hodc dau tan ciing C nay ctia CNGB3 nguoi
nay hoic thé déng dang bao gdm peptit nhén ching han nhu nhan His, nhan Myc, va nhan
Flag. Ngoai ra, cac vi du vé thé dugc bién dbi nay bao gom protein bao gbm trinh tu axit
amin c6 do tuong déng trinh tu 1a 70% hoac nhiéu hon, vu tién do tuong déng trinh tu 1a
80% hoic nhiéu hon, wu tién hon nita do twong déng trinh tu 1a 85% hoéc nhiéu hon, con
uu tién hon nita do tuong déng trinh tu 1a 90% hodc nhiéu hon, va con vu tién hon nita do
turong ddng trinh tu 12 95% hodc nhiéu hon véi trinh ty axit amin cia CNGB3 nguoi nay
hodc thé ddng dang nay va co chirc nang gibng nhu CNGB3.

Trong sang ché va ban mo ta sang ché nay, “cc axit amin dugc x6a bo trong
protein” c6 nghia 1a mot s6 axit amin cau thanh nén protein bi mat (dugc loai ra).

Trong sang ché va ban md ta sang ché nay, “cac axit amin trong protein dugc thay
thé” c6 nghia 1a cac axit amin ciu thanh nén protein dugc thay doi thanh céc axit amin
khac.

Trong sang ché va ban mo ta sang ché nay, “cac axit amin trong protein dugc bo
sung thém vao™ ¢6 nghia la c4c axit amin méi dugc dua vao trong protein.

Pé diéu ché cac & bao biéu hién qua mirc CNGB3, té bao (té bao chu) trong d6
cac gen (cac gen CNGB3) ma héa CNGB3 dugc dua vao cd thé khong bi gi6i han cu thé,
c6 thé 1a té bao ndi mé tir cung, c6 thé 1a té bao nudi cdy so cip cua té bao khong phi la
té bao ndi mod tur cung nay dugc thu thap tir cdc mo dong vat, hoac ¢ thé 1a chung té bao
nudi cdy. Ngoai ra, té bao chu dugc dua cac gen CNGB3 vao ¢ thé 1a té bao thu duoc tir
ngudi, hodc ¢ thé 1a té bao thu duogc tir dong vat khong phai 1a nguoi.

Té bao bidu hién qua mirc CNGB3 nay thu dugc bing cach dua cdc gen CNGB3
vio té bao chi & trang thai c6 thé biéu hién duoc. Cu thé 13, vat truyén biéu hién dugc két
hop caset biéu hién bao gbm t6 hop cia ADN can dé bidu hién CNGB3 dugc dua vao té
bao chu nay. Caset biéu hién nay bao gbdm gen ma hoa protein dugc biéu hién nay va gen
khoi ddu diéu khién biéu hién cua gen nay. Caset bidu hién nay c6 thé con chira bit ky mot
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hodc nhiéu gen két thuc, vung khong dugce dich ma 5', va ving khong dugc dich ma 3°. Uu
tién caset biéu hién 12 caset biéu hién bao gdm tit ca trinh tu gen ma héa protein, gen khai
dau, gen két thic, ving khong dugc dich ma 5°, va vung khong dugce dich méd 3°. Gen
CNGB3 nay dugc dua vao té bao chi ny co thé 1a bat ky gen ndo mién 1a gen nay bao
gém trinh tu bazo ma héa CNGB3 bao gém trinh tu axit amin dich, hodc co thé duogc bién
ddi tiry thudc vao tan xuét coddon clia té bao chii nay.

Gen khéi ddu nay va gen két thiic nay c6 thé 1a bat ky gen nao mién 1a gen khoi
du nay va gen két thiic nay hoat dong trong té bao chu nay. Gen khoi d4u nay va gen két
thiic nay hoat dong trong té bao chu nay co6 thé ban dau co trong té bao chu nay, hoic c6
thé ban dau khong co trong té bao chu nay.

Do vit truyén dung dé diéu ché vat truy &n biéu hién duogc két hgp caset biéu hién
cua gen CNGB3 vao, c6 thé sir dung vat truyén tity chon thudng dugc st dung dé dua vao
té bao chu nay. Vat truyén nay c6 thé 1a vat truyén c6 plasmid dang vong, c6 thé 1a vat
truyén dang mach théng, hoac co thé 1a vat truyén virus chfmg han nhu vi rut a-dé-nd
(adeno virus). Ciing c6 thé didu ché vat truyén biéu hién bing cach két hgp gen CNGB3
vAo Vi tri tach dong cta vat truyén biéu hién té bao dong vat cé va c6 sén trén thi trudng.

Té bao bidu hién qua mirc CNGB3 nay c6 thé 1a té bao da dugce dua ADN la vao
(transformant) trong do6 caset biéu hién nay cua gen CNGB3 nay duoc gitt 1am gen ngoai
nhiém sic thé trong té bao nay cua té bao chu nay hoic té bao da dugc dua ADN la vao
duogc két hop trong nhiém sic thé cua té bao chil nay. Ngoai ra, do phuong phép bién doi
dua vat truyén biéu hién vao trong té bao dong vat c6 va dung lam vt chu, ¢o thé Iva chon
thich hgp mot phuong phap trong sd cac phuong phap bién dbi da biét chang han nhu
phuong phép bom vt liéu gen vao té bao bang liposom (lipofection), phuong phéap ling
dong canxi phosphat, phuong phap liti axetat, va phuong phap di¢n di (electroporation
method) va thuc hién phuong phép nay. Té bao biéu hién qua mirc CNGB3 thu duoc ¢
thé dugc nuéi cdy dudi didu kién gidng nhu diéu kién cua té bao dong vét c6 vii ding lam
vat chu.

Loai sinh vét thudc cac dong vat c6 v khong phai 1a ngudi trong do té bao biéu
hién qua mic CNGB3 dugc céy vao 6 phtc mac khong bi gidi han cu thé. Vi du nhu, uu
tién thu nudi chéng han nhu chudt, chudt nhat, thd, chudt lang, chudt déng, khi, ctru, ngua,
gia stc, lgn, lira, cho, va meéo hodc cac dong vat thir nghiém dugce dung lam mo hinh dong
vat bénh lac ndi mac tir cung theo sang ché. Su céy ghép té bao biéu hién qua muc CNGB3
nay vao trong 6 phiic mac c6 thé duoc thuc hién thong thuong.

<Dau an sinh hoc>

Exosome bao gom cac phan it sinh hoc duge bidu hién trong cac mang té bao cua
cac té bao gbc giai phong ra exosome nay. Nhu duge md ta trén day, mot luong I6n CNGB3
duoc biéu hién trong cac mang té bao nay clia té bao ndi mac tir cung nay, va exosome nay
duogc giai phong tu té bao noi mac tir cung nay bao gdbm CNGB3. Tuong tw, CNGB3 ciing
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duoc biéu hién trong cac té bao ung thu khac nhau, va exosome ndy dugc gidi phong tur
cac t bao ung thu bao gdbm CNGB3. Vi ly do nay, lugng CNGB3 trong exosome nay la
hitu dung dé 1am déu 4n sinh hoc cho bénh lac ndi mac tir cung hodc bénh ung thu.

<Phuong phép xé4c dinh kha nang mic bénh >

Phuong phap xac dinh kha nang mic bénh theo sang ché (sau diy, duoc goi 1a
“phuong phap danh gia theo sang ché”) 1a phuong phap xac dinh kha nang mic bénh trong
d6 c6 bidu hién CNGB3, bang cach sir dung CNGB3 nay trong cic exosome lam du 4n
sinh hoc. Trong co thé dong vat trong d6 céc té bao gdy bénh da biéu hién CNGB3 dé pht
trién bénh (sau day, dugc goi la “bénh biéu hién cao CNGB3”), mot lugng 16n cac exosome
bao gdm mdt luong 1on CNGB3 dugc tiét ra tir cac té bao gdy bénh nay. Mat khac, do
CNGB3 dugc biéu hién chi trong cdc mo bi gidi han trong cac té bao binh thuong, cac
exosome bao gobm mdt lwgng 16n CNGB3 1a rat it trong co thé dong vat khong phat trién
bénh biéu hién cao CNGB3. Vi ly do nay, dua vao lugng CNGB3 nay trong exosome nay,
¢6 thé nhan ra nhém bénh nhan va nhém khong phai bénh nhan méc bénh biéu hién cao
CNGB3 nay. Theo phuong phap danh gia theo sang ché, kha ning ddi tugng dong vat nay
dd méc cac bénh biéu hién cao CNGB3 dugc danh gia bang cach do CNGB3 trong exosome
duoc thu thap tir dbi twong dong vat ndy, va so sanh gia tri do thu duogc nay véi gia tri
chuén dugc thiét 1ap trude.

Vi du dién hinh v& c4c bénh biéu hién cao CNGB3 nay 12 bénh lac ndi mac tir cung
hodic bénh ung thu trong &6 CNGB3 dugc bidu hién. Ngoai ra, ddi trong dong vat la déi
tuong dugc danh gia boi phuong phép dénh gia theo sang ché c6 thé 1a ngudi, hodic ¢6 thé
1a déng vat khong phai 1a ngudi. Loai sinh vét thude cac dong vét khong phai nguoi khong
bi gidi han cu thé, va vi du v& loai sinh vat nay bao g@)m thu nuoi ch?mg han nhu chuot,
chuot nhat, tho, chudt lang, chudt déng, khi, ctru, ngua, gia stc, lon, ltra, chd, va meo hodc
cac dong vat thir nghiém. Uu tién dbi twong dong vat 1a déi twong dugc danh gid boi
phuong phap danh gia theo sang ché 13 nguoi, tha nudi va cac dong vat thir nghiém va uu
tién hon 1a nguoi.

Cu thé 13, trong trudong hop trong do gié tri do cua CNGB3 trong exosome nay 1on
hon gia tri chuén dugc thiét 1ap trude, nguoi ta danh gia ré‘mg dbi tuong dong vat dugce thu
thap exosome c6 kha nang cao méic bénh biéu hién cao CNGB3. Gia tri chuin nay 13 gia
tri chudn dé nhan ra cac bénh nhan va ngudi khong méc bénh biéu hién cao CNGB3 nay.

Gia tri chuén nay c6 thé thu dugc bang thir nghiém 1a ngudng c6 kha nang do
luong CNGB3 trong exosome cua nhom bénh nhan nay va nhém khong phai bénh nhan
mic bénh biéu hién cao CNGB3 nay va phan biét ca hai nhém nay. Phuong phép xac dinh
gia tri chuén ctia luong CNGB3 trong exosome ndy theo sang ché khong bi gi6i han cu thé,
va, vi du nhu, thu dugc bang phuong phap thong ké thong thuong.

Vi du vé phuong phap thu dugc gia tri chuén, vi du nhu, exosome ctia bénh nhin
dugc chin doan 1a bénh nhan méc bénh biéu hién cao CNGB3 dich dugc thu thap bing cac
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phuong phép khac chéng han nhu xét nghiém bénh hoc dugc thuc hién thong thuong, va
do lvgng CNGB3 nay. Sau khi thuc hién phép do trén nhiéu bénh nhén, c6 thé tinh todn
luong CNGB3 trong exosome cua ciac bénh nhén nay bing gié tri trung binh va thiét 1ap
gi tri bang sb bao gdm gia tri trung binh nay lam gia tri chuén.

Ngoai ra, ¢6 thé thuc hién phép do lugng CNGB3 trong exosome nay d6i voi nhidu
bénh nhan c6 biéu hién cao CNGB3 va nhiu ngudi khong phai bénh nhan biéu hién cao
CNGB3, dé tinh toan ca lugng CNGB3 trong exosome ndy ciia nhom bénh nhan biéu hién
cao CNGB3 nay va clia nhom khong phai bénh nhéan biéu hién cao CNGB3 nay va sy bién
d6i clia gi4 tri trung binh, d& thu dugc ngudng trong d6 ca hai gid tri bang s6 dugc phan
biét bai viec xem xét cac bién ddi, va dé thiét 1ap cac gia tri nay 1am gi4 tri chuan.

Trong bénh biéu hién cao CNGB3 can duoc danh gi, trong truong hop trong dé
CNGB3 dugc biéu hién rd rang trong cac té bao gay bénh nay, gia tri chudn nay c6 thé
duoc thiét 1ap 1a gia tri gidi han phat hién cia CNGB3. Trong truong hop trong d6 CNGB3
dugc phat hién tir exosome dugc thu thap tir dbi tuong dong vat nay, co thé danh gia réng
dbi tugng dong vat nay c6 kha nang cao méc bénh biéu hién cao CNGB3 nay, va trong
truong hop trong d6 khong phat hién thdy CNGB3 nay, c6 thé danh gia rang ddi tuong
dong vat nay c6 kha nang cao khong méc bénh biéu hién cao CNGB3 nay.

Phuong phap do lugng CNGB3 trong exosome nay duoc thu thép tur dbi tuong
dong vat nay khong bi gié1 han cu thé, va c6 thé thuc hién phép do bang cac phuong phéap
khac nhau thuong dugc st dung khi do dinh lugng hodc do ban dinh lugng biéu hién cua
protein nay. Cac vi du vé phuong phéap nay bao gbdm cac phuong phap st dung phan tng
mién dich chang han nhu phuong phap ELISA, hoa md mién dich, va phuong phéap thim
tach phuwong Tay (Western blotting method). Ngoai ra, lvgng CNGB3 trong exosome nay
duoc thu thap tu dbi tugng dong vat nay co thé duoc thu nhan lam lugng exosome bao
gdm CNGB3. CNGB3 nay chii yéu c6 trén bé mat mang kép lipit clia exosome nay. Vi 1y
do nay, ciing c6 thé do lwgng CNGB3 trong exosome nay bang cach 4p dung cac phuong
phap khac nhau dé do exosome c6 phan tir bé mit dac hiéu. Cac vi du vé céc thiét bi do
exosome cO phan tir bé mit dc hiéu nay bao gbm cac hé théng do exosome ching han nhu
“Exo Counter” (do JVC Kenwood Corporation san xuét), “dNano” (do Meiwafosis Co.,
Ltd. san xuét), “Nano Sight” (do Quantum Design Japan san xuét), va “SP6800” (Sony
Corporation).

Trong phuong phéap do bing cach st dung phan img mién dich, c6 thé sir dung bt
ky khéng thé khang CNGB3 nao. Ngoai ra, thay thé cho khéng thé khang CNGB3 nay, c6
thé st dung phén tir lién két véi CNGB3. C6 thé sir dung bat ky chét nao trong s peptit,
protein, axit nucleic, phan tu thap, va tuong tu lam phan t nay. Ngoai ra, vu tién phan ti
nay 12 san pham duge gin nhan (mot hop chét trong d6 hop chat dan nhan lign két tryc tiép
hodc gian tiép v6i vi tri lién két véi CNGB3). Hop chét dan nhén nay khong bi gidi han cu
thé, va, vi du nhu, ¢6 thé 1a phan tu thép chéng han nhu biotin, c6 thé 1a chét huynh quang,
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c6 thé 14 enzym, hodc co thé 1a peptit nhan chang han nhu nhan His, nhan Myc, va nhan
Flag.

Vi du nhu, vu tién peptit lién két véi CNGB3 nay 1a peptit lién két CNGB3 duoc
md ta trén day hodc san pham dugc gin nhan ndy, va uu tién dic biét d6i voi peptit Z13
hodc san phdm duoc gin nhan nay. Ngoai ra, cling c6 thé str dung peptit ¢ kha ning lién
két véi CNGB3 ching han nhu peptit bao gdm trinh tu axit amin duoc biéu dién béi SEQ
ID s6: 41 (MQRTRATPG) (sau day, dugc goi la “peptit Z24”) va peptit bao gdbm trinh tu
axit amin dugc biéu dién bai SEQ ID sé: 42 (VRSSRSTPQ) (sau déy, dugc goi la “peptit
711”) (d6i v6i mdi loai trong ca hai loai nay, goi 1a NPL 1). Peptit trong d6 tat ca nhom
chirc peptit bao gdm cac L-axit amin c6 thé duoc sir dung 1am peptit lién két véi CNGB3
nay, va ciing c6 thé sir dung peptit bao gdm cac D-axit amin lam peptit lién két voi CNGB3
nay. Vi du nhu, ¢ thé sur dung peptit Z13 dugc biotin hoa, va by g@)m avidin va streptovin
dugc dan nhan enzym va huynh quang.

Exosome nay dugc st dung trong viéc do lugng CNGB3 ¢6 thé 1a exosome dugc
thu thap tir déi tuong dong vat, hodc c6 thé chinh 1a miu sinh hoc dugc thu thap tir doi
tuong dong vét nay, nhung uu tién exosome dugc tinh ché tir mau sinh hoc nay. Viéc phan
tach exosome nay tu mau sinh hoc nay c6 thé duoc thuc hién, vi du nhu béng cach str dung
b6 dung cu dung dé phan tach exosome c6 sén trén thi trudng.

Mau sinh hoc bao gdm exosome nay khong bi gi¢i han cu thé, nhung c6 thé 1a méau,
huyét tuong, huyét thanh, nuGc mat, nude bot, dich mang bung, nude tiéu, va tuong tu,
hodc ¢6 thé 14 cac miu mo dugce thu thap tor mang niém mac chéng han nhu niém mac ta
cung va mang niém mac 6ng tiéu hoa hoac cac mo chéng han nhu gan, da day, rudt non,
va rudt gia. Trong s6 cac miu sinh hoc nay, mau, huyét tuong, va huyét thanh duoc sir
dung rong rai lam cic mau 1am sang va c6 thé duoc thu thap xam 14n twong dbi it nhat. Vi
ly do nay, uu tién exosome dugc phan 1ap tr mau dugc thu thap tir dong vat mau, dic biét
1a huyét twong hoic huyét thanh, 12 exosome dugc st dung dé do lugng CNGB3 trong
phuong phép danh gia theo sang ché. Do phuong phép dénh gia theo sang ché c6 thé dugc
thuc hién bang cach str dung exosome dugc phén 18p tir huyét thanh va twong tu lam mau
thtr, phuong phap danh gié theo sdng ché ciing hiéu qua trong viéc sang loc nhanh bénh
biéu hién cao CNGB3 chang han nhu kham strc khoe.

Phuong phap danh gia theo sang ché c6 thé dugc st dung trong danh gia cac hiéu
qua chita bénh trong viéc didu tri bénh biéu hién cao CNGB3 nay. Vi du nhu, phuong phap
dénh gi4 theo sang ché duge thuc hién trén bénh nhan méc bénh biéu hién cao CNGB3 nay
trude khi bit dAu va sau khi hoan thanh viéc diéu tri bénh biéu hién cao CNGB3 nay. Trong
treong hop trong d6 cac té bao gay bénh biéu hién cao CNGB3 nay giam, hodc hoat tinh
sinh Iy nay gidm trong co thé bénh nhan boi viée diéu tri ndy, trong co thé cia bénh nhan
nay, lugng exosome dugc bai tiét tir cac té bao gy bénh biéu hién cao CNGB3 nay giam.
Vi ly do nay, trong truong hop trong d6 lugng CNGB3 trong exosome nay giam dang ké
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sau khi diéu tri so v6i trude khi diéu tri, c6 thé danh gia ring da thu dugc hidu qua diéu tri
bang cach diéu tri nay. Ngoai ra, ¢6 thé danh gii ring s6 phan tram giam ctia lugng CNGB3
trong exosome nay cang lén, hiéu qua didu tri nay cang cao. C6 thé kiém soét hiéu qua
diéu tri nay bang cach thuc hién phuong phap danh gia theo sang ché theo thoi gian ngay
c4 trong qua trinh diéu tri, ngoai viéc thuc hién phuong phap danh gia nay trudc khi bét
dAu va sau khi két thuc didu tri bénh biéu hiéncao CNGB3 nay.

Ngoai ra, bang cach thuc hién phuong phap dénh gia theo séng ché trén dong vat
bi nhidm bénh biéu hién cao CNGB3 nay it nhit mot 1in theo thoi gian, c6 thé kiém soat
viéc ¢6 hodc khong c6 bénh biéu hién cao CNGB3 nay ciia dong vat bi nhiém. Vi du nhu,
trong truong hgp trong d6 bénh biéu hién cao CNGB3 nay 1a bénh c6 nguy co tai phat cao
ngay ca trong truong hop da dugc chita tri chéng han nhu bénh ung thu hodc bénh lac ndi
mac tir cung, bang cach thuc hién phuong phap dénh gid theo sang ché trén bénh nhan mac
bénh bidu hién cao CNGB3 nay theo thoi gian, c6 thé kidm soat sw xuat hién hodc khong
xuét hién sy tai phat. Vi du thwe hién sang ché Tiép theo, sang ché s& dugc gidi thich chi
tiét hon bang cach sir dung cac vi du. Sang ché khong bi giéi han & cac vi du nay.

<M hinh t& bao bénh lac ndi mac i cung (té bao A431-CNGB3-myc)>

Chuén bi té bao da dugc bién ddi (té bao A431-CNGB3-myc) thu dugc bang cach
dua gen ma héa CNGB3 nguoi, trong dé6 nhan myc dugc hgp nhét trong dau tan cing C,
vao té bao A431 (ching té bao thu dugc tir bénh ung thu té bao loai biéu md nguoi) va
biéu hién manh mé cia té bao nay dé 1am mé hinh té bao bénh lac ndi mac tir cung.

Thue hién nudi ciy té bao A431-CNGB3-myc nay & 37°C trong mdi trudng cacbon
dioxit 5% theo thé tich bang cach str dung mdi truong trong d6 10% FBS da bi bét hoat
(bovine fetal serum, do Corning Corporation san xudt) va 1% penicillin-streptomycin (do
Invitrogen Corporation san xuét) duoc chila trong mdi truong glucoza cao DMEM
(DMEM High Glucoza Medium) (do GIBCO Corporation san xuét), 1am méi trudng nudi
cdy. Thuc hién chuyén tiép mdi hai hodc ba ngay.

<M hinh chudt mac bénh lac ndi mac tir cung>

Céc té bao A431-CNGB3-myc duoc cdy ghép vao khoang mang bung cta chudt
bi suy giam mién dich (ching NOD/ShiJic-scid Jcl, do CLEA Japan, Inc. cung cép) dé diéu
ché m6 hinh chudt méc bénh lac ndi mac tir cung.

Cu thé 13, sau khi r3 dong cac t& bao A431-CNGB3-myc dugc trit dong, didu ché
dung dich té bao bang cach bd sung thém mai trudng nudi ciy vao cac té bao dugc chuyén
tiép hai 14n bang cach sir dung dia 10 cm (do Thermo Fisher Scientific Co., Ltd. san suét,
s6 Lo F3BAXQ103) dé cho c6 duoc 1 x 107 & bao/0,5 mL/co thé dugc st dung lam dung
dich thube diéu tri. Dung dich thudc diéu tri nay dugc dua vao trong mang bung cua chudt
c4i 7 tun tudi bi bi suy giam mién dich ngay sau khi diéu ché dé cly ghép céc té bao A431-
CNGB3-myc nay.
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Déi v6i chudt nay, tir 5 dén 10 con chuot/1dng trong 16ng polycacbonat (chiéurdng
(W) x chidu dai (D) x chiéu cao (H) =270 x 440 x 187 (mm)) dugc nudi dudng trong moi
truong c6 nhiét do ndm trong khoang tir 19,8°C dén 27,1°C, d6 4m ndm trong khoang tir
32% dén 75%, va chiéu sdng 12 gio. Thirc an (CRF-1 tiét trung (loai ran), do Oriental Yeast
Co., Ltd. san xuét) va nuéc ubng (nudc may tiét tring) dugc st dung tu do.

Khang dinh viéc chuén bi m6 hinh bang cach quan sat va thu thap khdi u mang
bung. Mot dén ba tuan sau khi ciy ghép té bao A431-CNGB3-myc, tién hanh mé xéc kham
nghiém trén mdi hai con chudt mot tudn dé kiém tra biang mit xem liéu c6 quan sét thay
khéi u (dang hat khoang 1 mm) trong phtic mac hay khong va chup anh. Sau d6, phtic mac
nay dugc thu thap, va duoc cit ra bbn vi tri (mdi vi tri & bén trai va bén phai ciia bung va
lung), 1an lugt duoc nhing vao va ¢ dinh trong dém trung tinh 10% formalin, va lam lanh.
Phtic mac nay sau khi dugc cb dinh trong formalin dugc cho nhuom hoda mod mién dich
bang cach sir dung khéng thé khang c-myc dé kiém tra tinh trang phan tan.

Két qua cta viéc kiém tra bang mit ddi véi chudt sau khi chy ghép té bao A431-
CNGB3-myc, trong thir nghiém thu nhat, mic du khdi u dugc xac nhan bang mit 1 tuan
sau khi cdy ghép, khdng quan sét thiy su phat tdn & mang bung, nhung hai hodc ba tun
sau khi cdy ghép, x4c nhan dugc bang mit khdi u va su phan ton & mang bung. Trong thir
nghiém th hai, x4c nhan dugc bang mit sy phan tin & mang bung ngay sau khi cly ghép
1 tudn. Ngoai ra, két qua cua viéc nhudém c-myc cua doan md mang bung clia chudt sau
khi cdy ghép 13, di khing dinh ring mot tuan sau khi ciy ghép nay, di xay ra sy phén tan
& mang bung.

[Vi du tham chiéu 1]

Trong peptit trong d6 peptit KLAK, peptit HLAH, va peptit li€n két CNGB3 duoc
lién két, kiém tra anh hudng cua loai trinh tu axit amin ndy cia peptit lién két CNGB3 nay
dén cuong do doc tinh gay doc t€ bao chdng lai cac té bao bénh lac ndi mac tir cung.

Cu thé 14, hai loai peptit bao g@)m cac trinh tu axit amin dugc thé hién trong Bang
2 dugc tong hop, va so sanh ddc tinh gay doc té bao chdng lai cac té bao A431-CNGB3-
myc. Trong hai loai peptit ndy, nhém chirc trinh ty KLAK nay va nhém chte trinh tu
HLAH nay duoc tdng hop tir cdc D-axit amin, va nhém chire peptit lién két CNGB3 nay
duge tong hop bang cac L-axit amin.

[Bang 1]
KLAK-HLAH | Seq. Seq. s0
WT | 14+14 KLAKLAK-KLAKLAK-HLAHLAH- 8
HLAHLAH-VRRADNRPG
D5E | 14+14 KLAKLAK-KLAKLAK-HLAHLAH- 9
HLAHLAH-VRRAENRPG
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<Panh gia cac tinh chat diét té bao >

Hoat tinh diét té bao ndy ctia mdi peptit dugc ddnh gia bang cach do luong ATP
trong cac té bao A431-CNGB3-myc duge Xt ly bang mdi peptit bang cach sir dung bd
dung cu thtr nghiém CellTiter-Glo (nhan hiéu da dugc dang ky) (do Promega san Xuat).

Cu thé 13, dau tién, céac té bao A431-CNGB3-myc sau hai lan chuyén tiép duoc
phén tan vao trong dia 96 15 (do Corning/Costar san xudt, s6 16 00515003) dé c6 duge 1 x
10* t& bao/13 bang cach diéu ché nong do clia cc té bao nay. Sau khi nuéi ciy trong 2 ngay
sau khi phan tan, b sung thém méi peptit vao mdi 15 dé cho ndng do cudi cung lan lugt 1
14 35,5, 75 hodc 150 uM, va nudi cdy trong 24 giv. Sau do, 14y vang nudi cdy ra khoi mdi
13, va bd sung thém dém CellTiter-Glo vao cac té bao con lai, va sau khi déng nhét, thu lai
vang nay bang cach ly tAm va st dung lam dich thuy phan. B6 sung thém luong gép doi
PBS va 2 14n thudc thir CellTiterGlo c6 lugng twong duong vé6i dich thiy phan nay vao
dich thiy phan nay va khudy dé thu dugc dung dich phén tmg, va gitt yén dung dich phin
mg nay & nhiét do phong trong 10 phut. Po cudong dd phat quang (Luminescence) (RLU:
RELATIVE LIGHT UNITS - don vi 4nh séng twong ddi) ctia dung dich phan tmg nay sau
khi gitt yén & nhiét do phong bang cach str dung méay doc vi dia da ché d6 lai ghép Synergy
H1 (do BioTek Corporation san xuét). Cuong do phat quang cta dung dich phan Gng nay
1a chi bao lugng ATP. Chi bdo nay thé hién rang cudng dd phét quang cta dung dich phan
mg nay cang nho, thi lugng ATP cang nhd, va hoat tinh diét té bao cua peptit duge dua
vao cang manh. T4t ca cac thir nghiém dugc do ba lan va gié tri trung binh dugc danh gia
1a hoat tinh diét té bao nay & ndng do nay ctia mdi peptit.

Khi d4nh gia hoat tinh diét té bao chdng lai céc té bao A431-CNGB3-myc nay cta
mdi peptit, két qua do cudng do phat quang (RLU) cua mdi dung dich phan tng dugc thé
hién trong FIG. 1. Trong FIG. 1, “WT” chi bao két qua cua peptit WT cua Bang 1, va
“DSE” chi bao két qua cua peptit DSE cua Bang 1, mot cach tuong ung. Ca hai peptit déu
thé hién hoat tinh diét t& bao phu thudc vao ndng do. Peptit WT trong d6 peptit lién két
CNGB3 nay la peptit Z13 thé hién hoat tinh diét té bao manh hon so v6i peptit DSE nay
trong d6 peptit lién két CNGB3 nay 1a peptit c6 SEQ ID so: 4.

[Vidul]

Trong peptit trong d6 peptit KLAK nay, peptit HLAH nay, va peptit Z13 nay dugc
lién két, do dai ca trinh tu KLAK nay va trinh ty HLAH nay dugc t6i wu hoa dé cho cudng
do doc tinh gay doc té bao chéng lai cac té bao lac ndi mac tir cung nay tré nén tdi da.

Cu thé 13, 16 loai peptit bao gbém trinh tu axit amin dugc thé hién trong Bang 2
duge tong hop, va so sdnh doc tinh gay doc té bao chdng lai cac té bao A431-CNGB3-myc
nay. Trong 16 loai peptit nay, nhom chirc trinh ty KLAK nay va nhém chire trinh tuy HLAH
nay dugc tong hop tlr cac D-axit amin, va nhom chuc peptit Z13 nay duoc téng hop bang
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cac L-axit amin.

[Bang 2]
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Peptit

KLAK-HLAH Seq.

Seq. s6

1

14+14

KLAKLAK-KLAKLAK-HLAHLAH-HLAHL AH-
VRRADNRPG

14+13

KLAKLAK-KLAKLAK-HLAHLAH-HLAHLA-
VRRADNRPG

10

14+12

KLAKLAK-KLAKLAK-HLAHLAH-HLAHL-
VRRADNRPG

11

14+11

KLAKLAK-KLAKLAK-HLAHL AH-HLAH-
VRRADNRPG

12

14+10

KLAKLAK-KLAKLAK-HLAHLAH-HLA-
VRRADNRPG

13

14+9

KLAKLAK-KLAKLAK-HLAHLAH-HL-
VRRADNRPG

14

14+8

KLAKLAK-KLAKLAK-HLAHLAH-H-VRRADNRPG

14+7

KLAKLAK-KLAKLAK-HLAHLAH-VRRADNRPG

16

HLAH-KLAK

14+14

HLAHLAH-HLAHLAH-KLAKLAK-KLAKLAK-
VRRADNRPG

17

10

14+13

HLAHLAH-HLAHLAH-KLAKLAK-KLAKLA-
VRRADNRPG

18

11

14+12

HLAHLAH-HLAHLAH-KLAKLAK-KLAKL-
VRRADNRPG

19

12

14+11

HLAHLAH-HLAHLAH-KLAKLAK-KLAK-
VRRADNRPG

20

13

14+10

HLAHLAH-HLAHLAH-KLAKLAK-KLA-
VRRADNRPG

21

14

14+9

HLAHLAH-HLAHLAH-KLAKLAK-KL-
VRRADNRPG

22

15

14+8

HLAHLAH-HLAHLAH-KLAKLAK-K-VRRADNRPG

23

16

14+7

HLAHLAH-HLAHLAH-KLAKLAK-VRRADNRPG

24
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Nong d6 cubi cing cia mdi peptit dugc bd sung thém vio cic té bao A431-
CNGB3-myc nay dugc phan tan vao dia 96 16 nay dugc thiét lap 1a 2,34, 4,69, 9,38, 18,8,
37,5, 75 hodc 150 uM, va danh gié hoat tinh diét té bao ctia mdi peptit theo cach thic gidng
nhu céach thire trong Vi du tham chiéu 1, ngoai trir thoi gian nuéi cdy sau khi bd sung thém
peptit nay duoc dit1a 20 gio. Khi danh gia hoat tinh diét t& bao chdng lai céc t€ bao A431-
CNGB3-myc nay ctia mdi peptit, két qua do cudng d6 phat quang (RLU) cta mdi dung
dich phan ung duoc thé hién trong FIG. 2. Trong hinh v& nay, “1” dén “16” thé hién két
qua cua dung dich phan ting duoc bd sung thém céc peptit 1 dén 16 trong Bang 2, mot cach
tuong tng. TAt ca cac peptit nay déu thé hién hoat tinh diét té bao phu thudc vao ndng do
20 gid sau khi bd sung thém peptit nay. Cac peptit tir 1 dén 8 trong dé peptit c6 trinh tyu
HLAH duoc lién két v6i doan phia sau cua peptit co trinh ty KLAK thé hién hoat tinh diét
té bao manh hon so v6i cac peptit 9 dén 16 trong do peptit c6 trinh tw KLAK dugc lién két
v61 doan phia sau cua peptit ¢6 trinh tu HLAH. Ngoai ra, trong céc peptit tir 1 dén 8, peptit
ngin nhét 8 ¢6 hoat tinh diét t€ bao manh hon so véi peptit dai nhét 1, va trong céc peptit
tlr 9 dén 16, peptit ngén nhét 16 c6 hoat tinh diét t& bao manh hon so v6i peptit dai nhat 9.

[Vi du 2]

Peptit 8 nay thé hién hoat tinh diét té bao manh nhét trong Vi du 1 dwoc lam ngan
thém dé t6i vu hoa cuong do doc tinh gay doc té bao chéng lai cac té bao lac ndi mac tir
cung nay dén gia tri tbi da.

Cu thé 13, 14 loai peptit bao gdm céc trinh tu axit amin dugc thé hién trong Bang
3 dugc tdng hop, va so sanh doc tinh gdy doc té bao chéng lai cac té bao A431-CNGB3-
myc. Trong 14 loai peptit nay, nhoém chirc trinh ty KLAK nay va nhém chrc trinh tw HLAH
nay duoc tong hop tir cdc D-axit amin, va nhom chirc peptit Z13 nay duoc tdng hop bang
cac L-axit amin.

[Bang 3]

Peptit [KLAK-HLAH|Seq. Seq. s

o L417 KLAKLAK-KLAKLAK-HLAHLAH- s
VRRADNRPG
KLAKLAK-KLAKLAK-HLAHLA-

Al 14+6 25
VRRADNRPG

A2 14+5 KLAKLAK-KLAKLAK-HLAHL-VRRADNRPG 26

A3 14-+4 KLAKLAK-KLAKLAK-HLAH-VRRADNRPG 27

A4 14+3 KLAKLAK-KLAKLAK-HLA-VRRADNRPG 28

A5 14+2 KLAKLAK-KLAKLAK-HL-VRRADNRPG 29

A6 14+1 KLAKLAK-KLAKLAK-H-VRRADNRPG 30
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n1 1347 KLAKLAK-KLAKLA-HLAHLAH- 31
VRRADNRPG
B2 12+7 KLAKLAK-KLAKL-HLAHLAH-VRRADNRPG [32
B3 11+7 KLAKLAK-KLAK-HLAHLAH-VRRADNRPG [33
B4 10+7 KLAKLAK-KLA-HLAHLAH-VRRADNRPG 34
B5 0+7 KLAKLAK-KL-HLAHLAH-VRRADNRPG 35
B6 8+7 KLAKLAK-K-HLAHLAH-VRRADNRPG 36
B7 7+7 KLAKLAK-HLAHLAH-VRRADNRPG 37

Hoat tinh diét té bao cuia mdi peptit dwgc dédnh gia theo cach thirc gibng nhu cach
thire trong Vi du 1. Khi danh gia hoat tinh diét té bao chdng lai céc té bao A431-CNGB3-
myc ciia mdi peptit, két qua do cudng dd phat quang (RLU) ctia dung dich phan tmg dugc
xtt 1y bing peptit 8 ndy va cac peptit tir Al dén A6 dugc thé hién trong FIG. 3, va két qua
do cuong do phat quang (RLU) cta dung dich phan tng dugc xtr Iy bang peptit 8 ndy va
céc peptit tir B1 dén B7 duoc thé hién trong FIG. 4. Trong c4c hinh vé nay, “#8” thé hién
két qua cia dung dich phan tng dugc b6 sung thém peptit 8 trong Bang 3 vao, tir “Al” dén
“A6” va tir “B1” dén “B6” thé hién két qua ctia dung dich phan tmg duoc bd sung thém
cac peptit tr Al dén A6 va tir B1 dén B6 trong Bang 3 vao, mot cach tuong ung. Trong
cAc peptit tir A1 dén A6 c6 trinh tw KLAK bao gdm 14 axit amin, cac peptit tir A3 dén A6
¢6 trinh ty HLAH bao gdm 4 axit amin hodc it hon thé hién hoat tinh diét té bao ngay ca
khi ndng do cudi cing cua peptit nay 1a 75 uM (FIG. 3). Ngoai ra, trong cac peptit tir B1
dén B7 ¢6 trinh tw HLAH bao gdm 7 axit amin, cac peptit tir B3 dén B7 ¢6 trinh tu KLAK
bao gdm 11 axit amin hogc it hon thé hién hoat tinh diét té bao ngay ca khi nong cd cubi
cung cua peptit nay 1a 75 uM (FIG. 4). Ngoai ra, chi c6 peptit A2 thé hién hoat tinh diét té
bao manh hon so vé6i peptit 8. Tir cac két qua nay, ghi nhan ring peptit trong d6 peptit c6
trinh tw KLAK bao gdm 14 axit amin va peptit ¢6 trinh ty HLAH bao gbm 5 axit amin
duoc lién két 1a peptit thuc hién thé hién hoat tinh diét t& bao cao nhat.

[Vi du 3]

Trong peptit trong d6 peptit KLAK nay, peptit HLAH nay, va peptit Z13 nay dugc
lién két, kiém tra cuong do hoat tinh diét té bao trong truong hop trong d6 axit amin céu
thanh 1a D-axit amin va trong truong hop trong do axit amin chu thanh 13 L-axit amin.

Cu thé 13, cuong d6 hoat tinh diét té bao cua peptit A2 (ca peptit c6 trinh ty KLAK
bao gébm 14 axit amin va trinh tw HLAH bao gdm 5 axit amin bao gdm cac D-axit amin.
Peptit nay dugc goi 1a peptit (14D + 5D)) duoc md ta trong Bang 3, peptit (14D + SL)
trong d6 trong céac axit amin cta peptit 8 nay, trinh tu KLAK nay bao gbém 14 axit amin
bao gdm céac D-axit amin, va trinh tw HLAH bao gbm 5 axit amin bao g0m céc L-axit amin,
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peptit (14L + 5D) trong d6 trong céac axit amin cua peptit 8 nay, trinh tw KLAK bao g6m
14 axit amin bao gdm c4c L-axit amin, va trinh ty HLAH bao gbm 5 axit amin bao gdm
cac D-axit amin, va peptit (14L + 5L) trong d6 tit ca cac axit amin cla peptit 8 nay bao
gbm cac L-axit amin dugc kiém tra theo cach thirc giéng nhu cach thic trong Vi du 1. Tht
ca nhom chire peptit Z13 nay cua cac peptit nay chi bao gdm céc L-axit amin.

Khi d4nh gid hoat tinh diét t& bao chéng lai cac té bao A431-CNGB3-myc ctia mdi
peptit, két qua do cudong do phat quang (RLU) cta dung dich phan ung duge xir ly bing
mdi peptit duoc thé hién trong FIG. 5. Hoat tinh diét té bao cua peptit (14L + 5L) trong do
tAt ca céc peptit thoat bao gém cac L-axit amin la thép nhét, va hoat tinh diét té bao cla
peptit A2 (Peptit (14D + 5D)) trong do tat ca cac peptit thoat nay bao gdm céc D-axit amin
12 cao nhét. Dy tinh rang peptit bao gdm cac D-axit amin khé dugc tiéu hoa trong endosome
hoic té bao chat so v6i peptit bao gdm cac L-axit amin, va hoat tinh thoat khoi endosome
va hoat tinh cam tng su tu chét té bao dugc thé hién day du.

[Vi du 4]

Hoat tinh diét té bao cia peptit A2 trong d6 hoat tinh diét té bao nay 1a cao nhat
duogc kiém tra trong cac Vi du 2 va 3.

<Phén tich dinh luong céc té bao séng >

B sung thém cac té bao A431-CNGB3-myc dugc phan tan trén kinh phi dugc dat
trong dia nhiéu 18 dé nuodi cy té bao dé cho ndng do cubi cing cua peptit A2 nay 13 0 (mau
dbi ching), 37,5, 75 hodc 150 pM, va tién hanh nuoi ciy. Sau 24, 48 hodc 72 gid tinh tir
khi b6 sung thém peptit nay, dém sb luong té bao (cac té bao séng) bam chit va lan truyén
trén kinh phu nay. Két qua do s6 lugng cac té bao song (té bao/anh) trong mot trudng nhin
don duoc thé hién trong FIG. 6. Két qua la, khéng dinh rﬁng $6 lugng té bao séng cua cac
té bao A431-CNGB3-myc giam xubng phu thudc vao ndng do cia peptit A2 dugc bd sung
thém vao theo thoi gian.

<Phan tich hoat tinh cdm Ung su tu chét té bao>

B sung thém cac té bao A431-CNGB3-myc nay dugc phén tan trén kinh phu dugc
dat trong céc dia nhiéu 15 dé nuéi ciy té bao dé cho ndng do cudi cling ciia peptit A2 12 0
(mAu dbi chimg), 37,5, 75 hodc 150 uM, va tién hanh nudi cdy. Sau 24, 48 hodc 72 gio
tinh tir khi bd sung thém peptit ny, phat hién thiy su tw chét té bao bang cach st dung BO
Dung cu Phét hién Su tu chét té bao Fluorescein tai chd ApopTag (nhdn hi¢u da dugc ding
ky). FIG. 7 thé hién két qua trong d6 thir nghiém Apop-Tag dugc thyuc hién trén cac té bao
nay sau 48 gior k& tir khi bd sung thém peptit ndy. Trong hinh v& nay, “Hoechst” thé hién
két qua nhudm mau nhéan bang dung dich Hoechst 33342. Két qua 1a, tiy thudc vao nong
do cua peptit A2 duoc bd sung thém vao, khéng dinh réng sb luong céac té bao duoc nhudém
Apop-Tag la 16n, va su tu chét té bao duoc cam ung bdi peptit A2 nay.

[Vi du 5]
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Peptit A2 c6 hoat tinh diét té bao cao nhit trong cac Vi du 2 va 3 dugc st dung
cho mé hinh chudt méc bénh lac ndi mac tir cung, va kiém tra tac dung chita bénh dbi véi
bénh lac ndi mac tir cung.

<Pua mdt 1an peptit vao 6 phiic mac>

0,5 mL dung dich mudi sinh ly da duoc lam néng dén 37°C trong phtic mac dugc
dua vao md hinh chudt mic bénh lac ndi mac tir cung sau 7 ngay tinh tir khi chy ghép céc
té bao A431-CNGB3-myc vao & phic mac dudi diéu kién gy mé bang isofluran, va ngay
sau khi xoa bop, hoa tan peptit A2 nay trong dung dich nuée mudi sinh 1y nay va dwa dung
dich nay vao trong phic mac nay. Peptit A2 nay dugc st dung sao cho luong sir dung trén
thé trong chudt 1a 0 mg/10 mL/kg (mau dbi ching), 5 mg/10 mL/kg, hodc 10 mg/10 mL/kg
(n=3).

<Pua nhi€u lan peptit vao 6 phiic mac>

0,5 mL dung dich mubi sinh ly da dugc 1am nong dén 37°C trong phiic mac nay
duoc dua vao md hinh chudt méc bénh lac ndi mac tir cung sau 7 ngay tinh tir khi ciy ghép
cac té bao A431-CNGB3-myc nay vao & phuc mac dudi didu kién gay mé bang isofluran,
va ngay sau khi xoa bop, hoa tan peptit A2 nay trong dung dich nuge mudi sinh 1y nay va
dua dung dich nay vao trong phtiic mac nay (dua mot 14n). Sau dé, sau 8 va 9 ngay tinh tir
khi cdy ghép cac té bao A431-CNGB3-myc nay vao 6 phuic mac, dua dung dich peptit A2
ndy vao theo cing mdt cach thic. Tuc 13, dung dich peptit A2 nay dugce sir dung mot lan
mdi ngay, tong s6 1 3 1an. Peptit A2 nay duoc st dung sao cho luong sir dung trén thé
trong chudt 1a 0 mg/10 mL/kg (mau doi chimng), 2,5 mg/10 mL/kg, 5,0 mg/10 mL/kg, hodc
7,5 mg/10 mL/kg (n=3).

<Thu thap phuc mac (thu thdp nguyén liéu)>

M6 hinh chudt méc bénh lac ndi mac tir cung da dugc dua peptit A2 nay vao duge
lam chét bang cach lam chay mau dudi didu kién gy mé bang isofluran sau 24 gid hodc
48 gio tinh tu khi sir dung thude 1an cubi cung dé thu thap phiic mac. Phuc mac dung dé
do ATP dugc dong lanh bang nito 16ng, va dugce bao quéan trong ti dong sau cho dén khi
do. Phlic mac dung dé chuin bi mau bénh phém 1an luot duoc ngdm va c¢b dinh trong dém
trung tinh 10% formalin, va dugc lam lanh.

Do khéi luong cua mdi chudt trude khi bi lam chét bang chay méu. Khong c6 su
thay d6i cu thé vé khdi lugng ctia mdi chudt néu khong xét dén luong st dung hay s6 lan
st dung peptit A2 nay.

<bPo luong ATP>

Thuc hién do luong ATP béng cach st dung bo dung cu thir nghiém CellTiter-Glo
(nhan hiéu da dugc dang ky) (do Promega san xuét). Do khéi luong cia phiic mac da dugce
lam dong lanh, va bd sung thém 10 1an lugng dém CellTiter-Glo chira mé dong lanh nay
vao, va sau khi ddng nhat, thu lai vang nay bang cach ly tAm va st dung lam dich thuy
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phan. Bé sung thém lugng gip dbi PBS va 2 1n Thudc thir CellTiterGlo c¢6 lugng twong
duong dich thiy phan nay vao dich thuy phan nay va khudy dé thu duoc dung dich phan
g, va gitt yén dung dich phan tng nay ¢ nhiét do phong trong 10 phut. Do cudng do phat
quang (RLU) cta dung dich phan ung nay sau khi giit yén ¢ nhiét do phong bang cach st
dung thiét bi doc vi dia da ché do lai ghép Synergy H1 (do BioTek Corporation san Xuat).
Thiét bi nay thé hién rang cudng dd phét quang ctia dung dich phan tmg nay 1a chi béo vé
lwong ATP, va cudng dd phat quang cuia dung dich phan mg nay cang nhd, lugng ATP nay
cang nho, va hoat tinh diét té bao cua peptit dugc dua vao la manh. T4t ca céc thir nghiém
dugc do 3 1an (n=3) va gi4 tri trung binh duoc danh gia 1a hoat tinh diét té bao ctia mdi
peptit.

Két qua do cudong do phat quang (RLU) cia phic mac cia md hinh chudt mac
bénh lac ndi mac tir cung da dugc dua peptit A2 vao mot lan duoc thé hién trong FIG. 8.
Ngoai ra, két qua do cuong do phat quang (RLU) cua phuc mac cua mé hinh chudt mic
bénh lac ndi mac tir cung da dugc dua peptit A2 nay lap lai ba lan dugc thé hién trong FIG.
9. Nhu duoc thé hién trong FIG. 8 va FIG. 9, trong bét ky chudt nao trong sd chuot da duogc
dua thube vao mot 1an va chudt duge thuc hién dua thudc vao nhiéu lan, kh'fmg dinh réng
cuong do phat quang (RLU) cua phic mac giam xubng phu thudc vao lugng peptit A2
duoc str dung, va lugng ATP trong phuc mac nay giam xubng. Luong ATP ndy giam trong
phuc mac nay c6 nghia la s6 lugng té bao séng cuia cac té bao A431-CNGB3-myc dugc
ciy ghép vao trong phiic mac nay giam. Tur két qua nay, co thé néi rang cac té bao A431-
CNGB3-myc trong 6 phuc mac bj tiéu diét béi peptit A2 nay, tirc 13, peptit A2 ndy c6 thé
thé hién tac dung diét té bao trong moi trueong in-vivo, va dac biét hitu dung dé lam tac
nhén chita bénh cho bénh lac ndi mac tir cung.

<Nhu¢m TUNEL>

Thuc hién nhuém HE va nhuém TUNEL trén phuc mac nay dé chuan bi mau bénh
hoc dugc ¢b dinh véi dém trung tinh 10% formalin. Két qua 13, khang dinh rang nhém sir
dung peptit A2 1a phuwong phap TUNEL (TdT-mediated Dutp nick end labeling) duwong tinh
(khong dugc minh hoa), va peptit A2 nay cam Ung sy tu chét té bao va thé hién tac dung
diét té bao.

[Vidu 6]

Kiém tra hoat tinh diét t& bao ctia peptit A2 nay (Peptit (14D + 5D)) ddi véi cac té
bao A431-CNGB3-myc va chung té bao thu dugc tir cac té bao ung thu tir cung khac nhau.

Té bao Ishikawa thu dugc tir bénh ung thu tuyén hach ndi mac ti cung ngudi, té
bao SNG-II thu dugc tir bénh ung thu ndi mac tir cung nguoi, té bao Hec-1A thu duoc tir
bénh ung thu than tr cung nguoi va té bao RL95-2 thu dugce tir bénh ung thu ndi mac t
cung nguoi dugce sir dung lam chung té bao thu duoc tir bénh ung thu nay. Cac té bao nay
duoc nudi cdy theo cach thirc gidng nhu véi cac té bao A431-CNGB3-myc.
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Ba loai peptit bao gdm céc trinh tru axit amin dugc thé hién trong Bang 4 duoc st
dung lam peptit xtr Iy mdi té bao. Trong ba loai peptit nay, nhém chirc trinh tw KLAK nay
va nhom chire trinh tu HLAH nay dugc tong hop tir cac D-axit amin, va nhém chirc peptit
713 nay dugc tong hop bang cac L-axit amin.

[Bang 4]
KLAK-HILLAH- S Seq. sé
713 eq. q.
A2 14D+5D4713 KLAKILAK-KLLAKLAK-HILAHL- %6
VRRADNRPG
A2-1 |14D+Z13 KLAKLAK-KLAKLAK- VRRADNRPG 38
A2-2 [5D+Z13 HLAHL-VRRADNRPG 39

Hoat tinh diét t& bao cua mdi peptit dwoc danh gid theo cach thire gidng nhu cach
thire trong Vi du 1, ngoai trir ndng do cudi cing ctia mdi peptit duge bd sung vao mdi té
bao duoc phan tan vao dia 96 16 nay duoc thiét 1ap 1a 0 (khong bd sung thém peptit vao),
2,34, 4,69, 9,38, 18,8, 37,5, 75,0, 150,0 hodc 300,0 pM. Cudng do phat quang tuong dbi
(%) ctia mdi dung dich phan {mg trong trudng hgp trong d6 cuong do phat quang (RLU)
cua dung dich phan rng khong dugc bb sung thém peptit vao dugc dat 1a 100% dugce tinh
toan lam luong ATP tuong ddi (%). Két qua tinh ton nay dugc thé hién trong cac hinh vé&
tir FIG. 10 dén FIG. 14. Trong hinh v& nay, “14D — Z13 + 5D -Z13” thé hién hrong ATP
twong d6i cia dung dich phan tng dugc bd sung thém ca peptit A2-1 va peptit A2-2, “14D
— 713> thé hién luong ATP twong ddi ciia dung dich phan tmg chi duoc b6 sung thém peptit
A2 -1, “5D — Z13” thé hién luong ATP twong déi ctia dung dich phan @mg chi dugc bo sung
thém peptit A2 - 2, va “14D — 5D — Z13” thé hién lugng ATP tuong di (%) ctia dung dich
phan tng chi dugc bd sung thém peptit A2, mot cach twong ung. Nhu duge thé hién trong
cac hinh vé tir FIG. 10 dén FIG. 14, khing dinh rng peptit A2 nay c¢6 hoat tinh diét té bao
dbi v&i khong chi céc té bao A431-CNGB3-myc ma con dbi véi céc chiing té bao khéc
nhau thu duoc tir t& bao ung thu tir cung. Ngoai ra, trong té bao duoc xir Iy bang ca peptit
trong d6 peptit KLAK nay va peptit Z13 nay dugc lién két va peptit trong d6 peptit HLAH
nay va peptit Z13 nay duoc lién két, trong tu voi té bao dugc xir 1y chi bang peptit trong
d6 peptit KLAK nay va peptit Z13 nay duogc lién két va té bao dwoc xit 1y chi bang peptit
trong do peptit HLAH nay va peptit Z13 nay dugc lién két, kho quan sét thdy hoat tinh diét
té bao hodc hoat tinh diét té bao rat yéu.

[Vi du 7]

Do cac té bao A431 1a cac chiing té bao thu durgc tir bénh ung thu té bao giéng nhu
biéu mé, mé hinh chuot méc bénh lac ndi mac tir cung trong do céac té bao A431-CNGB3-
myc dugce cdy ghép vao trong 6 phiic mac 1a chudt méc bénh ung thu. O day, peptit
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(IFLLWQR-RR-KLAKLAK-KLAKLAK-HLAHL, SEQ ID sb: 40) trong d6 peptit thuc
hién bao gdm trinh ty axit amin dugc biéu dién béi SEQ ID sé: 1 va peptit IF7 dugc lién
két (sau ddy, dugc goi la “peptit IF7 (RR) - (K + H)”) dugc dua vao 6 phuc mac ciia md
hinh chudt mic bénh lac ndi mac tr cung nay, va kiém tra hoat tinh diét té bao d6i vai cac
té bao ung thu. Trong peptit IF7 (RR) - (K + H), nhém chirc trinh ty KLAK nay va nhom
chte trinh ty HLAH nay duoc tong hop bing cac D-axit amin, va cdc nhom chire peptit
khac dugc tong hop bang cac L-axit amin.

<Pua peptit vao qua tinh mach du6i>

50 pL dung dich thu dugc bang cach hoa tan peptit IF7 (RR) — (K + H) trong dung
dich mudi sinh ly dugc dua vao trong mo hinh chudt méc bénh lac ndi mac tir cung sau 14
ngay tinh tir khi cdy ghép cac té bao A431-CNGB3-myc nay vao 6 phiic mac mot 14n mot
ngdy trong sau ngay lién tiép qua tinh mach dudi. Peptit [F7 (RR) — (K + H) dugc dua vao
sao cho lugng sir dung trén thé trong chudt 1a 0 pg/co thé (méu ddi chimg), 10 pg/co thé
hodc 50 pg/co thé.

Két qua 13, trong nhom ddi chimg khong duoc st dung peptit (n = 8), sb luong
chudt chét sau 24 ngay tinh tir khi cdy ghép céc té bao A431-CNGB3-myc vao 6 phic mac
1a 1, va ty 16 sbng 12 88,9%. So v6i két qua nay, trong nhém dugc st dung peptit IF7 (RR)
— (K + H) v6i lugng peptit IF7 (RR) — (K + H) 1a 10 pg/co thé/ngay hodc 50 pg/co thé (n
=6), ty 1& sbng 12 100%. Ngoai ra, tai thoi diém két thic thir nghiém, su lan rong cua céc
té bao ung thu (c4c té bao A431-CNGB3-myc) trong 6 phiic mac cla tt ca cdc chudt duoc
kiém tra. Nguoc lai, trong nhém d6i chimg, cac té bao ung thu nay lan rong twong d6i
trong toan bo phiic mac, va trong nhém dugc st dung peptit IF7 (RR) — (K + H), su lan
rong cua céc té bao ung thur trong nhiéu chudt bi han ché tuong d6i. Khong c6 su thay dbi
cu thé vé khéi luong ctia mdi chudt néu khong xét dén luong str dung va sb 1an st dung
peptit IF7 (RR) — (K + H). Tu két qua nay, ghi nhan rang peptit IF7 (RR) — (K + H) duge
sir dung qua tinh mach c6 hoat tinh diét té bao dbi vai cac té bao ung thu va hitu dung dé
1am thudc chdng ung thu.

[Vidu 8] |

Peptit IF7 (RR) — (K + H) dugc st dung trong Vi du 7 duoc dua vao qua tinh mach
cho chudt mic bénh ung thu trong do khdi u duge tao ra & lung, va kiém tra hoat tinh diét
té bao dbi vai cac té bao ung thu.

<Chu6t c¢6 khbi u du6i da mic bénh ung thu budng trimg duoc chuyén gen
Luciferaza (chuot OVCAR3-Luc)>

Sir dung mé khéi u thu duge bang cach nudi cdy chung té bao ung thu budng tring
da duoc dua gen luciferaza vao (cac té bao OVCAR3-Luc, dugc chuyén giao tir co sé khac)
lam mo khdi u can duge céy ghép vao chudt. Thuc hién nudi céy cac té bao OVCAR3-Luc
& 37°C trong moi truong cacbon dioxit 5% thé tich bang cach sir dung mdi truong RPMI
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1640 (11875-093, gibe by life technologies) 1am moi truong nudi chy.

Khoang 1 x 10° t& bao OVCAR3-Luc dugc ciy ghép vao lung cua chudt SCID cai
t4m tuan tudi (ho C.B-17/Icr-scid/scid Jel, do CLEA Japan, Inc. cung cép) dé tao ra chuot
OVCAR3-Luc.

<Pua peptit vao theo duong tinh mach du6i>

Theo cach thirc gibng nhu cach thirc trong Vi du 7, 50 pL dung dich thu duoc bang
cach hoa tan peptit IF7 (RR) — (K + H) trong dung dich mudi sinh Iy dugc dua vao trong
chudt OVCAR3-Luc mot 14n mot ngiy trong sau ngay lién tiép qua tinh mach dudi. Peptit
IF7 (RR) — (K + H) dugc st dung v6i lugng sit dung trén thé trong chudt 1a 0 pg/co thé
(mau dbi chung) hodc 10 pg/co thé.

<Po kich thudc md khdi u>

MJdi chudt duoc cho thir nghiém hinh anh phat quang, va do s6 lugng photon clia
cac khdi u trén lung va kich thude ciia mod khéi u theo thoi gian.

(1) Po s6 photon

Tién hanh do bing cach st dung thiét bi hinh anh phét quang in vivo (Xenogen
IVIS-200, do Caliper Corporation san xuét) bang cach st dung co ché phat quang luciferin-
luciferaza. Pau tién, 100 puL dung dich 30 mg/mL kali D-luciferin (126-05116, do Wako
Pure Chemical Industries, Ltd. san xuit) dugc dua vao b phtic mac ctia chu¢t OVCAR 3-
Luc. Sau 15 phut ké tir khi dwa vao, chudt nay duge do bang thiét bi hinh anh phét quang
in vivo, va &ém s6 lwong cac photon.

(2) Po thé tich khéi u

Thé tich khdi u duge du tinh (mm?) trén lung ctia mdi chuét OVCAR3-Luc thu
duoc tir duong kinh dai cta khéi ctia u bing phuong trinh sau. Pudng kinh dai (mm) va
duong kinh ngdn (mm) cta khdi u duge do bang céach sir dung thuée kep.

[Thé tich khéi u duoc du tinh (mm?)] = [dudng kinh dai (mm)] x [dudng kinh ngan
(mm)] x [dudng kinh ngén (mm)] x 1/2

FIG. 15 thé hién su thay doi tam thoi vé ty 1é tang (%) cla s6 lugng cac photon
cta khéi u trén lung ctia mdi chudt, va FIG. 16 thé hién su thay ddi tam thoi vé ty 1é ting
(%) cta thé tich khdi u (mm®) trén lung ctia mdi chudt. Ca ty 1é tang cla s6 luong céc
photon va ty 1€ tang cua thé tich khdi u déu dwa vao gia tri cia dung dich peptit vao ngay
truée ngay bat dau dua vao (100%). Trong hinh v& nay, “viéc diéu tri” thé hién thoi gian
diéu tri trong d6 dung dich peptit ndy dugc dua vao qua tinh mach. Nhu duge thé hién
trong FIG. 15, trong chudt duoc diéu tri bang peptit IF7 (RR) - (K + H), sd luong céc
photon hiu nhu khong ting trong sudt thoi gian diéu tri bang peptit ndy, va ty 1¢ ting sau
thoi gian diéu tri bang peptit nay cling nhé hon so véi nhém d6i chimg (nudc mudi). Ngoai
ra, mic dit khong c6 su chénh 1éch vé thé tich khéi u gitta nhom déi chimg nay va nhom
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stt dung peptit IF7 (RR) - (K + H) trong thoi gian diu tri bang peptit nay, ty 1¢ ting sau
thoi gian diéu tri ctia nhém dugce st dung peptit IF7 (RR) - (K + H) nhé hon 16 rang. Tu
két qua, c6 thé noi rang viéc st dung peptit IF7 (RR) - (K + H) ¢o thé tiéu diét mo khéi u
in vivo, va peptit nay 1a hitu dung dé lam thudc chdng ung thu.

[Vi du tham chiéu 2]

Céc 14t cat duoc vui trong parafin ciia cac md ung thu cta cac bd phan khac nhau
duoc nhudém midn dich bing khang thé khang-CNGB3 dé kiém tra ¢6 hay khong c6 biéu
hién CNGB3.Hai loai (OV20811 va OV2088) trong sé bdn loai ddy md ung thu budng
trimg ngudi 6 san trén thi truong (Day mo ung thu budng trimg (do US Biomax san Xuét))
va hai loai (FDA800a va MC964a) trong sb cac diy mo ung thu (diy md khéi u nhiéu bd
phan) cua cac bd phan khac nhau dugc sit dung lam céc lat cit mo nay. Ngoai ra, trong
s6 cac khang thé co san trén thi truong, hai loai Biorbyt (Catalog No. orb 156415 BRT
100UG) (sau day, doi khi dugc goi 1a “khang thé orb”) va Osenses (Code; OSC00253W)
(sau day, dugc goi la “khang thé 253W”) duoc str dung lam khang thé khang CNGB3.

Thuc hién nhuém mién dich céc 14t cit md nhu sau. PAu tién, 14t cit md dugc vii
trong parafin dugc cho phan Ung v6i chat chen dé thtr nghiém tinh mién dich 16ng
(Immunoblock, do DS Pharma Biomedical Co., Ltd. san xuét) trong 30 phut dé chan phan
tmg khong dic hiéu, va sau dé thuc hién xi Iy rira hai 1dn bang TBST (nuéc mudi sinh 1y
dém Tris (Tris buffer physiological saline) chira Tween 20) trong 5 phut. Sau do, lat cat mo
nay dugc nhung trong nuéc hydro peroxit 0,3%, dugc phan Gng trong 5 phut, dugce chan
dbi v6i hoat tinh peroxidaza ndi sinh, va duoc rira hai 1an trong 5 pht bang TBST. Sau do,
14t cit md nay duoc nhiing trong dung dich hydro peroxit 0,3%, duoc phan tmg trong 5
phut, va sau d6 duge xir Iy chen hoat tinh peroxidaza trong. Sau do, thyc hién xur ly rua
bang TBST hai 14n trong 5 phut. Sau do, lat cit mo nay duoc nhing trong dung dich khang
thé gbc thu duogc bang cach pha lodng khéng thé khang CNGB3 nay 100 14n v6i chét pha
loang khang thé REAL (Code S2022, do Dako Corporation san xuét) va duogc phan tng &
nhiét do phong trong 30 phut, va sau d6 thuc hién xi 1y rira hai lan bang TBST trong 5
phit. Ngoai ra, 1at cit md nay dugc phén Gng v6i khang thé phu dugc dan nhan (EnVision
+ System-HRP-labeled Polymer anti-rabbit antibody, do Dako Corporation san Xuat) trong
30 phit & nhiét d6 phong, va sau d6 thyc hién xtr ly rira hai 1an bang TBST trong 5 phut.
Sau do, xtt Iy 14t cit md nay bang thudc thir nhuém mau DAB [DAB + Chat léng (kich
thuge 16n), RUO (K3468), do Dako Corporation san xuét] trong 5 phut dé tao mau. Sau
khi nhudm mau DAB, lat cit mé nay dugc rira bang nude, duge xur ly bang hematoxylin
cua Mayer trong 2 phut dé nhudm nhan, va sau d6 dugc bit kin.

Két qua nhuém ctia OV20811 trong s6 cac didy md ung thu budng trimg nguoi
duoc thé hién trong cac Bang tir 5 dén 10, va két qua nhudm ciia OV2088 duoc thé hién
trong cac Bang tir 11 dén 16, mot cach tuong tng. Két qua nhudm ctia FDA800a trong 5O
cac day mo ung thu cia cac bo phan khac nhau dugc thé hién trong cac Bang 17 va 18, va
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két qua nhudm ctia MC964a dugc thé hién trong cic Bang tir 19 dén 21, mdt cach twong
ung. Trong cac bang nay, trong cot cua mdi khang thé khang CNGB3, “+” ¢ nghia la két
qua ctia nhudm mién dich vé6i khang thé nay, va “-” c6 nghia la két qua cua viéc khong
nhudm mién dich v6i khang thé nay, mot cach twong tng. Ghi nhan ring phan 16n céc 1t
cit md dwoc nhudm midn dich véi khang thé khang CNGB3 va CNGB3 dugc biéu hién.

[Bang 5]
0V20811 Cép d0 |Giai doan [orb  [253W
1 [Ung thu biéu mo tuyén thanh dich Ia + +
2 |Ung thu biéu mé tuyén thanh dich 1 I - -
3 |Ung thu biéu mo tuyén (rai rac) - Ia + +
4 |Ung thu biéu mo tuyén thanh dich thé nhu 1T +
5 |Ung thu biéu md tuyén thanh dich thé nhu ’ Ia - +
6 |Ung thu biéu m tuyén thé nht dang nhay |1 Ic - +

Ung thu biéu mb tuyén thé nhii dang nhay
(md va mach méu xo)

8 Ia t :

9 : C . - -
Ung thu biéu mo tuyén thé nht dang nhay |1

10 + +

1 ITa + +

12 Ic + +

13 Ib + -

14 q , R + |
Ung thu bi€éu mé tuyén thanh dich thé nhu [ic

15 + -

16 A% + -

17 3 Ic + +
Ung thu biéu md tuyén thanh dich thé nhu

18 .2 n e e ae ., - II1a + +
(ung thu biéu mo hoai tr rai ric)

19 Ic + +

: , , 3
20 |Ung thu biéu mo tuyén thanh dich thé nhu + +
Ib
21 2 - +
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22 b + +
23 Ia + +
24 b + +
25 + +
Ib
26 + -
3
27 r o . Ia + +
Ung thu biéu mo6 tuyén thé nhi dang nhay
28 Ila + +
29 Ib + +
30 Ia + +
2
31 IIa + +
32 , ) , - Ib + +
Ung thu bi€éu mo tuyén thanh dich thé nha
33 3 Ia + +
34 2 IIc + +
35 2-3 I + +
36 |Ung thu biéu moé tuyén thé nha dang nhay |2 I + +
37 Ung thu biéu mé tuyén thé nha dang nhay b
(hoai tir khoi u)
[Bang 6]
. .. |Giai
OV20811 Cap do orb |253W
doan
38 Ia + -+
39 3 + +
. . , v
40 |Ung thu biéu md tuyén thanh dich thé nhu + +
41 2 Ib + +
42 2-3 Ia - +
" Ung thu, biéu mo tuyén thanh dich thé nhi (m6 va ] e | R
mach mau xo)
44 |Ung thu biéu mé tuyén thanh dich thé nht vV +
: —— . 3
45 |Ung thu biéu mo6 tuyén thé nhii dang nhay IIc + +
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46
47 la
48 7 , 7 -
Ung thu biéu mo tuyén thanh dich thé nha
49 1 IIb
50 Ia
3
51 1b
52 |Ung thu biéu mé tuyén thanh dich 2 il
53 3
, , , Ia
54 |Ung thu bi€u md tuyén thanh dich thé nha 2
55 Ila
56 |Ung thu bidu mo tuyén thé nhu dang nhay 3 Ia
57 |Ung thu bidu mé tuyén thanh dich thé nhu II
58 |Ung thu biéu mé tuyén thanh dich 2 Ilc
59 |Ung thu biéu md tuyén thanh dich thé nht Ib
60 |Ung thu biéu mé tuyén thanh dich thé nha Mlc
61 |Ung thu biéu md tuyén thé nhii dang nhay c6 hoai tt |3 Ia
62 Ia
63 |Ung thu biéu mb tuyén thanh dich thé nhu Ia
64 - Ila
65 |Ung thu biéu mo tuyén thanh dich
Ia
66
67 3 11
68 |Ung thu biéu md tuyén thanh dich thé nhu Ib
69 Ic
70 2
7 7 2 N Ia
71 {Ung thu biéu md tuyén theé nhu dang nhay 3
7 Ung thu biéu md tuyén thé nht dang nhéy (mé bach b
thé)
73 [Ung thu biéu mé tuyén thanh dich thé nhd (md x0) |- Ia
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74 [Ung thu biéu m6 tuyén thanh dich thé nhu 3 I + +
[Bang 7]
: G
OV20811 Cipdo| . o [253W
doan
75 Ung thu biéu md tuyén thanh dich thé nha (mo budng Ie N
tring)
76 + +
: ) : Ila
77 |Ung thu biéu mo tuyén thanh dich thé nhu + +
78 o [+ [+
— . 3
79 [Ung thu biéu mo6 tuyén thé nhu dang nhay c6 hoai tir II + +
80 ] ] 7 - -
Ung thu bi€u mé tuyén thanh dich thé nhu Ib
81 + +
% Uqug thu biéu mé tuyén thanh dich thé nhi (md budng ] I N
tring)
83 |Ung thu biéu mé tuyén thanh dich thé nhu 3 + +
oy |Une thu biéu mo tuyén thanh dich thé nhu (viém cép Ia R
tinh m6 va mach méu xo)
85 Ib +
86 |Ung thu biéu mé tuyén thanh dich thé nht I +
3
87 Ia + +
88 |Ung thu biéu mo tuyén thanh dich thé nhu c6 hoai ttt + +
I
89 2 +
90 [Ung thu biéu mé tuyén thanh dich thé nhu 11 +
91 3 Ic - +
92 |Ung thu biéu mo tuyén thé nhu dang nhay c6 hoai tr Ib + +
93 |Ung thu biéu m6 tuyén (rai rac) - I - +
94 7 , , I +
Ung thu biéu mo tuyén thanh dich thé nhu
95 3 Ia +
96 |Ung thu biéu mé tuyén thé nhu dang nhay Ib +
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97 i . . [la - +
Ung thu biéu md tuyén dang nhay
89 Ib + +
99 Ia + +
100 |Ung thu biéu md tuyén 11 +
101 2 Ia + +
102 [Ung thu biéu mé tuyén ndi mac tir cung 1 Ib + +
103 Ung thu biéu md tuyén ndi mac tir cung (hoai tir khi
) 1
104 [Ung thu biéu mo tuyén ndi mac tir cung 1 + +
105 Ung thu biéu md tuyén ndi mac tir cung (hoai ttr khoi I
u)
[Bang 8]
. .. |Giai
0V20811 Cap do orb |253W
doan
106 |Ung thu biéu mé tuyén ndi mac tir cung Ia + +
107 [Ung thu biéu mo tuyén ndi mac tir cung (rai rac) IIa - +
108 Ia + +
109 - +
I
110 + +
1
111 Ib + +
112 Ia + +
113 [la + +
114 [Ung thu biéu mb tuyén noi mac tir cung I + +
115 Ia + +
116 3 I + +
117 Ia + +
2
118 I + +
119 JIE:] + +
3
120 v + +
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121 Ic + +
2
122 Ilc + +
123 Ia + +
124 Ic + +
3
125 Ib + +
126 JIE] + +
127 ) . - -
Ung thu biéu mo té bao rd rang I
128 T n
129 U’ng thu bidu mo té bao rd rang (rai rac) c6 hoai tir khoi e L. R
16n
130 [Ung thu biéu mé té bao rd rang (rai rac) c6 hoai tir + |+
131 , . I + +
Ung thu bi€u mo té bao rd rang
132 ) + T
133 |Ung thu biéu mo té bao 13 rang (hoai tir khoi u) 11 - -
134 Ic + +
135 |[Ung thu biéu mé té bao rd rang + +
136 I + +
137 ) + +
Ung thu bieu mo6 khong biét hoa
138 Ia + +
139 1 I + +
140 Ia + +
141 [Ung thu bidu mo té bao c6 vay tir su chuyén héa ac tinh fla [+ |F
142 |cta u quai Nic + +
143 + +
Ia
144 3 + +
[Bang 9]
. Giai
OV20811 Cap do a orb [253W
doan
145 [Ung thu biéu md té bao co vay - Ib + 4
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146

147

Ung thu biéu m6 té bao chuyén tiép

148

149

IIc

150

151

152

153

154

155

156

Ung thu biéu méd xoang noi bi

157

158

159

160

161

162

163

Ia

Ic

II

Ib

II

164

165

166

167

168

169

U té bao dang hat

170

171

172

173

174

Ia

Ic

Ib

la

Ta

b

Ic

Ta
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175 _ ;
176 - +
177 PR
178 - -
[Bang 10]
, G
OV20811 Cipdo| " oo [253W
doan
179 + -
Ib
180 - -
181 |U té bao dang hat Ia - -
182 11 - +
183 Ib N.T. |+
184 Ia + +
185 Ib + +
186 + +
187 Ia + +
188 . + ;
U nghich mam
189 - m |+ -
190 Ia - -
191 I - +
192 - -
193 + +
] Ia
194 |U té bao khe - -
195 +
196 |U té bao Sertoli Ic - -
197 I - -
198 | - -
U t€ bao v6 nang Ia
199 _ ;
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200 Ib - +
U té bao vo nang ac tinh
201 111 - -
202 |U quai 4c tinh la - +
203 ] ;
. Ib
204 (U quai chua thuan thuc - -
205 I - -
206 |U nguyén bao sinh duc nam ni - -
207 |Ung thu biéu mé xo 4c tinh Ia - -
208 |U té bao steroit khong dic hidu ac tinh - -
[Bang 11]
. .. |Giai
0V2088 Cipdo|- " lotb  [253W
doan
1 _ + +
1 Ia
2 + +
3 + +
2 Ib
4 - -
5 - +
1 Ia
6 - +
7 |Ung thu biéu mé tuyén thanh dich thé nhu + +
2 Ib
8 + +
9 - -
10 _ }
11 1 - +
12 Ia } n
13 _ ;
” Ung thu biéu md tuyén thanh dich thé nhi (mod va
mach mau xo)
15 q , 7 _ }
Ung thu biéu md tuyén thanh dich thé nhu 1 Ic
16 - -
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17 i ) + +
Ung thu bi€éu md tuyén thanh dich 2
18 + +
I
19 + +
20 _ T
1
21 - +
Ia
22 + -
23 - +
Ic
24 + +
25 - -
I
26 . . ) - -
Ung thu biéu md tuyén thanh dich thé nhu
27 - i
28 . T
29 - +
Ia
30 - -
31 - -
2
32 - -
33 + +
Ib
34 + +
35 |Ung thu biéu mé tuyén thanh dich c6 hoai tir - -
i ] [la
36 |Ung thu bi€u mo tuyén thanh dich (rai rac) + -
37 + +
I
38 , , , +
Ung thu bi€u mo tuyén thanh dich thé nhu
39 + +
Ib
40 + -
[Bang 12]
. .. |Gial
0OV2088 Cap do orb |253W
doan
41 |Ung thu biéu md tuyén thanh dich (rai rac) 2 Tb - -
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42

Ung thu biéu m tuyén thanh dich (md va mach mau
X0)

43

44

Ung thu biéu mé tuyén thanh dich

45

46

47

Ung thu biéu md tuyén thanh dich (md va mach mau

48

X0)

Ia

49

Ung thu biéu mé tuyén thanh dich

50

Ib

51

Ung thu biéu mé tuyén thanh dich (md budng trimg)

52

53

54

55

56

57

58

Ung thu bidu mé tuyén thanh dich thé nht

59

60

61

62

63

64

Ta

II

I

65

Ung thu biéu mb tuyén thanh dich (md hoai tir)

66

67

68

Ung thu biéu mo tuyén thanh dich

69
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70 [one thu biéu mé tuyén thanh dich thé nhu (md va R R
mach mau xo) -
71 |Ung thu biéu mé tuyén thanh dich (mé hoai ttr) - +
Ic
72 - +
73 - +
I
74 - -
75 + +
: , II
76 |Ung thu biéu mo tuyén thanh dich 3 + +
77 - T
Ic
78 - +
79 - +
Ia
80 - +
[Bang 13]
;. ..|Giai
0Vv2088 Cap do orb [253W
doan
81 + +
IIc
82 + +
: , 3
83 |Ung thu bi€éu mo tuyén thanh dich + +
Ia
84 - +
85 2 + +
. . . Ib
86 |Ung thu bi€u mo tuyén thanh dich (m6 budng trung) |- - +
87 + +
II
&8 + +
&9 - +
I
90 , , - +
Ung thu bi€u mo tuyén thanh dich 3
91 - +
I
92 - +
93 + -
v
94 + -
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95

96

97

&9

99

100

II

Ila

101

Ung thu biéu mé tuyén thanh dich (viém cap tinh md
va mach mau xo)

102

Ung thu biéu mé tuyén thanh dich

Ia

103

Ung thu biéu md tuyén thanh dich (md va mach méu

104

X0)

Ic

105

Ung thu biéu md tuyén thanh dich

106

107

108

Ung thu bidu md tuyén thanh dich thé nhu

109

110

Ung thu biéu mé tuyén thanh dich

111

Ic

Ib

Ia

112

Ung thu biéu md tuyén thanh dich (mo budng trimg)

113

114

115

116

117

118

119

120

Ung thu biéu md tuyén thanh dich

Ia

[Bang 14]
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OV2088

Cép do

Giai
doan

orb

253W

121

122

mo té bao rd rang

Ung thu biéu mo tuyén thanh dich kém ung thu biéu ;

Ia

123

124

Ung thu biéu mé tuyén thé nhu dang nhay

125

126

Ic

127

128

Ung thu biéu mé tuyén thanh dich thé nhu

II

129

130

131

132

Ung thu biéu mb tuyén thé nhi dang nhay

133

134

1-2

la

135

136

137

138

Ung thu biéu mo tuyén dang nh?ly

139

140

Ung thu biéu mb tuyén

141

142

Ung thu biéu md tuyén tir su chuyén hoa 4c tinh ciau
quai

143

144

Ung thu biéu mé tuyén

Ta
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145 , , T r
Ung thu biéu md tuyén dang ndi mac tir cung (rai rac) Ib
146 n +
147 Ung thu biéu mo té bao c6 vay tlr su chuyén hoa 4c e NT. N.T.
148 [tinh cta u quai (u quai thuan thuc rai rac) + +
149 |Ung thu biéu md té bao c6 vay tir su chuyén hoa 4c + }
150 [tinh cua u quéi - -
Ib
151 ) ) - +
Ung thu biéu md té bao c6 vay 3
152 _ T
153 |Ung thu biéu mé té bao c6 vay tir su chuyén hoa 4c * -
154 |tinh cia u quai I _
Ia
155 - +
156 - +
157 ) - +
Ung thu bieéu md xoang noi bi -
158 , - +
Ib
159 - -
160 - -
[Bang 15]
, Giai
0V2088 Cipdo| " lorb  [253W
-~ |doan
161 . + +
Ung thu biéu md lac ndi mac tir cung 2
162 ' + +
163 - -
Ia
164 - +
165 + +
166 |U té bao dang hat - + +
167 - -
168 Ib + +
169 - -
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170

171

172

U té bao vo nang - 16p hat

173

174

175

176

U té bao dang hat

177

178

Ia

179

180

181

Ung thu biéu m6 té bao rd rang

182

183

184

Ung thu biéu mé té bao rd rang ¢6 hoai tir 2

IIIc

185

186

187

U nghich mam

188

189

190

191

192

193

194

U quéi chua thuan thuc

195

Hoi chiing carcinoid giap (rai rac)

196

197

198

kinh noi tiét

Ung thu biéu mo khong biét hoa co dic diém than

Ia

Ib

Ta

-46-




35680

199

200

Ung thu bidu mé té bao chuyén tiép 2

[Bang 16]

OVv2088

Giai

Cép do
ap 4o doan

orb

201
202

CanxinosacOom Ia

203

204

U xo té bao -

205

206

Ung thu biéu mé phdi Ia

207

U lympho
208

té bao B 16n lan toa -

[Bang 17]

FDA800a

orb

253W

1
Da

Ung thu biéu mé té bao day ctia viing da cham

Ung thu biéu mb té bao c6 vay cuia thanh nguc trai

+

Phoi

Ung thu biéu mé té bao nho

Ung thu biéu mé tuyén

Ung thu biéu mb té bao co vay

Ung thu biéu m té bao 16n

Ung thu tiéu phé quan-phé nang

O| oo A O] | K| Wl

Tinh hoan

—
[e)

U tinh bao

U tinh bao

Ung thu biéu mé tuyén phoi

—
[u—

Tuyén tién
liét

—
[\

Gleason: 4+5)

Ung thu biéu mo tuyén (cAp do Gleason: 4; diém+

Ung thu mé lién két
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13 Ung thu biéu mé tuyén + +
Tai mat _ ]

14 Ung thu biéu md vay tuyén + -

15 Ung thu biéu mé tuyén + -
Rudt non ] i

16 Ung thu rudt ac tinh cap do thap - +

17 ) Ung thu biéu mb tuyén 6ng dan + +
Tuyén tuy . .

18 Ung thu biéu md té bao dao - +

19 ~ |Ung thu biéu mb + +
Ruot két ] ]

20 Ung thu rudt &c tinh cap do thap + +

21 Ung thu biéu md tuyén + +

22 |Truc trang [Ung thu rudt 4c tinh cap do thap - -

23 Ung thu t bao hic td 4c tinh + +

24 Ung thu biéu mé té bao c6 vay + +
Thuc quan ] ]

25 Ung thu biéu mo6 tuyén + -

26 |[Rudt thira [Ung thu biéu md tuyén + +

27 [Ludi Ung thu biéu mb té bao c6 vay + +
Tuyén A A 4

28 . |Ung thu biéu md nang dang tuyén + +
mang tai

29 [Daday  |Ung thu biéu mo tuyén dang nhay + +

30 U nguyén bao gan + -
Gan ; ,

31 Ung thu bieéu mo t€ bao gan + +

32 Ung thu biéu mo 6ng dan tai chd + +

33 Ung thu biéu mé 6ng dan xam lan + +
Va : —— .

34 Ung thu biéu m6 ong dan tai cho + -

35 Ung thu biéu mo thé tay N.T. [N.T

36 Ung thu biéu mé ndi mac tir cung + +

37 Ung thu biéu mo té bao rd rang c6 hoai tt (rai rac) + +
Tu cung

38 U xo t cung - -

39 Ung thu biéu mo té bao co vay + +

40 |C6 to cung|Ung thu biéu mo tuyén loai ndi mac cd tir cung + +
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Khoang sau

[Bang 18]
FDA800a orb 253W
41 . Ung thu biéu mo tuyén dang nhay - +
Budng trimg i ]
42 Ung thu biéu mo tuyén thanh dich + +
43 |Trung thit |U tuyén tc (tuyp B3) + +
44 , Ung thu biéu m6 thé tiy - -
Tuyén giap ]
45 Ung thu biéu mé dang nhu + +
46 U mang nio khong dién hinh - +
47 U mang ndo thét 4c tinh cia thity cham phai - -
48 U té bao than kinh dém it gai khong biét héa c6 voi hoa
Nao (rai réac)
49 U nguyén bao than kinh dém bién dang duoc cua thuy N
cham phai
50 U nguyén tiy bao tiéu nio + -
51 Ung thu biéu mb té bao chuyén tiép - -
Bang quang ] _
52 Sacdm co tron ac tinh cap do thap + -
53 Ung thu biéu md té bao chuyén tiép - +
54 |Than Ung thu biéu mo té bao than thé nha - -
55 Ung thu biéu md té bao 16 rang + +
56 U lympho té bao B 16n lan toa + -
57 U lympho té bao B 16n lan toa dui phai - -
Hach  bach X 1 x .  Tx o
58 £ U lympho té bao B 16n lan téda ham dudi - -
huyét
59 U lympho té bao B 16n lan tda 14 lach - -
60 U lympho Hodgkin xuong don tréai - -
61 . Sacom co tron thanh nguc - -
M6 mém R
62 Ung thu mo lién két thé phoi chén trai - -
63 |Khoang sau[Ung thu md lién ket - -
64 |mangbung U ngoai bi than kinh nguyén thiy - -
65 |Thanh bung [Sacdm té bao rd rang + +
66 U nguyén bao than kinh - -
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mang bung
67 |O phic mac Sacom md thé nhay - -
68 Khoang U sun N N
xuong chau
69 MO mém  |U xo than kinh lung du6i bén phai N.T. [N.T.
70 [R103NE Ig. am hoat dich thanh nguc phai i i
xuong chau
71 [Xuong Sacom xuong xuong dui phai - -
72 |Phic mac  |U trung biéu md 4c tinh - -
[Bang 19]
MC964a orb 253W
1 U bao hinh sao + -
2 U than kinh dém it nhdnh khong biét hoa - -
3 U mang ndo thit ac tinh + -
Nao
4 U bao hinh sao + -
5 U bao hinh sao + -
6 U nguyén bao than kinh dém + +
7 Ung thu biéu md té bao co vay (rai rac) + +
8 :1}11:1: Ung thu biéu mb té bao c6 vay (rai rac) + +
9 Ung thu biéu md té bao co vay + +
10 Ung thu biéu md - -
11 |[Daday |Ung thu biéu mo + +
12 U té bao khe + +
13 Ung thu biéu mo té bao gan + +
14 |Gan U dudng mat + +
15 U nguyén bao gan + +
16 Ung thu biéu md + +
17 |Ru6t non |U lympho té bao B 16n lan toa - -
18 U té bao khe + +
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19 Ung thu biéu mo + +
20 |Rudtkét |U t€ bao khe - +
21 U lympho té bao B 1én lan toa - -
22 Ung thu biéu mo + +
23 |Truc trang|U té bao khe + +
24 U té bao khe + -
25 Ung thu biéu mo té bao dao + +
26 Thyéntuy‘Uhgthulﬁéutné + +
27 Ung thu biéu mo + +
28 ,'Ungﬂnrbéurnédical + +
59 [Mang Ol mAm di can i n
16n )
30 U t€ bao khe - -
31 Ung thu biéu mé khong biét hoa té bao nhé - -
32 Ung thu biéu md khong biét hoa té bao nhé - -
33| . U carcinoid khong dién hinh + -
Phoi _ ]
34 Ung thu bi€u md té bao co vay + +
35 Ung thu biéu mo + +
36 Ung thu biéu mb té bao c6 vay + +
[Bang 20]

MC964a orb 253W
37 lcg vy |[Ungthu biéu m6 té bao co vay + +
38 |cung - da |Ung thu biéu md té bao co vay + +
39 |<on 'Ungﬂurbéulnétébéocévéy + +
40 Ung thu biéu mé tuyén ndi mac tir cung + +
41 |Ti cung |Ung thu biéu mo tuyén ndi mac tir cung + +
42 'Uhgthulﬁéurnétébéoréréng - +
43 | Ung thu biéu mé tiéu thity xam lan + -
44 v Ung thu biéu mé dng din xam lan - +
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45 Sacom nang diép thé - -
46 . Ung thu biéu mo tuyén thanh dich - -
47 f;gf)lzg Ung thu biéu mé tuyén thanh dich - +
48 Ung thu biéu mo6 tuyén thanh dich + +
49 U lympho té bao B 16n lan toa + -
50 [Lalach |U lympho khong phai dang Hodgkin lan toa - -
51 U lympho té bao B 16n lan tda + +
52 o Ung thu biéu mo (cAp do Gleason: 3; diém Gleason:3+4) |+ +
53 ’lfi:;yén tién Ung thu biéu mé (cip do Gleason: 3; diém Gleason:3+3) |+ +
54 Ung thu biéu mo (cap do Gleason: 3; diém Gleason:2+3) |- +
55 U tinh ¢6 hoai tur - +
56 |Tinh hoan [U lympho té bao B 16n lan téa - -
57 Ung thu biéu mb tuyén phoi + +
58 Ung thu biéu mé té bao 13 rang - +
59 [Théan Ung thu biéu mb té bao rd rang - +
60 Ung thu biéu mo6 dang sacom - -
61 Ung thu biéu mb té bao chuyén tiép + +
62 Bang Ung thu biéu mb tuyén dang nhay + +
quang
63 SacOm co tron + +
[Bang 21]
MC964a oo [253W
64 [IbnnphoI{odgkhlcé + +
65 I{adlbach[IhnnphoI{Odgkhlcé - +
66 [uyét [0 lympho (& bao B I6n lan toa hang tréi i -
67 U lympho té bao B 16n lan téa khép khuyu tay nhe - -
68 T}ungthétllbnnphotébéo’Tlantéa(?ﬂungthét - -
69 xg Uﬂkﬂwmhﬂé@oBMn@ﬂ&mwﬂmom& + -
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70 Sacdm xuong chén trai
71 Sacom xuwong xuong dui phai
72 Sacom xuong xuwong dui phai
Xuong .
73 Sacdm sun biét hoa nguoc gan xuong cung
74 Sacom sun xuwong dui phai biét hoa t6t
75 SacOm sun trung md gan xuong cliing
76 |Da ‘&gﬂmb@umééb%céW@éc&n
77 [Ludi Ung thu biéu mé té bao c¢6 vay ¢ moi
78 |Miii Ung thu biéu mé té bao c¢6 vay ¢ mili
79 [Ludi Ung thu biéu mé té bao c6 vay ¢ hong
80 |Thanh  |Ung thu biéu md té bao c6 vay & thanh quéan
81 |quang  |Ung thu biéu mé té bao c6 vay & thanh quéan
82 [Hong U lympho té bao B 16n lan téa & hong
83 [Hong Ung thu biéu mb té bao c6 vay & thanh quan
84 (Miii Ung thu biéu mo té bao ¢6 vay & miii hau
85 Ung thu biéu mé té bao c6 vay
86 |Ludi Ung thu mo lién két thé phoi
87 Ung thu biéu mé tuyén nude bot
88 M6 md& [Sacom md dang nhay & chan trai
&9 U xo phan 1dp thanh nguc
Mo xo i
90 SacOm xo cang tay trai
91 Ung thu biéu md thé tiy
Tuyén r —— -
92 | ., Ung thu bieu mo6 dang nhu
glap
93 U lympho t€ bao B 16n lan téa
94 Ung thu € bao hic t6 ac tinh mép hau mon
95 |Da Ung thu biéu mo té bao day da dau
96 Ung thu biéu mo té bao c6 vay cla thanh ngyc trai

[Vi du 9]
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Do lwong CNGB3 trong cac exosome dugc phan 14p tir mau dé kiém tra xem liéu
¢6 thé phan biét bénh nhan méc bénh biéu hién cao CNGB3 voi ngudi khong mic bénh
biéu hién cao CNGB3 hay khong. Céc thtr nghiém sau dugc thuc hién v6i sy phé duyét
ctia Hoi dong danh gia thé ché cua Truong dai hoc Y khoa Hamamatsu (Hamamatsu
Medical University Institutional Review Board).

<Mau huyét thanh>

Mau duoc thu thap tir hai nguoi khoe manh (nhitng ngudi khong o khéi u, chua
ting dugc xac nhan la bi lay nhiém bét ky bénh nao va dugc du doan la khoe manh) va céac
bénh nhan tir Truong Y thudce Dai hoc Y khoa Hamamatsu (Hamamatsu Medical University
School of Medicine) (ba bénh nhan mic bénh ung thu buéng triing, ba bénh nhan méc bénh
ung thu tr cung, ba bénh nhin méc bénh ung thu v, mot bénh nhén méc bénh ung thu cd
tir cung, hai bénh nhan mic bénh ung thu rut két, ba bénh nhan méc bénh lac ndi mac tir
cung, va mot bénh nhan mic bénh  co tuyén tir cung) dugc ly thm va bao quan cic phan
huyét thanh thu dugc & -80°C. Cac bénh nhén mic bénh co tuyén tir cung 1a cac bénh
nhan méc ca bénh lac ndi mac tr cung va u xo tir cung.

<Té4ch exosome >

Exosome dugc phan lap tu huyét thanh nay béng cach st dung b dung cu phin
1ap exosome (Exosome Isolation Kit) (do Fujifilm Wako Pure Chemical Industries, Ltd.
san xuét) theo huéng din cta nha san xuat. Cu thé 13, dAu tién, huyét thanh duoc ly thm &
tdc do 1,000 x g & 4°C trong 20 phut, va thu lai vang nay. Ly tdm vang thu thap duoc & tde
do 10,000 x g & 4°C trong 30 phut, va chuyén vang nay vao 6ng moi. Sau do, tron 1,0 mL
vang nay voi cac hat bét exosome bang may quay & 4°C trong 180 phut. Sau d6, sau khi
rira c4c hat bét nay, rira giai exosome nay bang 100 uL dém rtra giai va bao quan ¢ -20°C.

<Tbng hop peptit>

Str dung peptit duge tong hop béi GenScript Inc. 1am peptit Z13 duge biotin héa
(peptit bao gdm cac L-axit amin) trong d6 biotin dugc lién két véi peptit Z13
(VRRADNRPG: SEQ ID sé: 3). |

<Tham avidin >

Tron exosome dugc phan lap tir 800 pL huyét thanh v6i dém Laemmli dugc cd
dic dé diéu ché mau do. Mau do nay dugc phan lap bdi SDS-PAGE va sau d6 dugc chuyén
vao mang PVDF. Mang PVDF nay dugc chin trong TBST c6 chira 5% BSA (0,1 % theo
thé tich Tween-20) & nhiét d phong trong 60 phut. Mang PVDF nay sau khi tham dugc
rira va duoc nudi cdy qua dém & 4°C° trong TBST c6 chura peptit Z13 duoc biotin hoa voi
ndng d6 1,0 pg/mL. Sau d6, mang nay dugc rira bang TBST, va sau d6 dugc nudi chy &
nhiét do phong trong 60 phit trong TBST c6 chua avidin lién két HRP (peroxidaza cu cai
ngua) v6i ndng do 0,1 pg/mL (do Thermo Fisher Scientific san xuét). Phat hién CNGB3
trén mang nay bang cach str dung hé théng camera CCD (do ATTO san xuét) va doan mdi
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ECL (do GE Healthcare san xut). Thyc hién phan tich do mat do bing céch st dung phan
mém phan tich hinh anh “CS Analyzer 4” (do ATTO san Xuét).

<Phan tich thdng ké >

Tt ca cac phan tich dugc thuc hién bang cach st dung phin mém théng ké trung
binh “GraphPad Prism 6” (do GraphPad Software Corporation san Xuét).

Cudng do tin hiéu cia dai CNGB 3 va gia tri twong dbi cua dai nay (gid tri tuong
dbi v6i cuong do tin hidu cta nguoi khde manh 1 1a 1) thu duge trong két qua ctia thdm
avidin cia mdi mau do dugc thé hién trong Bang 22. Tuy nhién, do cic bénh nhan ung thu
vii 1 va 2 ¢6 thé chi dam bao lugng nhé huyét thanh, cic exosome duge phéan lap tir 100
ulL huyét thanh dugc sit dung, va bénh nhan ung thu v 3 dugc st dung cac exosome dugc
phan lap tur 37,5 pL huyét thanh. Vi ly do nay, cuong d tin hiéu cia cac mau bénh nhan
ung thu vii duoc diéu chinh bang cach nhan véi voi sb nghich d4o ctia lugng huyét thanh

st dung.
[Bang 22]
Mau ddi tuong Cuong dd tin hiéu Cuong ;d,é tin hicu
tuong doi
Nguoi khée manh 1 1082305 1,00
Nguoi khoe manh 2 1188517 1,10
Bénh nhén ung thu budng trimg 1~ [4377691 4,04
Bénh nhén ung thu budng trimg 2~ {3907260 3,61
Bénh nhén ung thu budng trimg 3 3620987 3,35
Bénh nhén ung thu than tr cung 1 |2681313 2,48
Bénh nhéan ung thu than t cung 2 12939504 2,72
Bénh nhén ung thu than tr cung 3 | 14049406 12,98
Bénh nhén ung thu va 1 18864576 17,43
Bénh nhén ung thu va 2 41851784 38,67
Bénh nhéan ung thu vi 3 20114133 18,58
Bénh nhan ung thu ¢o tir cung da con
i 3480924 3,22
Bénh nhéan ung thu rudt gia 1 6057912 5,60
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Bénh nhéan ung thu rudt gia 2 2285673 2,11
Bénh nhén lac ndi mac tr cung 1 13117100 12,75
Bénh nhan lac ndi mac tr cung 2 4358049 4,24
Bénh nhén lac ndi mac tir cung 3 3454806 3,36
Bénh nhén co tuyén tir cung 1 5835780 5,67

Két qua 1, trong tAt ca cac mAu, phédt hién thdy dai cia CNGB3, va khang dinh
rang CNGB3 ¢6 chira trong cc exosome ndy. Luong CNGB3 cia céc exosome dugc phan
1ap tir cac bénh nhan ung thu, cac bénh nhan lac ndi mac t cung va cac bénh nhan co
tuyén tir cung 16n hon gép hai 14n cac exosome dugc phén 1ap tir ngudi khoe manh. Tur két
quéa nay, khang dinh rang trong cac exosome dugc phan lap tir huyét thanh ctia cac bénh
nhan c6 bidu hién cao CNGB3 trong cac té bao gay bénh clia cac bénh nhan nay, chang
han nhu cac bénh nhan c6 khdi u, cac bénh nhan lac ndi mac tir cung, va cac bénh nhan
méc bénh co tuyén tir cung, chira lugng CNGB3 16n hon dang ké so véi trong cac exosome
dugc phan 1ap tir huyét thanh, va do d6, bang cach thiét 1ap gié tri chuan thich hop (gié tri
cét), c¢6 thé danh gia kha ning mic bénh biéu hién cao CNGB3 duwa vao lugng CNGB3
trong cac exosome nay.

Ngoai ra, khang dinh rang CNGB3 tham chi con xuét hién trong cac exosome ctia
nguoi khée manh, mac du véi lugng rAt nhé. Pidu nay c6 thé 1a do phan t ¢6 tinh chét
lién két cao véi CNGB3 ching han nhu peptit lién két CNGB3 dugec sir dung dé phét hién
CNGB3 ctia c4c exosome trong huyét thanh véi do nhay rat cao. Do c6 thé phat hién cac
exosome bao gdbm CNGB3 duoc gidi phong tir luong cuc ky nhé ctia cac té bao ung thu
trong co thé clia nhitng ngudi khée manh, co thé du doan rang ciing c6 thé phat hién trudc
khong chi bénh ung thw ma con bénh ung thu giai doan sém ngay cé trong trwdng hop
trong do6 cac exosome trong huyét thanh duoc thiét 1ap 1am cac mau xét nghiém bang cach
sir dung peptit lién két CNGB3.
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YEU CAU BAO HO

1. Chét diét té bao bao gdm:
peptit bao gOm trinh tu axit amin dugc biéu didn bai SEQ ID sb: 1; va

vi tri lién két chon loc v6i phan tir dich, vi tri nay duogc lién két truc tiép hodc gién
tiép qua cdu ndi voi peptit nay,

trong d6 peptit bao gém trinh tu axit amin dugc biéu dién bsi SEQ ID sb: 1 nay
khong chura alanin dugc lién két v6i dau tan cung C clia peptit nay.

2. Chét diét t& bao theo diém 1, trong d6 phén tir dich nay 14 phan tir ¢6 trén bé mat cua té
bao hoac mo.

3. Chit diét té bao theo diém 1, trong do peptit bao gdm trinh tu axit amin dugc bicu dién
boi SEQ ID sé: 1 nay 1a

peptit chi bao gdm cac L-axit amin,

peptit trong do, trong trinh tu axit amin duoc bidu dién bai SEQ ID sb: 1 nay, cac
axit amin tir thit 1 dén tha 14 1a cac D-axit amin, va cc axit amin tir thir 15 dén thr 19 1
cac L-axit amin,

peptit trong do, trong trinh tu axit amin dugc bidu difn boi SEQ ID s6: 1 nay, cac
axit amin tir thtt 1 dén thir 14 nay 1a céc L-axit amin, va cdc axit amin tir tht 15 dén thir 19
nay la cac D-axit amin, hoac

peptit chi bao gdm cac D-axit amin.
4. Chét diét té bao theo diém 1, trong d6
vi trf lién két chon loc v6i phan tir dich nay 1a peptit hodc protein, va

peptit bao gom trinh tu axit amin dugc bidu dién boi SEQ ID sb: 1 nay va vj tri
lién két chon loc véi phan tir dich nay duoc lién két truc tiép hodc gidn tiép voi nhau.

5. Chat diét t& bao theo diém 1, trong d6 phan tir dich nay 1a kénh nucleotit tudn hoan beta
3 (cyclic nucleotide-gated channel beta 3 - CNGB3) hodc annexin I.

6. Chat diét té bao theo diém 1, trong d6

vi trf 1ién két chon loc v6i phan tir dich nay 1a peptit bao gbm trinh ty axit amin
dugc biéu dién bsi SEQ ID sb: 2, va

vi trf lién két chon loc véi phan tir dich nay dugc lién két truc tiép hodc gidn tiép
véi doan phia sau cua peptit bao gdm trinh ty axit amin dugc bidu dién béi SEQ ID s6: 1
nay.

7. Chét diét té bao theo diém 1, trong d6
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vi tri lién két chon loc v6i phan tir dich nay 1a peptit bao gdm trinh tu axit amin
dugc biéu dién béi SEQ ID sd: 7, va

peptit bao gém trinh tu axit amin duoc biéu dién bai SEQ ID sb: 1 nay dugc lién
két truc tiép hodc gian tiép v6i doan phia sau cua vi tri lién két chon loc vé6i phan tir dich
nay.
8. Chét diét t& bao theo diém 1, chit nay 1a tac nhan chita bénh cho bénh do su tang sinh
bat thuong cia té bao.
9. Chét diét té bao theo diém 8, trong d6 bénh nay 1a bénh lac ndi mac tir cung hodc bénh
ung thu.
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DANH MUC TRINH TU

<110>
<120>
<130>
<160>

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

Truong Dai hoc Y khoa Hamamatsu (Hamamatsu University School of Medicine)
Chét diét té bao

PC26227

42

1

19

PRT

Trinh tu nhan tao

MO ta trinh tu nhén tao: Peptit thuc hién
1

Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys His Leu

1

5 10 15

Ala His Leu

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

2

9

PRT

Trinh tu nhéan tao

M ta trinh tu nhén tao: peptit lién két CNGB3

misc_feature

(5)..(5)

Xaa c6 thé 12 bat ky axit amin c6 trong tw nhién

misc_feature

GO

Xaa 0 thé 1a bat ky axit amin c6 trong ty nhién
2

Val Arg Arg Ala Xaa Asn Xaa Pro Gly

1

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

5

3

9

PRT

Trinh tu nhan tao

MB0 ta trinh tu nhan tao: peptit Z13
3

Val Arg Arg Ala Asp Asn Arg Pro Gly

1

<210>
211>

5

4
9
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<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> MO ta trinh tu nhan tao: peptit lién két CNGB3
<400> 4

Val Arg Arg Ala Glu Asn Arg Pro Gly

1 5

<210> 5

211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> MB0 ta trinh tw nhan tao: peptit lién két CNGB3
<400> 5

Val Arg Arg Ala Asn Asn Leu Pro Gly

1 5

<210> 6

211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> MBb ta trinh tu nhan tao: peptit lién két CNGB3
<400> 6

Val Arg Arg Ala Asn Asn Arg Pro Gly

1 5

<210> 7

211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> MO ta trinh tu nhan tao: IF7 peptide
<400> 7

Ile Phe Leu Leu Trp Gln Arg

1 5

<210> 8

<211> 37

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> M0 ta trinh tu nhén tao: peptit KLAK(14)-HLAH(14)-213
<400> 8

Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys His Leu
1 5 10 15

Ala His Leu Ala His His Leu Ala His Leu Ala His Val Arg Arg Ala
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20 25 30
Asp Asn Arg Pro Gly
35

<210> 9
<211> 37
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> MO ta trinh tu nhén tao: peptit KLAK(14)-HLAH(14)-D5E
<400> 9
Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys His Leu
1 5 10 15
Ala His Leu Ala His His Leu Ala His Leu Ala His Val Arg Arg Ala
20 25 30
Glu Asn Arg Pro Gly
35

<210> 10
<211> 36
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> MO ta trinh tu nhan tao: peptit KLAK (14)-HLAH(13)-Z13
<400> 10
Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys His Leu
1 5 10 15
Ala His Leu Ala His His Leu Ala His Leu Ala Val Arg Arg Ala Asp
20 25 30
Asn Arg Pro Gly
35

<210> 11

<211> 35

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> MO ta trinh tu nhan tao: peptit KLAK(14)-HLAH(12)-Z13
<400> 11

Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys His Leu

1 5 10 15
Ala His Leu Ala His His Leu Ala His Leu Val Arg Arg Ala Asp Asn
20 25 30
Arg Pro Gly
35
<210> 12
<211> 34
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<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> MO ta trinh tu nhan tao: peptit KLAK(14)-HLAH(11)-Z13

<400> 12

Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys His Leu

1 5 10 15

Ala His Leu Ala His His Leu Ala His Val Arg Arg Ala Asp Asn Arg
20 25 30

Pro Gly

<210> 13

<211> 33

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> MO ta trinh tu nhén tao: peptit KLAK(14)-HLAH(10)-Z13

<400> 13

Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys His Leu

1 5 10 15

Ala His Leu Ala His His Leu Ala Val Arg Arg Ala Asp Asn Arg Pro
20 25 30

Gly

<210> 14

<211> 32

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> MO ta trinh tu nhén tao: peptit KLAK(14)-HLAH(9)-Z13

<400> 14

Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys His Leu

1 5 10 15

Ala His Leu Ala His His Leu Val Arg Arg Ala Asp Asn Arg Pro Gly
20 25 30

<210> 15
<211> 31
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> MO ta trinh tu nhan tao: peptit KLAK(14)-HLAH(8)-Z13
<400> 15
Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys His Leu
1 5 10 15
Ala His Leu Ala His His Val Arg Arg Ala Asp Asn Arg Pro Gly
20 25 30
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<210> 16
<211> 30
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> MO ta trinh tu nhan tao: peptit KLAK(14)-HLAH(7)-Z13
<400> 16
Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys His Leu
1 5 10 15
Ala His Leu Ala His Val Arg Arg Ala Asp Asn Arg Pro Gly
20 25 30

<210> 17
211> 37
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> MO0 ta trinh tu nhan tao: peptit HLAH(14)-KLAK(14)-Z13
<400> 17
His Leu Ala His Leu Ala His His Leu Ala His Leu Ala His Lys Leu
1 5 10 15
Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Val Arg Arg Ala
20 25 30
Asp Asn Arg Pro Gly
35

<210> 18
<211> 36
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> MO ta trinh tu nhéan tao: peptit HLAH(14)-KLAK(13)-Z13
<400> 18
His Leu Ala His Leu Ala His His Leu Ala His Leu Ala His Lys Leu
1 5 10 15
Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu Ala Lys Leu Ala Val Arg Arg Ala Asp
20 25 30
Asn Arg Pro Gly
35

<210> 19

<211> 35

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> MB0 ta trinh tu nhén tao: peptit HLAH(14)-KLAK(13)-Z13
<400> 19
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His Leu Ala His Leu Ala His His Leu Ala His Leu Ala His Lys Leu
1 5 10 15
Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu Ala Lys Leu Val Arg Arg Ala Asp Asn
20 25 30
Arg Pro Gly
35

<210> 20

<211> 34

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> M0 ta trinh tu nhéan tao: peptit HLAH(14)-KLAK(13)-Z13

<400> 20

His Leu Ala His Leu Ala His His Leu Ala His Leu Ala His Lys Leu

1 5 10 15

Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu Ala Lys Val Arg Arg Ala Asp Asn Arg
20 25 30

Pro Gly

<210> 21

<211> 33

<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>

<223> MBD ta trinh tu nhan tao: peptit HLAH(14)-KLAK(13)-Z13

<400> 21

His Leu Ala His Leu Ala His His Leu Ala His Leu Ala His Lys Leu

1 5 10 15

Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu Ala Val Arg Arg Ala Asp Asn Arg Pro
20 25 30

Gly

<210> 22

<211> 32

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> MO ta trinh tu nhan tao: peptit HLAH(14)-KLAK(13)-Z13
<400> 22

His Leu Ala His Leu Ala His His Leu Ala His Leu Ala His Lys Leu

1 5 10 15

Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu Val Arg Arg Ala Asp Asn Arg Pro Gly
20 25 30

<210> 23
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<211> 31
<212> PRT
<213> Trinh tu nhéan tao
<220>
<223> MO ta trinh tu nhan tao: peptit HLAH(14)-KLAK(13)-Z13
<400> 23
His Leu Ala His Leu Ala His His Leu Ala His Leu Ala His Lys Leu
1 5 10 15
Ala Lys Leu Ala Lys Lys Val Arg Arg Ala Asp Asn Arg Pro Gly
20 25 30

<210> 24
<211> 30
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> MO ta trinh ty nhén tao: peptit HLAH(14)-KLAK(13)-Z13
<400> 24
His Leu Ala His Leu Ala His His Leu Ala His Leu Ala His Lys Leu
1 5 10 15
Ala Lys Leu Ala Lys Val Arg Arg Ala Asp Asn Arg Pro Gly
20 25 30

<210> 25
<211> 29
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> M0 ta trinh tu nhén tao: peptit KLAK(14)-HLAH(6)-7213
<400> 25
Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys His Leu
1 5 10 15
Ala His Leu Ala Val Arg Arg Ala Asp Asn Arg Pro Gly
20 25

<210> 26

<211> 28

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> MO ta trinh tu nhan tao: peptit KLAK(14)-HLAH(5)-Z13
<400> 26

Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys His Leu

1 5 10 15
Ala His Leu Val Arg Arg Ala Asp Asn Arg Pro Gly

20 25
<210> 27
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211> 27
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> M0 ta trinh tu nhan tao: peptit KLAK(14)-HLAH(4)-Z13
<400> 27
Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys His Leu
1 5 10 15
Ala His Val Arg Arg Ala Asp Asn Arg Pro Gly
20 25

<210> 28
<211> 26
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> M0 ta trinh tu nhén tao: peptit KLAK(14)-HLAH(3)-Z13
<400> 28
Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys His Leu
1 5 10 15
Ala His Val Arg Arg Ala Asp Asn Arg Pro Gly
20 25

<210> 29
<211> 25
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> MO ta trinh ty nhan tao: peptit KLAK(14)-HLAH(2)-Z13
<400> 29
Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys His Leu
1 5 10 15
Val Arg Arg Ala Asp Asn Arg Pro Gly
20 25

<210> 30
<211> 24
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> MO ta trinh tw nhan tao: peptit KLAK(14)-HLAH(1)-Z13
<400> 30
Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys His Val
1 5 10 15
Arg Arg Ala Asp Asn Arg Pro Gly
20

<210> 31
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<211> 29
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> MBH ta trinh tu nhan tao: peptit KLAK(13)-HLAH(7)-Z13
<400> 31
Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu Ala Lys Leu Ala His Leu Ala
1 5 10 15
His Leu Ala His Val Arg Arg Ala Asp Asn Arg Pro Gly
20 25

<210> 32
<211> 28
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> MO ta trinh ty nhén tao: peptit KLAK(12)-HLAH(7)-Z13
<400> 32
Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu Ala Lys Leu His Leu Ala His
1 5 10 15
Leu Ala His Val Arg Arg Ala Asp Asn Arg Pro Gly
20 25

<210> 33
<211> 27
<212> PRT
<213> Trinh tu nhéan tao
<220>
<223> MBD ta trinh tu nhén tao: peptit KLAK(11)-HLAH(7)-Z13
<400> 33
Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu Ala Lys His Leu Ala His Leu
1 5 10 15
Ala His Val Arg Arg Ala Asp Asn Arg Pro Gly
20 25

<210> 34

<211> 26

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> M0 ta trinh tu nhan tao: peptit KLAK(10)-HLAH(7)-Z13
<400> 34

Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu Ala His Leu Ala His Leu Ala

1 5 10 15
His Val Arg Arg Ala Asp Asn Arg Pro Gly

20 25
<210> 35
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211> 25
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> MBD ta trinh ty nhén tao: KLAK(9)-HLAH(7)-Peptit Z13
<400> 35
Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu His Leu Ala His Leu Ala His
1 5 10 15
Val Arg Arg Ala Asp Asn Arg Pro Gly
20 25

<210> 36
211> 24
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhan tao
<220>
<223> MO ta trinh ty nhan tao: peptit KLAK(8)-HLAH(7)-Z213
<400> 36
Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Lys His Leu Ala His Leu Ala His Val
1 5 10 15
Arg Arg Ala Asp Asn Arg Pro Gly
20

<210> 37
<211> 23
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> MO ta trinh tu nhan tao: peptit KLAK(7)-HLAH(7)-Z13
<400> 37
Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys His Leu Ala His Leu Ala His Val Arg
1 5 10 15
Arg Ala Asp Asn Arg Pro Gly
20

<210> 38
<211> 23
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> M0 ta trinh tu nhan tao: peptit KLAK(14D)-Z13
<400> 38
Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Val Arg
1 5 10 15
Arg Ala Asp Asn Arg Pro Gly
20

<210> 39
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<211> 28

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> MO ta trinh tu nhan tao: peptit KLAK(14)-HLAH(5)-Z13
<400> 39

His Leu Ala His Leu Val Arg Arg Ala Asp Asn Arg Pro Gly

1 5 10

<210> 40

<211> 28

<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>

<223> MO ta trinh ty nhan tao: peptit IF7(RR)-(K+H)

<400> 40

Ile Phe Leu Leu Trp Gln Arg Arg Arg Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys

1 5 10 15

Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys His Leu Ala His Leu
20 25

<210> 41

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>

<223> MBJ ta trinh ty nhan tao: peptit 224

<400> 41

Met Gln Arg Thr Arg Ala Thr Pro Gly

1 5

<210> 42

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>

<223> MBO ta trinh ty nhan tao: peptit Z11

<400> 42

Val Arg Ser Ser Arg Ser Thr Pro Gln

1 5
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