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(54) MANH FAB CUA KHANG THE KHANG CEACAMS5 CUA NGUOI, THE LIEN
HQP CHUA MANH FAB NAY, CHE PHAM CHUA THE LIEN HOP VA
PHUGONG PHAP TAO RA MANH FAB CUA KHANG THE KHANG CEACAMS5
NGUOI HOAC THE LIEN HOP NAY

(57) Sang ché dé cap dén manh Fab cua khang thé khang CEACAMS cua nguoi duoc ky

vong dé co thé sir dung trong chan doan bénh ung thu, cu thé 13, chan doan bénh ung thu

dai tryc trang, ung thu va, ung thu phdi, ung thu tuyén giap hodc bénh ung thu do su di cin
ctia cac bénh ung thu ndy. Sang ché dé cap dén manh Fab cta khang thé khang CEACAMS5
clia ngudi bao gdm manh chudi ning chira ving bién doi cta chudi ning gém cé trinh tur
axit amin duoc biéu dién bdi cac vi tri axit amin 1 dén 121 cua SEQ ID NO: 2, va chudi
nhe bao gém ving bién ddi cua chudi nhe gém ¢6 trinh ty axit amin dugc biéu dién boi cac

vi tri axit amin 1 dén 112 caa SEQ ID NO: 4, va thé lién hop bao gdm manh Fab nay. Sang

ché ciing dé cap dén phuong phép tao ra manh Fab cia khang thé khang CEACAMS cua

nguoi hodc thé lién hop bao gom manh Fab. Sang ché ciing dé cap dén ché pham chira thé
lién hop nay. Sang ché ciing dé cip dén polynucleotit chira trinh tu nucleotit ma hda manh

Fab cua khang thé khang CEACAMS cua ngudi, vecto biéu hién chira polynucleotit va té

bao chil dugc bién nap véi vecto biéu hién nay.
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Linh vue ky thuit dwoc dé cip

Sang ché d& cép dén manh Fab moéi cta khang thé khang CEACAMS cia
ngudi. Sang ché cling dé cap dén ché phim dé chin doan chira manh Fab clia khang
thé khang CEACAMS5 ngudi nay, va phuong phap chan doan bénh ung thu bang cach
sir dung manh Fab nay.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

CEA (khang nguyén ung thu phdi) hoic CEACAM (phan tir bam dinh té bao
lién quan dén khang nguyén ung thu phdi) 1a dau chuan khéi u duoc phat hién vao
nim 1965 (J. Exp. Med.; 1965; 121: 439-462; va PNAS; 1969; 64: 161-167), va 23
phén tir lién quan dén CEA da dugc phat hién dén nay (BioMed Central Biology;
2010; 8: 12-33). Trong s6 cac chét nay, CEACAMS hiém khi dugc biéu hién & cic mo
binh thudng, nhung lai duoc biéu hién & ung thu dai truc trang hoc dng da day rudt
cua phoi thai (BBA; 1990; 1032: 177-189; and Mol. Pathol.; 1999; 52: 174-178).
CEACAMS duogc biét 1a cling dugc biéu hién & ung thu va, ung thu phdi, va ung thu
tuyén gidp (Diagn. Cytopathol.; 1993; 9: 377-382; Cancer Res.; 1990; 50: 6987-6994;
Histopathology; 2000; 37: 530-535). |

Nong d6 cia CEACAMS5 trong mau cuia bénh nhan ung thu dai truc trang cao
hon so véi ctiia ngudi khoe manh (J. Exp. Med.; 1965; 121: 439-462), va CEACAMS
duogce st dung 1am d4u chuén khéi u. Theo cac nghién ctru mo6 hoc ciia cac bénh nhan
ung thu dai truc trang, CEACAMS dugc biéu hién cao & 90% md hodc nhiéu hon
(British J. Cancer; 2013; 108: 662-667).

Do su di can sém cta ung thu dai truc trang dugc khu trd & gan, theo do viéc
phat hién sém va didu tri hién tuong di cin gan c6 thé giam dugc ty 1€ tai phat (Cell
Mol. Gastroenterol. Hepatol.; 2017; 3: 163-173). Viéc chan doan di cin gan bang cach
str dung CT (tao anh cit 16p vi tinh), MRI (tao 4nh cong hudng tir), hoac FDG- PET
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(fluorodeoxyglucose-positron emission tomography - chup cit 16p phat positron
flodeoxyglucoza). P4 nhay phét hién cia CT, MRI, va FDG-PET 1an luot 12 74,4, 80,3, va
81,4%, va d6 nhay phét hién d6i véi khdi u kich thuéc 1 cm hodc nhd hon duoc giam
xubng 47,3% dbi v6i CT va 60,2% ddi véi MRI (Radiology; 2010; 257: 674-684). MRI st
dung chit twong phan dic hiéu gan ciing duoc sir dung, mic du d nhay phat hién ctia n6
v&i khéi u 6 kich thude 1 cm hodc nhé hon 1a tir 29 dén 38% (Radiology; 2005; 237: 89-
98).

Céc chét chbng ung thu hodc khang thé dugc ddnh diu bang dong vi phéng xa kim
loai dugc sir dung dé chin doéan hoac diéu tri bénh ung thu. Viéc huéng dich bﬁng cach su
dung khang thé c6 tinh ddc hiéu cao ddi véi céc té bao khdi u va gy ra it su kién bat loi.
MGt $6 khédng thé don dong dugc danh dau béng déng vi phéng xa kim loai dwoc 4p dung

1am sang trong chén doan va didu tri cho dén nay (Cancer Control; 2012; 19: 196-203).

Ddng thoi, cdc khang thé thudng c6 thoi gian ban hity trong mau dai va can khoéng
thoi gian dai khoang 4 ngay dén 5 ngay dé dat duoc ty 18 khéi u/mdu ma tao ra ty 1& tin
hi€u trén nén du dé hién thi bénh ung thu, sau khi dugc dung trong co thé (Clin. Pharmacol.
Ther.; 2010; 87: 586-592). Ngoai ra, cic vung Fc cua cdc khing thé tao ra tic dung duoc
1y 1a hoat tinh gdy doc t& bao phu thudc khang thé (antibody-dependent cellular cytotoxicity
ADCC) hoidc hoat tinh gdy doc té bao phu thudc bd thé (complement-dependent
cytotoxicity - CDC) Glycoconj. J.; 2013; 30: 227-236; and Curr. Opin. Biotechnol.; 2002;
13: 609-614). Ngoai ra, céc khing thé dugc chuyén héa trong gan va vi thé dugc tich liy
nhiéu trong gan, khong lién quan dén dich. Tuy nhién, rt khé dé phét hién céc tén thwong
di can gan bang khang thé do sy di can sém cua ung thu dai truc trang dwoc tap trung &

gan (Clin. Pharmacol. Ther.; 2010; 87: 586-592).

Cac manh khang thé téi t5 hop phan tir thdp nhu Fab, scFv, va diabody (khang thé
kép) d& dang dén cic tdn thuong do kha ning thim nhip mé cao cua chung va dugc st
dung 1am céc khang thé tri lidu do dugc san xuat véi chi phi thép bang cach sir dung hé

biéu hién & E. coli hoic nam men c6 thé dugc ky vong. Mat khdc, viéc sir dung ching lam
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duogc chit chan doan ciing d duoc théng bdo do thoi gian ban hiy cua chiing trong méu
ngén va c6 dic diém bai tiét qua than (Nat. Biotechnol.; 2005; 23: 1126-1136).

MS5A (PTL 1), khdng thé dugc 1am gibng nhw ctia ngudi ciia khéng thé don dong
cua chudt T84.66, duoc biét 1a khéng thé khing CEACAMS ngudi duge dp dung lam dugc
chét chin doan. D c6 thong bao ring M5A dwoc danh diu bang %Cu can mit 22 gid hodc
1au hon sau khi ding dé thu dugc anh PET thuén l¢i trong thir nghiém bang cich sir dung
chudt duoc cdy ghép té bao ung thu dudi da (NPL 1), va duoc dua vao md gan binh thuong
va vi trf thuong ton ciia gan & mirc tuong dwong 3 gid sau khi dung va véi su khéc biét
dang ké sau 24 gid trong thir nghiém sit dung md hinh chudt c6 di can gan (NPL 2).

V6i vai trd 12 mot manh cia khang thé khing CEACAMS ngudi, ngudi ta da thong
bio ring CEA-Scan, Fab’ dugc ddnh diu *™Tc clia khang thé don dong chudt NP-4, c6
thé duoc st dung trong chin doan ung thu dai truc trang (NPL 3). Tuy nhién, sy he"lp thu
CEA-Scan vo trong vi tri thuong ton khong vugt qué muc hép thu ctia né vao trong gan
binh thuong, va do nhay phét hién ciia né dbi véi di cin gan thap hon cia FDG-PET (NPL
4). CEA-Scan dugc FDA phé chuén lam duoc chit chdn doan d6i v6i ung thu dai truc trang

vao nam 1999, nhung khong con duoc ban (NPL 5).
Danh sdch tai liéu trich dan

Tai lidu sing ché

PTL 1: Cong bd quéc té sé WO 2005/086875

Tai lidu phi sang ché

NPL 1: Bioconjug. Chem.; 2008; 19: 89-96

NPL 2: PLOS ONE; 2014; 9 (9): e106921

NPL 3: Ann. Surg.; 1997; 226: 621-631

NPL 4: J. Nucl. Med.; 2000; 41: 1657-1663
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NPL 5: Kenneth T. Cheng, "99mTc-Arcitumomab", [online], Update: March 17, 2008.,
Molecular Imaging and Contrast Agent Database, [searched on May 17, 2017], internet
<URL:https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK23676/>

Ban chét k§y thuit ciia sang ché
Vian d& ky thuat

Manh Fab héa tri mot c6 khéi luong phan tir bing khoang 50 kDa, nhd hon khéi
luong (khoang 150 kDa) ciia khang thé, trai qua qué trinh bai tiét qua than, va ciing ¢6 thoi
gian ban thai trong miu ngén. Vi thé, chung dat dén ty 1€ khdi u/mau ma tao ra ty 1€ tin
hiéu/nén da dé c6 thé phat hién su di cin gan va hién thi bénh ung thu trong vong 2 dén 32
gid sau khi st dung. Chiing thiéu ving Fc va vi thé khong gay ra ADCC lan CDC. Tir cic
ddc diém nay, cdc manh Fab c6 thé dugce ki vong 12 ¢6 hiéu qua hon v6i vai tro 1a dugc

chat chan doan so véi khang the.

Tuy nhién, hoat tinh gén két ciia manh Fab thudng bi lam yéu di do ching la phan
t nho. Khang thé phai dugc danh ddu bing chét c6 thé phét hién duge nhu chat danh dau
PET hodc thudc nhudm huynh quang dé st dung ching lam dugc chét chan doan in vivo.
Mot van dé nita ctia cdc manh Fab 13 viéc gidm hoat tinh gén két cua ching 1a do viéc danh
dAu bang chit nhu vay.

Muc dich cta sdng ché 1a d& xuit manh Fab ciia khang thé khang CEACAMS cua
ngudi ma dugce st dung dé phat hién CEACAMS ngudi va duge mong doi la duoc tich Iy
trong thuong ton ung thw trong thoi gian ngan (vi du, 4 gi®) sau khi ding. Mot muc dich
khéc ctia sdng ché 1a dé xuit ché pham dé chan doan chira manh Fab ma dugc ky vong 1a
s& cho phép chan doan vao ngay duoc sit dung, va phuong phap chén doan bang cich str
dung manh Fab nay.

Giai phdp k¥ thuét ctia sing ché

Cac tac gia sing ché da thuc hién cdc nghién ctru sau vé viéc tao ra manh Fab cuia

khang thé khang CEACAMS ctia ngudi c6 thé duge sir dung d€ phét hién CEACAMS cua

ngudi, va dic hiéu bénh ung thu & ngudi, va do d6 da tao ra manh Fab cua khang thé khang

-5
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CEACAMS cua ngudi chira viing bién dbi ctia chudi ning bao gdm trinh ty axit amin tir
céc vi trf axit amin tir 1 dén 121 cua SEQ ID NO: 2, va viing bién dbi ciia chudi nhe gom
trinh tu axit amin tir cac vi tri axit amin tu 1 dén 112 ctia SEQ ID NO: 4 (Vidu 1) va da
phat hién ra rang: manh Fab ctia khang thé khang CEACAMS cuia ngudi khong chiu sy
suy gidm clia hoat tinh gén két chdng lai CEACAMS ngudi bang viéc gin két ciia gbe danh
diu (Vi du 3); va thé lién hop bao gdm manh Fab cua khéng thé khing CEACAMS cua
ngudi tich Liy trong té bao ung thu dwong tinh v6i CEACAMS ctia ngudi trong cic md
hinh ciy ghép dudi da va cdc md hinh ciy ghép gan 4 gid sau khi dung va cho phép phit
hién céc t& bao ung thu duong tinh véi CEACAMS ciia ngudi (cdc vi du 5 va 6). Cuy thé,
sdng ché dé xuét manh Fab ciia khang thé khing CEACAMS cua ngudi ma tich lily & bénh
ung thu, va thé lién hop bao gdm manh Fab ciia khéng thé khing CEACAMS cuia nguoi.

Séng ché bao gbm céc khia canh dugc néu dudi day 1a cic chét va phuong phép hitu

ich vé mit y té hodc cong nghiép.
Cu thé, theo mot khia canh, sdng ché bao gdm cac phuong 4n nhu sau:

(1) Manh Fab cua khang thé khdng CEACAMS ctia ngudi bao gdm manh chudi ning gom
c6 ving bién d6i cia chudi ning bap gém CDR1 gdm trinh ty axit amin tir cdc vi trf axit
amin tir 31 dén 35 ctia SEQ ID NO: 2, CDR2 gdm trinh ty axit amin tir c4c vi trf axit amin
50 dén 66 ciia SEQ ID NO: 2, va CDR3 gdm trinh tyr axit amin tir cdc vi trf axit amin 99 dén
110 ciia SEQ ID NO: 2, va chudi nhe bao gém ving bién dbi cua chudi nhe bao gdm
CDR1 gdm trinh ty axit amin tir cdc vi tri axit amin 24 dén 38 cia SEQ ID NO: 4,
CDR2 gdm trinh ty axit amin tir cdc vi trf axit amin 54 dén 60 cua SEQ ID NO: 4, va

CDR3 gdm trinh ty axit amin tir cic vi trf axit amin 93 dén 101 ciia SEQ ID NO: 4.

[2] Manh Fab cua khang thé khang CEACAMS cua ngudi theo [1] dugc chon tir nhém
bao gdm (a) va (b) duéi day:

(a) manh Fab cua khang thé khang CEACAMS clia ngudi bao gém manh chudi ning chira

ving bién d6i ctia chudi ning gom trinh ty axit amin tir cac vi trf axit amin tir 1 dén 121
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cta SEQ ID NO: 2, va chudi nhe bao gdm ving bién ddi ciia chudi nhe gém trinh tw axit

amin ti c4c vi tri axit amin 1 dén 112 ciia SEQ ID NO: 4; va

(b) manh Fab ctia khang thé khdng CEACAMS ciia ngudi bao gdm manh chudi nang chita
viing bién d6i chudi ning thu dugc tir viing bién dbi cia chudi nang gom trinh ty axit amin
tir cAc vi trf axit amin tir 1 dén 121 cua SEQ ID NO: 2 bang c4ch céi bién axit glutamic &
vi tr{ axit amin 1 ciia SEQ ID NO: 2 thanh axit pyroglutamic, va chudi nhe bao gdm viing
bién d6i cua chudi nhe gém trinh tu axit amin tir cac vi trf axit amin 1 dén 112 cua SEQ ID

NO: 4.

[3] Manh Fab cua khang thé khang CEACAMS ctia ngudi theo [2] dugc chon tir nhém
bao gdm (a) va (b) duéi day:

(a) manh Fab cua khang thé khang CEACAMS cuia ngudi chira manh chudi nang gom trinh
tu axit amin dugc biéu dién boi SEQ ID NO: 2 va chudi nhe gém trinh tu axit amin dugc
biéu dién boi SEQ ID NO: 4; va

(b) méanh Fab cua khang thé khing CEACAMS ctia ngudi chira manh chudi niang c6 ngudn
gdc tir manh chudi ning gdm trinh tu axit amin dugc bidu dién bdi SEQ ID NO: 2 bang
céch cai bién axit glutamic & vi trf axit amin 1 caa SEQ ID NO: 2 thanh axit pyroglutamic,
va chudi nhe gdm trinh ty axit amin dugc biéu dién boi SEQ ID NO: 4.

(4) Manh khing thé Fab khang CEACAMS cuia ngudi theo myc (3), chira manh chudi
nang gém trinh ty axit amin dugc biéu dién béng SEQ ID NO: 2 va chudi nhe gém trinh tu
axit amin dugc biéu dién bdi SEQ ID NO: 4.

[5] Thé lién hop chira gbc danh déu va manh Fab cia khdng thé khang CEACAMS
ngudi theo bat ky trong s6 [1] dén [4].

(6) Thé lién hop theo muc (5), trong d6 gbc danh déu 1 (i) phéi tir va phan tir lién két,
(ii) phéi tir, (iii) thubc nhudém huynh quang va phan ti lién két, hodc (iv) thuéc nhuom

huynh quang.
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(7)  Thé lién hop theo muc (6), trong d6 géc danh déu 1a (i) phdi tir va phan tir lién két,
hoic (ii) phéi tur.

(8)  Thé lién hop theo muc (7), trong d6 phdi tir 1a phdi tir dwoc biéu dién béi cong thirc
(A) dudi day:

[Cbng thirc hoa hoc 1]

(PH NH

o N/\/\/\N/i
OH H

trong d6 dudmng luon séng thé hién viéc gén két voi manh Fab cua khang thé khang

CEACAMS ngudi hodc phan tir lién két.

[9] Thé lién hop theo muc [7], trong d6 gbc danh ddu 1a phdi tir va phéan tir lién keét,

trong d6 phdi tir va phan tir lién két nay 12 nhém dugc biu dién boi cong thirc (A') dudi

day:

[Cong thirc hoa hoc 2]
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trong d6 dudng lugn séng thé hién viéc gin két véi manh Fab cla khdng thé khang

CEACAMS nguoi.

[10] Thé lién hop theo muc [9], trong d6 méanh Fab clia khéng thé khdng CEACAMS ciia
ngudi duge gan két véi nguyén tir cacbon cua cia nhém C(=S) dAu tan gdc danh dau qua

nhém amino trong manh Fab.

(11) Thé lién hop theo muc (7) dugc biéu dién béi cong thirc (I) sau day:
(L-X)p-Ab (D)

trong d6 Ab la manh Fab cua khang thé khang CEACAMS cua ngudi,

L 1a phéi tir;

X 1a phn tir lién két hodc lién két; va

p 12 s tw nhién tir 1 dén 25.

(12) Thé lién hop theo muc (11), trong d6 L 14 phdi tir duoc bicu dién boi cong thirc (A)

duéi day:
[Cong thirc hoa hoc 3]

? H NH

N

0]
N/O H ( )
A
O<__NH Hae N0

o N/\/\/\N/\z
H H

trong d6 dudng leon séng bidu didn viéc lien két voi X (hodc Ab khi X 1a 1a mot lién két).

(13) Thé lién hop theo muc (9) hodc (12) dugc bicu dién béi cong thirc (I) sau day:
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[COng thuc hoa hoc 4]
? H NH
N
(0]
N _OH

O«_NH H3C/g0 . (1)

Cr”wr’”’
o) N/\/\/\Nj\N S
H

0 .

- —1 P

trong d6 Ab la manh Fab cua khang thé khang CEACAMS cua nguoi; va
p 1a s6 tw nhién tir 1 dén 25, trong do

Ab duoc lién két v6i nguyén tir cacbon cua C(=S) d4u tan gdc danh du thong qua nhém

amino trong Ab.

(14) Thé lién hop theo muc bét ky trong sé cc muc tir (11) dén (13), trong d6 p 14 s6 tu

nhién tir 1 dén 16.

(15) Thé lién hop theo muyc bét ky trong s cdc muc tir (11) dén (13), trong d6 p 1a sd tu

nhién tir 4 dén 16.

(16) Thé lién hop theo muc bat ky trong s6 cdc myc tir (6) dén (15), cdn bao gdm kim loai.
a7 Thé lién hop theo muc (16), trong d6 kim loai 1a déng vi phéng xa kim loai.

(18) Thé lién hop theo muc (16), trong d6 kim loai 1a ¥Zr.

(19) Thé lién hop theo (17) hogc (18) d& sir dung 1am chét danh dau PET.

(20) Polynucleotit dugc chon tir nhém bao g6m (a) va (b) dudi day:

(a) polynucleotit chtra trinh tu nucleotit ma h6a manh chudi ning cia manh Fab cta khing

thé khiang CEACAMS ctia ngudi (a) theo muc [2]; va

-10-
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(b) polynucleotit chira trinh ty nucleotit ma héa chudi nhe ciia manh Fab cua khing thé

khang CEACAMS ngudi (a) theo muc [2].
(21) Polynucleotit dugc chon tir nhém bao gdm (a) va (b) dudi day:

(a) polynucleotit chira trinh ty nucleotit ma héa manh chudi ning ctia manh Fab cta khéng

thé khang CEACAMS ngudi theo muyc [4]; va

(b) polynucleotit chira trinh ty nucleotit ma héa chudi nhe ciia manh Fab cua khang thé

khiang CEACAMS cua nguoi theo muc (4).
(22) Vecto biéu hién bao gdm (a) va/hoic (b) dudi dy:

(a) polynucleotit chira trinh ty nucleotit ma héa manh chudi ning ctia manh Fab cia khéng

thé khidng CEACAMS ciia nguoi (a) theo muc [2]; va

(b) polynucleotit chira trinh ty nucleotit ma héa chudi nhe ctia manh Fab cua khing thé

khang CEACAMS ngudi (a) theo muc [2].

(23) Vecto biéu hién bao gom (a) va/hoic (b) dudi day:

(a) polynucleotit chira trinh tur nucleotit ma héa manh chudi ning ctia manh Fab ctia khéng
thé khang CEACAMS ngudi theo muc [4]; va

(b) polynucleotit chira trinh tw nucleotit ma hoa chudi nhe ciia manh Fab cua khéng thé
khiang CEACAMS ciia nguoi theo muc (4).

(24) Té bao chu duoc chon tir nhém bao gdm (a) dén (d) dudi day:

(a) té& bao chu dugc bién nap véi vecto biéu hién chua polynucleotit bao gdm trinh ty
nucleotit md héa manh chudi ning ctia manh Fab cua khang thé khang CEACAMS ngudi
(a) theo muc [2];

(b) t& bao chii duogc bién nap voi vecto biéu hién chira polynucleotit bao gém trinh tu
nucleotit ma héa chudi nhe cia manh Fab cua khang thé khang CEACAMS ngudi (a) theo

muc [2];

-11-
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(c) té bao chu duoc bién nap voi vecto biéu hién chia polynucleotit bao gém trinh tu
nucleotit md héa manh chudi ning ctia manh Fab cta khing thé khdang CEACAMS cua
ngudi (a) theo muc [2] va polynucleotit chira trinh ty nucleotit ma héa chudi nhe ciia manh

Fab cua khang thé khing CEACAMS ctia ngudi (a) theo muc [2]; va

(d) té bo chu dugc bién nap voi vecto biéu hién chita polynucleotit bao gém trinh tyu
nucleotit ma héa manh chudi niing ctia manh Fab cua khang thé khang CEACAMS ngudi
(a) theo muc [2] va vecto biéu hién chira polynucleotit bao gdm trinh tw nucleotit md héa

chudi nhe cia manh Fab ctia khing thé khing CEACAMS ngudi (a) theo muc [2].
(25) Té bao chi dugc chon tir nhém bao gdm (a) dén (d) dudi day:

(a) t& bao chu dugc bién nap véi vecto biéu hién chita polynucleotit bao g6m trinh tu
nucleotit m3 héa manh chudi ning ctia manh Fab ctia khdng thé khang CEACAMS ngudi

theo muc [4];

(b) t& bao chu duogc bién nap véi vecto biéu hién chta polynucleotit bao g(“)m trinh tu
nucleotit ma héa chudi nhe ctia manh Fab cua khéng thé khang CEACAMS ngudi theo

muc (4);

(c) té bao chu duogc bién nap vdi vecto biéu hién chira polynucleotit bao gém trinh tu
nucleotit md héa manh chudi ning ctia manh Fab cua khang thé khang CEACAMS ngudi
theo muc [4] va polynucleotit chira trinh ty nucleotit ma héa chudi nhe ctia manh Fab cta

khang thé khang CEACAMS ngudi theo muyc [4]; va

(d) té bao chu dugc bién nap voi vecto biéu hién chira polynucleotit bao gém trinh tu
nucleotit ma héa manh chudi ning cia manh Fab cta khéng thé khang CEACAMS ngudi
theo muc [4] va vecto biéu hién chira polynucleotit bao gdm trinh tu nucleotit ma héa chudi

nhe ciia manh Fab cta khéng thé khang CEACAMS ngudi theo muc [4].

(26) Phuong phap tao ra manh Fab cta khang thé khang CEACAMS cua ngudi, bao gdm
budc nudi ciy t& bao chit dugc chon tir nhém bao gdm (a) dén (c) dudi day dé biéu hién

ménh Fab cua khang thé khang CEACAMS ngudi:
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(a) t& bao cha dugc bién nap véi vecto biéu hién chua polynucleotit bao gé)m trinh tu
nucleotit ma héa manh chudi ning ctia méanh Fab cia khéng thé khang CEACAMS clia
ngudi (a) theo muyc [2] va polynucleotit chira trinh ty nucleotit ma hoa chudi nhe ciia manh

Fab cta khang thé khing CEACAMS cuia nguoi (a) theo muc [2]; va

(d) té bao chi duoc bién nap vdéi vecto biéu hién chira polynucleotit bao gém trinh tu
nucleotit ma héa manh chudi ning ctia manh Fab cua khéng thé khang CEACAMS ngudi
(a) theo muc [2] va vecto biéu hién chira polynucleotit bao gdm trinh tw nucleotit ma héa

chudi nhe cua manh Fab ctia khing thé khang CEACAMS ngudi (a) theo muc [2]; va

(c) té bao chu dugc bién nap véi vecto biéu hién chua polynucleotit bao g@)m trinh tu
nucleotit md héa manh chudi ning ctia manh Fab cta khdng thé khang CEACAMS ngudi
(a) theo muc [2], va té bao chu duoc bién nap véi vecto biéu hién chira polynucleotit bao
gdm trinh tu nucleotit ma héa chudi nhe ctia manh Fab cia khang thé khang CEACAMS

nguoi (a) theo muc [2].

(27) Phuwong phap tao ra manh Fab cua khang thé khang CEACAMS cua ngudi, bao gom
budc nudi cy té bao chii duge chon tir nhém bao gdm () dén (c) duéi ddy dé biéu hién

manh Fab cta khang thé khang CEACAMS nguoi:

(a) t& bao chu duoc bién nap voéi vecto biéu hién chua polynucleotit bao gém trinh tu
nucleotit ma héa manh chudi ning ciia manh Fab cua khing thé khang CEACAMS ngudi
theo muc [4] va polynucleotit chira trinh tu nucleotit ma hoa chudi nhe ciia manh Fab cua

khéng thé khiang CEACAMS ngudi theo muc [4];

(b) t& bao chii duoc bién nap véi vecto biéu hién chira polynucleotit bao gdm trinh ty
nucleotit md héa manh chudi ning cia manh Fab cta khing thé khang CEACAMS ngudi
theo muyc [4] va vecto biéu hién chita polynucleotit bao gdm trinh ty nucleotit ma héa chudi

nhe ciia manh Fab cta khéang thé khang CEACAMS ngudi theo muc [4]; va

(c) té bao chu duoc bién nap voi vecto biéu hién chua polynucleotit bao gém trinh tu
nucleotit md héa manh chudi niing ctia manh Fab cia khang thé khang CEACAMS ngudi

theo muc [4], va té bao chu dugc bién nap vdi vecto biéu hién chtra polynucleotit bao g(“)m
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trinh ty nucleotit ma héa chudi nhe cia manh Fab cua khing thé khang CEACAMS ngudi

theo muc [4].

[28] Phuong phap tao ra thé lién hop chira gbc danh dau va manh Fab cua khéng thé khang
CEACAMS5 ngudi, bao gdm buéc: tao ra manh Fab ciia khang thé khang CEACAMS ngudi
bang phwong phéap theo muc [26] hoac [27]; va lién két cong héa tri manh Fab véi gbc

danh diu.

[29] Phuong phap tao ra thé lién hop chira phéi tr va manh Fab ciia khéng thé khéng
CEACAMS ngudi, bao gdm bude: tao ra manh Fab ctia khéng thé khang CEACAMS ngudi
bing phuong phap theo muc [26] hodc [27]; va lién két cong héa tri manh Fab véi phoi tit

thong qua phan tir lién két hodc mdt céch truc tiép.

(30) Phuong phép tao ra thé lién hop bao gdm gbc danh déu duoc danh déu bang dong vi
phéng xa kim loai va manh Fab cua khang thé khang CEACAMS ctia ngudi, bao gdm cic
buéc: tao ra thé lién hop bao gdém phdi tir vd manh Fab cua khing thé khang
CEACAMS cua ngudi bang phuong phép theo muyc (29); va gin két dong vi phéng xa kim
loai v&i phéi tir ctia thé lién hop qua lién két phdi tr.

(31) Ché phém dé chin doan chita mot hodc nhiéu thé lién hop theo muc bét ky trong s6

céc muc tir [16] dén [19], va chit mang dugc dung.
(32) Ché phdm dé chan doan theo (31) 1a dugc pham chia giai doan 1am sang.

(33) Ché phdm dé chan doéan theo (31) hoac (32) dé st dung trong chan doan ung thu dai
truc trang, ung thu vi, ung thu phdi, ung thu tuyén gidp hodc ung thu do két qua cuia viéc
di can cua ching.

(34) Ché phim dé chan doan theo muc (33) dé sir dung trong chin doan ung thu dai tryc

trang hodc ung thu do két qua ciia viéc di can ung thu dai truc trang.

(35) Ché pham dé chan doan theo muc (34), trong d6 ung thu do viéc di cdn ung thu dai

truc trang 1a ung thu gan di can.
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(36) Sit dung thé lién hop theo muc bét ky trong s céc muc tir (16) dén (19) dé san xuét
ché phim dé chan doan bénh ung thu dai tryc trang, ung thu vi, ung thu phéi, ung thur
tuyén gidp hodc bénh ung thu do sy di cin ctia cdc bénh ung thu nay.
(37) Thé lién hop theo muc bat ky trong sb cac muc tir (16) dén (19) dé sit dung trong chan
doan bénh ung thu dai tryc trang, ung thu vi, ung thu phdi, ung thu tuyén gidp hoac bénh
ung thu do sy di can cua cic bénh ung thu nay.
(38) Phuong phap chin doan bénh ung thw dai truc trang, ung thu va, ung thu phdi, ung
thu tuyén gidp hodc bénh ung thu do sy di can cua cic bénh ung thu nay, bao gém viéc
dung thé lién hop theo muc bat k¥ trong s§ cic muc tir (16) dén (19) cho ddi tugng.
(39) Manh Fab ctia khang thé khang CEACAMS ctia ngudi theo muc bat ky trong s6 cic
muc tit (1) dén (4) dé dung 1am thé lién hop bao gdm gdc danh diu.
(40) Str dyng manh Fab cua khang thé khang CEACAMS cuia ngudi theo muc bat ky trong
s6 cdc muc tir (1) dén (4) dé san xuét thé lién hop bao gdm gbc danh dau.
(41) Manh Fab ctia khang thé khang CEACAMS cua ngudi theo muc (39), trong d6 thé
lién hop bao gdm gbc danh dau 1a thé lién hop theo muc bat ky trong s6 cdc muc tir (5) dén
(18).
(42) Str dyng manh Fab cua khéng thé khdng CEACAMS ctia ngudi theo myc (40), trong
d6 thé lién hop bao gdm gdc danh dau 1a thé lién hop theo muc bat ky trong s& cdc muc tir
(5) dén (18).
Hiéu qua c6 loi cua sing ché

Manh Fab cia khéng thé khdang CEACAMS ciia ngudi theo sing ché c6 thé sur
dung dé phét hién CEACAMS ngudi va duoc ky vong 1a c6 thé sir dung trong chan doan
bénh ung thu nhu ung thu dai tryc trang, ung thu vi, ung thu phéi, ung thu tuyén gidp hoic

bénh ung thu do sy di cén cua cic bénh ung thu nay.
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Mo ta vin tit cic hinh vé

Fig. 1A 12 anh dai dién dugc chup bang PET 4 gi& sau khi sit dung PB009-03 cho
chudt nhat trong d6 té bao LS174T dong té bao ung thwr dai truc trang ngudi (t& bao duong
tinh v6i CEACAMS ngudi) duoc ciy dudi da vao vai phai trong khi té bao HCT-15 dong
té bao ung thu dai truc trang ngudi (t€ bao 4m tinh véi CEACAMS ngudi) duoc cAy vao
vai trdi. Do chugt dugc chup anh hudng mat xudng dudi, vong tron bén phai thé hién vai
phai mo ta vai phai ciia chudt dugc cdy ghép té bao LS174T, va vong tron bén trai thé hién
vai trdi ctia chudt dugc ciy ghép t& bao HCT-15. Thanh bén phai thé hién gi tri hap thu

dugc chuin héa téi da (SUV-Max) véi khéi u

Fig. 1B 1a dd thi thé hién céc két qua phan tich cdc anh dugc chup bang PET 4 gio,
24 gidy va 48 gid sau khi ding PB009-03 cho chudt nhit trong do té bao LS174T dong té
bao ung thu dai truc trang ngudi (té bao dwong tinh vé6i CEACAMS) dugc cay ghép dudi
da vao vai phai trong khi céc té bao HCT-15 dong té bao ung thu dai tryc trang ngudi (cic
té bao duong tinh CEACAMS ngudi) dugc ciy duéi da vao vai trdi. Truc tung thé hién gid
tri SUV-Max ctia PB009-03 ma duoc tich lity & vi tri. Thanh sai s6 trén d thi thé hién gia

tri trung binh + d¢ 1éch chuén (gi4 tri trung binh + SEM).

Fig. 2A 12 anh dai dién dugc chup bang PET 4 gid sau khi ding PB009-03 cho chut
trong d6 t& bao LS174T biéu hién luciferaza (1€ bao dwong tinh véi CEACAMS) dugc cay
ghép vao gan. Mili tén thé hién vi tri dugc cy ghép té bao. Thanh bén phai cho biét gid tri

SUV-Max.

Fig. 2B 1a dd thi thé hién két qua cua viéc phén tich cac hinh anh dugc chup bang
PET 4 gid va 24 gid sau khi ding PB009-03 cho chudt nhit trong d6 cac té bao LS174T
biéu hién luciferaza (t& bao duong tinh véi CEACAMS ngudi) duoc cAy ghép vio gan.
Tryc tung thé hién ty 1§ giita c4c gia tri SUV-Max cua PB009-03 ma dugc tich ty trong gan
va vi trf (ty 18 khdi u/gan). Thanh sai sb trén dd thi thé hién gi tri trung binh + d9 1éch

chuin (gia tri trung binh = SEM).
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MBS ta chi tiét sang ché
Sau déy, sang ché s& duoc md ta mot cach chi tiét. Tuy nhién, séng ché khong bi
giéi han & d6. Cac thuat ngit khoa hoc va ky thuat dugc sir dung trong séng ché thudng

duoc hidu bdi ngudi 6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay, trir khi ¢6 quy dinh khac.

Céc téc gia sang ché da tién hanh c4c nghién ctu k¥ ludng vé viéc tao ra khang
thé khang CEACAMS5 hodc manh gin két khdng nguyén ctia né va do d6 da thanh cong
tao ra manh Fab cia khang thé khing CEACAMS cua ngudi ¢6 kha nang phat hién
CEACAMS nguoi.

CAu trac co s& cua phan tir khang thé 1a chung gifta cdc 16p khang thé va duoc cau
thanh bang cdc chudi ning c6 khéi lwong phén tir tir 50000 dén 70000 va céc chudi nhe c6
khéi lwgng phan tir tir 20000 dén 30000. Chudi ning thudng bao gdm chudi polypeptit
chira khoang 440 axit amin, c6 dac diém cau tric ctia mdi 16p, va dugc goi la cac chudi v,
W, a, 8, va € twong tng voi IgG, IgM, IgA, IgD, va IgE. IgG con ¢6 I1gG1, IgG2, IgG3, va
IgG4 ma tuong Gng dugc goi la y1, y2, v3, va y4. Chudi nhe thudng chira chudi polypeptit
bao gdm khoang 220 axit amin va duoc biét 12 c6 hai loai, loai L va K, ma twong (mg dugc
goi 1a chudi A va k. Do cAu hinh peptit ctia cAu tric co s clia phén tir khéng thé, hai chudi
nang giéng nhau va hai chudi nhe giéng nhau dugc lién két qua lién két disulfua (lién két
S-S) va lién két phi cong héa tri dé tao ra khéi hrgng phan tir tir 150000 dén 190000. Hai
chudi nhe nay c6 thé bit cip véi bat ky trong s6 céc chudi nang. Mot phan tir khdng thé cu

thé chic chin dugc chu thanh tir hai chudi nhe gidng nhau va hai chudi ning giong nhau.

Bén (hodc nam ddi vé6i cac chubi p va €) va hai lién két S-S trong chudi 1an luot
c6 mat trong chudi nang va chudi nhe, va mdi chudi tao thanh mot vong trén mdi 100 dén
110 gdc axit amin. Céu hinh nay la twrong tu giita cic vong va dugc goi 12 mién hodc don
vi ciu trac. Pbi véi ca chudi ning va chudi nhe, mién duoc nam & phia dau tan N khong
c6 trinh ty axit amin khong d6i tham chi trong s6 céc ché phdm tir ciing mot 16p (phan 16p)
cta cac dong vat cing lodi, va vi thé dugc goi 1a viing bién dbi. Cdc mién twong tmg dugc

goi la ving bién ddi cua chudi nang (mién Vu) va ving bién doi ctua chudi nhe (mién V).
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Trinh ty axit amin & phia d4u tan C tir d6 hdu nhu khong di trén co s& 16p hodc phan 16p
va duge goi 1a ving hing dinh. Céc mién twong tmg dugc biéu didn béi Cui, Ci, Chz va

CL.

Tinh dic hiéu gin két cta khang thé ddi véi khang nguyén phu thudc vao trinh ty
axit amin ciia gbc duge cdu thanh boi viing bién ddi ciia chudi nang va viing bién ddi clia
chudi nhe. Mit khéc, hoat tinh sinh hoc nhu viéc gin két v6i bd thé hodc céc té bao khac
nhau phan anh sy khac biét trong cAu tric gitra c4c ving hang dinh cua c4c Ig cua cic 16p
twong tmg. D3 biét rang tinh bién ddi ciia chudi ning va céc viing bién ddi ciia chudi nhe
bi giéi han dang ké bang ba viing siéu bién nhé c6 mit trong ca cdc chudi. Cc viing nay
dwoc goi 1a viing quyét dinh tinh b trg (CDRs; CDR1, CDR2, va CDR3 theo thir ty tir
phia dau tan N). Céc géc coOn lai cia viing bién d6i dugc goi l1a cac vung khung (framework

regions - Frs) va tuong d6i on dinh.

Ving giita mién Cui va mién Crz clia viing hing dinh chudi ning cta khang thé
dugc goi la ving ban 18. Viing nay giau gdc prolin va chira nhiéu lién két S-S trong chudi
ma két ndi hai chudi nang. Vi du, cdc ving ban 1¢ ciia IgG1, IgG2, 1gG3, va IgG4 ngudi
lan luot chira 2, 4, 11, va 2 gbc xystein, ma tao thanh lién két S-S giita cac chudi ning.
Ving ban 1¢ 12 viing nhay cam cao vé6i enzym phin gidi protein nhu papain hodc pepsin.
Trong truong hop phan giai khang thé bang papain, chudi ning dugc phan cét & vi trf phia
dAu tan N tir lién két S-S gifra chudi niang cua ving ban 18 va vi thé bi phan giai thanh hai
manh Fab va mdt manh Fc. Manh Fab duogc cAu thanh boi chudi nhe va manh chudi ning
chira viing bién d6i cuia chudi nang, mién Cui va mot phan clia viing ban 1. Manh Fab bao

gdm viing bién ddi va c6 hoat tinh gan két khang nguyén.
<Manh Fab cuia khdng thé khang CEACAMS ngudi theo sing ché>

Manh Fab cua khdng thé khang CEACAMS cilia ngudi theo sing ché bao gdm

manh Fab ¢ dic diém sau day:

manh Fab cta khang thé khdang CEACAMS ciia ngudi bao gdm manh chudi ning chira

ving bién ddi ctia chudi ning gom trinh ty axit amin tir cdc vi trf axit amin tr 1 dén 121
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ctia SEQ ID NO: 2, va chudi nhe bao gdm viing bién d6i ctia chudi nhe gdm trinh ty axit

amin tir cdc vi trf axit amin 1 d@én 112 caa SEQ ID NO: 4.

Vung hang dinh bét ky cua Igyl, Igy2, Igy3 hoic Igy4, v.v c6 thé dugc chon lam
ving hing dinh ciia chudi nang ctia manh Fab ciia khéng thé khang CEACAMS ngudi theo
sdng ché. Theo mot phuong an, ving hang dinh ctia chudi ning clia manh Fab cua khéng

thé khang CEACAMS5 ngudi theo sdng ché 12 viing hang dinh cua Igyl ngudi.

Ving hang dinh bat ky cua Igh hoic Igk c6 thé duoc chon 1am ving hang dinh cua
chudi nhe ciia manh Fab cia khang thé khang CEACAMS ngudi theo sing ché. Theo mot
phuong an, ving hang dinh ciia chudi nhe ctia ménh Fab ctia khéng thé khang CEACAMS5

ngudi theo séng ché 1a viing hang dinh ctia Igik ngudi.

Theo mdt phuong 4n, manh Fab ctuia khang thé khang CEACAMS ngudi theo sdng

ché 13 manh Fab nhu sau:

méanh Fab cuia khdng thé khang CEACAMS clia ngudi bao gdm manh chudi ning gdm
trinh tu axit amin duoc biéu dién bdi SEQ ID NO: 2 va chudi nhe gém trinh ty axit amin

duoc biéu dién bsi SEQ ID NO: 4.

Trong trudng hop bidu hién khang thé bao gdm méanh Fab trong té bao, khang thé
dugc biét 1a trai qua qu4 trinh bién ddi sau dich ma. Cac vi du vé su bién ddi sau dich ma
bao gdm phan cit lysin dau tan C ctia chudi ning bang carboxypeptidaza, bién dbi glutamin
hodc axit glutamic dau tan N ctia chudi ning va chudi nhe thanh axit pyroglutamic bang
qué trinh pyroglutamyl héa, glycosyl héa, oxy héa, khir amit va dudng hoéa. Qua trinh bién
ddi sau dich ma dugc biét 1a dién ra & cdc khéng thé khic nhau (J. Pharm. Sci., 2008; 97:
2426-2447).

Manh Fab cia khang thé khang CEACAMS cuia ngudi theo sing ché ciing c6 thé
bao gém manh Fab thu dugc tir qua trinh bién dbi sau dich ma. Céc vi du vé manh Fab cia
khang thé khang CEACAMS ngudi theo sdng ché ma c6 thé thu dwoc tir qué trinh bién dbi
sau dich ma bao gdm ménh Fab cta khéng thé khang CEACAMS ctia ngudi c6 chudi nang

dwoc pyroglutamyl hoa dau tan N. Pa biét trong linh vuc k¥ thuét rang bién ddi sau dich
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ma nhu vay bang cach pyroglutamyl hoa dau tan N khong anh huéng rd rét dén hoat tinh

cua khéang thé (Anal. Biochem., 2006; 348: 24-39).

Theo mdt phwong an, manh Fab cta khéng thé khang CEACAMS ngudi theo sdng
ché 12 manh Fab ctia khang thé khdng CEACAMS ciia ngudi c6 dic diém sau day:

manh Fab ciia khang thé khiang CEACAMS cilia ngudi bao gém manh chudi ning chira
viing bién dbi chudi ning thu dugc tlr viing bién ddi cua chudi nang gdm trinh tyr axit amin
tlr cdc vi trf axit amin tir 1 dén 121 caa SEQ ID NO: 2 bang céch cai bién axit glutamic &
vi trf axit amin 1 ciia SEQ ID NO: 2 thanh axit pyroglutamic, va chudi nhe bao gdm ving
bién dbi ctua chudi nhe gf‘)m trinh tu axit amin tir cc vi trf axit amin 1 dén 112 cia SEQ ID

NO: 4.

Theo mét phuwong an khac, manh Fab cua khang thé khang CEACAMS ngudi theo
sdng ché 12 manh Fab cuia khang thé khang CEACAMS clia ngudi c6 dic diém sau day:

ménh Fab cua khdng thé khdang CEACAMS ctia ngudi bao gém manh chudi ning cé ngudn
gbc tir manh chudi ning bao gdm trinh ty axit amin dugc bidu di&n béi SEQ ID NO: 2 bang
céch cai bién axit glutamic & vi tr axit amin 1 ciia SEQ ID NO: 2 thanh axit pyroglutamic,

va chudi nhe gdm trinh ty axit amin dugc biéu dién béi SEQ ID NO: 4.

Séng ché ciing bao gdm manh Fab ctia khang thé khang CEACAMS ctia nguoi c6

cac dau hi¢u sau day:

ménh Fab cia khang thé khang CEACAMS ctia ngudi bao g6m manh chudi ning bao gdm
viing bién ddi cua chudi nang bao gdm CDR1 gdm trinh tyr axit amin tir c4c vi trf axit amin
31 dén 35 ctia SEQ ID NO: 2, CDR2 gdm trinh ty axit amin tir cac vi trf axit amin 50 dén
66 cua SEQ ID NO: 2, va CDR3 gém trinh tu axit amin tir cac vi tri axit amin 99 dén
110 cia SEQ ID NO: 2, va chudi nhe bao gdm viing bién ddi ciia chudi nhe bao gdm
CDRI1 gdm trinh ty axit amin tir cdc vi tri axit amin 24 d¢én 38 cua SEQ ID NO: 4,
CDR2 gbm trinh ty axit amin tir c4c vi tri axit amin 54 dén 60 ciia SEQ ID NO: 4, va

CDR3 gdm trinh ty axit amin tir cdc vi trf axit amin 93 dén 101 ciia SEQ ID NO: 4.
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Manh Fab cia khéng thé khang CEACAMS ciia ngudi theo sdng ché gan két véi
CEACAMS ngudi. Phuong phap xac dinh hoat tinh gin két cia manh Fab cta khang thé
khdng CEACAMS ciia ngudi thu dwoc ddi véi CEACAMS ngudi bao gdm céac phuong
phép nhu phén tich bang cong hudng plasmon bé mit (surface plasmon resonance - SPR)
va ELISA. Trong trudng hgp st dung, vi dy, phén tich bang SPR, hang sd toc d9 lién két
(ka), hing s téc do phan ly (kd), va hing sé phan ly (Kp) c6 thé dugc xac dinh bang cdch
st dung Biacore T200 (GE Healthcare Japan Corp.), cb dinh kit Biotin CAPture Kit (GE
Healthcare Japan Corp.) va CEACAMS ngudi dugc biotinyl héa 1én chip cam bién, va bd

sung manh Fab dugc pha loing theo chudi vao do.

Manh Fab cua khang thé khang CEACAMS ctia ngudi theo séng ché c6 thé dé
dang duogc tao ra bdi ngudi cé k¥ nang trung binh trong linh vuc nay bang céch sir dung
phuong phap da biét trong linh vuc nay trén co s& thong tin trinh ty trén manh chudi nang
va chudi nhe ciia manh Fab ciia khang thé khang CEACAMS ngudi theo sdng ché dugc
boc 16 & day. Manh Fab cta khang thé khdng CEACAMS ciia ngudi theo sdng ché c6 thé
dugc tao ra theo, nhung khong bi gidi han cu thé &, phuong phap dugc md ta trong, vi duy,
<Phuong phép tao ra manh Fab ctia khing thé khang CEACAMS ciia ngudi theo sing ché>

dugc dé cap dudi day.
<Thé lién hop theo séng ché>

Thé lién hop theo séng ché 12 thé lién hop bao gdm gdc danh déu va manh Fab cla
khéng thé khdng CEACAMS ciia ngudi theo sang ché.

"Géc danh dau" 1a (i) phdi tir va phn tir lién két, (ii) phdi tir, (iii) thudc nhudm
huynh quang va phan tir lién két, hodc (iv) thuéc nhudém huynh quang. Dang nhat dinh 1a
(i) phdi tir hodc phan tir lién két, hodc (ii) phéi tir bao gdm kim loai. Mdt dang nhét dinh 12
(iii) thudc nhudm huynh quang va phan tir lién két. Mot dang nhét dinh 1a (i) phéi tir va
phan tir lién két. Phéi tir cia "gdc ddnh diu" c6 thé con chira kim loai. Mt dang nhét dinh

12 (i) phéi tir va phan tir lién két chira kim loai hodc (i) phdi tir chra né, va dang khic 1a
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(i) phéi tir tao phirc hop chelat v6i kim loai, va phan tir lién két, hoac (ii) phéi tir tao thanh

phuc hop chelat véi kim loai.

Thé lién hop theo séng ché bao gdm kim loai, thudc nhuém huynh quang hoic
ddng vi phéng xa phi kim loai c6 thé dugc sir dung trong cac chat trong phan khac nhau
va cdc chét tvong ty va duoc sir dung trong, vi du, chat cin quang MRI, chat danh dau PET,

va chét tao anh phan tir dugc danh diu huynh quang.

Trong sang ché, "kim loai" c6 nghia la ion kim loai thuan tir hoac ddng vi phéng
xa kim loai. Kim loai khong bi gi&i han cu thé mién 1a kim loai tao thanh lién két phéi tri
v&i mdi phéi tir. TS hop da biét thich hop ctia phdi tir va kim loai duge chon theo muc dich

stt dung ctia thé lién hop.

Ton kim loai thuan tir thich hop dugc st dung trong chit can quang MRI. Céc vi
du v& dang ion kim loai thuan tir bao gdm, nhung khong bi gi6i han &, Fe*, Fe**, Cu*,
Ni2*, Rh?*, Co?*, Gd™, Eu®*, Dy™, Tb*, Pm*, Nd*, Tm™, Ce**, Y**, Ho*, Er**, La™,
Yb**, Mn**, va Mn?*. Mot dang nhét dinh 1a Gd**, Mn?*, Mn?*, Fe?*, hodc Fe**. Mot dang
nhit dinh 12 Mn®* hodc Mn?*. Trong trudng hop nay, halogen hodc chat twong tw c6 thé
duoc sir dung 1am anion trdi dau trong thé lién hop. Theo céch khac, anion trai déu c6 thé
12 C(=0)O" cua phéi tir. Thé lién hop con c6 thé c6 cation tréi ddu nhu Na*.

Pdng vi phéng xa kim loai dwgc sir dung trong, vi duy, chét danh dau PET. Céc vi
du v& dang cua ddng vi phéng xa kim loai bao gém, nhung khong bi giéi han &, %Zr, >'Mn,
S2Re, 0Cu, Ga, 68Ga, 2 As, 2™Tc, va !!'In. M6t dang nhat dinh 1 %Zr, ®Cu, ’Ga, %Ga,
9mTc, hoic '!'In. Mot dang nhét dinh 1a chit ddng vi phéng xa ctia zirconi. Mt dang nhat

dinh 1a ¥Zr.

"Phéi ti" 12 gbc c6 thé tao ra phirc hop chelat véi kim loai trong thé lién hop va c6
nghia 1a nhoém dugc ciu thanh bang chat tao chelat & dang nhit dinh. Nhém c4u thanh 1a

nhém c6 lién két bing cach loai bd proton tir chat tao chelat.

"Chét tao chelat" 12 hgp chit ma tao thanh lién két phdi trf v6i kim loai.
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Céc vi du vé "chit tao chelat” bao gdm thé mang sat va thé khong mang sat. Cac
vi du ctia m6t dang nhét dinh bao gdm MAG3 (mercaptoaxetyl-glyxyl-glyxyl-glyxin, CAS
No: 66516-09-4) va céc din xuat phan tmg da biét ciia ching. Cac vi du vé thé mang sit
bao gém loai axit hydroxamic, loai catechol, va loai phéi tir hon hop. Céc vi du vé thé
mang sat loai axit hydroxamic bao gém fericrom, deferoxamin (DFO) duogc biéu dién boi

cong thirc dudi day:

[Cbng thirc hoa hoc 5]
(? H
HoN A~ A~ N H
H5C E " HM
3 NN
hil \
0] 0] OH

b

fusarinin C, ornibactin, axit rhodotorulic, v cdc dan xuAt phan tmg da biét ciia ching.
Céc vi du vé thé mang sat loai catechol bao gdm enterobactin, bacillibactin, vibriobactin,
va céc din xuét phan tng di biét ciia ching. Céc vi du vé thé mang sat loai phdi tir hdn
hop bao gdm azotobactin, pyoverdin, yersiniabactin, va cc dan xuét phan tmg da biét cua
ching. Trong trudng hop thé mang sit, DFO c6 thé dugc phan tng théng qua nhém chitc
phan tng cia n6 -NH> véi phan tir lién két hodc manh Fab, va thé mang sat khic ngoai
DFO ciing ¢ thé duwoc phan ing qua nhém chirc phan tng cua n6é nhu nhom carboxy,
nhém hydroxy, hodc nhém amino véi phan tir lién két hoic manh Fab bang phwong phap

thuong dugc nguoi c6 k¥ nang trung binh trong linh vuc nay st dung.

Céc vi du vé thé khong mang sit bao gdm DTPA (axit dietylentriaminpentaaxetic,
CAS sb: 67-43-6), DTPA-BMA (axit 1,7-bis(metylcarbamoylmetyl)-1,4,7-triazaheptan-
1,4,7-triaxetic, CAS No: 119895-95-3), EOB-DTPA (etoxybenzyl-DTPA, axit 2-[[(2S)-2-
[bis(carboxymetyl)amino]-3-(4-etoxyphenyl)propyl]-[2-[bis(carboxymetyl)amino]etyl]
amino]axetic), TTHA (trietylenttraminhexaaxetic, CAS No: 869-52-3), DO3A (axit
1,4,7,10-tetraazaxyclododecan-1,4,7-triaxetic, CAS No: 217973-03-0), HP-DO3A (axit
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10-(2-hydroxypropyl)-1,4,7,10-tetraazaxyclododecan-1,4,7-triaxetic, CAS No: 120041-
08-9), DOTA (axit 1,4,7,10-tetraazaxyclododecan-1,4,7,10-tetraaxetic, CAS No: 60239-

18-1), va c4c dan xuét phan img di biét cia ching.

Céc hop chat va thé lién hop duge mo ta & day ciing bao gbm dang tur do va cic
mudi cia né trir khi duoc quy dinh khac. Trong ngit canh nay, "mudi ciia n6” 13 mudi ma
6 thé duoc tao ra béng hop chét hoac thé lién hop ma cé thé tao ra mudi cOng axit hodc
mubi véi bazo phu thudc vao loai phén tir thé trong hgp chit hodc thé lién hop. Vidu cu
thé cua ching bao gdm mubi cong axit véi cac axit vo co nhu axit clohydric, axit
bromhydric, axit hydroiodic, axit sulfuric, axit nitric, va axit phosphoric; hodc cac axit hitu
co nhu axit formic, axit axetic, axit propionic, axit oxalic, axit malonic, axit suxinic, axit
fumaric, maleic, axit lactic, axit malic, axit mandelic, axit tartric, axit dibenzoyltartric, axit
ditoluoyltartric, axit xitric, axit metansulfonic, axit etansulfonic, axit benzensulfonic, axit
p-toluensulfonic, axit aspartic va axit glutamic; hoac cac bazo v6 co nhu natri, kali, magie,
canxi, va nhém; mudi véi cac bazo hitu co nhu metylamin, etylamin, etanolamin, lysin, va
ornithin; mudi v&i céc axit amin khéc nhau va céc dan xuat ctia axit amin nhu axetylleuxin;
va cdc mudi amoni. Vi du, DFO ton tai du6i dang deferoxamin metansulfonat hodc ton tai

dudi dang cac mudi khac. DTPA tdn tai ¢ ca dang tu do va dang mudi natri.

Mot phwong an nhit dinh cua "chét tao chelat" dé sir dung trong chét can quang

MRI 12 chat tao chelat mang sit hodc khong mang sat dugc md ta & trén.

Mot phwong an nhat dinh cua "chit tao chelat" dé sir dung trong chat danh dau
PET la chét tao chelat chira sat hodc khoéng chuira sat duoc mo ta & trén. Mot phuong an

nhét dinh 12 MAG3. Mbt phuong an nhét dinh 1a DFO.

Céc vi du vé mot phuong an nhét dinh cta "chat tao chelat" chu thanh phéi tir duoc
chira trong thé lién hop theo séng ché bao gdm DFO, DTPA, DTPA-BMA, EOB-DTPA,
DO3A, HP-DO3A, v DOTA. Mot phuong 4n nhét dinh 12 DFO, DTPA, hoac DOTA. Mot
phuong an nhét dinh 1a DFO.
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"Phén tir lién két 1a nhém tao ra khoang cich giita manh Fab ciia khang thé khang
CEACAMS5 ngudi va phéi tr. Céc vi du v& phwong an nhét dinh cta "phan tr lién két"

trong thé lién hop bao gdm cong thirc dudi day:

[Cong thirc hoa hoc 6]

SN
TO L

(duéi day, duoc goi 1a -C(=S)-NH-(1,4-phenylen)-NH-C(=S)-), -CHz-(1,4-phenylen)-NH-
C(=S)-, va -C(=0)-(Ci-20 alkylen)-C(=0)-. Trong ngit canh nay, "Ci2o alkylen" la alkylen
mach thang hoic mach nhanh cé 1 dén 20 nguyén tir cacbon. Trong ngit canh nay, "Ci20
alkylen" 12 alkylen mach thing hoic mach nhénh cé 1 dén 20 nguyén ti cacbon. Mot
phuong an nhét dinh ciia Ci.20 alkylen 13 etylen. Mot phuong édn nhat dinh 14 -C(=S)-NH-
(1,4-phenylen)-NH-C(=S)-. M4t phuong an nhét dinh 13 -C(=0)-C2H4-C(=0)-. Céc vi du
vé chat phan tng ma c6 thé dugc st dung dé tao thanh phan tir lién két bao gdm HO-

C(=0)-(Ci-20 alkylen)-C(=0)-OH, axit suxinic, va p-phenylen diisothioxyanat.

Thé lién hop theo sing ché bao gdbm thubc nhudm huynh quang c6 thé duoc st

dung 1am chét tao anh phan tir dugc danh diu huynh quang.

Thudc nhuém c6 muc hép thu toi da va muc phat xa t6i da & budc séng can héng
ngoai (650 dén 1000 nm) thudng duge sit dung trong nhiép anh c6 thé dugc sir dung 1am
thubc nhudm huynh quang dé sir dung trong thé lién hop theo sing ché. Céc vi du vé
phuong 4n nhit dinh cia thudc nhuém huynh quang bao gdm céc hop chéat xyanin va
indoxyanin. Cac vi du v& phwong 4n nhit dinh bao gdm IRDye8OOCW (LI-COR, Inc.), Cy
(Molecular Probes, Inc.), Alexa Fluor, BODIPY, va DyLight (Thermo Fisher Scientific
Inc.), CF790 (Biotium, Inc.), DY (Dyomics GmbH), HiLyte Fluor 680 va HiLyte Fluor
750 (AnaSpec Inc.), va PULSAR650 va QUASAR670 (LGC Biosearch Technologies).
Mot phuong 4n nhét dinh 12 IRDye800CW. Thudc nhudm huynh quang cé thé dugc phan
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g qua nhém carboxy, nhém hydroxy, nhém amino ctia né, hodc tuong tu hodc qua nhém
hoat tinh dwgc dua vao bang phuwong phap thuong duge st dung béi ngudi c6 ky nang
trung binh trong linh vuc ndy véi manh Fab hogc phén tir lién két. Mot phuong 4n nhét
dinh cia thudc nhudm huynh quang c¢6 nhém hoat tinh dugc dua vao la thudc nhuém huynh
quang dugc este héa v4i nhém N-hydroxysuxinimit (NHS). Vi du, NHS este cua

IRDye800CW duoc dé cap & trén c6 bén trén thi trudng, va ching c6 thé dugc sir dung.

Thé lién hop theo sdng ché bao gdm ddng vi phéng xa phi kim loai ¢6 thé dugc sir

dung lam chit danh dau PET.

Céc vi du vé ddng vi phéng xa phi kim loai dé sir dung trong thé lién hop theo sing
ché bao gdm IBF, !IC, 5O, va >N. M6t phuong 4n nhat dinh 1a F. V{ dy, axit N-
suxinimidyl-4-['3F]flobenzoic (['|F]SFB) c6 thé dugc sir dung dé gan két hop chat chira

chat ddng vi phéng xa phi kim loai.

Viéc gin két ciia manh Fab ctia khang thé khang CEACAMS ngudi theo sang ché
v6i gbe danh dau c6 thé thich hgp dugc thyc hién béi ngudi c¢6 ky nang trung binh trong
linh vuc ndy bing phuong phap da biét. Vi du, gc danh d4u c6 thé lién két véi mot hodc
nhidu nhém amino (vi du, nhém amino dau tdn N va nhém amino ciia chudi bén axit amin),
mot hoac nhiéu nhém thiol (vi du, nhém thiol cia chudi bén axit amin), hodc mdt hodc
nhidu nhém carboxyl (vi du, cAc nhém carboxyl cta dau tan C va chudi bén axit amin) cia
manh Fab ctia khéng thé khang CEACAMS ngudi theo sang ché. Mot phuong n nhét dinh
cia thé lién hop theo sang ché Ia thé lién hop ma gbc danh dau dugc gén két voi mot hodc

nhidu nhém amino cua manh Fab cua khang thé khang CEACAMS ngudi theo séng ché.

Khi gbc danh du 12 phdi tir va phan tir lién két, thé lién hop theo sdng ché c6 the
duoc taora béng céch cho chét tao chelat tao thanh phéi te phan tng véi chit nén thu duoc
thong qua phan rng ctia manh Fab cua khang thé khang CEACAMS ngudi theo séng ché
v6i phan tir lién két. N6 c6 thé duoc tao ra bang cach cho manh Fab ctia khang thé khang
CEACAMS5 ngudi theo sang ché phan tmg v&i chét nén thu duoc thong qua phéan tng ctia

chét tao chelat tao thanh phéi t& v6i phan ti lién két. Vi vai trd 12 vi du phan (g, co chat
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thu dugc tir phan ttng ctia nhém amino cia chét tao chelat v6i phan tir lién két dugc phan
ung voi mot hodc nhiéu nhém amino (vi dy, nhém amino dau tdn N va nhém amino ciia
chudi bén lysin) cia manh Fab ctia khéng thé khang CEACAMS5 ngudi theo sang ché. Khi
géc danh diu 1a phéi tlt, n6 c6 thé dugce tao ra béng céch cho chét tao chelat tao thanh phéi
tir phan tng véi manh Fab ciia khang thé khiang CEACAMS ctia ngudi theo sing ché. Véi
vai tr0 1a vi du phan tng, chét tao chelat duoc phan tng v&i mgt hoac nhiéu nhém amino
(vi du, nhém amino dau tAn N va nhém amino cua chudi bén lysin) ctia manh Fab ctia
khang thé khang CEACAMS ngudi theo sang ché. Phan tng tong hop thioure bang cich
b sung isothioxyanat vao amin, phan ting tdng hop amit bang cach b sung axit carboxylic
vao amin, hodc chat twong tu ¢6 thé dugc sir dung trong san xudt thé lién hop theo sing
ché. Phan tng nay c6 thé dugc thuc hién bang cach 4p dung phwong phap di biét véi ngudi
¢6 k¥ nang trung binh trong linh vuc nay. Hop chét clia phdi tir dwoc lién két véi phan tir
lién két trude c6 thé duoc sir dung 1am nguyén liu ban dAu. Céc vi du v& hop chét ctia phdi
tir duoc lign két voi phan tir lién két bao gdm p-SCN-Bn-DFO (DFO dugc thé bang nhém
p-isothioxyanophenylaminothiocarbonyl, CAS No: 1222468-90-7) duoc biéu dién boi
cOng thuc dudi day:

[Cong thirc hoa hoc 7]
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b

DTPA dugc thé bang nhém p-isothioxyanobenzyl (p-SCN-Bn-DTPA, CAS No: 102650-
30-6), DOTA dugc thay thé bang nhém p-isothioxyanobenzyl (p-SCN-Bn-DOTA, CAS
No: 127985-74-4), va  p-SCN-Bn-CHX-A"-DTPA  axit ([(R)-2-amino-3-(4-
isothioxyanatophenyl)propyl]-trans-(S,S)-xyclohexan-1,2-diamin-pentaaxetic, CAS No:
157380-45-5).
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Thé lién hop cua sang ché ¢6 thé dugce tao ra dudi dang, vi du, thé lién hop bao
gdm manh Fab duoc lién két vdi it nhit mot gbc danh ddu qua cac nhém amino bang cach
cho mét hodc nhiéu nhém amino (vi dy, nhém amino dau tan N va nhém amino ctia chudi
bén axit amin) cua manh Fab ctia khang thé khdang CEACAMS cla ngudi theo sang ché

phan Ung v6i goc danh dau c6 nhém axit isoxyanic.

Kim loai (ion kim loai thuén tr hodc déng vi phéng xa kim loai) co thé dugc bd
sung vao manh Fab ciia khang thé khang CEACAMS ngudi theo sang ché dugc lién két
v6i it nhat mot gbe danh déu vi thé duogc tao ra bing phuong phép san xuét dé thu dugc thé

lién hop theo sang ché chira kim loai.

Thé 1ién hop theo sang ché 1a thé lién hop chira méanh Fab cua khang thé khang
CEACAMS ngudi theo sang ché duoc lién két véi it nhat mot gbe dénh ddu. Mot phuong
an nhit dinh cta thé lién hop theo séng ché 1a manh Fab cla khang thé khéng
CEACAMS ciia ngudi duoc lién két voi 1 dén 25 gbc danh déu. Mot phuong 4n nhét dinh
12 méanh Fab cta khang thé khang CEACAMS clia ngudi duge lién két v6i 1 dén 23 gbc
dénh déu. Mot phuong 4n nhét dinh 13 manh Fab cta khang thé khang CEACAMS cua
ngudi duoc lién két v6i 1 dén 16 gbe danh ddu. Mot phuong an nhat dinh 1a manh Fab cua
khang thé khang CEACAMS ciia ngudi duge lién két véi 1 dén 11 gbe dénh dau. Mot
phuong an nhét dinh 13 méanh Fab ctia khang thé khang CEACAMS cta ngudi dugc lién
két v&i 1 dén 10 gbc danh diu. Mot phuong an nhét dinh 1 manh Fab cta khéng thé khéng
CEACAMS cta ngudi duge lién két v6i 1 dén 9 gde danh ddu. Mét phuong 4n nhét dinh
1a manh Fab ctia khang thé khang CEACAMS ciia ngudi dugc lign két véi 4 dén 23 gbe
dénh déu. Mot phuong 4n nhét dinh 12 manh Fab cta khang thé khang CEACAMS cua
ngudi duoc lién két v6i 4 dén 16 gbe danh diu. Mot phuong 4n nhét dinh 1a manh Fab cua
khang thé khang CEACAMS clia ngudi dugc lién két v6i 4 dén 10 gbc danh déu. Mot
phuong 4n nhit dinh 12 manh Fab cta khang thé khang CEACAMS cua ngudi duogc lién
két v6i 4 dén 9 géc danh dAu. Mot phuong 4n nhét dinh 13 manh Fab cta khang thé khang
CEACAMS clia ngudi duoc lién két véi 3 dén 23 gbe danh ddu. Mot phuong 4n nhét dinh
1a manh Fab cta khang thé khang CEACAMS ctia ngudi dugc lién két véi 3 dén 16 goc
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danh ddu. Mot phuong 4n nhét dinh 13 manh Fab cta khang thé khang CEACAMS cua
nguoi dugc lién két voi 3 dén 10 géc dénh dau. Mot phuong an nhét dinh 12 manh Fab cta
khang thé khang CEACAMS ciia ngudi dugc lién két véi 3 dén 9 gbe dénh diu. Mot
phuong 4n nhit dinh ctia thé lién hop theo sang ché 12 manh Fab cta khang thé khang
CEACAMS ctia ngudi duoc lién két vai it nhat mét gée danh déu ciing chita kim loai. Mot
phuong 4n nhét dinh ctia thé lién hop theo sang ché c6 thé 12 hdn hop cua cac thé lién hop
khac nhau v& sb luong céc gbc danh dau dugc lién két.

Theo mot phuong 4n, thé lién hop theo sang ché 1a thé lién hop bao gdbm gbc danh
d4u va manh Fab cua khang thé khang CEACAMS ngudi theo séang ché.

Theo mdt phuong 4n nhét dinh, thé lién hop theo sang ché 14 thé lién hop trong d6
gbc danh ddu 1a (i) phdi tir va phan tir lién két, hodc (i) phdi tur.

Theo mot phuong an nhét dinh, thé lién hop theo sang ché 12 thé lién hop trong d6
gbc danh déu 1a (i) phdi tr va phan tit lién két, hoac (ii) phdi tir, va phéi tir 1 phdi tir dugce

biéu dién boi cong thire (A) dudi day:

[Cong thirc hoa hoc 8]
(PH NH
N
O
N/OH ( )
A
OxNH Hscgo

OH H

trong d6 duong luon song thé hién viéc gin két v6i manh Fab cia khéng thé khang

CEACAMS ngudi hodc phin tir lién két.
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Theo mdt phuong 4n nhét dinh, thé lién hop theo sang ché 13 thé lién hop trong d6
gbc danh dAu 1a (i) phdi tr va phan tir lién két, va phdi tir va phan tir lién két 1a nhém duoc
biéu din béi cong thirc (A') dudi day:

[Cong thitc hoa hoc 9]

trong d6 dudng luon séng thé hién viée gén két v6i manh Fab cua khang thé khang

CEACAMS nguoi.

Theo mot phuong an nhét dinh, thé lién hop theo séang ché 12 thé lién hop trong d6
gbc danh ddu 13 nhém duogc bidu didn boi cong thirc (A"), va manh Fab cta khang thé khéng
CEACAMS cua ngudi duoc lién két véi nguyén tir cacbon ctia nhom C(=S) dAu tan gbc

danh ddu qua nhém amino trong manh Fab.
Theo mdt phuong an nhét dinh, thé lién hop theo sang ché 12 thé lién hop dugc
bidu dién boi cong thire (T) dudi day:
(L-X)p-Ab (D)
trong d6 Ab 12 manh Fab ctia khang thé khang CEACAMS ctia ngudi theo sang ché;
L 13 phdi tir;
X 1a phan tir lién két hodc lién két; va

p 14 sb tw nhién tir 1 dén 25.
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Mot phuong 4n nhét dinh cta p 1a s6 ty nhién tir 1 &én 23. Mot phuong 4n nhét
dinh 12 sé tu nhién tir 1 dén 16. Mot phuong an nhat dinh 13 s6 tu nhién tir 1 dén 11. Mot
‘phuong 4n nhét dinh 1 s8 tu nhién tir 1 dén 10. Mot phuong an nhét dinh 13 s8 tu nhién tir
1 dén 9. Mot phuong 4n nhét dinh 12 s6 tu nhién tir 4 dén 23. Mot phuong an nhét dinh 1a
s6 tw nhién tir 4 dén 16. Mot phuong an nhét dinh 12 s6 tu nhién tir 4 &én 10. Mot phuong
4n nhét dinh 13 sé tu nhién tir 4 dén 9. Mot phuong 4n nhat dinh 13 s6 tu nhién tir 3 dén 23.
Mot phuong 4n nhét dinh 1a sé ty nhién tir 3 dén 16. Mot phuong 4n nhét dinh 1a sé tu
nhién tr 3 dén 10. Mot phwong 4n nhat dinh 13 s tw nhién tir 3 dén 9.
Theo mdt phuong 4n nhét dinh, thé lién hop theo sang ché 1a thé lién hop c6 cong

thtrc (I) trong do L 1a phéi tir duoc biéu dién boi cong thic (A) dudi day:

[Cong thirc hoa hoc 10]

OH NH

OH H

trong d6 dudng luon séng biéu dién viée lién két v6i X (hodc Ab khi X 12 1a mot lign két).

Theo mét phuong an nhét dinh, thé lién hop c6 cong thic (1) 1a thé lién hop dugc

biéu dién bai cong thire (IT) dudi day:
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[Cong thirc hoa hoc 11]

?H NH
N
(0]
_OH
) II)
NS S I
N\H/Ab
o l}l/\/\/\Nj\N/©/ S
OH H H
L _1p

trong d6 Ab 1a manh Fab ctia khang thé khang CEACAMS cua ngudi theo sang ché; va
p 12 56 tu nhién tir 1 dén 25.

Mot phuong 4n nhét dinh ciia p 13 s& tw nhién tir 1 dén 23. Mdt phuong 4n nhat
dinh 13 s tw nhién tir 1 dén 16. Mot phuong 4n nhét dinh 1a s tw nhién tir 1 dén 11. Mot
phuong 4n nhét dinh 1a s8 tw nhién tir 1 dén 10. Mot phuong an nhét dinh 1a sb ty nhién tir
1 dén 9. Mot phuong 4n nhét dinh 13 sb tu nhién tir 4 dén 23. Mot phuong 4n nhét dinh 1a
sb tu nhién tir 4 dén 16. Mot phuong 4n nhét dinh 1a s tu nhién tir 4 dén 10. Mot phuong
4n nhat dinh 13 sb tu nhién tir 4 dén 9. Mot phuong 4n nhét dinh 13 sb tu nhién tir 3 dén 23.
Mot phuong 4n nhat dinh 1 s tu nhién tir 3 dén 16. Mot phuong 4n nhét dinh 14 s6 ty
nhién tir 3 d&én 10. Mot phuong 4n nhét dinh 1a s tu nhién tir 3 dén 9.

Ab duoc lién két v6i nguyén tir cacbon ctia C(=S) dAu tan gbc danh du thong qua
nhom amino trong Ab.

Theo mdt phuong 4n nhat dinh, thé lién hop theo sang ché 1a thé lién hop c6 cong
thtrc (I) cling bao gdm kim loai. Mot phuong 4n nhit dinh cua kim loai 12 dong vi phong
xa kim loai. Mot phuong 4n nhét dinh ctia ddng vi phéng xa kim loai 1a #Zr.

Theo mdt phuong 4n nhit dinh, thé lién hop theo sang ché 13 thé lién hop c6 cong
thirc (II) cling bao gdm kim loai. Mt phuong 4n nht dinh cua kim loai 14 dong vi phong

xa kim loai. Mot phuong 4n nhét dinh ctia ddng vi phéng xa kim loai 1a %Zr.
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Thé lién hop theo sang ché ciing bao gdm thé lién hop 13 hdn hop cta nhiéu thé
lién hop. Vi du, thé lién hop 12 hdn hop cta thé lién hop chira gbc dénh déu va manh Fab
ctia khang thé khang CEACAMS ctia ngudi khong duge bién ddi sau dich ma theo sang
ché, va thé lién hop chtra gbc danh ddu va manh Fab cla khéng thé khang CEACAMS
ngudi theo sang ché thu dugc tir viée bién déi sau dich ma manh Fab ctia khang thé khang
CEACAMS ngudi cling duoc bao gdm trong thé lién hop theo séng ché.

Cac phuong 4n nhat dinh cta thé lién hop theo sang ché 13 hdn hop ciia nhiéu thé
lién hop theo sang ché s& dugc thé hién dudi day.

(1) Thé lién hop ma 13 hdn hop ctia thé lién hop trong d6 gbc danh déu 1a phéi tir va phan
tir lién két duoc biéu dién bai cong thirc (A"), va manh Fab ctia khang thé khang CEACAMS
ngudi 1a manh Fab ciia khang thé khang CEACAMS clia ngudi chira manh chudi nédng gdm
trinh tu axit amin duge biéu didn boi SEQ ID NO: 2 va chudi nhe gdm trinh ty axit amin
duoc bidu didn boi SEQ ID NO: 4, va thé lién hop trong d6 gbc danh déu 1a phdi tir va
phn tr lién két duoc bidu din boi cong thic (A"), vi manh Fab cia khang thé khang
CEACAMS nguoi 1a manh Fab cua khang thé khang CEACAMS cua ngudi chira manh
chudi ning c6 ngudn gbc tir manh chudi ning gdm trinh ty axit amin dugc biéu dién boi
SEQ ID NO: 2 bing viéc cai bién glutamin & vi tri axit amin s6 1 ciia SEQ ID NO: 2 thanh
axit pyroglutamic, va chudi nhe gém trinh tu axit amin duoc biéu dién bodi SEQ ID NO: 4.

(2) Thé lién hop theo muc (1), con bao gbm kim loai.

(3) Thé lién hop 14 hdn hop cta thé lién hop theo muc (1) con bao gdm kim loai va thé lién

hop theo muc (1) khong bao gbm kim loai.

(4) Thé lién hop theo muc (2) hodc (3), trong d6 kim loai la déng vi phéng xa kim loai.
(5) Thé lién hop theo muc (4), trong d6 ddng vi phéng xa kim loai 1a 39Zr.
<Polynucleotit theo sang ché>

Polynucleotit theo sang ché bao gdbm polynucleotit chtra trinh tu nucleotit ma hoa

manh chudi ning ctia manh Fab cta khéng thé khang CEACAMS ngudi theo sang ché, va
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polynucleotit chira trinh tur nucleotit ma hoéa chudi nhe ctua manh Fab ctia khéng thé khéng

CEACAMS ngudi theo sang ché.

Theo mdt phuong 4n, polynucleotit theo sang ché 13 polynucleotit chira trinh tu
nucleotit ma hoa manh chudi ning chira viing bién ddi ctia chudi ning gbm trinh tur axit
amin dugc biéu dién boi cac vi tri axit amin tir 1 dén 121 cua SEQ ID NO: 2, hoic
polynucleotit bao gdm trinh tu nucleotit ma héa chudi nhe chira ving bién doi cia chudi
nhe g@)m trinh tu axit amin duoc biéu dién béi cac vi tri axit amin tir 1 dén 121 ctia SEQ

ID NO: 4.

Céc vi du vé polynucleotit bao gém trinh tu nucleotit ma héa manh chudi ning
¢bdm viing bién déi ctia chudi nang gdm c6 trinh ty axit amin duogc biéu dién boi céc vi tri
axit amin tlr 1 dén 121 ctia SEQ ID NO: 2 bao gém polynucleotit gdm trinh tu nucleotit tir
c4c vi trf nucleotit tir 1 dén 363 cuia SEQ ID NO: 1.

Céc vi du vé polynucleotit bao gém trinh tu nucleotit ma héa chudi nhe bao g@)m
vung bién ddi ctia chudi nhe gff)m trinh tu axit amin tir cac vi tri axit amin tur 1 dén 112 cua
SEQ ID NO: 4 bao gém polynucleotit gdm trinh tu nucleotit tir cc vi tri nucleotit tir 1 dén
336 cua SEQ ID NO: 3.

Theo mot phuong an uu tién, polynucleotit theo sang ché 1a polynucleotit chira
trinh tu nucleotit ma héa manh chudi ning gém trinh tu axit amin dugc biéu dién boi SEQ
ID NO: 2, hodc polynucleotit chira trinh tu nucleotit ma hoa chudi nhe gém trinh tu axit
amin duoc biéu dién boi SEQ ID NO: 4.

Céc vi du v& polynucleotit bao gdém trinh ty nucleotit ma héa manh chudi ning
gbm trinh tur axit amin dugc bidu dién béi SEQ ID NO: 2 bao gdm polynucleotit chira trinh
tu nucleotit duoc biéu dién bai SEQ ID NO: 1.

Céc vi du vé polynucleotit bao gdm trinh ti nucleotit ma hoa chudi nhe gdm trinh

tu axit amin duoc biéu dién boi SEQ ID NO: 4 bao gbém polynucleotit chtta trinh tu
nucleotit duge biéu dién boi SEQ ID NO: 3.
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Polynucleotit theo sang ché c6 thé duoc tbng hop bing cach st dung phuong phép
tébng hop gen da biét trong linh vuc ndy trén co s trinh tu nucleotit dugc thiét ké tir cac
' trinh ty axit amin cia manh chudi ning va chudi nhe ctia ménh Fab cta khang thé khang
CEACAMS ngudi theo sang ché. Cac phuong phap khic nhau da biét v6i ngudi c6 k¥ ning
trung binh trong linh vuc nay, nhu phuong phap téng hop gen khang thé dugc md ta trong
cong bd qubc té s6 WO 90/07861 c6 thé dugc st dung lam phuong phap téng hop gen.

<Vecto bicu hién theo sdng ché>

Vecto biéu hién theo sang ché bao gdm vecto biéu hién chtra polynucleotit chira
trinh tu nucleotit ma héa manh chudi ning ctia méanh Fab ctia khang thé khang CEACAMS
ngudi theo sang ché, vecto biéu hién chira polynucleotit bao gdm trinh tu nucleotit ma héa
chudi nhe ctia méanh Fab cua khang thé khang CEACAMS ngudi theo sang ché, va vecto
biéu hién chira polynucleotit bao gbm trinh tu nucleotit ma héa manh chudi ning cia manh
Fab cta khang thé khang CEACAMS ngudi theo séng ché va polynucleotit chtta trinh tu
nucleotit md héa chudi nhe clia manh Fab cua khang thé khang CEACAMS ngudi theo

sang cheé.

Vecto biéu hién theo sang ché tét hon 1a bao gdm vecto biéu hién chua
polynucleotit gdm trinh tu nucleotit md hoa méanh chudi ning gdm ving bién ddi ctia chudi
nang chtra trinh tu axit amin dugc biéu dién bdi cac vi tri axit amin tir 1 dén 121 cua SEQ
ID NO: 2, vecto biéu hién chura polynucleotit gém trinh tu nucleotit ma hoéa chudi nhe bao
gbm ving bién d6i ctia chudi nhe gdm c6 trinh ty axit amin dugc biéu dién boi cac vi tri
axit amin tir 1 dén 112 cta SEQ ID NO: 4, va vecto biéu hién chtra polynucleotit gdm trinh
tu nucleotit ma hda manh chudi ning gém ving bién ddi cta chudi ning gdm c6 trinh tu
axit amin duoc biéu din boi cac vi trf axit amin tir 1 d&én 121 ctia SEQ ID NO: 2 va
polynucleotit bao gOm trinh tu nucleotit ma héa chudi nhe chtra ving bién dbi ctia chudi
nhe gém trinh tu axit amin dugc biéu dién bdi cac vi tri axit amin tir 1 dén 121 cua SEQ

ID NO: 4.
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Vecto bidu hién theo sang ché t6t hon 13 bao gdém vecto biéu hién chia
polynucleotit gdm c6 trinh tu nucleotit md héa manh chudi ning gbém trinh tu axit amin
duoc bidu didn bai SEQ ID NO: 2, vecto bidu hién chira polynucleotit bao gdm trinh tu
nucleotit ma hoa chudi nhe gdm trinh ty axit amin dugc biéu dién boi SEQ ID NO: 4, va
vecto bidu hién chira polynucleotit bao gém trinh tu nucleotit md héa manh chudi ning
gdm trinh ty axit amin dugc bidu dién bdi SEQ ID NO: 2 va polynucleotit chita trinh tu

nucleotit ma héa chudi nhe gém ¢6 trinh tu axit amin duoc biéu dién béi SEQ ID NO: 4.

Vecto biéu hién theo sang ché khong bi gidi han cu thé mién 13 polypeptit dugc
ma héa bang polynucleotit theo sdng ché c6 thé dugc tao ra trong céc té bao chi khac nhau
clia t& bao nhan so va/hodc té bao nhan chuén. Cac vi du vé vecto biéu hién nhu vay bao
gdm vecto plasmit va cac vecto virut (vi dy, adenovirut va retrovirut). Tét hon,

pEE6,4 hodc pEE12.4 (Lonza Group AG) c6 thé duoc str dung.

Vecto bidu hién theo sang ché c6 thé bao gdm ving khéi du dugce lién két hoat
dong voi gen ma héa manh chudi ning va/hodc chudi nhe trong polynucleotit theo sang
ché. Cac vi du v& viing khoi ddu dé biéu hién manh Fab theo sang ché trong té bio chii bao
gdm ving khoi dau Trp, ving khoi dAu lac, ving khoi dau recA, ving khéi dau APL, viing
khéi dau lpp, va ving khéi dau tac khi té bao chu 12 vi khuén thudc giéng Escherichia. Céc
vi du v& ving khéi ddu dé biéu hién & ndm men bao gdm ving khéi dau PHOS, viing khéi
diu PGK, ving khoi diu GAP, va ving khoi ddu ADH. Céc vi du vé ving khoi dau dé
biéu hién & vi khudn thudc gidng Bacillus bao gbm ving khéi dau SLO1, ving khoi dau
SP02, va vung khéi dau penP. Cac vi du cua chiing bao gbm ving khoi dau c6 ngudn gdc
tir virut nhu vung khai dau CMV, RSV, va SV40, retrovirut, ving khdi dau actin, vung
khéi ddu EF (yéu t6 kéo dai) 1o, va ving khoi ddu sbc nhiét khi vat chu 12 t& bao nhan
chuén nhu té bao dong vat cé vu.

Trong truong hop st dung vi khuén, cu thé 13, E. coli, 1am té bao chu, vecto bidu
hién theo sang ché c6 thé con bao gdm codon khéi dAu, codon két thuc, ving két thic va
don vi c¢6 kha nang sao chép. Mit khac, trong truong hop sir dung nidm men, té bao dong

vat ho#c té bao con trung lam vat chi, vecto biéu hién theo sang ché co6 theé bao gdbm codon
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khéi dAu va codon két thic. Trong trudng hop nay, trinh tu tang cudng, cac ving khong
dich ma 5° va 3’ ctia gen ma héa manh chudi ning v&/hodc chudi nhe theo sang ché, trinh
tu tin hiéu tiét, diém nbi, vi tri polyadenyl hoa, hodc don vi c¢6 kha nang sao chép,‘ v,V ¢6
thé dugc bao gém trong d6. Ngoai ra, dAu chuén chon loc thudng duge st dung (vi dy, gen
khang tetraxyclin, gen khdng ampixilin, gen khang kanamyxin, gen khang neomyxin va

gen dihydrofolat reductaza) cé thé dugc chia trong d6 theo muc dich.
<Té bao chu duoc bién nap theo sang ché>

Té bao chu dugc bién nap theo sang ché bao gdm t€ bao chu dugc bien nap vdi vecto

bidu hién theo sang ché, dugc chon tir nhém bao gbm (a) dén (d) dudi day:

(a) t& bao chu duoc bién nap véi vecto biéu hién chira polynucleotit bao gbm trinh tu
nucleotit ma héa manh chudi ning cua manh Fab cia khang thé khang CEACAMS ngudi

theo sang ché;

(b) té bao chu dugc bién nap véi vecto bidu hién bao gdm polynucleotit chta trinh tu
nucleotit ma hoéa chudi nhe cia manh Fab cua khang thé khang CEACAMS ngudi theo

sang che;

(c) té bao chu duoc bién nap véi vecto bidu hién bao gdm polynucleotit chtra trinh tu
nucleotit ma héa manh chudi ning cia méanh Fab cua khang thé khang CEACAMS cua
nguoi theo sang ché va polynucleotit bao gbm trinh ty nucleotit ma hoa chudi nhe cta

manh Fab cta khang thé khang CEACAMS cua ngudi theo sang ché; va

(d) t& bao cha dugc bién nap v6i vecto biéu hién bao gbm polynucleotit chira trinh tu
nucleotit m3 hoa manh chudi ning cia manh Fab cta khéang thé khang CEACAMS ngudi
theo sang ché va vecto biéu hién bao gébm polynucleotit chtra trinh tu nucleotit ma hoa

chudi nhe ctia manh Fab cua khang thé khdang CEACAMS nguoi theo sang ché.

Theo mdt phuong an, t& bao chu dugc bién nap theo sang ché 12 té bao chu duogc
bién nap vdi vecto biéu hién theo sang ché, duoc chon tir nhém bao gém (a) dén (d) dudi

day:

-37-



38113

(a) te bao chu dugc bien nap véi vecto bicu hién gom polynucleotit chira trinh tw nucleotit
mi héa manh chudi ning gdm ving bién ddi cia chudi ning gdm c6 trinh tu axit amin

duogc biéu dién boi cac vi trf axit amin 1 dén 121 ctia SEQ ID NO: 2;

(b) t& bao chii duoc bién nap véi vecto biéu hién chtra polynucleotit gdm trinh tu nucleotit
mé héa chudi nhe bao gdm ving bién ddi cua chudi nhe gdm c trinh tu axit amin duoc

biéu dién boi cac vi trf axit amin tir 1 dén 112 cia SEQ ID NO: 4;

(c) té bao chu dugc bién nap véi vecto bidu hién gdbm polynucleotit chira trinh tu nucleotit
mé héa manh chudi ning gdm ving bién ddi cta chudi nang gém cé trinh tu axit amin
duoc biéu dién boi céc vi trf axit amin 1 dén 121 ctia SEQ ID NO: 2 va polynucleotit bao
gdm trinh ty nucleotit ma héa chudi nhe chtta ving bién ddi ctia chudi nhe gdm trinh tu

axit amin duoc biéu dién boi cac vi trf axit amin tir 1 dén 121 cua SEQ ID NO: 4; va

(d) t& bao chii duoc bién nap véi vecto biéu hién gdm polynucleotit chira trinh tw nucleotit
mé héa manh chudi ning gdm ving bién ddi cta chudi nang gdm cé trinh tu axit amin
duoc bidu didn boi cac vi tri axit amin 1 dén 121 cia SEQ ID NO: 2 va vecto biéu hién
chira polynucleotit gdm trinh tu nucleotit ma héa chudi nhe bao gdm ving bién ddi cua
chudi nhe gém ¢6 trinh tu axit amin dugc biéu dién boi cac vi tri axit amin tir 1 dn 112 cua
SEQ ID NO: 4.

Theo mdt phuong 4n, t& bao chu duoc bién nap theo sang ché 1a té bao chu duoc
bién nap véi vecto bidu hién theo sang ché, duoc chon tir nhém bao gém (a) dén (d) dudi
day:

(a) t& bao chi dugc bién nap véi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit chia trinh tu
nucleotit ma héa manh chudi nang gdm trinh tu axit amin dugc biéu dién bsi SEQ ID NO:
2;

(b) t& bao chu duoc bién nap véi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit chira trinh tu
nucleotit ma hoéa chudi nhe goém trinh ty axit amin dugc biéu dién bséi SEQ ID NO: 4;

(c) t& bao chu dugc bién nap vdi vecto biéu hién bao gém polynucleotit chira trinh tu

nucleotit ma héa manh chudi ning gdm trinh tu axit amin duoc biéu dién béi SEQ ID NO:
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2 va polynucleotit chira trinh ty nucleotit ma hoa chudi nhe gém cO trinh ty axit amin duogc

biéu din boi SEQ ID NO: 4; va

(d) té bao chil dugc bién nap véi vecto bidu hién bao gdm polynucleotit chtra trinh tur
nucleotit ma héa manh chudi nang gdm trinh ty axit amin dugc biéu dién bai SEQ ID NO:
2 va vecto biéu hién bao gdbm polynucleotit chita trinh tu nucleotit méa hoa chudi nhe gém

trinh tu axit amin dugc biéu dién boi SEQ ID NO: 4.

Céc vi du dugc uu tién té bao chu dugc bién nap theo sang ché duoc st dung 12 té
bao chit duge bién nap vé6i vecto biéu hién chira polynucleotit bao gdm trinh tu nucleotit
ma héa manh chudi ning cua manh Fab ctia khang thé khang CEACAMS ngudi theo sang
ché va polynucleotit chtta trinh ty nucleotit ma héa chudi nhe ciia manh Fab ctia khang thé
khang CEACAMS ngudi theo séng ché, hogc té bao chit dugc bién nap véi vecto bieu hién
chira polynucleotit bao gbm trinh tu nucleotit ma hoa manh chudi nang cua manh Fab cua
khang thé khang CEACAMS5 nguoi theo sang ché va vecto biéu hién chira polynucleotit
bao gdm trinh tu nucleotit md hoa chudi nhe clia manh Fab cta khang thé khang

CEACAMS ngudi theo sang ché.

Té bao chu dugc bién nap khong bi gi6i han cu thé mién 13 n6 phu hop véi vecto
biéu hién duoc str dung va co thé duoc bién nap voéi vecto biéu hién dé biéu hién manh Fab.
Céc vi du cua n6 bao gém céc té bao khac nhau nhu t& bao tu nhién va té bao dugc tao ra
theo cach nhén tao thudng duge st dung trong linh vuc k¥ thuét cua sang ché (vi duy, vi
khuén (vi khuan thudc gidng Escherichia va vi khudn thudc giéng Bacillus), ndm men
(gibng Saccharomyces, gidng Pichia, v.v), té bao dong vat va té bao con trung (vi du, S9)),
va cac dong té bao dong vét c6 vit (vi du, t bao dugc nudi cdy nhu té bao CHOKISV, té
bao CHO-DG44, va té bio 293). Ban than viéc bién nap c6 thé dugc thuc hién bing phuong
phap da biét, vi du, phuong phép canxi phosphat hogc phuong phap dién di.

<Phuong phép tao ra manh Fab cua khang thé khang CEACAMS cua ngudi theo sang ché>
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Phuong phap tao ra manh Fab cua khang thé khang CEACAMS cua ngudi theo
sang ché bao gdm budc nudi cay té bao chu duoc bién nap theo sang ché dé biéu hién méanh

Fab cta khang thé khang CEACAMS ngudi.

Theo mdt phuwong 4n, té bao chu duge bién nap theo sang ché duoc nuoi cly trong
phuong phap tao ra manh Fab cua khang thé khang CEACAMS ctia ngudi theo sang ché

duge chon tir nhém bao gdm (a) dén (c) dudi day:

(a) té bao chil dugc bién nap véi vecto bidu hién bao gdm polynucleotit chtta trinh tu
nucleotit ma hoa manh chudi ning cua manh Fab cua khang thé khang CEACAMS ngudi
theo sang ché va polynucleotit chira trinh ty nucleotit ma hoa chudi nhe cua manh Fab cta

khang thé khang CEACAMS ngudi theo sang ché;

(b) t& bao chu dugc bién nap véi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit chira trinh tu
nucleotit ma héa manh chudi ning ctia manh Fab cta khang thé khang CEACAMS ngudi
theo sang ché va vecto biéu hién bao gdm polynucleotit chira trinh tu nucleotit ma héa

chudi nhe ctia manh Fab cua khang thé khang CEACAMS ngudi theo sang ché; va

(c) té bao chu duge bién nap véi vecto bidu hién bao gdm polynucleotit chita trinh tu
nucleotit ma héa manh chudi ning cia manh Fab cua khang thé khang CEACAMS ngudi
theo sang ché, va té bao chu duoc bién nap véi vecto biéu hién chira polynucleotit bao gbm
trinh tu nucleotit m4 hoa chudi nhe clia manh Fab cta khang thé khang CEACAMS ngudi

theo sang ché.

Mot phuong 4n nhat dinh ctia té bao chu duoc bién nap theo sang ché duge nudi
cdy trong phuong phap tao ra manh Fab cta khang thé khang CEACAMS cua ngudi theo

sang ché dugc chon tir nhém bao gbm (a) dén (c) sau day:

(a) té bao chi dugc bién nap vdi vecto biéu hién gbm polynucleotit chtta trinh tu nucleotit
ma héa méanh chudi ning gém ving bién dbi ctia chudi ning gdm c¢6 trinh tu axit amin
duoc bidu dién bdi cac vi tri axit amin 1 dén 121 cta SEQ ID NO: 2 va polynucleotit bao
gém trinh tw nucleotit ma hoéa chudi nhe chira viing bién d6i cua chudi nhe gém trinh tu

axit amin dugc biéu dién béi cac vi tri axit amin tir 1 dén 121 ctia SEQ ID NO: 4;
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(b) t& bao chii dugc bién nap vdi vecto biéu hién gdm polynucleotit chtra trinh ty nucleotit
mi héa manh chudi ning gém ving bién ddi cta chudi ning gdm c6 trinh ty axit amin
dugc biéu dién béi cac vi tri axit amin 1 dén 121 cua SEQ ID NO: 2 va vecto biéu hién
chtra polynucleotit gdm trinh ty nucleotit ma hoa chudi nhe bao gbm ving bién d6i ctia
chudi nhe gdm ¢ trinh tur axit amin duge biéu dién boi cac vi tri axit amin tir 1 dén 112 cla

SEQ ID NO: 4; va

(c) té bao chu duge bién nap véi vecto biéu hién gdm polynucleotit chira trinh ty nucleotit
ma héa manh chudi ning gdm ving bién dbi ctia chudi ndng gdm c6 trinh ty axit amin
duoc bidu dién boi cac vi tri axit amin 1 dén 121 cua SEQ ID NO: 2, va té bao chu dugc
bién nap vdi vecto biéu hién chira polynucleotit gdm trinh tu nucleotit ma hoa chudi nhe
bao gdm ving bién ddi ctia chudi nhe gdm c6 trinh ty axit amin duoc biéu dién bdi cac vi

tr{ axit amin tir 1 dén 112 ctia SEQ ID NO: 4.

Mot phuong an nhét dinh cta té bao chu duge bién nap theo sang ché duogc nuoi
cdy trong phuong phép tao ra manh Fab ctia khang thé khang CEACAMS cuia nguoi theo

sang ché dugc chon tir nhém bao gbm (a) dén (c) sau day:

(@) t& bao chu dugc bién nap véi vecto bidu hién bao gdm polynucleotit chtra trinh tu
nucleotit m3 héa manh chudi ning gém trinh tu axit amin dugc biéu dién boi SEQ ID NO:
2 va polynucleotit chtra trinh tu nucleotit ma hoa chudi nhe gdm c6 trinh ty axit amin dugc

biéu dién boi SEQ ID NO: 4;

(b) t& bao chu dugc bién nap véi vecto biéu hién chta polynucleotit bao gdm trinh tu
nucleotit ma héa manh chudi ning gdm trinh ty axit amin duge biéu dién boi SEQ ID NO:
2 va vecto bidu hién bao gdm polynucleotit chira trinh ty nucleotit ma hoa chudi nhe gdm
trinh tu axit amin duoc biéu dién bai SEQ ID NO: 4; va

(c) té bao chu dugc bién nap véi vecto biéu hién bab gbdm polynucleotit chira trinh tu
nucleotit ma héa manh chudi ning gdm trinh tu axit amin dugc biéu dién bai SEQ ID NO:
2, va té bao chi dugc bién nap véi vecto biéu hién chira polynucleotit gbm trinh ty nucleotit

mé héa chudi nhe gdm ¢6 trinh ty axit amin duge bicu dién boi SEQ ID NO: 4.
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Té bao chu duge bién nap theo sang ché duoc st dung t5t hon 12 té bao chi duge
bién nap véi vecto biéu hién chita polynucleotit bao gdm trinh tu nucleotit md hda manh
chudi ning ctia manh Fab cua khang thé khang CEACAMS ngudi theo sang ché va
polynucleotit chtra trinh tu nucleotit ma hoa chudi nhe ctia méanh Fab cta khang thé khéng
CEACAMS nguoi theo sang ché, hoic té bao chu dugc bién nap véi vecto biéu hién chuira
polynucleotit bao gdm trinh tu nucleotit ma héa manh chudi ning ctia ménh Fab cua khang
thé khang CEACAMS ngudi theo sang ché va vecto biéu hién chira polynucleotit bao gdém
trinh tu nucleotit ma hoa chudi nhe ciia manh Fab cua khang thé khang CEACAMS ngudi

theo sang ché.

Trong phuong phap tao ra manh Fab cua khang thé khang CEACAMS ctia ngudi
theo sang ché, té bao chu duoc bién nap c6 thé dugc nudi cdy trong mdi trudong dinh dudng.
Mai truong dinh dudng tt hon 1a chira ngudn cacbon, ngudn nito vo co hodc ngudn nito
hitu co, can thiét cho su sinh truong cla té bao chu duogc bién nap. Céac vi du vé nguén
cacbon bao gé)m glucoza, dextran, tinh bt hoa tan, va sucroza. Cac vi du vé nguén nito vo
co hodc nguén nito hitu co bao gém mudi amoni, nitrat, axit amin, dich chiét ng0, pepton,
casein, dich chiét thit, bot dau nanh, va dich chiét khoai tay. Ngoai ra, cac chét dinh dudng
khéc (vi du, mudi v co (vi du canxi clorua, natri dihydro phosphat, va magie clorua),
vitamin, va chét khang sinh (vi du tetraxyclin, neomyxin, ampixilin, va kanamyxin)) c6 thé

dugc bao gom, néu muon.

Viéc tu nudi céy t& bao chu duoc bién nap dugc thuc hién béng phuong phap da
biét. Cac didu kién nudi cdy, vi du, nhiét do, do pH ctia mi trudng, va thoi gian nudi cly
duoc chon mdt cach thich hop. Khi vat chu 1a, vi du, té bao dong vat, mdi truong MEM
(Science; 1952; 122: 501), méi truong DMEM (Virology; 1959; 8: 396-97), mdi trudng
RPMI1640 (J. Am. Med. Assoc.; 1967; 199: 519-24), mdi trudong 199 (Proc. Soc. Exp.
Biol. Med.; 1950; 73:1-8), hodc c4c méi truong tuong tu chira khoang 5 dén 20% huyét
thanh thai bo ¢6 thé dugc str dung 1am moéi trudng. Do pH ciia moi trudng t5t hon 12 khoang
6 dén 8. Viéc nuoi cdy thudng duoc thye hién & khoang 30 dén 40°C trong khoang 15 dén

336 gio, va viéc suc khi hodc khudy cling c6 the dugce thuc hién, néu can. Khi t& bao chu
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12 t& bao con tring, cac vi du vé méi trudng bao gbém mbi truomg Grace (PNAS; 1985; 82:
8404-8) chira huyét thanh thai bo. D6 pH ctia n6 tét hon 1a khoang 5 dén 8. Viée nubi cdy
* thudng duoc thue hién & khoang 20 dén 40°C trong 15 dén 100 gid, va viée suc khi hodc
khuéy cling c6 thé dugc thuc hién, néu can. Néu vt chu 1a vi khuén, xa khuan, nAm men,
hodc nim soi, vi dy, méi trudng 16ng chira nguén dinh dudng dugc md ta & trén la thich
hop. Méi truong 6 dé pH nim trong khoang tir 5 dén 8 duoc wu tién. Néu vét chi 12 E.
coli, thi céc vi du dugc uu tién v& mdi trudng gdbm moi truong LB va moi trudng M9
(Miller et al., Exp. Mol. Genet, Cold Spring Harbor Laboratory; 1972: 431). Trong trudng
hop nhu vy, viéc nudi cy c6 thé dugc thuc hién & 14 dén 43°C trong khoang 3 dén 24 gio
trong khi suc khi hodc khuéy, néu can. Khi vat chu 13 vi khuén thudc giéng Bacillus, viéc
nudi cdy thudng duoc thuc hién & 30 dén 40°C trong khoang 16 dén 96 gid c6 suc khi hodc
khudy, néu can. Khi vat cht 1a nAm men, cac vi du vé& mdi trudng bao gdm moi trudng t6i
thiéu Burkholder (PNAS; 1980; 77: 4505-8). Do pH ctiia n6 mong mudn 13 trong khoang
tir 5 dén 8. Viéc nudi céy thuong dugc thuc hién & khoang 20 dén 35°C trong khoang 14

dén 144 gid, va viéc syc khi hodc khudy cling c6 thé dugc thyc hién, néu can.

Phuong phép tao ra manh Fab cua khang thé khang CEACAMS cua ngudi theo
sang ché c6 thé bao gém buéc thu hdi, tét hon 1a tach hodc tinh ché, manh Fab ctia khang
thé khang CEACAMS ngudi duge biéu hién, ngoai bude nudi cdy té bao chu dugc bién
nap theo séng ché dé biéu hién manh Fab ctia khang thé khang CEACAMS ngudi. Céc vi
du vé& phuong phép tach va tinh ché bao gébm: phuong phéap dua vao do hoa tan, nhu loai
mudi va két tia dung méi; phuong phép dya vao sy khac biét trong luong phén tu, nhu
thim tach, siéu loc, loc gel, va dién di gel natri dodexyl sulfat-polyacrylamit ; phuong phap
dua trén su khac nhau vé dién tich, séc ki trao dbi ion va sic ki hydroxylapatit; phuong
phap dua trén ai lyc ddc thu, nhu s&c ky 4i luc; phuong phéap dua trén su khac nhau vé tinh
ki nude, nhu sic ki 16ng higu niing cao pha dao; va phuong phéap dya trén sy khac nhau vé

diém ding dién, nhu su hdi tu dang dién.

<Phuong phap tao ra thé lién hop theo sang ché>
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Phuong phép tao ra thé 1ién hop theo sang ché bao gém budc tao lién két cong hoa
tri manh Fab ctia khang thé khang CEACAMS ngudi theo sang ché véi gdc danh dau.
Phuong phap tao ra thé lién hop theo sang ché ciing c6 thé bao gébm cac budc: nudi cy té
bao chu dugc bién nap theo sang ché @ biéu hién manh Fab cia khang thé khang
CEACAMS ngudi; va tao lién két cong hoa tri méanh Fab véi gbc danh dau. Phuong phap
tao ra thé lién hop theo sang ché ciing c6 thé bao gébm cac budc: nudi cdy té bao chu duoc
bién nap theo sdng ché dé biéu hién manh Fab ctia khéng thé khang CEACAMS ngudi; thu
hdi manh Fab di biéu hién; va tao lién két cong héa tri manh Fab véi gde danh dau. Phén
tr lién két, phéi tir hodc thuée nhudm huynh quang, v.v, va phuong phép lién két duogc sir

dung c6 thé sir dung duge mo ta trong phan <Thé lién hop theo sang ché>.

Theo mdt phuong an, phuong phéap tao ra thé 1ién hop theo sang ché 1a phuong
phap bao gém bude: nudi ciy té bao chu dugc bién nap theo sang ché dé biéu hién manh
Fab ctia khang thé khang CEACAMS ngudi; va tao lién két cong hoa tri manh Fab véi gbc
danh diu. Phuong 4n nhét dinh ctia phwong phép tao ra thé lién hop theo sang ché 1a phuong
phap bao gébm budc: nuéi cdy té bao chu dugc bién nap theo sang ché dé biéu hién manh
Fab ciia khang thé khang CEACAMS ngudi; thu hdi manh Fab dugc biéu hién; va tao lién

két cong héa tri manh Fab véi gbc danh déu.

Mot phuong 4n nhit dinh ctia phuong phép tao ra thé lién hop theo sang ché 1a
phuong phap bao gbm bude: nudi cdy té bao chu duoc bién nap theo sang ché @& biéu hién
manh Fab ctia khang thé khang CEACAMS ngudi; va i) gén két manh Fab thong qua phin
tir Tién két vi phdi tir hoc ii) tao lién két cong hoéa tri manh Fab truc tiép véi phéi tir. Mot
phuong 4n nhét dinh cta phuong phap tao ra thé lién hop theo sang ché 1a phuong phap
bao gébm bude: nuodi chy té bao chi duoc bién nap theo sang ché @ biéu hién manh Fab
ctia khéng thé khang CEACAMS ngudi; thu hdi manh Fab dugc biéu hién; va i) gén két
ménh Fab théng qua phan tir lién két voi phéi tir hodc ii) tao lién két cong héa tri manh Fab
truc tiép voi phdi ti.

Mot phwong 4n nhat dinh ctia phuong phép tao ra thé lién hop theo sang ché 1a

phuong phap bao gbm budc: nudi cdy té bao chu duge bién nap theo séang ché dé biéu hién
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manh Fab ctia khang thé khang CEACAMS clia ngudi; tao lién két cong hoa tri manh Fab
thong qua phan tir lién két hodc truc tiép v6i phdi tir; va lién két kim loai v&i phéi tir cia
thé lién hop qua lién két phéi tri (tic 13, tao thanh phiic hop chelat). Mot phuong 4n nhét
dinh cua phuong phép tao ra thé lién hop theo sdng ché 14 phuong phap bao gbdm budc:
nudi cdy té bao chii dugc bién nap theo séng ché dé biéu hién manh Fab clia khang thé
khéng CEACAMS cta ngudi; thu hdi manh Fab duge biéu hién; tao lién két cong hoa tri
ménh Fab thong qua phan tir lién két hodc truc tip véi phéi tir; va lién két kim loai voi

phéi tr cia thé 1ién hop théng qua lign két phéi tri.

Mot phuong 4n nhét dinh ctia phuong phép tao ra thé lién hop theo sang ché 13
phuong phap bao gém cac budce: nuéi cdy t& bao chi dugc bién nap theo sang ché dé biéu
hién manh Fab cta khang thé khang CEACAMS ctia ngudi; tao lién két cong hoa tri manh
Fab thong qua phan tir lién két hoic truc tiép v6i phdi tir; va lién két déng vi phong xa kim
loai v6i phéi tir ctia thé 1ién hop thong qua lién két phéi tri (tirc 13, tao ra phirc hop chelat).
Mot phuong an nhét dinh ctua phuong phép tao ra thé lién hop theo sang ché 1a phuong
phép bao gdm céc budc: nudi cdy té bao chu dugc bién nap ctia sang ché dé biéu hién manh
Fab ciia khang thé khang CEACAMS ctia ngudi; thu hdi manh Fab dugc biéu hién; tao lién
két cong hoa tri manh Fab qua phan tir lién két hodc truc tiép vai phdi ti; va ghn két dong

vi phéng xa kim loai v6i phéi tir ciia thé lién hop théng qua lién két phoi tri.

Phuong phap tao ra thé lién hop theo sang ché c6 thé duoc thuc hién duédi dang
phuong phap gdm hai hogdc nhiéu buéc dugc xé4c dinh & trén dudi dang mot loat cac bude
hodc ¢6 thé duoc thuc hién dudi dang phuong phép bao gdm it nhat mot trong céc budce
duoc x4c dinh & trén. Vi dy, phuong phép bao gdm budc gin két manh Fab cua khang thé
khang CEACAMS nguoi theo sang ché véi gbe danh dau, va phuong phap bao gdm budc
danh ddu manh Fab cta khang thé khang CEACAMS ngudi theo sang ché duoc lién két
v6i gbe dénh dau bang kim loai ciing dugc bao gdm trong phuong phap tao ra thé lién hop
theo sang ché. Ngoai ra, phuong phép tao ra thé lién hop theo sang ché bao gébm phuong
phap c6 tht tu cac bude khac nhau. Vi du, phuong phap bao gdm viéc danh déu phdi tur

bs‘?mg déng vi phéng xa kim loai, va sau do tao lién két cdng hoa tri phéi tir v&i manh Fab
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ctia khang thé khang CEACAMS clia ngudi theo sang ché ciing dugc bao gdm trong
phuong phap tao ra thé lién hop theo séng ché.

<Ché pham dé chan doan va phuong phép chan do4n theo sang ché>

Sang ché dé cap dén ché phém d8 chan doan chua thé lién hop theo sang ché bao
gdm thubc nhudm huynh quang, kim loai hodc ddng vi phong xa phi kim loai (dudi day,
duoc goi 1a thé lién hop phat hién dugc theo sang ché). Thé lién hop c6 thé phat hién theo
séng ché c6 thé dugc phdi ché theo phuong phap thong thudong va duge sit dung lam dugc
pham chia giai doan 1am sang (cu thé 13, dé chn doan bénh ung thu). Dugc chét phan doan
1am sang c6 nghia 14 dugc chat chan doén c6 thé kiém tra muc do tién trién hodc tinh trang
y t. Vi du, d6i véi bénh ung thu, n6 ¢6 nghia 1a duge chit chan doan c6 thé kiém tra dugc
giai doan 1dm sang ctia nd. Bénh ung thu dugc ky vong 1a cd thé duoc chin doan bang ché
phém dé chan doan theo sang ché dugc chon tir nhém bao gé)m bénh ung thu dai truc trang,
ung thu vi, ung thu phéi, ung thu tuyén gidp va bénh ung thu do sy di can cta cac bénh
ung thu nay. Bénh ung thu t8t hon 13 ung thu dai truc trang hodc bénh ung thu la két qua
cua viée di can ung thu dai tryc trang. Bénh ung thu t8t hon nita 1a bénh ung thu 1a két qua

cua viée di cin ung thu dai tryc trang. Bénh ung thu nhu vay bao gém di can gan.

Luong cta thé lién hop c6 thé dugc phat hién theo séang ché dugc bd sung vao dang
bao ché ctia ché phdm dé chin doan theo séng ché khac nhau phu thudc vao mirc do triéu
chung hodc d6 tudi ctia bénh nhén, dang lidu luong cua dang bao ché duoc sir dung, hoic
hiu gia gén két cia manh Fab, v.v. Vi du, khoang 0,001 mg/kg dén 100 mg/kg dua trén

khdi luong ciia manh Fab c6 thé duoc st dung cho mdi don vi thé trong cua bénh nhan.

Céc vi du vé dang liéu luong cta ché phim d2 chan doan theo sang ché c6 thé bao
gbm chit & ding ngoai duong tiéu hoa nhu ché pham tiém hodc céac chét dé truyén nho
giot. Viéc dung tdt hon 14 dugce thuc hién b::ing cach tiém tinh mach, tiém trong co cuc bd
vao dich, tiém dudi da, hodc tuong tu. Déi v6i dang bao ché nay, chét mang hodc chét phu

tro thich hop cho céac dang lidu nay co thé dugc st dung trong khoang dugc dung. Loai
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chét mang hodc chét phu trg dugc dung khong bi gidi han cu thé, va chét mang hoac chét

phu tro da biét rd véi ngudi c6 k§ ndng trung binh trong linh vuc nay c¢6 thé dugc sir dung.

Sang ché ciing dé cap dén viéc str dung thé lién hop c6 thé phat hién theo séng ché
d8 san xuét ché phém dé chén doan bénh ung thu hoic ché phém dé x4c dinh giai doan &
dang nhat dinh. Sang ché ciing dé cép dén thé lién hop co thé phat hién theo séng ché dé
st dung trong chan doan bénh ung thu hoic dé su dung trong viéc xac dinh giai doan ¢

dang nhét dinh.

Ngoai ra, sang ché ciing dé cap dén phuong phép chén doan bénh ung thu, bao
gdm diing trude phau thuat hoc trong khi phiu thuat thé lién hop c6 thé phat hién theo
sang ché cho ddi tugng. Trong ngit canh nay, "d6i twong" 13 ngudi hodc dong vat co va
khéc bt ky can tiép nhan viéc chan doén. M6t phuong 4n nhit dinh 13 ngudi ¢6 nhu cau
tiép nhan viéc chan doan. Lugng hitu hiéu cua thé lién hop c6 thé phét hién theo sang ché
trong phuong phap chin doan theo sang ché c6 thé 1a luong gidng nhu lugng hitu hiéu cia
thé lién hop ¢ thé phéat hién theo sang ché dbi vai dang bao ché dugc mo ta & trén. Trong
phuong phap chan doén theo séng ché, th8 lién hop c6 thé phat hién theo sang ché t6t hon
1a duoc dung bang cach tiém tinh mach hodc cach twong tu. Thé lién hop theo sang ché dé
sir dung 1am chét dénh ddu PET c6 thé dugc chup anh bang PET sau 1,5 dén 48 gio, sau
2 dén 48 gi0 theo mdt dang nhét dinh, sau 4 dén 24 gi¢ theo mot dang nhét dinh, sau 4 dén
6 gio theo mot dang nhét dinh, hozc sau 1,5 dén6 gi0 theo mot dang nhét dinh tir khi dung.
Trong phuong phéap chan doan theo sang ché, trong truomg hop su dung thé lién hop duoc
danh diu huynh quang theo sing ché trong viéc chin doan trong khi phau thuat, thé lién
hop dugc ding cho bénh nhan, vi du, 2 dén 48 gio, t6t hon 12 4 gid, trude khi phau thudt.

Theo mot phuong 4n khéc, sang ché ciing d& cép dén viéc st dung manh Fab cta
khang thé khang CEACAMS ngudi theo sang ché dé tao ra thé lién hop theo sang ché.
Theo modt phuong an nhét dinh, sang ché cling dé cap dén viéc st dung manh Fab cua
khang thé khdang CEACAMS ngudi theo séang ché dé san xut ché phdm dé chan doén chira

thé lién hop theo séang ché.
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Sang ché ndi chung duge md ta & trén ddy. Cac vi du cu the s€ duogc néu ¢ day dé
tham khao nhim hiéu rd hon. Tuy nhién, cac vi du nay chi nham muc dich minh hoa va

khong gidi han sang ché.
Vi du thue hién sing ché
Vi du 1: Tao ra manh Fab ctia khang thé khang CEACAMS ctia nguoi

Khang thé c¢6 cac ving bién dbi duoc ky vong 1 khong lam giam 4i luc ngay ca
bang viéc gén két cia gbe dénh du dugc thiét ké bang cach sir dung mo hinh phan tir cia
khéng thé duoc lam giéng clia ngudi dugc tao céu truc theo tai lidu (Proteins: Structure,
Function, and Bioinformatics; 2014; 82: 1624-1635) sau khi lam giéng nhu cua nguoi déi
v6i khang thé khang CEACAMS thu duge tir chudt T84.66 bang cach tham khao phuong
phép dugc mo ta trong tai liéu (Protein Eng. Des. Sel.; 2004; 17: 481-489).

Gen m3 hoa trinh tu tin hiéu (Protein Engineering; 1987; 1: 499-505) va gen vung
Igyl Fab ctia ngudi (gém c6 trinh tw nucleotit tir cac vi tri nucleotit tir 364 dén 678 cua
SEQ ID NO: 1) 1an luot dugc ndi voi ddu 5' va du 3, cla gen ving bién dbi cua chudi
ning cua khang thé, va gen manh chudi ning nay dwoc gin chén vao vecto GS
pEE6,4 (Lonza Group AG). Ciing nhu vy, gen ma héa trinh ty tin hi¢u va gen vung héng
dinh Igk ngudi (gém c6 trinh tu nucleotit tir céc vi tri nucleotit 337 dén 657 ctia SEQ ID
NO: 3) 14n luot dugc ndi véi dau 5° va diu 3’, cia gen ving bién dbi ctia chudi nhe cla
khang thé, va gen chudi nhe nay dugc gén chén vao vecto GS pEE12.4 (Lonza Group AG).
Céc vecto pEE duogc dé cap & trén c6 cac doan gin chén ciia cac gen manh chudi ndng va
chudi nhe cua khang thé duoc phan cat bang cac enzym gidi han Notl va Pvul va dugc nbi
bang kit ndi TAKARA Ligation Kit Ver 2.1 (Takara Bio Inc.) dé tao céu tric vecto GS ¢
c4 hai doan gén chén cua cac gen méanh chudi ning va chudi nhe.

Khéng thé duge bidu hién bing hai kidu phuong phép, biéu hién tam thoi va biéu
hién co dinh, bﬁng cach st dung vecto GS duogc deé clp & trén c6 ca cac doan gén chén ctua
cac gen manh chudi ning va chudi nhe. Dbi véi viée biéu hién tam thoi, cac té bao

Expi293F (Thermo Fisher Scientific Inc.) dugc nubi c4y thanh khoang 3000000 té bao/mL
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trong méi trudng biéu hién Expi293 (Thermo Fisher Scientific Inc.) duoc chuyén nhiém
v6i vecto GS duoc dé cap & trén c6 ca hai doa gén chén clia cic gen manh chudi ning va
chudi nhe bang cach st dung kit chuyén nhiém ExpiFectamine 293 (Thermo Fisher
Scientific Inc.) va duoc nudi cdy trong thdi gian tlr 5 dén 7 ngay. Dich nuoi chy nbi duoc
tinh ché bang cach sir dung KappaSelect (GE Healthcare Japan Corp.) dé thu dugc méanh
Fab. D& bidu hién co dinh, cac té bao CHOK1SV (Lonza Group AG) duge chuyén nhiém
vdi vecto tuyén tinh thu duoc véi Pvul tir vecto GS duoc dé cap & trén c6 ca hai doan gén
chén ctia cac gen manh chudi ning va chudi nhe, bang cach dién di su dung Gene Pulser
(Bio-Rad Laboratories, Inc.). Vao ngay sau khi chuyén nhiém, metionin sulfoximin duoc
bd sung vao dé, sau d6 nudi chy trong 5 dén 7 ngay. Cac té bao dugc chiing vao moi trudng
béan rin chira metylxenluloza. Sau khi tao thanh khuén lac, cac t& bao c6 murc biéu hién 16n
manh Fab thu duoc bang cach st dung ClonePix FL (Molecular Devices, LLC). Dich nu6i
cdy ndi clia cac té bao duoc tinh ché bang cach sir dung Capto L (GE Healthcare Japan
Corp.), Q Sepharose Fast Flow (GE Healthcare Japan Corp.), va BioPro S75 (YMC Co.,
Ltd.) dé thu dugc manh Fab.

Trinh tu nucleotit ma héa manh chudi ning cta manh Fab cia khang thé khang
CEACAMS ciia ngudi (duoc thiét ké 1a PB009-01) duge tao thanh dugc thé hién trén SEQ
ID NO: 1, va trinh tu axit amin dugc méa héa theo dé dugc thé hién trén SEQ ID NO: 2.
Trinh tu nucleotit ma héa chudi nhe ctia PB009-01 dugc thé hién trén SEQ ID NO: 3, va
trinh tu axit amin dugc ma héa theo d6 duoc thé hién trén SEQ ID NO: 4. Ving bién dbi
ctia chudi ning cia PB009-01 bao gém trinh tu axit amin tir cac vi tri axit amin 1 dén
121 cia SEQ ID NO: 2, va CDR1, CDR2, va CDR3 chudi ning g@)m cac trinh ty axit amin
tir cac vi trf axit amin 31 dén 35, 50 dén 66, va 99 dén 110, lan luot, ciia SEQ ID NO: 2.
Vung bién dbi ctia chudi nhe ctia PB009-01 gém trinh tu axit amin tr cac vi tri axit amin
tr 1 dén 112 ctia SEQ ID NO: 4, va CDR1, CDR2, va CDR3 chudi nhe gém cac trinh tu
axit amin tir c4c vi tri axit amin 24 dén 38, 54 dén 60, va 93 dén 101, tuong tmg, ciia SEQ

ID NO: 4.
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Céc vung bién ddi cua cac trinh tw CDR duoc x4c dinh theo cac danh sd Kabat
(Kabat et al., 1991, Sequences of Proteins of Immunological Interest, Sth Ed., United States
Public Health Service, National Institute of Health, Bethesda).

Vi du 2: Tao ra thé lién hop manh Fab

p-SCN-Bn-DFO (DFO dugc thé bang nhém p-isothioxyanophenylaminothio
carbonyl) (Macrocyclics, Inc.) duge st dung trong viéc gén két chét tao chelat DFO véi
manh Fab PB009-01. 1/5 luong dung dich natri cacbonat 0,1 M (d¢0 pH = 9,0) duoc bd
sung vao dung dich manh Fab dugc diéu chinh dén 1 mg/mL bing nuéc mudi dém
phosphat (d6 pH=7,4). p-SCN-Bn-DFO dugc bd sung vao d6 & ndng do cudi 1a 1 mg/mL
va duge phét hién ¢ 37°C trong 1,5 gid. Sau khi phan ing, manh Fab dugc lién két véi
DFO qua phan tir lién két (-C(=S)-NH-(1,4-phenylen)-NH-C(=S)-) (duoc dt tén 1a PB00Y-
02) duoc tinh ché bang cach str dung thiét bi loc ly tdim Amicon Ultra 3K-0,5 mL (Merck
Millipore).

S6 Iugng phéi tir duoc cAu thanh boi DFO duoc lién két véi PB009-02 dugc khing
dinh bing phd khdi. PB009-02 dugc tich mudi bang cach sit dung MassPREP Micro
Desalting Column (Waters Corp.), va viéc do duoc thuc hién bﬁmg cach st dung khdi phé
ké SYNAPT G2 (Waters Corp.). Két qué 13, phén tit trong d6 it nhat 1a 3 dén 10 phi tu
duoc cAu thanh bing DFO dugc lién két véi mot PB009-01 di dugc khang dinh.

Vi du 3: Danh gi4 hoat tinh gén két

Dé xé4c dinh hoat tinh gén két chi tiét cia PB009-02, viéc phén tich dugc thuc hién
bang SPR. Trong vi du ndy, manh Fab cua M5A (dugc goi 1a M5SA-Fab), khing thé duoc
1am giéng nhu ctia nguoi cia T84.66, duge st dung lam manh Fab so sanh. M5A-Fab dugc
lién két v6i DFO thong qua phén tir lién két (dugc goi 1a M5A-Fab-DFO) dugc tao ra bing
cach sit dung phuong phap dugc md ta trong Vi du 2.

Phan tich bing SPR dugc thuc hién bang c4ch sir dung Biacore T200 (GE Healthcare

Japan Corp.). 10 pg/mL CEACAMS ngudi (R&D Systems, Inc.) dugc biotinyl hoa bing
kit Biotin CAPture Kit, Series S (GE Healthcare J apan Corp.) va Kit-NH, danh d4u Biotin
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(Dojindo Laboratories) dugc bd sung 1én bé mit cia chip cam bién véi luu luong 1a
5 uL/phut trong 2 phtt, va dugc gilt ¢d dinh trén d6. PB009-01, PB009-02, M5A-Fab va
 M5A-Fab-DFO duoc pha lodng bang dung dich HBS-EP+ (GE Healthcare Japan Corp.)
trong 6 chudi & ty 1& 2 1n tir 400 nM, va 100 puL mdi chét dugc bd sung vao kénh & luu
lwong 13 50 pL/phtt. Trong hé théng do nay, hing s6 phéan ly (Kp) cia PB009-01, PB009-
02, M5A-Fab hoic M5A-Fab-DFO cho CEACAMS ngudi duge tinh bﬁng cach sur dung
phé“m mém phan tich dit liéu (BIA Evaluation, GE Healthcare Japan Corp.). Két qua 13, nhu
duoc thé hién trong bang dudi day, hoat tinh gén két ciia MSA-Fab duoc lam yéu di bang
viée gén két ciia DFO, trong khi d6 hoat tinh gan két ciia PB009-01 khong bi lam yéu di
bang su gin két cia DFO.

Bang 1
Fab duoc lién két
Fab Kb (M) v6i DFO Kp (M)
PB009-01 | 1,7E-10 PB009-02 6,1E-10
M5A-Fab | 1,6E-10 MS5A-Fab-DFO 9,6E-09

Vi du 4: Danh déu #Zr déi v6i thé lién hop ctia manh Fab dugc lién két véi DFO

897 duoc mua dudi dang Zr-Oxalat tir 3D Imaging LLC. 20 pL Zr-Oxalat (2,6 mCi)
duoc trung hoa bang 10 pL 2 M natri cacbonat. Sau d6, 20 pL axit gentisic 5 mg/mL dugc
bd sung vao d6. Ngoai ra, 110 uL 20 mM HEPES (axit 4-(2-hydroxyetyl)-1-
piperazinetansulfonic) chta 0,05% polysorbat 80 duoc bd sung vao d6. 40 uL. PB009-
02 10 mg/mL dugc bd sung vao d6 va dugc phan ing ¢ nhiét do trong phong trong 30 phut
va sau d6 phan tmg thém & 37°C trong 30 phut. Sau khi phan tng, PB009-02 dugc danh
dAu bing ¥Zr (duoc goi 1a PB009-03) dugc tinh ché bing cach sir dung thiét bi loc Iy tam
Amicon Ultra 10K-0,5 mL (Merck Millipore).

Vi du 5: Danh gia d6 tuong phan cua thé lién hop trong mo ghép ngoai lai dudi da

1 x 106té bao LS174T dong ung thu dai tryc trang ngudi (ATCC(R); CL-188) dugc
ghép ngoai lai dudi dala cac té bao duong tinh véi CEACAMS5 vao vai phai ctia chudt nhét

thiéu hut mién dich (chudt NOG; Taconic Biosciences), va 5 x 10 té bao HCT-15 dong té
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bao ung thu dai truc trang ngudi (ATCC(R); CCL-225) dugc ghép ngoai lai dudi da 1a té
bao 4m tinh véi CEACAMS ngudi vao vai trai. Vi du nay duoc thuc hién & N = 3. Sau khi
thé tich khéi u dat dugc khoang 300 mm?, PB009-03 (xap xi 20 pg, xap xi 120 pCi) duoc
dung trong tinh mach sau dé. Cac anh dugc chup bing PET 4 gidy, 24 gid va 48 gid sau khi
diing PB009-03, va SUV-Max ciia vi trf duge do. Két qua 13, nhu duge thé hién trén Fig.
1A, PB009-03 duoc thé hién 1a tich tu trong céc té bao LS174T (t& bao duong tinh véi
CEACAMS5 ngudi) nhiéu hon céc té bao HCT-15 (t€ bao am tinh CEACAMS) 4 gio sau
khi dung. Nhu duoc thé hién trén Fig. 1B, PB009-03 dugc phat hién 1a cho phép phat hién
céc té bao ung thu duong tinh véi CEACAMS ngudi tir 4 gio dén 48 gid sau khi dung.

Vi du 6: Panh gia d tuong phan ctia thé lién hop trong md hinh ghép gan

1 x 105 t& bao LS174T biéu hién luciferaza dugc cdy ghép vao gan ciia md hinh
chudt thiéu hut mién dich (chudt NSG; The Jackson Laboratory) ¢ trang thai gdy mé. Vi
du nay duogc thuc hién & N = 6. Viéc céy ghép té bao trong gan dugc khéng dinh bing su
biéu hién cta luciferaza 13 mot chi ) béng cach st dung hé théng tao anh IVIS
(PerkinElmer, Inc.). Sau d6, PB009-03 (khoang 14 pg, khoang 100 pCi) dugc chuén bi
theo cach tuong tw nhu trong Vi du 4 dugc sir dung trong tinh mach thém vao d6. Céac anh
duoc chup bang PET 4 gid va 24 gid sau khi ding PB009-03. SUV-Max cua gan va khdi
uLS174T (ma dé chi tinh trang trong d6 cac té bao LS174T dugc cdy ghép duge chy vao
gan) dugc do dé tinh ty 1¢é ciia SUV-Max cta khdi u véi SUV-Max cua gan. Két qua 13,
nhu duoc thé hién trén Fig. 2A, PB009-03 dugc thé hién 12 tich tu trong khéi u LS174T
dugc ghép trong gan 4 gid sau khi dung. Céac ty 1¢ tin hi€u cua khéi u v6i gan 4 gio va
24 gid sau khi dung 1a céc gid tri dugc thé hién trén Fig. 2B. T céac két qua nay, PB009-
03 duoc phat hién 13 cho phép su phat hién clia céc té bao ung thu dwong tinh véi

CEACAMS ngudi ¢6 mat trong gan 4 gio va 24 gio sau khi dung.
Kha nang ap dung cong nghiép

Manh Fab cia khéng thé khang CEACAMS ctia ngudi theo sang ché va thé lién
hop bao gdbm manh Fab cta khang thé khang CEACAMS cua ngudi duge ky vong la c6
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thé dugc st dung trong chén doan bénh ung thu duogc chon tir nhém bao gém ung thu dai
truc trang, ung thu v, ung thu phdi, ung thu tuyén gidp va bénh ung thu 1a do su di can
cta cac bénh ung thu nay.
Vin ban khong chita Danh muc trinh ty

Tiéu dé phu béng s6 <223> trong danh muc trinh tu dugc néu dudi day sé dugc
mod ta 1a "Trinh ty nhan tao". Cy thé, céc trinh tu nucleotit dugc biéu dién boi cac SEQ ID
NO: 1 va 3 ctia danh muc trinh tu 13 c4c trinh ty nucleotit cia manh chudi ning va chudi
nhe, 14n lugt, cia PB009-01. Céc trinh ty axit amin dugc biéu dién boi cac SEQ ID NO:
2 va 4 13 céc trinh tu axit amin cia manh chudi ning va chudi nhe dugc ma hoa béng cac

SEQ ID NO: 1 va 3, tuong tmg.
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YEU CAU BAO HQ
1. Manh Fab cia khang thé khang CEACAMS ctia ngudi dugce chon tir nhém bao gdm
(a) va (b) dudi day:

(a) manh Fab cta khang thé khang CEACAMS ctia ngudi bao gdm manh chudi ning chira
ving bién dbi cia chudi ning gbm trinh ty axit amin tl cac vi tri axit amin tir 1 dén 121
cua SEQ ID NO: 2, va chubi nhe bao gém ving bién ddi cua chudi nhe gém trinh tu axit

amin tir c4c vi tri axit amin 1 dn 112 cta SEQ ID NO: 4; va

(b) manh Fab cita khéng thé khang CEACAMS ciia ngudi bao gdm méanh chudi ning chira
ving bién d6i chudi ning thu dugc tir ving bién ddi ctia chudi nang gdm trinh ty axit amin
tir cAc Vi tri axit amin tir 1 dén 121 ctia SEQ ID NO: 2 bang cach cai bién axit glutamic &
vi tri axit amin 1 cia SEQ ID NO: 2 thanh axit pyroglutamic, va chudi nhe bao gdm ving
bién @i ctia chudi nhe gdm trinh tir axit amin tir c4c vi tri axit amin 1 dén 112 ctia SEQID

NO: 4.

2. Ménh Fab cua khang thé khang CEACAMS cua ngudi theo diém 1 dugc chon tur
nhoém bao gdm (a) va (b) dudi day:

(a) manh Fab ctia khang thé khang CEACAMS ctia ngudi chira manh chudi ngng gbm trinh
tu axit amin dugc biéu dién bsi SEQ ID NO: 2 va chubi nhe gém trinh tu axit amin dugc
biéu di&n boi SEQ ID NO: 4; va

(b) manh Fab cia khang thé khang CEACAMS clia ngudi chira manh chudi nang c6 ngudn
gbc tir manh chudi ning gdm trinh ty axit amin dugc biéu dién boi SEQ ID NO: 2 bing
céch cai bién axit glutamic & vi tri axit amin 1 cua SEQ ID NO: 2 thanh axit pyroglutamic,
va chudi nhe gém trinh ty axit amin dugc biu dién bai SEQ ID NO: 4.

3. Manh Fab ciia khang thé khang CEACAMS ctia ngudi theo diém 2, bao gdm manh
chubi ning gdm c6 trinh ti axit amin duoc bidu dién bsi SEQ ID NO: 2 va chudi nhe gdm

trinh ty axit amin dwoc biéu dién béi SEQ ID NO: 4.
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4. Thé lién hop bao gdbm gbc danh déu va manh Fab ciia khang thé khéng
CEACAMS5 ciia ngudi theo diém bt ki trong s cac diém tir 1 dén 3.

5. Thé lién hop theo diém 4, trong d6 gbc danh dAu 1a (i) phéi tir va phéan tir lién két,
(ii) phéi tir, (iii) thuéc nhuém huynh quang va phan ti lién két, hodc (iv) thudc nhudom
huynh quang.

6. Thé lién hop theo diém 5, trong d6 gée danh déu 1a (i) phéi tir va phan ti lién két,
hoic (ii) phdi tu.

7. Thé lién hop theo diém 6, trong d6 phdi tir 1a phéi tir dugc biéu dién béi cong thic
(A) dudi day:

[Cong thire hod hoc 1]

OH NH

v (A)
0 _NH i Ay

0 N/\/\/\N/ i

OH :

trong d6 duong luon song thé hién viéc gin két véi manh Fab cua khang thé khang

CEACAMS ngudi hodc phin tir lién két.

8.  Thé lién hop theo didm 6, trong d6 gbc danh déu 1a (i) phdi tir va phan tr lién két,

trong d6 phéi tir va phan tir lién két 1a nhém duge biéu dién bdi cong thic (A') dudi day:
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[Cong thirc hod hoc 2]

trong d6 duong luon song thé hién viéc gin két v6i manh Fab cua khang thé khang

CEACAMS ngudi.

9.  Thé lién hop theo diém 8, trong d6 manh Fab ciia khang thé khang CEACAMS ciia
ngudi duoc lién két véi nguyén tir cacbon ciia nhém C(=S) dAu tan gbc danh diu thong

qua nhém amino ctia manh Fab.

10.  Thé lién hop theo diém 6 dugc biéu dién boi cong thuc (1) dudi day:
L-X)p-Ab (D)

trong d6 Ab 1a manh Fab ctuia khang thé khang CEACAMS ctia nguoi,

L 12 phéi tt;

X 1a phan tir lién két hozc lién két; va

p 1a s& tu nhién tir 1 dén 25.

11.  Thé lién hop theo didm 10, trong d6 L 1a phéi tir dugc biéu din béi cong thire (A)

dudi day:
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[Cong thirc hoé hoc 3]
?H NH
N
O
N/OH ( )
A
Os__NH Hae N0

o) N/\/\/\N/ i

OH :

trong d6 dudng lwon séng bidu dién viée lién két voi X (hode Ab khi X 1a lién két).

12.  Thé lién hop theo diém 8 hodc 11 dugc biéu dién boi cong thirc (IT) dusi day:

[Cong thirc hod hoc 4]
(P H NH
N
@)
_OH
N

Os_NH H3c/J§o )
N
1Y

H

OH H

Ab

\

(1)

trong d6 Ab 12 manh Fab ctia khang thé khang CEACAMS cua nguoi; va

p 12 s ty nhién tir 1 dén 25, trong d6

Ab duoc lién két voi nguyén tir cacbon ciia C(=S) dAu tan gbc danh du théng qua nhom

amino trong Ab.
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13.  Thé lién hop theo diém bét ki trong sb cac diém tir 10 dén 12, trong d6 p 1a s6 tu
nhién tir 1 dén 16.
14.  Thé lién hop theo diém bét ki trong sb cac diém tr 10 dén 12, trong d6 p 1a sb tu
nhién tir 1 dén 10.

15. Thé lién hop theo diém bét ki trong sé cac diém tir 5 dén 14, con bao gdm kim loai.
16. Thé lién hop theo diém 15, trong d6 kim loai 1a df‘)ng vi phong xa kim loai.

17.  Thé lién hop theo diém 15, trong d6 kim loai 1a ¥Zr.

18.  Polynucleotit dugc chon tir nhém bao gdm (a) va (b) dudi day:

(a) polynucleotit chira trinh tu nucleotit ma h6a manh chudi ning ctia manh Fab cta khang

thé khang CEACAMS ctia ngudi (a) theo diém 1; va

(b) polynucleotit chta trinh tr nucleotit ma héa chudi nhe cia méanh Fab cta khang thé

khang CEACAMS ciia nguoi (a) theo diém 1.
19.  Polynucleotit dugc chon tir nhém bao gbm (a) va (b) duéi day:

(a) polynucleotit chira trinh tu nucleotit ma héa manh chudi ning ctia manh Fab cia khang

thé khang CEACAMS ciia ngudi theo diém 3; va

(b) polynucleotit chira trinh tu nucleotit m& hoa chudi nhe cta méanh Fab ciia khéng thé

khéng CEACAMS ciia ngudi theo diém 3.
20.  Vecto biéu hién chira (a) va/hoic (b):

(a) polynucleotit chira trinh t nucleotit ma hda manh chudi ning ctia manh Fab cta khang

thé khang CEACAMS ciia ngudi (a) theo diém 1; va

(b) polynucleotit chira trinh ty nucleotit ma hoa chudi nhe ciia manh Fab ciia khang thé
khang CEACAMS ciia ngudi (a) theo diém 1.

21.  Vecto biéu hién chira (a) va/hodc (b):

(a) polynucleotit chtra trinh tu nucleotit ma héa manh chudi ning ctia manh Fab cila khang

thé khang CEACAMS cla nguoi theo diém 3; va
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(b) polynucleotit chtra trinh tir nucleotit ma hoa chudi nhe ciia manh Fab cua khang thé

khéang CEACAMS ciia ngudi theo diém 3.
22.  Té bao chit duge chon tir nhém bao gdm (a) dén (d) duéi day:

(a) té bao chu duge bién nap véi vecto biéu hién chta polynucleotit bao gdm trinh tur
nucleotit ma héa manh chudi ning clia manh Fab cia khang thé khang CEACAMS cua

ngudi (a) theo diém 1;

(b) t& bao chu dugc bién nap véi vecto biéu hién chira polynucleotit bao gbm trinh tu
nucleotit ma hoa chudi nhe ciia manh Fab cia khang thé khang CEACAMS ctia ngudi (a)

theo diém 1;

(c) té bao chu duoc bién nap véi vecto biéu hién chita polynucleotit bao gdm trinh tu
nucleotit m3 héa manh chudi ning cia méanh Fab cta khing thé khang CEACAMS cua
nguodi (a) theo diém 1 va polynucleotit chtra trinh ty nucleotit ma hoa chudi nhe ctia méanh
Fab cta khang thé khang CEACAMS cua ngudi (a) theo diém 1; va

(d) té bao chi dugc bién nap véi vecto biéu hién chira polynucleotit bao gbm trinh ty
nucleotit ma héa manh chudi ning ctia manh Fab cua khang thé khang CEACAMS clia
nguoi (a) theo didm 1 va vecto biéu hién chira polynucleotit bao gbm trinh ty nucleotit ma
hoa chudi nhe ciia manh Fab cua khang thé khang CEACAMS cua ngudi (a) theo diém 1.
23.  Té bio chi duge chon tir nhém bao gdm (a) dén (d) dudi déy:

(a) té bao chu dugc bién nap voi vecto biéu hién chira polynucleotit bao gém trinh tyu
nucleotit ma héa manh chudi ning cia manh Fab cta khang thé khang CEACAMS cua
nguoi theo diém 3;

(b) té bao chu dugc bién nap véi vecto biéu hién chra polynucleotit bao gbm trinh tu
nucleotit ma héa chudi nhe ctia méanh Fab cta khang thé khang CEACAMS cua ngudi theo
diém 3;

(c) té bao chi duge bién nap véi vecto biéu hién chira polynucleotit bao gdm trinh tu

nucleotit ma héa méanh chudi ning cua manh Fab cta khang thé khang CEACAMS cua
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ngudi theo diém 3 va polynucleotit chtra trinh ty nucleotit ma hoa chudi nhe ctia manh Fab

ctia khang thé khang CEACAMS ciia ngudi theo diém 3; va

(d) t& bao chii dugc bién nap véi vecto biéu hién chira polynucleotit bao gbm trinh tu
nucleotit ma hoa manh chudi ning cia manh Fab cua khang thé khang CEACAMS ciia
ngudi theo didm 3 va vecto biéu hién chira polynucleotit bao gbm trinh ty nucleotit ma hoa

chudi nhe ctia manh Fab cua khang thé khang CEACAMS cua ngudi theo diém 3.

24. Phuong phap tao ra manh Fab cuia khang thé khang CEACAMS cuia ngudi, bao gbm
budc nudi cdy t& bao chi duge chon tir nhém bao gdm (a) dén (c) duéi ddy dé biéu hién

manh Fab cua khang thé khing CEACAMS cua ngudi:

(a) t& bao chu duge bién nap véi vecto biéu hién chia polynucleotit bao gbm trinh tu
nucleotit ma héa manh chudi ning clia manh Fab cta khang thé khang CEACAMS cla
nguoi (a) theo diém 1 va polynucleotit chta trinh ty nucleotit ma héa chudi nhe ctia manh

Fab cua khang thé khang CEACAMS cua ngudi (a) theo diém 1;

(b) t& bao chii dugc bién nap véi vecto biéu hién chtra polynucleotit bao gbm trinh tu
nucleotit ma héa manh chudi ning cia manh Fab cua khang thé khang CEACAMS cua
nguoi (a) theo diém 1 va vecto biéu hién chira polynucleotit bao gdm trinh tu nucleotit ma
hoa chudi nhe ctia manh Fab cta khang thé khang CEACAMS ctia ngudi (a) theo diém 1;
va

(c) té bao chu dugc bién nap véi vecto biéu hién chira polynucleotit bao gbm trinh tur
nucleotit ma héa méanh chudi ning cia manh Fab cta khang thé khang CEACAMS cua
nguoi (a) theo diém 1, va t& bao chu dugc bién nap véi vecto biéu hién chira polynucleotit
bao gdm trinh ty nucleotit md hoa chudi nhe cia manh Fab ctia khang thé khang

CEACAMS cua ngudi (a) theo diém 1.

25. Phuong phap tao ra manh Fab cta khang thé khang CEACAMS cia ngudi, bao gdm
buée nudi cly té bao chi duge chon tir nhém bao gdm (a) dén (c) dudi ddy dé bieu hién

ménh Fab cua khang thé khang CEACAMS clia nguoi:
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(a) té bao chu dugc bién nap véi vecto biéu hién chta polynucleotit bao gdm trinh tu
nucleotit m3 hoéa manh chudi ning cia méanh Fab cua khang thé khang CEACAMS clia
ngudi theo diém 3 va polynucleotit chira trinh ty nucleotit ma héa chudi nhe ctia manh Fab

ctia khang thé khang CEACAMS clia ngudi theo diém 3;

(b) té bao chu dugc bién nap véi vecto biéu hién chira polynucleotit bao gbm trinh tu
nucleotit m3 hoéa manh chudi ning ctia ménh Fab cua khang thé khang CEACAMS clia
ngudi theo diém 3 va vecto biéu hién chira polynucleotit bao gbm trinh ty nucleotit ma héa

chudi nhe ciia manh Fab cta khéng thé khang CEACAMS ctia ngudi theo diém 3; va

(¢) té bao chu duoc bién nap véi vecto biéu hién chta polynucleotit bao gdm trinh tu
nucleotit m3 héa manh chudi ning ctia ménh Fab cua khang thé khang CEACAMS cua
ngudi theo diém 3, va té bao chu duoc bién nap véi vecto biéu hién chira polynucleotit bao
gdbm trinh tu nucleotit ma hoa chudi nhe cua manh Fab cua khang thé khang

CEACAMS cia ngudi theo diém 3.

26. Phuong phép san xuét thé lién hop bao gém gbc danh d4u va manh Fab ctia khdng
thé khang CEACAMS cua ngudi, bao gbm céc budc: tao ra ménh Fab cua khang thé khéang
CEACAMS ciia ngudi bang phuong phép theo diém 24 hogc 25; va lién két cong hoa tri
ménh Fab véi gbc danh déu.

27.  Phuong phap san xuét thé lién hop bao gdm phdi tir va manh Fab cia khang thé
khang CEACAMS clia ngudi, bao gbm céc budc: tao ra manh Fab cia khang thé khang
CEACAMS cua ngudi bang phuong phép theo diém 24 hodc 25; va lién két cong hoéa tri

manh Fab véi phéi tir théng qua phén tir lién két hodic mdt cach true tiép.

28. Phuong phéap san xuét thé lién hop bao gdbm gbc danh ddu dugc danh du bang dong
vi phéng xa kim loai va manh Fab cua khang thé khang CEACAMS cua ngudi, bao gdm
céc budc: tao ra thé lien hop bao gdm phdi tr v manh Fab cua khang thé khang
CEACAMS cua ngudi bang phuong phap theo diém 27; va gén két dong vi phéng xa kim

loai v6i phdi tir cia thé lién hop qua lién két phi tri.
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29.  Ché phim dé chan doan bao gdm thé lién hop theo diém bat ki trong sb cac diém tir

15 dén 18, va chit mang duoc dung.

30. Ché phim dé chan doén theo di8m 29 1a duoc phim chia giai doan 14m sang.
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Fig. 1B
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Fig. 2B
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35 40 45
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50 55 60
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