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Linh vire ky thuit dwoc dé cap
Sang ché d& cap dén khang thé khang Fnl4 & ngudi, polynucleotit, vecto

biéu hién, té bao chu, phuong phép san xuit khang thé va dugc phim.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Chiing suy mon 1a hoi ching chuyén hoa phtic tap két hop véi cac bénh ly
co tr trude do va dugc dac trung boi su mét co ¢6 hodc khong c6 su mét lugng chat
béo. D4u hiéu 14mS sang d& thdy cua ching suy mon 12 sy sut can & ngudi 16n va su
suy giam ting truéng & tré em (Tai lidu phi sang ché 1). Khoang 80% bénh nhan
mic ung thu tir trude bi mic ching suy mon, ma dugce goi la chirng suy mon do ung
thu. Chimg suy mon 1am giam tién luong bénh cila bénh nhan hodc chit luong cua
cudc song (quality of life - QOL) do khéng lai v6i cac cach diéu tri, va lién quan
dén su gia tang ty 1é tir vong. Tuy nhién, khong c6 cach diéu tri hiéu qua dbi voi
chiing suy mon. Mic du co ché cta sy xuét hién cia chimg suy mon 14 khong rd
rang, chimg suy mon dugc coi 12 trang thai viém cia toan bo co thé thong qua céac
xytokin khac nhau trong nhitng nim gan day (Tai liéu phi sang ché 2).

Thu thé c6 thé cam tng yéu td tang trudng nguyén bao soi 14 (Fnl4) (cling
dugc goi 1a TNFRSF12A) 1a thanh vién cta ho thy thé yéu t§ gy hoai tir khdi u.
Fnl4 ciing duoc biét dén 14 thy thé Tweak, ma gin két voi chét cam ung yéu gidng
nhu TNF cta su giy chét té bao theo chuong trinh (Tweak). Su hoat hoa doc lap
hodc phu thugc Tweak cia Fnl4 da dugc bién dén dé hoat hoa duodng tin hi¢éu NFkB
va dé kiém soét su tdng sinh té bao, su di tra, sy biét hoa, va sy gay chét té bao theo
chuong trinh, cling nhu chtng viém lién quan dén sy tao mach, su pha hiy va tai
tao mo (Tai liéu phi sang ché 3).

Vé mdi lién quan véi cac bénh ung thu, d c6 béo céo ring Fnl4 dugc biu
hién qua mtc trong cic bénh ung thu thé ran khac nhau (Tai liéu phi sang ché 4) va

Fnl14 c6 lién quan dén su tién trién va di can khéi u (Tai liéu phi sang ché 5). Ngoai
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ra, d& c6 bao céo rang trong mau hinh chudt mac chimg suy mon do ung thw, khéng
thé khang Fn14 1a hiéu qua trong viéc cai thién cic triéu chimg cia chimg suy mon,
va hoat dong cua ching 1a do sy Gc ché trong khdi u (Tai liéu phi sang ché 6).

Trong khi d6, sy hoat héa Fnl4 c6 thé gdy ra viéc san xuat xytokin gay viém
va lam trAm trong thém tinh trang viém. Enavatuzumab (Tai liéu séng ché 1), ma
hién dang dugc phat trién 1am sang, dd dugc bdo cdo nhu la khing thé chu van
khang Fnl4 & nguoi. Poc tinh & gan da dugc bdo cdo trong thtr nghiém lam sang
giai doan 1 cia Enavatuzumab (Tai liéu phi sang ché 7), va da dugc goi v ring
ching viém c6 thé gay ra boi viéc diéu tri bing Enavatuzumab (Tai liéu phi sang
ché 8).

Khang thé don dong & chuét CRCBT-06-002 dugc bao céap 1a khang thé ma
gin két voi Fnl4 ¢ nguoi va c6 hoat tinh d6i khédng, nhung khong c6 hoat tinh chii
vén trong cac didu kién cu thé (Tai liéu sang ché 2). CRCBT-06-002 da dugc béo
c4o 1 ¢6 hoat tinh dbi khang ma trc ché su san sinh IL-8 dwoc giy cam tng béi su
kich thich Tweak trong dong té bao A375 ma 1a t& bao c6 ngudn gde tir u hic sic td
4c tinh & ngudi va c6 hidu qua trong mau hinh chudt mic chimg suy mon do ung
thu. Tuy nhién, hoat tinh chi vin ma gy cam Gng véi su san sinh IL-8 tir cac té bao
A375 ma khong c6 Tweak con lai (Tai liéu sang ché 2).

Khang thé d6i khang khang Fnl4 ma khong c6 hoat tinh chi van va c6 thé

tranh khoi céc tac dung phu khong mong muén 1a khong duge biét dén.

Tai liéu lién quan trong tinh trang k¥ thuat

Tai lidu sang ché

[Tai liéu sang ché 1] WO 2009/020933

[Tai liéu sang ché 2] WO 2013/026099

Tai liéu phi sang ché

[Tai liéu phi sang ché 1] Evans WJ et al., Clin Nutr. 2008, Vol. 27, p. 793-799

[Tai liéu phi sang ché 2] Baracos VE et al., Nat Rev Dis Primers. 2018, Vol. 4
Article number 17105, p. 1-18

[Tai liéu phi sang ché 3] Winkles JA, Nat Rev Drug Discov. 2008, Vol. 7, p. 411-
425
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[Tai liéu phi sang ché 4] Culp PA et al., Clin Cancer Res. 2010, Vol. 16, p. 497-508
[Tai liéu phi sang ché 5] HU G et al., Tumor Biol. 2017, Vol. 39 June, p. 1-9

[Tai liéu phi sang ché 6] Johnston AJ et al., Cell. 2015, Vol. 162, p. 1365-1378

[Tai li€u phi sang ché 7] Lam ET et al., Mol Cancer Ther. 2018, Vol. 17, p. 215-221
[Tai liéu phi sang ché 8] Choi D et al., Am J Pharmacol Toxicol. 2017, Vol. 12, p.
18-38

Ban chit ky thuit cia siang ché
Céc van dé duogc giai quyét boi sang ché

Muc dich cta sang ché 1a d& xuit khang thé khang Fnl4 & ngudi c6 d6 an
toan tdt ma van gitt duoc hoat tinh d6i khang cao va da lam giam hoat tinh chd van

so v6i cac khang thé thong thuong.

Céc phuong thirc giai quyét vin dé

Céc tac gia sang ché da thuc hién cic nghién ctru chuyén sau vé viée san
Xuat khang thé khang Fnl4 & nguoi, va két qua la, da san xudt duoc khéang thé
khéng Fnl4 & nguoi bao gdm ving bién d6i chudi ning bao gdbm CDRI1 chi gébm
trinh ty axit amin c6 céc axit amin tir s6 31 dén 35 ctia SEQ ID NO: 2, CDR2 chi
g@)m trinh tu axit amin c6 cac axit amin tir s6 50 dén 65 cua SEQ ID NO: 2, va
CDR3 chi g@)m trinh ty axit amin c6 cac axit amin tu s6 98 dén 114 cua SEQ ID
NO: 2, va ving bién d6i chudi nhe bao gdbm CDRI chi gdm trinh ty axit amin c6
céc axit amin tir s& 24 dén 40 cua SEQ ID NO: 4, CDR2 chi gdm trinh tu axit amin
6 céc axit amin tir s& 56 dén 62 cua SEQ ID NO: 4, va CDR3 chi gbém trinh ty axit
amin c6 céc axit amin tir s6 95 dén 103 cua SEQ ID NO: 4 (Cac Vi du tir 2 dén 4).
Céc tac gia sang ché da phat hién ra ring khang thé gin két v6i Fnl4 o nguoi (Vi du
6), tc ché su hoat héa NFkB va su san xuat IL.-8 duoc gdy cam Ung boi su kich
thich Tweak (cac Vi du 7 va 8), va khong cam Gng su san xuat IL-8 ma khong c6
Tweak (Vi du 8). Két qua 13, khang thé khang Fnl4 & nguoi ¢ hoat tinh ddi khang
nhung khong c6 hoat tinh chu van duoc dé xuét, va sang ché da duoc hoan thién.
Hon nita, cac tic gia sang ché da phat hién ra rang khang thé trong d6 khang thé nay

duoc chudt hoa (Vi du 4) dé ngan chin sy giam trong lugng va khéi luong co & mau
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hinh chudt mic chimg suy mon do ung thu (Vi du 9), va thoi gian séng sét duge kéo
dai trong trudong hop ma khang thé va gemcitabin dugc stir dung két hop so véi viée
dung khang thé don 1¢ hoidc gemcitabin don 1é (Vi du 10).

Vi du, sang ché sau ddy duoc dé xuit theo sang ché.

[1] Khang thé khang Fnl4 & ngudi hodc doan gin két khang nguyén cia ching bao
gom:

ving bién ddi chudi ning bao gdbm CDR1 chi gdm trinh ty axit amin c6 cac
axit amin tr s6 31 dén 35 cua SEQ ID NO: 2, CDR2 chi gbm trinh ty axit amin ¢6
céc axit amin tir s6 50 dén 65 cua SEQ ID NO: 2, va CDR3 chi gbém trinh ty axit
amin c6 cac axit amin tir s6 98 dén 114 ciia SEQ ID NO: 2; va

ving bién ddi chudi nhe bao gdbm CDRI chi gom trinh tu axit amin c6 cac
axit amin tir s6 24 dén 40 cua SEQ ID NO: 4, CDR2 chi gdm trinh tu axit amin ¢
céc axit amin tir s6 56 dén 62 cua SEQ ID NO: 4, va CDR3 chi gém trinh ty axit
amin c6 cdc axit amin tir s6 95 dén 103 ciia SEQ ID NO: 4.

[2] Khang thé khang Fnl4 & ngudi hodc doan gan két khang nguyén ctia ching theo
muc [1], dugc chon tir muc (1) va (2) sau day:

(1) khang thé khang Fnl4 & nguoi hodc doan gin két khang nguyén cia
chung bao gdm ving bién dbi chudi ning chi gém trinh ty axit amin c¢6 cac axit
amin tir s6 1 dén 125 cua SEQ ID NO: 2 va ving bién d6i chudi nhe chi gdm trinh
tw axit amin c6 c4c axit amin tir s6 1 dén 114 cia SEQ ID NO: 4; va

(2) khang thé hodc doan gin két khang nguyén cia ching dugc tao thanh
boi su bién dbi sau dich ma cia khang thé khang Fnl4 & nguoi hodc doan gin két
khang nguyén cia chung & muc (1).

[3] Khang thé khang Fnl4 & nguoi hodc doan gin két khang nguyén ciia chiing theo
muc [2], bao gdm:

ving bién d6i chudi nang chi gdm trinh tu axit amin c6 cac axit amin tir s 1
dén 125 cuia SEQ ID NO: 2; va

ving bién d6i chudi nhe chi gbém trinh tw axit amin c¢6 cac axit amin tir s6 1

dén 114 cua SEQ ID NO: 4.
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[4] Khang thé khang Fnl4 ¢ nguoi hodc doan gin két khang nguyén cia ching theo
muc [2], trong d6 su bién ddi sau dich ma 13 su pyroglutamylat hoa & dau N cua
vung bién ddi chudi nang va/hodc su khuyét doan lysin & dau C cuachudi nang.

[5] Khang thé khang Fnl14 ¢ nguoi hodc doan gin két khang nguyén ciia ching theo
muc [2], bao gdm:

ving bién ddi chudi ning chi gdm trinh ty axit amin c6 cac axit amin tir s6 1
dén 125 cua SEQ ID NO: 2, trong d6 glutamin ctia axit amin s6 1 cia SEQ ID NO:
2 duoc bién ddi thanh axit pyroglutamic; va

ving bién ddi chudi nhe chi gdm trinh tu axit amin c¢6 céc axit amin tir s 1
tr 114 cta SEQ ID NO: 4.

[6] Khang thé khang Fnl4 & ngudi theo muc [2], dugc chon tir muc (3) va (4) sau
day:

(3) khang thé khang Fnl4 & ngudi bao gdbm chudi ning chi gdm trinh ty axit
amin duoc thé hién béng SEQ ID NO: 2 va chudi nhe chi gém trinh tuy axit amin
dugce thé hién béng SEQ ID NO: 4; va

(4) khang thé khang Fnl4 & ngudi duoc tao thanh boi sy bién ddi sau dich
ma cua khang thé & muc (3).

[7] Khang thé khang Fnl4 & ngudi theo muc [6], bao gom:

chudi ning chi gdm trinh ty axit amin duoc thé hién bang SEQ ID NO: 2; va

chudi nhe chi gdm trinh tu axit amin dugc thé hién bang SEQ ID NO: 4
[8] Khang thé khang Fnl4 & ngudi theo muc [6], trong d6 the su bién d6i sau dich
ma 14 sy pyroglutamylat héa & dau N cta chudi ning va/hodc su khuyét doan lysin
& dau C ciia chudi ning.

[9] Khang thé khang Fnl4 & ngudi theo muc [8], bao gdm:

chudi ning chi gém trinh ty axit amin ¢6 cac axit amin tir s6 1 dén 454 cua
SEQ ID NO: 2, trong d6 glutamin cta axit amin s6 1 ciia SEQ ID NO: 2 dugc bién
d6i thanh axit pyroglutamic; va

chudi nhe chi gdm trinh ty axit amin dugc thé hién bang SEQ ID NO: 4.

[10] Poan gin két khang nguyén theo muc bét ky trong sb cac muc tir [1] dén [5],
ma 14 doan ving bién ddi chudi don, Fab, Fab’, hodc F(ab’)s.

[11] Polynucleotit bao gdm:
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trinh tuw bazo ma hoa ving bién dbi chudi nang ctia khang thé khang Fnl4 &
ngudi hodc doan gin két khang nguyén cua ching theo muc [3].

[12] Polynucleotit bao gdm:

trinh ty bazo ma hoa ving bién ddi chudi nhe ciia khang thé khéng Fnl4 ¢
ngudi hodc doan gin két khang nguyén ciia chiing theo muc [3].

[13] Vecto biéu hién bao gom:

polynucleotit theo muc [11] va/hodc [12].

[14] Té bao cha dugc chon tir nhém chi gdm muc tir (a) dén (d) sau day:

(a) té bao chil duoc bién nap véi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao
gdm trinh ty bazo md héa ving bién d6i chudi ning ciia khang thé khéng Fnl4 &
ngudi hodc doan gin két khang nguyén ciia chiing theo muc [3] va polynucleotit
bao gém trinh ty bazo ma hoa vung bién d6i chudi nhe cta khang thé hoic doan gén
két khang nguyén ctia chiing;

(b) té bao chu dugc bién nap v6i vecto biéu hién bao gdbm polynucleotit bao
gbm trinh ty bazo ma hoéa ving bién dbi chudi nang ciia khang thé khéng Fnl4 &
ngudi hodc doan gin két khang nguyén ciia ching theo muc [3], va vecto biéu hién
bao gdm polynucleotit bao gom trinh tw bazo mi héa ving bién d6i chudi nhe cua
khang thé hodc doan gin két khang nguyén cua ching;

(¢) té bao chu dugc bién nap vdi vecto biéu hién bao gdbm polynucleotit bao
gbm trinh ti bazo ma hoa ving bién ddi chudi ning ciia khing thé khang Fnl4 &
ngudi hodc doan gin két khang nguyén ctia chiing theo muc [3]; va

(d) t& bao chu duoc bién nap v6i vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao
gbm trinh ty bazo ma héa ving bién d6i chudi nhe ctia khang thé khang Fnl4 &
ngudi hodc doan gin két khang nguyén ctia chiing theo muc [3].

[15] Té bao cha dwgc chon tir nhém chi gdm muc tir (¢) dén (h) sau day:

(e) té bao chu dugc bién nap v6i vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao
gbm trinh tyr bazo ma hoa chudi ning ciia khang thé khang Fnl4 & ngudi theo muc
[7] va polynucleotit bao gdm trinh trr bazo ma hoa chudi nhe ctia khéng thé;

(f) té bao chii duoc bién nap véi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao

gdm trinh tu bazo ma héa chudi nang ctia khang thé khdng Fnl4 & nguoi theo muc
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[7], va vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao gdm trinh tir bazo ma hoéa chudi
nhe cta khang thé;

(2) té bao chu dwoc bién nap véi vecto biéu hién bao gdbm polynucleotit bao
gbm trinh tw bazo ma hoa chudi ning cta khang thé khang Fnl14 & nguoi theo muc
[7]; va

(h) té bao chu duoc bién nap véi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao
gbm trinh tu bazo ma hoa chudi nhe clia khang thé khang Fnl4 & nguoi theo muc
[7].

[16] Phuong phap san xuit khang thé khang Fnl14 & ngudi hodc doan gin két khang
nguyén ctia chung, phuong phap nay bao gdm:

bude nudi ciy té bao chii duoc chon tir nhém chi gdm muc (A) dén (C) dé
biéu hién khang thé khang Fnl4 & ngudi hoic doan gin két khang nguyén cua
chung:

(A) té bao chii dugc bién nap vdi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao
gbm trinh ty bazo mi hoéa ving bién dbi chudi ning cia khang thé khang Fnl4 &
ngudi hodc doan gin két khang nguyén ctia ching theo muc [3] va polynucleotit
bao gdm trinh ty bazo ma héa viing bién ddi chudi nhe cia khang thé hodc doan gin
két khang nguyén ciia ching;

(B) té bao chu dugc bién nap véi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao
gbm trinh ty bazo ma hoéa ving bién dbi chudi ning cta khéng thé khang Fnl4 &
ngudi hodc doan gin két khang nguyén ciia chiing theo muc [3], va vecto biéu hién
bao gém polynucleotit bao gém trinh tur bazo ma hoa ving bién d6i chudi nhe cua
khang thé hodc doan gin két khang nguyén cua ching; va

(C) té bao chu dugc bién nap véi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao
gbm trinh tu bazo ma hoa ving bién ddi chudi ning ctia khang thé khang Fnl4 &
nguoi hodc doan gén két khang nguyén ctia chung theo muc [3], va té bao chu duoc
bién nap v6i vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao gdm trinh tu bazo ma hoa
ving bién ddi chudi nhe ciia khang thé hoic doan gin két khang nguyén cla chung.
[17] Phuong phép san xuat khang thé khang Fnl4 & ngudi, phuong phap nay bao

gom:
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budc nudi cdy té bao chii dugc chon tir nhém chi gém muc tir (D) dén (F) dé
biéu hién khang thé khang Fnl4 & nguoi:

(D) té bao chii duoc bién nap véi vecto bidu hién bao gdm polynucleotit bao
gdm trinh tw bazo ma héa chudi ning cta khang thé khang Fnl4 & nguoi theo muc
[7] va polynucleotit bao gdm trinh ty bazo ma héa chudi nhe cua khang thé;

(E) té bao chu duoc bién nap véi vecto biéu hién bao gbm polynucleotit bao
gdm trinh tw bazo ma héa chudi ning ctia khang thé khang Fnl4 & nguoi theo muc
[7], va vecto biéu hién bao gdbm polynucleotit bao gbm trinh tw bazo mi héa chudi
nhe cua khang thé: va

(F) té bao chu duoc bién nap véi vecto bidu hién bao gdm polynucleotit bao
gdm trinh tu bazo ma hoéa chudi ning cta khang thé khang Fnl4 & nguoi theo muc
[7], va té bao chu duoc bién nap véi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao gdm
trinh tu bazo ma hoa chudi nhe cia khang thé khang Fnl4 & nguoi.

[18] Khang thé khang Fnl4 & ngudi hodc doan gin két khang nguyén cua ching
duge san xuit bang phuong phap theo muc [16].

[19] Khang thé khdng Fnl4 & nguoi dugc san xuét bang phuong phap theo muc
[17].

[20] Dugc phdm bao gom:

khéng thé khang Fnl4 & ngudi hodc doan gin két khang nguyén cua chiing
theo muc bat ky trong sb cac muc tir [1] dén [10], [18], va [19]; va

ta dugc dugc dung.

[21] Dugc phim bao gdm:

khang thé khang Fnl4 & nguoi hodc doan gin két khang nguyén cla ching
theo muc [3];

khang thé khang Fnl4 & nguoi hodc doan gin két khang nguyén cua chiing
theo muc [5]; va

ta dugc dugc dung.

[22] Duoc pham bao gom:

khang thé khang Fn14 & ngudi theo muc [7];

khang thé khang Fnl4 & ngudi theo muc [9]; va

ta duoc dugc dung.
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[23] Duoc phim theo muc bat ky trong s& cdc muc tir [20] dén [22], ma 1a dugc
phim dé ngin ngira hodc diéu tri chtimg suy mon do ung thu.
[24] Phuong phép ngdn nglra hoac diéu tri chung suy mon do ung thu, phuong phép
nay bao goém:

bude dung luong cd hi€u qua tri li€u cia khang thé khang Fnl4 & nguoi
hodc doan gan két khang nguyén ctia chiing theo muc bét ky trong s6 cac muc tir [1]
dén [10], [18], va [19].
[25] Khéang thé khang Fnl4 & ngudi hodc doan gin két khang nguyén cla ching
theo muc bét ky trong sé cac muc tir [1] dén [10], [18], va [19], ma dé st dung trong
ngan ngira hodc didu tri chimg suy mon do ung thu.
[26] S&r dung khang thé khang Fnl4 & ngudi hodc doan gin két khang nguyén cia
chiing theo muc bat ky trong s cac muc tir [1] dén [10], [18], va [19] dé bao ché
dugc pham dé ngan ngira hodc diéu tri chimg suy mon do ung thu.
[27] Duoc phim dé ngan ngira hodc diéu tri ung thu hodc ching suy mon do ung
thu, bao gdm:

khéang thé khang Fnl4 & nguoi hodc doan gin két khang nguyén ctia ching
theo muc bét ky trong sd cac muc tir [1] dén [10], [18], va [19] 1am thanh phan hoat
tinh,

trong d6 duoc phdm duoc sir dung trong td hop véi tac nhan chéng ung thu.
[28] Dugc phdm dé ngin ngira hodc diéu tri ung thu hodc ching suy mon do ung
thu, bao gém:

tac nhan chéng ung thu,

trong d6 duoc phim duge sir dung trong td hop véi khang thé khang Fnl4 &
ngudi hoic doan gin két khang nguyén ctia ching theo muc bat ky trong sb cac muc

tir [1] dén [10], [18], va [19].

Hiéu qua dat dugc cua sang ché
Khéng thé khang Fn14 & nguoi theo sdng ché hoat dong dé ngin chin ching

viém bang cach trc ché sy hoat hoa cua Fnl4 6 nguoi dugce gy cam ing boi su kich
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thich Tweak ma khong thé hién hoat tinh cha van khéng lai Fnl4 & ngudi, va 6 thé

duoge st dung lam tac nhan dé ngin ngira hodc diéu tri chtng suy mon do ung thu.

M6 t4 vin tit cac hinh vé

Fig.1 thé hién hiéu qua trc ché clia khang thé khang Fn14 & ngudi trong viéc
san xuit xytokin IL-8 giy viém duogc gdy cdm Ung bdi su kich thich Tweak trong
céc té bao A375. Truc tung thé hién ty 18 tc ché (%), va truc hoanh thé hién ndng do
khang thé (ng/mL).

Fig.2 thé hién su tiét IL-8 duoc gdy cam ung béi su kich thich khang thé
khang Fnl4 & nguoi trong cac té bao A375 cells. Truc tung thé hién néng do 1L-8
(pg/mL), va truc hoanh thé hién ndng do khang thé (ng/mL).

Fig.3 thé hién hiéu qua tc ché ciia khang thé khang Fnl4 & ngudi 4-1m
dugce chudt hoa dbi voi vide giam trong luong dugc gdy cam Gng bang cach ciy
ghép cac té bao cua dong t€ bao C26 ung thu rudt két & chudt nhit vao cic con
chuét. Truc tung thé hién trong luong co thé (g), va truc hoanh thé hién s ngay da
tréi qua sau khi tiém té bao ung thur.

Fig.4 thé hién hiéu qua Grc ché cua khéng thé khéang Fnl4 & ngudi 4-1m
duge chudt hoa dbi v6i viée suy giam khdi luong co dugc gdy cadm ung bang cach
cly ghép cac té bao cia dong té bao C26 ung thu rudt két & chudt nhét vao cac con
chuét. Truc tung thé hién trong luong (mg) cia co cang chan trude.

Fig.5 thé hién hiéu qua ¢ ché cua khing thé khéang Fnl4 & nguoi 4-1m
duoc chudt hoa dbi véi viée suy giam & chire ning co duge gdy cam mg bang cach
cdy ghép cic té bao cua dong té bao C26 ung thu rudt két & chudt nhét vao cac con
chu6t. Truc tung thé hién d6 bén bam (g).

Fig.6 thé hién hiéu qua cuia khang thé khang Fnl4 & nguoi 4-1m dugc chudt
hoéa trong td hop véi gemcitabin trong thoi gian song so6t cua chudt da duge cly
ghép cac té bao cua dong té bao C26 ung thur ruodt két & chudt nhit. Truc tung thé
hién ty 1& song st (%), va truc hoanh thé hién sb ngay tréi qua sau khi tiém té bao
ung thu.

Fig.7 thé hién hiéu qua cia viéc st dung két hop khang thé khang Fnl4 &

nguoi 4-1m duge chudt hoa véi gemcitabin trén thé tich khdi thu duoc tao thanh
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bing cach ciy ghép cac té bao cia dong t& bao C26 ung thu rudt két & chudt nhat
vao cac con chuot. Truc tung thé hién thé tich khdi u (mm?), va truc hoanh thé hién

s6 ngay trdi qua sau khi tiém té bao ung thu.

M3 ta chi tiét sang ché

Sau day, sang ché s& dugc md ta mot cach chi tiét.

C6 nam 16p IgG, IgM, IgA, IgD, va IgE trong khang thé. Céu tric co s& clia
phan t&r khang thé duoc tao két clu co cac chudi ning co trong lugng phén tir tir
50000 dén 70000 va cac chudi nhe c6 trong lugng phén tir tir 20000 dén 30000
trong mdi 16p néi chung. Chudi ning thuong chi gdm chudi polypeptit bao gdm xép
xi 440 axit amin, c6 cau tric khéc Biét v6i mdi 16p, va dugc goi 1a Igy, Igp, Iga, 1g3,
va Ige lan luot twong tng véi IgG, IgM, IgA, IgD, va IgE. Hon nita, bbn phan 16p
cua IgGl, IgG2, IgG3, va IgG4 1a c6 mit trong IgG, va cac chudi ning lan luot
tuong mg véi chung dugce goi 1a Igyl, Igy2, Igy3, va Igy4. Chudi nhe thudng chi
gdm chudi polypeptit bao gbm 220 axit amin, hai loai trong s6 chung, loai L va loai
K la da biét, va dugc goi 1a Igh va Igk. Trong céu hinh peptit & cau tric co sé clia
cac phan tir khang thé, hai chudi nang twong dong va hai chudi nhe twong dong
duogc lién két bing céc lién két disulfit (lién két S-S) va céc lién két khong cong hoa
tri, va trong lugng phan tir cia ching la tir 150000 dén 190000. Hai loai chudi nhe
6 thé duogc bét cip v6i chudi ning bét ky. Cac phan tir khang thé 1an luot thudng
chi gdbm hai chudi nhe gidng nhau va hai chudi ning gidng nhau.

Lién quan dén cac lién két S-S trong chudi, bon lién két S-S c6 mit trong
chudi ning (nim trong céc chubi Igp va Ige) va hai trong s6 chung c6 mit trong
chudi nhe; mot vong duoc tao thanh trén mdi 100 dén 110 géc axit amin, va cu tric
khong gian la tuong tu trong s6 cac vong va dugc goi 1a don vi c4u triic hodc mién.
Mién nim & phia dau N cua ca hai chudi ning va chudi nhe, co trinh ty axit amin
khong d6i tham chi trong trudng hop mau the tir cang mét 16p (phan 16p) clia ciing
mot loai dong vat dugc goi 1a vung bién dbi, va cac mién 1an lugt dugc goi 1a ving
bién dbi chudi ning (VH) va ving bién dbi chudi nhe (VL). Trinh ty axit amin ctia

phia dau C tir ving bién dbi 12 gin nhu khong d6i trong mdi 16p hodc phan 16p va
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dwoc goi 1a ving 6n dinh (cac mién 1an luot duoc thé hién 1a CH1, CH2, CH3, hoic
CL, mot cach lan luot).

Vi tri gfn két khang nguyén duoc tao két cAu VH va VL, va tinh ddc hiéu
gén két phu thudc vao trinh ty axit amin cia vi tri ndy. Mat khéc, cac hoat tinh sinh
hoc nhu gén két v6i cac chit bd sung va cac té bao biéu hién thu thé Fc khac nhau
phéan anh sy khac biét trong céac cdu trac viung 6n dinh trong sé mdi 16p Ig. Pa dugc
hidu rang su bién d6i ctia cac ving bién doi ctia cac chudi nhe va cic chudi ning l1a
hdu hét 1a gidi han & ba ving sidu bién nhd c6 mit trong ca hai chudi va cdc ving
nay dugc goi la cac vung xac dinh bd sung (CDR: CDR1, CDR2, va CDR3 tir phia
diu N). Céc phin con lai cta ving bién d6i dugc goi la ving khung (framework
region - FR) va tuong d6i on dinh.

Céc doan gén két khang nguyén khac nhau bao gdbm VH va VL cua khéng
thé ciing c¢6 hoat tinh géan két khang nguyén, va cac vi du tiéu biéu vé doan gin két
khang nguyén nay gém c6 doan ving bién dbi chudi don (scFv), Fab, Fab’, va
F(ab’),. scFv 1a khang thé don tri ma duoc tao két cAu VH va VL duogc két nbi véi
nhau qua lién két. Fab 1a doan khang thé don tri ma duoc tao két cdu doan chudi nhe
va chudi nang bao gdm VH, mién CH1, va mot phén ciia viing ban 18. Fab’ 14 doan
khéng thé don tri ma duoc tao két cAu doan chudi nhe va chudi ning bao gém VH,
mién CHI, va mdt phin cia ving ban 1&, va phin clia ving ban 1& gbm c6 cac gbe
xystein dugc tao két chu lién két S-S giita cac chudi ning. Poan F(ab’), 1a doan
khéng thé hoa tri hai trong d6 hai doan Fab’ dugc lién két boi lién két S-S gitta céc
chudi ning trong ving ban 18.

<Khang thé khang Fn14 & ngudi theo sang ché>

Khéng thé khang Fn14 & nguoi hodc doan gin két khang nguyén ctia chiing
theo sang ché gdm co6 khang thé khang Fnl4 & nguoi hodc doan gin két khang
nguyén cua ching cé cac dic trung sau day.

Khéng thé khang Fnl4 & ngudi hoic doan gin két khang nguyén ctia chiing
bao gdbm ving bién d6i chudi ning bao gdbm CDRI chi gém trinh ty axit amin c6
céc axit amin tr s6 31 dén 35 cua SEQ ID NO: 2, CDR2 chi gbm trinh tur axit amin
¢6 cac axit amin tir s6 50 dén 65 SEQ ID NO: 2, va CDR3 chi gdm trinh tu axit

amin c6 cac axit amin tir s6 98 dén 114 caa SEQ ID NO: 2 va ving bién dbi chudi
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nhe bao gém CDRI1 chi gém trinh tu axit amin c6 cac axit amin tir sb 24 dén 40 cua
SEQ ID NO: 4, CDR2 chi gém trinh tu axit amin ¢ cac axit amin tir s6 56 dén 62
cua SEQ ID NO: 4, va CDR3 chi gém trinh tu axit amin c6 céc axit amin tir sb 95
dén 103 cua SEQ ID NO: 4.

Theo mdt phuong an, khang thé khang Fnl4 & ngudi hodc doan gan két
khang nguyén cta chung theo sang ché bao gdm ving bién ddi chudi nang chi g6m
trinh ty axit amin c6 c4c axit amin tir s6 1 dén 125 ctia SEQ ID NO: 2 va ving bién
d6i chudi nhe chi gém trinh tyr axit amin c¢6 céc axit amin tix s6 1 dén 114 cta SEQ
ID NO: 4.

Theo mot phuong 4n, khang thé khang Fnl4 & ngudi hodc doan gan két
khang nguyén cta chung theo sang ché c6 cac dic tinh nhu duge md ta & trén, va
con bao gdm ving on dinh chudi ning va ving n dinh chudi nhe. Pdi véi viing 6n
dinh, bat ky ving 6n dinh ctia phan 16p nao (vi dy, Igyl, Igy2, Igy3, hodc Igy4 lam
ving én dinh chudi ning, va Ighhogc Igk lam ving én dinh chudi nhe) c6 thé dugce
chon. Theo mdt phuong 4n, khang thé khang Fn14 & ngudi hodc doan gin két khang
nguyén cua chiing theo sang ché bao gdm ving 6n dinh Igyl & ngudi lam ving 6n
dinh chudi ning va ving 6n dinh IgK 6 nguoi lam vung 6n dinh chudi nhe.

S6 gbc lién quan dén viéc dua cac sy dot bién axit amin vao viing 4n dinh
cua khang thé duogc st dung theo séng ché ¢6 thé duoc xac dinh theo chi sé6 EU
(Kabat et al., 1991, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed.,
United States Public Health Service, National Institute of Health, Bethesda). L234A
va L235A 1an luot 13 sy thay thé leuxin & vi tri axit amin 234 va vi tri 235 axit amin
bang alanin trong ving 6n dinh Igyl & ngudi theo chi s6 EU theo Kabat et al.. Cac
vi du v& ving 4n dinh Igyl & ngudi c6 cac dot bién axit amin & L234A va L235A
gdm c6 ving 6n dinh Igyl & nguoi chi gdm trinh ty axit amin c¢6 c4c axit amin tir s6
126 dén 455 ctia SEQ ID NO: 2.

Theo mot phuong én, khang thé khang Fn14 & nguoi theo sang ché bao gdm
chudi ning chi gé)m trinh ty axit amin duoc thé hién bang SEQ ID NO: 2 va chudi
nhe chi gdm trinh tu axit amin dugc thé hién bang SEQ ID NO: 4.

Pa duoc biét réng khi khang thé dugc bién hién trén cac té bao, khéng thé

duogc bién doi sau khi dich ma. Céac vi du v€ su bién doi sau dich ma gém cé su
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khuyét doan lysin & dau C ciia chudi ning boi carboxypeptidaza, su bién dbi cua
glutamin hodc axit glutamic & diu N coa chudi ning va chudi nhe dén axit
pyroglutamic boi sy pyroglutamylat hoa, su glycosylat hoa, su oxy hoa, sy khir amit
hoa, va glycation, va da dugc biét rang cac su bién ddi sau dich ma nay xay ra trong
cac khang thé khang thé (Liu H et al., J Phar Sci. 2008, Vol. 97 No. 7, p. 2426-
2447).

Khéng thé khang Fnl4 & ngudi hodc doan gén két khang nguyén ciia chiing
theo sang ché ciing bao gébm khéang thé khang Fnl4 & nguoi hodc doan gan két
khéng nguyén cia ching dugc bién doi sau dich ma. Céc vi du cta khang thé khang
Fnl4 & ngudi hodc doan gin két khang nguyén cla ching theo sang ché dugc bién
ddi sau dich md gdm c6 cac khang thé khang Fnl4 & ngudi ma trdi qua su
pyroglutamylat hoa & diu N cia ving bién d6i chudi ning va/hodc su khuyét doan
lysin & dau C ctia chudi ning, hodc céc doan gin két khang nguyén ctia ching. Da
duoc biét rang trong linh vure k¥ thuit ndy su bién d6i sau dich ma nhu vay 1a do su
pyroglutamylat hoa & dau N hodc su khuyét doan lysin & dau C khong c6 bat ky anh
hudng nao dén hoat tinh cua khang thé (Lyubarskaya Y et al., Anal Biochem. 2006,
Vol. 348, p. 24-39).

Theo mot phuong an, khéng thé khang Fnl4 & ngudi theo sang ché gdm co
khang thé hodc doan gin két khang nguyén cua ching dugc tao thanh béi sy bién
d6i sau dich ma cua khang thé khang Fnl4 & nguoi hodc doan gin két khang
nguyén ctia ching bao gém ving bién dbi chudi ning chi gém trinh tur axit amin c6
céc axit amin tir s6 1 dén 125 cia SEQ ID NO: 2 va ving bién dbi chudi nhe chi
gém trinh tu axit amin c6 cac axit amin tir s6 1 dén 114 cua SEQ ID NO: 4.

Theo mdt phuong an, su bién d6i sau dich ma 1a sy pyroglutamylat hoa &
diu N cia ving bién ddi chudi ning va/hodc su khuyét doan lysin & dau C cia
chudi ning.

Theo mdt phuong &n, khang thé khang Fnl4 & nguoi hodc doan gin két
khang nguyén cta chiing theo sang ché bao gdm ving bién ddi chudi ning chi g6m
trinh tu axit amin c6 cic axit amin tir s6 1 dén 125 cta SEQ ID NO: 2, trong d6

glutamin cla axit amin s6 1 ciia SEQ ID NO: 2 dugc bién ddi thanh axit
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pyroglutamic, va vung bién ddi chudi nhe chi gdm trinh tur axit amin c6 cac axit
amin tir 6 1 dén 114 ciia SEQ ID NO: 4.

Theo mdt phuong an, khang thé khang Fn14 & nguoi theo sang ché duoc tao
thanh béi su bién ddi sau dich ma ctia khang thé khang Fnl4 & ngudi bao gdm
chudi nng chi gdm trinh tu axit amin dugc thé hién bang SEQ ID NO: 2 va chudi
nhe chi gdm trinh ty axit amin dwgc thé hién bing SEQ ID NO: 4, va su bién doi
sau dich mi la sy pyroglutamylat hoéa & dau N cua chudi ning va/hodc sy khuyét
doan lysin & dau C cua chudi ning.

Theo mdt phuong an, khang thé khang Fn14 & nguoi theo sang ché bao gdm
chudi nang chi gdm trinh tu axit amin c6 cac axit amin tir s6 1 dén 454 cia SEQ ID
NO: 2, trong d6 glutamin cua axit amin s6 1 ctia SEQ ID NO: 2 duoc bién dbi thanh
axit pyroglutamic, va chudi nhe chi gbm trinh tu axit amin cta axit amin s6 4.

Theo mot phuong an, doan gin két khang nguyén theo sang ché 1a scFv,
Fab, Fab’, hodc F(ab’)..

Bt ky ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat ny c6 thé diéu
ché dang dung hop ma trong d6 khang thé hodc doan gin két khang nguyén cuia
chung dugc dung hop véi peptit hodc protein khac, hodc ciing ¢ thé diéu ché dang
bién dbi ma trong d6 tic nhan bién ddi duoc lién két dwa vao sang ché, va khang thé
theo sang ché ciing gdm c6 cac dang nay cua cac khang thé hodc cac doan gin két
khang nguyén cia chiing. Cac peptit hodc protein khac sir dung dé dung hop khong
bi gidi han cu thé & dang dung hop gén két véi Fnl4, va céc vi du cia chung gdm
6 albumin huyét thanh & ngudi, cac peptit thé khac nhau, peptit mo tip xo4n nhan
tao, cac protein gén két maltoza, glutathion S transferaza, cac chat doc khac nhau,
va céc peptit hodc protein khac cé kha nang thuc day su da tring hop. Tac nhan bién
dbi duoc st dung cho bién dbi khong bi givi han dic biét mién la dang bién doi gin
két v6i Fnl4, va cac vi du cia chiing gdm c6 polyetylen glycol, chudi duong, céac
phospholipit, cac liposom, va céc hop chat phén tir thap.

Theo mot phuong é&n, tdc nhan bién dbi dugc st dung cho su bién ddi cua
khang thé hodc doan gin két khang nguyén cua ching theo sang ché 1a polyetylen
glycol.
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“Khang thé khang Fnl4 & nguoi” theo sang ché c6 nghia 13 khang thé gin
két v6i Fnl4 & nguoi. C6 thé xac dinh liéu khang thé khang Fnl4 & nguoi c6 gan
két v6i Fnl4 & nguoi hay khong bang céach sit dung phuwong phap do hoat tinh gin
két da biét. Cac vi du v& phwong phép do hoat tinh gin két gdm c6 Thit nghiém hép
thu mién dich lién két enzym (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay - ELISA).
Trong truong hop st dung ELISA, vi du, protein Fnl4 & nguoi dugce ¢ dinh trén
dia va khang thé thi nghiém dugc bd sung vao d6 dé phan tmng. Sau khi phan tng,
khang thé thir cp nhu khang thé khang IgG, dugc danh diu bang enzym nhu
peroxidaza tir cdy cai ngua (horseradish peroxidase - HRP), duoc phan ing. Sau khi
phan Gng, budc rira dugce thuc hién, va sau do6 no co thé x4c nhan xem liéu khang
thé thu nghiém c6 gan két véi Fnl4 & ngudi hay khong bang cach xéac dinh su gin
két cia khang thé thu cap thong qua phép do hoat tinh bang cach sir dung thudc thir
phat hién hoat tinh (vi du, trong truong hop danh ddu HRP labeling, TMB
Microwell Peroxidase Substrate (Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc., 50-76-03)).
Nhu 14 phuong phéap do ddc hiéu, phuong phap mo ta trong Vi du 6 sau day co thé
duoc str dung.

Bén canh viéc gin két v6i Fnl4 & nguoi, khang thé khang Fnl4 & nguoi
theo sang ché gdm c6 khang thé gin két véi Fnl4 c6 ngudn gbc tir cac dong vat
khac (vi du, chudt nhét Fnl4), ciing nhu khang thé gin két véi Fnl4 & nguoi.

Khéng thé khang Fn14 & nguoi hodc doan gin két khang nguyén cuia chiing
theo sang ché c6 thé dé dang diéu ché béi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc k§ thudt nay bang cach sitr dung phuong phép da biét trong linh vuc k¥ thuat,
dua trén thong tin trinh tu trén chudi ning va chudi nhe ctia khéng thé theo sang
ché, ma duoc boc 10 & ban mo ta sang ché. Khang thé khang Fnl4 & ngudi hoic
doan gin két khang nguyén ctia ching theo sang ché khong bi gi¢i han mot cach cu
thé, va c6 thé dugc san xuit theo phuong phap dugc mo ta trong phan <Phuong
phap san xuét khang thé khang Fnl4 & ngudi theo sang ché, va khang thé khang
Fnl4 duoc san xuét bang phuong phap> s& duge mo ta sau day.

Khéng thé khang Fnl4 & ngudi hoic doan gin két khang nguyén ctia ching
theo sang ché duogc tinh thé thém khi can thiét, dugc bao ché theo phuong phap

thong thuong, va co thé dugc st dung trong ngén nglra hodc diéu tri cac bénh viém
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nhiém nhu sy tao mach quéa mirc hodc cac bénh suy nhuge nhu ching giam can, suy
nhuoc co bip, va chimg suy mon.

<Polynucleotit theo sang ché>

Polynucleotit theo sang ché gdm c6 polynucleotit bao gdm trinh ty bazo ma
héa ving bién dbi chudi ning ctia khéng thé khang Fn14 & ngudi hodc doan gin két
khang nguyén cia ching theo sang ché va polynucleotit bao gdm trinh tu bazo ma
héa ving bién dbi chudi nhe ciia khang thé khang Fnl4 & ngudi hodc doan gin két
khang nguyén ctia ching theo sang ché.

Theo mot phuong an, polynucleotit bao gbm trinh tw bazo ma héa ving bién
dbi chudi ning cua khang thé khang Fnl4 & nguoi hodc doan gin két khang nguyén
ctia ching theo sang ché 1a polynucleotit bao gdm trinh tu bazo mi héa ving bién
d6i chudi ning chi gdm trinh ty axit amin c¢6 cac axit amin tir s6 1 dén 125 ciia SEQ
ID NO: 2.

Céac vi du vé polynucleotit bao gbm trinh ty bazo mi héa ving bién ddi
chudi ning duge thé hién béng trinh ty axit amin cia cac axit amin tir s6 1 dén 125
ctia SEQ ID NO: 2 gdm c6 polynucleotit bao gbm trinh tur bazo cla céc bazo tir s6 1
dén 375 cta SEQ ID NO: 1.

Theo mot phuong an, polynucleotit bao gbm trinh ty bazo mi héa ving bién
dbi chudi ning cua khang thé khang Fnl4 & nguoi theo séng ché bao gdm trinh tu
bazo ma héa chudi ning chi gdm trinh tw axit amin duoc thé hién bang SEQ ID NO:
2.

Céc vi du vé polynucleotit bao gdm trinh ty bazo ma hoéa chudi ning chi
gbm trinh tur axit amin dugc thé hién bang SEQ ID NO: 2 gém c6 polynucleotit bao
gff)m trinh tw bazo dugc thé hién bang SEQ ID NO: 1.

Theo mot phuong an, polynucleotit bao gbm trinh ty bazo ma héa ving bién
dbi chudi nhe cta khang thé khang Fnl4 & ngudi hodc doan gin két khang nguyén
theo sang ché bao gém trinh ty bazo ma héa ving bién dbi chudi nhe chi gdm trinh
tu axit amin c6 cac axit amin tur s6 1 dén 114 cua SEQ ID NO: 4.

Céc vi du vé polynucleotit bao gdm trinh tu bazo ma héa ving bién ddi

chudi nhe chi gdm trinh tu axit amin c6 c4c axit amin tir s6 1 dén 114 cta SEQ ID
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NO: 4 gdm c6 polynucleotit bao gbm trinh tu bazo ctia cac bazo tir s6 1 dén 342 cua
SEQ ID NO: 3.

Theo mdt phuong an, polynucleotit bao gbm trinh ty bazo mi hoa ving bién
d6i chudi nhe cia khang thé khang Fnl4 & ngudi theo sang ché bao gdm trinh ty
bazo ma hoa chudi nhe chi gém trinh tu axit amin duoc thé hién béng SEQ ID NO:
4.

Céc vi du vé polynucleotit bao gdm trinh tw bazo ma hoa chudi nhe chi gdm
trinh ty axit amin dugc thé hién bang SEQ ID NO: 4 gdm c6 polynucleotit bao gdm
trinh tu bazo dugc thé hién bang SEQ ID NO: 3.

Polynucleotit theo sang ché c6 thé d& dang didu ché bsi known by a nguoi
¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay bang cach sit dung phuong phép
da biét trong linh vuc dua trén trinh tu bazo. Vi dy, polynucleotit theo sang ché ¢
thé dugc téng hop bang cach sir dung phuong phép tong hop gen da biét trong linh
vuc nay. P6i véi phuong phép tong hop gen, cac phwong phap khac nhau nhu
phuong phap tbng hop cac gen khang thé duge mo ta trong W090/07861 da duoc
biét dén boi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay c6 thé st
dung.

<Vecto biéu hién theo sang ché>

Vecto biéu hién theo séng ché gdm cé vecto bidu hién bao gdm
polynucleotit bao gdm trinh ty bazo ma hoa ving bién ddi chudi nang ciia khang thé
khang Fnl4 & nguoi hodc doan gin két khang nguyén cla chung theo sang ché,
va/hodc polynucleotit bao gém trinh tw bazo ma héa ving bién d6i chudi nhe cia
khang thé khang Fnl4 & ngudi hodc doan gin két khang nguyén cua ching theo
sang ché.

Theo mot phuong an, cac vi du vé vecto bidu hién theo sang ché gém cé
vecto biéu hién bao gém polynucleotit bao gbm trinh ty bazo ma hoéa chudi ning
ciia khang thé khang Fnl4 & nguoi theo sing ché, vecto biéu hién bao gdm
polynucleotit bao gém trinh tu bazo ma héa chudi nhe cta khang thé khang Fnl4 &
nguoi theo sang ché, va vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao gdm trinh tu
bazo ma héa chudi ning cua khang thé khang Fnl4 & ngudi theo sang ché va

polynucleotit bao gdm trinh ty bazo ma hoa chudi nhe cua khang thé.
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Cac vecto biéu hién duge sit dung dé biéu hién polynucleotit theo sdng ché
khong bi gi6i han mot cach cu thé nhu polynucleotit bao gém trinh tu bazo ma hoa
viing bién d6i chudi nang cua khing thé khang Fnl4 & nguoi hodc doan gan két
khang nguyén cua chung theo sang ché va/hodc polynucleotit bao gdm trinh tu bazo
ma hoa ving bién d6i chudi nhe cta khéng thé khang Fnl4 & nguoi hodc doan gin
két khang nguyén ctia chiing theo sang ché c6 thé duogc biéu hién & cac té bao chu
khac nhau nhu céc té bao nhan chuin (vi dy, cac té bao dong vat, cac té bao con
trung, cic té bao thuc vat, va ndm men) va’hodc cac t& bao nhan so (vi du,
Escherichia coli), va cac polypeptit ma hoa boi chung c6 thé duoc san xudt. Cac vi
du vé& vecto biéu hién g@)m c6 cac vecto plasmit va cdc vecto virut (vi du,
adenovirus hodc retrovirus). Vi du, pEE6.4 hodc pEE12.4 ¢6 thé duoc sir dung. Gen
khang thé ciing c6 thé duoc biéu hién bang cach dua phan doan gen bién d6i vao
vecto bidu hién da c6 gen ving 6n dinh Ig & ngudi nhu AG-y1 va AG-k (vi du, xem
W094/20632).

Vecto bidu hién theo sang ché c6 thé bao gdm promoto ma lién két hoat
dong vdi polynucleotit theo sang ché. Cac vi du vé promoto dé biéu hién
polynucleotit theo sang ché véi té bao dong vat gdbm c6 promoto co ngudn gbc virut
nhu CMV, RSV, hodc SV40, promoto actin, promoto EF (yéu td kéo dai) la, va
promoto séc nhiét. Cac vi du vé promoto dé biéu hién polynucleotit theo sang ché
b&i vi khudn (vi du, Escherichia) gdm c6 promoto trp, promoto lac, A promoto PL,
va promoto tac. Hon nita, cc vi du v& promoto dé biéu hién polynucleotit theo sang
ché bang ndm men gdm c6 promoto GALI1, promoto GAL10, promoto PHOS,
promoto PGK, promoto GAP, va promoto ADH.

Trong truong hop st dung té bao dong vat, té bao con tring, hodc nim men
lam té bao chu, vecto biéu hién theo sang ché c6 thé bao gém codon khoi dau va
codon chin cudi. Trong trudng hop nay, vecto bidu hién theo sang ché c6 thé bao
gbm trinh tr ting cuong, ving chua dich ma trén phia 5” side va phia 3’ cua cac gen
ma hoa khang thé theo sang ché hoic viing bién ddi chudi ning hodc ving bién ddi
chudi nhe ctia chiing, trinh tu bao hiéu bai tiét, diém ndi, diém polyadenyl hod, hodc
don vi c6 thé tai tao. Trong trudng hgp ma Escherichia coli dugc st dung lam vét

chu, vecto biéu hién theo sang ché c6 thé bao gom codon khéi dau, codon chan
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cubi, vimg chan cudi, va don vi c6 thé tai tao. Trong trudng hop nay, vecto biéu
hién theo sang ché c6 thé bao gém chi thi lva chon (vi du, cdc gen khang
tetraxyclin, cac gen khang ampixillin, cac gen khang kanamyxin, cdc gen khang
neomyxin, hodc cac gen ihydrofolat reductaza ma thuong dugc sit dung theo muc
dich.

<Té bao chi duge bién nap theo sang ché>

Céc vi du vé& t& bao chi dugc bién nap theo sang ché gdm c6 té bao chu
duoc bién nap véi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao gdm trinh ty bazo ma
héa chudi ning cia khang thé khang Fnl4 & nguoi theo sang ché va polynucleotit
bao gém trinh tu bazo ma héa chudi nhe cta khang thé, va té bao chu duge bién nap
v6i vecto bidu hién bao gdm polynucleotit bao gom trinh tu bazo ma héa chudi
ning cia khang thé khang Fnl4 & nguoi theo séng ché va vecto biéu hién bao gdm
polynucleotit bao gdm trinh tw bazo ma héa chudi nhe cua khang thé.

Theo mot phwong 4n, t& bao chil duge bién nap theo séng ché gdm c6 té bao
chi duoc bién nap voi vecto biéu hién theo sang ché, ma duoc chon tir nhém chi
gbm muc tir (a) dén (d) sau day:

(a) t& bao chu dugc bién nap vé6i vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao
gdm trinh tyr bazo ma héa ving bién d6i chudi ning cua khang thé khang Fnl4 &
ngudi hodc doan gin két khang nguyén cia ching theo sing ché va polynucleotit
bao gém trinh tu bazo ma hoa ving bién d6i chudi nhe ctia khang thé hodc doan gén
két khang nguyén ctia ching;

(b) té bao chu dugc bién nap véi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao
gdm trinh tw bazo ma hda ving bién d6i chudi ning cua khang thé khang Fnl4 &
nguoi hodc doan gin két khang nguyén cia chiing theo sang ché va vecto biéu hién
bao gdm polynucleotit bao gdm trinh ty bazo ma hoa ving bién d6i chudi nhe cua
khang thé hodc doan gin két khang nguyén cua ching;

(c) t& bao chu dugc bién nap véi vecto biéu hién bao gbm polynucleotit bao
gbm trinh tr bazo ma héa ving bién ddi chudi ning cua khang thé khang Fnl4 &

nguoi hodc doan gan két khang nguyén cua chung theo sang ché; va
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(d) t& bao chu duogc bién nap véi vecto biéu hién bao gdbm polynucleotit bao
gdm trinh ty bazo ma hoa ving bién dbi chudi nhe cia khang thé khéang Fnl4 &
ngubihoacdoangﬁnkétkhéngnguyéncﬁachﬁngtheoséngché

Theo mdt phuong an, té bao chu duoc bién nap theo sing ché gdm c6 té bao
cha duge bién nap véi vecto biéu hién theo sang ché, ma dugc chon tir nhém group
chigénnrnuctﬁ(e)dén(h)smidéy:

(e) té bao chii duoc bién nap véi vecto biéu hién bao gdbm polynucleotit bao
gbm trinh tu bazo ma héa chudi ning cua khang thé khang Fnl4 & ngudi theo sdng
ché va polynucleotit bao gém trinh tu bazo ma hoa chudi nhe ciia khang thé;

(f) té bao chu duogc bién nap véi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao
gbm trinh tu bazo ma héa chudi ning cua khang thé khang Fnl4 & nguoi theo sdng
ché va vecto biéu hién bao gdbm polynucleotit bao gbm trinh tu bazo ma hoéa chudi
nhe cta khang thé;

(2) té bao chu dugc bién nap véi vecto biéu hién bao gbdm polynucleotit bao
gbm trinh tu bazo ma héa chudi ning cua khang thé khang Fnl4 & ngudi theo sing
ché; va

(h) té bao chu duogc bién nap véi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao
gdm trinh tw bazo ma hoa chudi nhe cua khang thé khang Fnl4 & nguoi theo séng
ché.

Té bao chu duoc bién nap khong bi gidi han mét cach cu thé mién 1a té bao
chu 1a thich hgp véi vecto biéu hién duoc sur dung, duoc bién nap voi vecto biéu
hién, va c6 thé biéu hién khang thé. Céc vi du vé té bao chu duoc bién nap gém co
cac té bao khac nhau nhu céac té bao tu nhién hoic cac té bao dugc thiét 1ap nhan tao
ma thuong dugce st dung trong linh vyc theo sang ché (vi du, cac té bao dong vt (vi
du, céc t& bao CHO-K1SV), cac té bao con tring (vi du, S9), vi khuan (vi du,
Escherichia), nidm men (vi du, Saccharomyces hodc Pichia) va dang tuong ty). Vi
du, cac té bao dugc nudi cdy nhu cac té bao CHO (té bao CHO-K1SV va té bao
CHO-DG44), cac té bao 293, va cac té bao NSO c6 thé duoc st dung.

Phuong phap bién nap té bao chu khong bi gidi han mot cach cu thé, va, vi
du, phuong phéap canxi phosphat hodc phuong phép electroporation ¢6 thé duoc sir

dung.
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<Phuong phap san xuit khang thé khang Fnl4 & ngudi theo sang ché, va
khang thé khang Fnl4 & ngudi san xuét bang phuong phap nay>

Phuong phap san xuét khang thé khang Fnl4 & ngudi hodc doan gin két
khang nguyén cta ching theo sing ché gébm c6 phuwong phdp san xuat khang thé
khang Fnl4 & ngudi hodc doan gin két khang nguyén ctia ching, bao gdm budc
nudi cdy té bao chii duge chon tir nhém chi gdm muc (A) dén (C) sau day dé bicu
hién khéng thé khang Fn14 & ngudi hodc doan gin két khang nguyén ctia ching:

(A) té bao chii duoc bién nap véi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao
gbm trinh ty bazo mi hoéa ving bién d6i chudi ning ctia khang thé khang Fnl4 &
nguoi hodc doan gin két khang nguyén cla chiing theo séng ché va polynucleotit
bao gdm trinh tur bazo ma hoa ving bién dbi chudi nhe cua khang thé hodc doan gin
két khang nguyén ctia chiing;

(B) té bao chu dugc bién nap véi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao
gbm trinh tw bazo ma hoéa ving bién ddi chudi ning cua khang thé khang Fnl4 &
ngudi hodc doan gin két khéang nguyén cia ching theo sang ché va vecto biéu hién
bao gdm polynucleotit bao gdm trinh ty bazo ma héa ving bién d6i chudi nhe cia
khang thé hodc doan gdn két khang nguyén cia chiing; va

(C) té bao chii duoc bién nap véi vecto biéu hién bao gbdm polynucleotit bao
gbm trinh tu bazo ma hoéa vung bién dbi chudi ning cua khang thé khang Fnl4 &
nguoi hodc doan gén két khang nguyén ciia ching theo sang ché, va té bao chu dugc
bién nap véi vecto biéu hién bao gdém polynucleotit bao gbm trinh tw bazo ma héa
ving bién ddi chudi nhe ctia khang thé hodc doan gin két khang nguyén ctia chiing.

Theo mot phuong 4n, phuong phap san xuit khang thé khang Fnl4 & nguoi
theo sang ché gdbm c6 phuong phap sin xuét khang thé khang Fnl4 & nguoi, bao
gdm buéc nudi cdy té bao chu duoc chon tir nhém chi gdm muc (D) dén (F) sau dau
dé biéu hién khang thé khang Fnl4 & nguoi:

(D) té bao chu duogc bién nap véi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao
gdm trinh tu bazo ma hoéa chudi ning cua khang thé khang Fnl4 & nguoi theo sdng
ché va polynucleotit bao gdm trinh tu bazo ma héa chudi nhe ctia khang thé;

(E) té bao chu dugc bién nap vé6i vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao

gdm trinh tu bazo ma hoa chudi ning cia khéng thé khang Fnl4 & nguoi theo sdng
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ché va vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao gbm trinh t bazo ma héa chudi
nhe cia khang thé: va

(F) té bao chii duoc bién nap véi vecto biéu hién bao gém polynucleotit bao
gbm trinh tu bazo ma héa chudi ning cua khang thé khang Fnl4 & ngudi theo sang
ché, va té bao chu dugc bién nap véi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao
gbm trinh tw bazo ma héa chudi nhe ctia khang thé.

Phuong phép san xuit khang thé khang Fnl14 & nguoi hodc doan gin két
khang nguyén cua chiing theo sing ché khong bi gi6i han mot cach cu thé mién 1a
phuong phéap bao gdm budc nudi ciy té bao chu duoc bién nap theo sang ché dé
biéu hién khang thé khang Fnl4 & ngudi hodc doan gin két khang nguyén cua
ching. Theo m{t phuong an, cac vi du vé té bao chu duge st dung trong phuong
phap gdm c6 cac té bao chu ctiia muc (A) dén (D) duge mo ta & trén.

Té bao chi duoc bién nap c6 thé duoc nudi cly bang phuong phap da biét.
Cac didu kién nuéi cdy, vi du, nhiét do, do pH ctia moi truong nudi cdy, va thoi gian
nuoi céy dugc chon thich hop. Trong truong hop ma té bao chu 12 té bao dong vat,
céc vi du v& moi truong nudi cdy gdm c6 mdi truong nudi chy MEM dugc bo sung
khoang 5% dén 20% huyét thanh thai bd (Eagle H, Science. 1959, Vol. 130, No.
3373, p. 432-437), moi trudng nudi cdy DMEM (Dulbecco R va Freeman G,
Virology. 1959, Vol. 8, p. 396-397), mdi truong nudi cdy RPMI1640 (Moore GE et
al., ] Am Med Assoc. 1967, Vol. 199, p. 519), va moi truong nudi ciy 199 (Morgan
JF et al., Proc Soc Exp Biol Med. 1950, Vol. 73, p. 1-8). D¢ pH cua mo6i trudng nudi
cdy t6t hon 1a nam trong khoang tlr 6 dén 8, va viéc nudi cdy thuong duge thuc hién
& khoang 30°C dén 40°C trong khoang tir 15 dén 336 gio trong diéu kién thong gio
hodc khudy tuy y. Trong trudng hop ma té bao chu 1a té bao con tring, c6 thé su
dung lam moi truong nudi cdy, vi du, moi trudng nudi ciy Grace’s (Smith GE et al.,
Proc Natl Acad Sci USA., 1985, Vol. 82, p. 8404) dugc b sung huyét thanh thai bo.
Do pH cia mdi truong nuodi ciy tot hon 1a nim trong khoang tir 5 dén 8, va viéc
nudi cdy thuong duge thuc hién & khoang 20°C dén 40°C trong khoang 15 gid dén
100 giod trong diéu kién thong gié hodc khudy tuy y. Trong truong hgp ma té bao
chti 12 Escherichia coli hodc nAm men, 1am moi trudng nudi céy, vi dy, mdi truong

nudi cdy léng dugc bd sung nguodn dinh dudng 14 thich hop. Mdi trudng nudi chy
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dinh dudng t6t hon 1a gdbm c6 ngudn cacbon, ngudn nito vo co, hoic ngudn nito hitu
co can thiét cho su phat trién cua té bao chu duoc bién nap. Céc vi du vé nguén
cacbon gbdm c6 glucozo, dextran, tinh bot hoa tan, va sucrozo va cac vi du vé ngudn
nito vo co hodc ngudn nito hitu co gdm c6 cac mudi amoni, cac mudi nitrat, cAc axit
amin, rugu ngdm ngd, pepton, casein, dich chiét thit, bot dau nanh, va dich chiét ca
chua. Céc chat dinh dudng khac (vi du, cac mudi vo co (vi du, canxi clorua, natri
dihydro phosphat, va magie clorua), cac vitamin), va céc chét khang sinh (vi du,
tetraxyclin, neomyxin, ampixillin, va kanamyxin) ¢ thé duoc gdm c6 trong d6 nhur
mong mubn. Py pH ctia moi trudng nudi cdy t6t hon 14 nim trong khoang tir 5 dén
8. Trong trudng hop ma té bao chu la Escherichia coli, vi du, méi truong nudi chy
LB hodc moéi trudng nudi cdy M9 (Mol. Clo., Cold Spring Harbor Laboratory, 2001,
Vol. 3, A2.2) c6 thé t6t hon 1a dugc sir dung 1am mai trudng nudi cdy. Viéc nudi cdy
thuong dugc thuc hién & khoang 14°C dén 39°C trong khoang tir 3 dén 24 gio trong
diéu kién thong khi hodc khudy tiy y. Trong trudng hop ma té bao chu 12 nAm men,
vi dy, méi trudng tdi thiéu Burkholder (Bostian KA et al., Proc Natl Acad Sci USA.
1980, Vol. 77, p. 4504-4508) c6 thé dwoc sir dung lam mdi truong nudi cdy. Viée
nudi cay thuong duoc thuc hién & khoang 20°C dén 35°C trong khoang tir 14 dén
144 gi® trong didu kién thong khi hodc khudy tiy y. Bang cach thyc hién viéc nudi
ciy theo cach dugc md ta & trén, c6 thé bidu hién khang thé khang Fnl4 & ngudi
hodc doan gin két khang nguyén ctia ching theo sang ché.

Phuong phap san xuét khang thé khang Fnl4 & nguoi hodc doan gin két
khang nguyén cua ching theo sang ché con ¢6 thé bao gdm, ngoai budc nudi chy té
bao chu dwoc bién nap theo sang ché dé biéu hién khang thé khang Fnl4 & ngudi
hodc doan gin két khang nguyén ctia chiing, con budce hdi phuc, vi du, phan 1ap va
tinh ché khang thé khang Fnl4 & nguoi hodc doan gin két khang nguyén cuia ching
tir té bao chu dugc bién nap va/hodc dich nudi cdy. Cac vi du vé phuong phap phan
1ap va tinh ché gdm c6 céc phuong phép st dung tinh hoa tan nhu phwong phép tach
mudi va phuong phép két tia dung moi, cac phuong phap st dung sy khac biét vé
trong luwgng nhu tham tach, siéu loc, va loc gel, cac phuong phap st dung dién tich
nhu sic ky trao ddi ion va sic ky hydroxylapatit, cdc phwong phap st dung ai luc

ddc hiéu nhu sic ky ai luc, cac phuong phéap st dung su khac biét vé tinh ky nudc
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nhu sic ky hiéu ning cao pha ddo, va cac phuong phép sir dung su khac biét vé
diém dang dién nhu dién di tap trung ding dién. Vi du, khang thé tich tu trong dich
nudi cdy c6 thé duge tinh ché bang cac phuong phap sdc ky khéac nhau, vi du, sic ky
cOt sir dung cot Protein A hodc ¢t Protein G.

Khéng thé khang Fnl4 & nguoi hodc doan gin két khang nguyén cta ching
theo sang ché ciing gdbm c6 khang thé khang Fnl4 & ngudi hodc doan gin két khang
nguyén cua chung duogc san xuét bang phuong phap san xuét khang thé khang Fn14
& nguoi hodc doan gin két khang nguyén ctia chiing theo séng ché.

<Dugc phim theo sang ché>

Duoc pham theo sang ché gdm c6 dugc pham bao gdm khang thé khang
Fnl4 & nguoi hodc doan gin két khang nguyén ciia ching theo sng ché, va ta duoc
duge dung. Duoc phdm theo sang ché ¢ thé dugc bao ché bang phuong phép
thuong dugce st dung véi céac ta duge, ma 1a, cac ta duge dung cho thudc hodc cac
chit mang ding cho thubc thuong dugc sir dung trong linh vuc nay. Cac vi du vé
cac dang lidu luong ciia cac dugc phim gdm co thubc dung ngoai duong tidu hoa
nhu thuéc tiém va thube truyén nhd giot, va céac loai thude nay co thé duoc dung
qua duong tiém truyén tinh mach, ding qua dudng tiém truyén duéi da, ding qua
duong tiém truyén trong co, hodc dang tuwong tu. Trong ché phdm thudc, cac ta
duoc, cac chét mang, va cac chét phu tr¢ theo céc dang liéu lugng co thé duoc st
dung trong pham vi dugc dung.

Dugc phdm theo sang ché c6 thé bao gém nhiéu loai khang thé khang Fn14
& ngoai hoac cac doan gin két khang nguyén ctia chiing theo sang ché. Vi du, sang
ché ciing gdm c6 dugc pham bao gbm khéang thé hozc doan gén két khang nguyén
ctia ching ma khong bién dbi sau khi dich ma, va khang thé hodc doan gin két
khang nguyén cia ching dugc tao thanh bdi sy bién dbi sau dich ma ctia khang thé
hodc doan gin két khang nguyén ctia chung.

Theo mot phuong an, dugce pham theo sang ché bao gém khang thé khéng
Fnl4 & ngudi hodc doan gin két khang nguyén cua chung ciing gbm c6 dugce pham
sau day.

Duoc pham bao gdm khang thé khang Fnl4 & ngudi hodc doan gin két

khang nguyén cua ching bao gdm vung bién doi chudi ning chi gom trinh ty axit
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amin ¢ cac axit amin tir s8 1 dén 125 cua SEQ ID NO: 2 va ving bién doi chudi
nhe chi gdm trinh tw axit amin ¢6 cc axit amin tir s6 1 dén 114 cua SEQ ID NO: 4,
va khang thé khang Fnl4 & ngudi hodc doan gin két khang nguyén ctia chung dugc
tao thanh bdi su bién ddi sau dich ma cua khang thé hodc doan gin két khang
nguyén cua chung.

Dugc phdm theo sang ché ciing gdm ¢6 duge pham bao gdm khang thé
trong d6 lysin & dau C ctia chudi ning 1a bi loai bo, khang thé hodc doan gin két
khang nguyén cua ching dugc bién ddi sau khi dich ma & ddu N, khang thé trong d6
lysin & ddu C ciia chudi ning 1a bi loai bo va duge bién ddi sau khi dich ma ¢ dau
N, va/hodc khang thé ma c6 lysin & dau C ctia chudi nang va khong bi bién d6i sau
dich ma & dau N.

Theo mdt phuong én, dugc pham theo séng ché bao gdm khéang thé khang
Fnl4 & ngudi ciing gébm c6 dugc phim bao gdm hai hodc nhiéu loai khang thé
khéng Fnl4 & nguoi trong s6 muc tir (5) dén (8) sau day:

(5) khang thé khang Fnl4 & ngudi bao gbm chudi nang chi gdbm trinh tu axit
amin c6 cAc axit amin tr s6 1 dén 454 ciia SEQ ID NO: 2 va chudi nhe chi gdm
trinh tw axit amin duoc thé hién bang SEQ ID NO: 4.

(6) khang thé khang Fnl4 & ngudi bao gbm chudi nang chi gdm trinh tw axit
amin duoc thé hién bang SEQ ID NO: 2, trong d6 glutamin cta axit amin s6 1 cta
SEQ ID NO: 2 duogc bién dbi thanh axit pyroglutamic, va chudi nhe chi gbm trinh tu
axit amin duoc thé hién bang SEQ ID NO: 4.

(7) khang thé khang Fn14 & nguoi bao gdm chudi ning chi gom trinh tur axit
amin c6 céc axit amin tir sé 1 dén 454 ciia SEQ ID NO: 2, trong d6 glutamin cia
axit amin s6 1 ciia SEQ ID NO: 2 dugc bién dbi thanh axit pyroglutamic, va chudi
nhe chi gém trinh ty axit amin duoc thé hién bang SEQ ID NO: 4.

(8) khang thé khang Fn14 & nguoi bao gdm chudi ning chi gbm trinh ty axit
amin duoc thé hién bing SEQ ID NO: 2 va chudi nhe chi gdm trinh ty axit amin
duoc thé hién bang SEQ ID NO: 4.

Theo mot phuong an, duge pham theo sang ché bao gdm khang thé khang
Fnl4 & ngudi hodc doan gan két khang nguyén cia chung ciing gdm c6 dugc pham

sau day. Duogc phim bao gdbm khéng thé khang Fnl4 & ngudi bao gdm chudi ning
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chi gém trinh tu axit amin duoc thé hién béng SEQ ID NO: 2 va chudi nhe chi gém
trinh tu axit amin duogc thé hién béng SEQ ID NO: 4, khang thé khang Fnl4 ¢ nguoi
bao gbm chudi nang chi gdm trinh ty axit amin c6 c4c axit amin tir s6 1 dén 454 cta
SEQ ID NO: 2, trong d6 glutamin cua axit amin s6 1 ctia SEQ ID NO: 2 duoc bién
dbi thanh axit pyroglutamic, va chudi nhe chi gdm trinh ty axit amin duoc thé hién
bang SEQ ID NO: 4, va ta dugc dugc dung.

Luong khang thé khang Fnl4 & ngudi hodc doan gin két khang nguyén ctia
chung theo sang ché s& duoc bd sung vao ché pham thay d6i phu thude vao mirc do
cua cac triéu chirng ctia bénh nhén, do tudi ciia bénh nhan, dang lidu lugng cua
thudc duogc su dung, do chuin gén két cua khang thé, hodc cac yéu t tuong tu, va
vi du, khang thé hodc doan gin két khang nguyén ctia chung ¢6 thé dugc str dung &
lwong nim trong khoang tir 0,001 mg/kg dén 100 mg/kg trong sudt qué trinh st
dung.

Duoc pham theo sdng ché c6 thé duge sir dung lam tac nhan ngdn ngira hodc
diéu tri bénh nhu chimg suy mon do ung thu trong d6 Fnl4 ¢ nguoi hoat dong co
lién quan dén tac nhan gy bénh.

Sang ché gdbm c6 dugc pham dé ngin nglra hodc diéu tri chimg suy mon do
ung thu, bao gbm khang thé khang Fnl4 & ngudi hodc doan gin két khang nguyén
cta ching theo sang ché. Ngoai ra, sang ché gdbm c6 phuong phip diéu tri hodc
ngin ngua chung suy mon do ung thu, bao gbdm budc dung lugng c¢6 hiéu qua tri
liéu cta khang thé khang Fnl4 & nguoi hodc doan gin két khang nguyén cla ching
theo sang ché. Ngoai ra, sang ché gdm c6 khang thé khang Fnl4 & nguoi hodc doan
gin két khang nguyén cla ching theo sang ché dé st dung trong ngin nglra hodc
diéu tri chimg suy mon do ung thu. Ngoai ra, sang ché gbém co6 viée str dung khang
thé khang Fnl4 & nguoi hodc doan gin két khang nguyén cia chung theo sang ché
d8 bao ché duoc phdm dé ngan ngira hoic diéu tri ching suy mon do ung thu.

Sang ché aé cap dén duoc phérn dé ngan ngua hodc diéu tri ung thu hodc
chirng suy mon do ung thu, ma bao gbdm khang thé khang Fnl4 & ngudi hodc doan
gin két khang nguyén cia chung theo sang ché va duoc st dung trong to hop véi
tac nhan chdng ung thu. Sang ché d& cap dén phuong phap dé ngan ngira hoic diéu

tri ung thu hodc chting suy mon do ung thu, ma bao gbdm budc dung lugng hitu higu
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cta khang thé khang Fnl4 & ngudi hodc doan gin két khang nguyén cta chiing theo
sang ché va tac nhan chéng ung thu. Sang ché d& cap dén khang thé khang Fnl4 &
nguoi hodc doan gin két khang nguyén cla ching theo sang ché ma dugc sir dung
trong td hop v6i tac nhan chdng ung thu dé st dung trong ngan ngira hoic diéu tri
ung thu hodc ching suy mon do ung thu. Sang ché dé cap dén viéc sir dung khang
thé khang Fnl4 & nguoi hodc doan gin két khang nguyén ctia ching theo sang ché
dé bao ché dugc phdm dé ngan ngira hoic diéu tri ung thu hodc chting suy mon do
ung thu, va viéc st dung duoc pham trong t6 hop vdi tac nhan chéng ung thu.

Sang ché dé cap dén dugc pham dé ngan ngira hoic diéu tri ung thu hoic
chirng suy mon do ung thu, ma bao gbm tdc nhan chéng ung thu va duge st dung
trong t6 hop véi khang thé khang Fnl4 & nguoi hodc doan gin két khang nguyén
ctia ching theo sang ché. Sang ché @& cap dén tac nhan chéng ung thu ma duoc sir
dung trong t6 hop v6i khing thé khang Fnl4 & ngudi hodc doan gin két khang
nguyén cua chung theo sang ché dé sir dung trong ngin nglra hodc diéu tri ung thu
hodc chimg suy mon do ung thu. Sang ché dé cap dén viéc st dung tac nhan chng
ung thu dé bao ché duge pham d& ngan ngira hodc diéu tri ung thu hodc ching suy
mon do ung thu, va viéc sir dung dugce phim trong t6 hop v&i khang thé khang Fn14
0 nguoi hodc doan gin két khang nguyén ctia chiing theo sang ché.

Theo mot phwong 4n, tac nhan chéng ung thu dugc st dung theo sang ché 1a
gemcitabin.

Dé hiéu ro hon vé sang ché, cac vi du cu thé dugc dé cap dén s& duoc cung

cép, nhung day chi 1a cac vi du va sdng ché khong bi giéi han trong dé.

Vi du thuwc hién sang ché

Lién quan dén cac phan sir dung céc b kit hodc cac thudc thir c6 sin trén thi
truong, cac thi nghiém duoc thuc hién theo quy trinh kém theo trir khi ¢6 Iuu y khac
di.

(Vi du 1: Thu nhén céac protein dung hop Fnl4-Fc & nguoi va chudt nhét)

Céc tac gia sang ché didu ché protein dung hop Fnl4-Fc ¢ nguoi va protein
dung hop Fnl4-Fc & chudt nhit dé st dung 1am khang nguyén dé thu nhén khéng

thé khang Fnl4 va nguyén liéu dugc st dung trong thir nghiém sang loc. Protein
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dung hop Fnl4-Fc & nguoi 1a protein dung hop trong do dau C cia trinh tu ngoai
bao mdt phan cia trinh tw Fnl4 & ngudi (cdc axit amin tlr s6 1 dén 79 cua sb truy
cdp NCBI: NP 057223.1) va dau N cta ving Fc & nguoi (cac axit amin tir s6 106
dén 330 ctia NCBI sb truy cap NCBI: P01857.1) dwoc lién két vé6i lién két peptit
(SEQ ID NO: 9). Protein dung hop Fnl4-Fc ¢ chudt nhit 13 protein dung hop trong
d6 dau C cua trinh tu ngoai bao mat phﬁn cua trinh tu Fnl4 & chudt nhét (cac axit
amin sb tir 1 dén 75 cta s6 truy cdp NCBI: AAF07882.1) va dau N cua ving Fc &
chuot nhit 1a duge lién két, va cu thé 14, protein dung hop trong d6 cdc gen ma héa
trinh tu ngoai bao mat phén cua trinh tu Fnl4 & chuot nhét 1a duoc két hop vao vi
tri tach da dong gitta vung promto hEF1-HTLV va vung mIgG2B-Fc cua pFUSE-
mlIgG2B-Fcl (InvivoGen, pfuse-mg2bfcl) sir dung cdc enzym gidi han EcoRI va
EcoRV va duoc biéu hién. Cac vecto biéu hién trong d6 cac gen ma hda céc protein
dung hop dugc md ta & trén duoc két hop vao trong vecto GS pEE12.4 (Lonza)
duoc chuén bi va lan luot dwa vao trong cic té bao CHO-K1SV (Lonza). Mbi
protein dung hgp Fnl4-Fc & nguoi va protein dung hop Fnl4-Fc ¢ chudt nhit duoc
tinh ché tir dich nudi cdy cua cac té bao CHO-KISV theo phuong phdp thong
thuong.

(Vi du 2: Thu nhén khang thé khang Fnl14 & nguoi)

Khéng thé dwoc chuin bi bing cach st dung k¥ thuat phét trién khang thé
don dong ¢ nguoi “VelocImmune” (k§ thuat khang thé VelocImmune: Regeneron
Pharmaceuticals, Inc. (US Patent No. 6596541)) trén chudt nhat. Khéng thé thu
dugc bing k§ thuat VelocImmune la khang thé (cling duoc goi 1a khang thé
chimeric) ¢6 vung bién dbi ctia khang thé & ngudi va ving 6n dinh cua khang thé &
chudt nhit. Chudt VelocImmune duogc tao mién dich véi chét phu tro dé tao ra phan
mg mién dich ciing v6i protein Fnl4 & ngudi trong d6 ving Fe ¢ ngudi duge cit va
loai bd khoi protein dung hop Fnl4-Fc & nguoi dugce chuén bi trong Vi du 1 si
dung FabRICATOR (Sigma, 77661). Céac té bao bach huyét thu duoc tir hach bach
huyét ciia chudt nhét d3 duoc tao mién dich duoc dung hop véi cac té bao u tiy co
ngudn gbc tir chudt nhat SP2/0-Agl4 (ATCC: CRL-1581) theo phuong phép thong
thuong dé diéu ché cac hybridoma, va cac hybridoma dugc tao khang thé don dong.

Céc hybridoma san xuét khang thé, ma gan két voi Fnl4 & nguoi va ngan chén sy
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hoat dong NFkB dugc giy cam g boi sy kich thich Tweak (sau ddy, duoc goi 1a
“hoat tinh NFkB dugc giy cam tng bdi Tweak™ trong cac Vi du sau day), duoc
chon, va khang thé dugc tinh ché.

(Vi du 3: Xét nghiém hoat tinh NFkB)

Pé danh gia hoat dong chi van ciia khang thé dugc tim thiy trong Vi du 2 &
Fnl4 & ngudi, hoat dong ciia khang thé véi sw hoat héa NFkB khong c¢6 Tweak
dwoc danh gid bing xét nghiém thong béo. Cu thé 14, cac té bao HEK293 (ATCC,
CRL-1573) trong vecto thong bao luciferaza pGL4.32 (Promega K.K., E8491) co
yéu t6 dép ting phién ma NFkB két hop vao trong d6 da dugc cdy vao mét cach on
dinh (sau day, dugc goi 1a cac t& bao NFKB/HEK293) dugc diéu ché va st dung dé
déanh gia.

Céc té bao NFKB/HEK?293 duoc tao huyén phii trong DMEM chi gdm huyét
thanh thai bd 10% (Sigma, D6429) & mirc 1,25x10° té bao/mL, va duoc gieo & miic
80 pL/giéng & dia 96 giéng day sach (Corning Incorporated, 3610). Sau khi nudi
cdy 2 gio trong ti 4p duoc cai dit & 37°C véi khi quyén CO> 5%, chudi pha loang 12
budc ddi véi khang thé da duoc tinh ché thu dwgc trong Vi du 2 duge chuan bi
trong mdi trudng nudi cdy néu trén véi ty 1é chung khoang 3 1an tir ndng do cubi tir
1 ng/mL dén 300 pg/mL, va sau d6 thém & mirc 20 ul/giéng. Sau khi nudi cy qua
dém & 37°C v6i CO2 5%, su bidu hién luciferaza duge do bang cach sir dung Hé xét
nghiém Luciferaza dung thubc thir do ludng luciferaza ONE-Glo (Promega
Corporation) dé dinh lugng su hoat héa NFkB .

Két qua 1a, khang thé khang Fnl4 & nguoi ma khong gdy cam ung voi su
hoat héa NFKB, tuc 13, khong biéu hién hoat tinh chu van, dugc chon va dat tén 1a
- 4-1.

(Vi du 4: Diéu ché khang thé duoc nhan hoa va khang thé duge chudt héa
hoan toan)

Céac gen mi héa chudi ning va chudi nhe cua khang thé dugc tach dong tir
cac hybridoma san Xuét khéng thé dugc chon trong Vi du 3, va trinh tu duoc x4c
dinh. Sau khi xac dinh trinh tu khéng thé, cac gen ma hoa céc trinh ty béo hiéu
(Wittle N et al., Protein Engineering. 1987, Vol. 1, No. 6, p. 499-305) va cac gen

ving 6n dinh Igyl & ngudi (chi gbm trinh tu bazo ctia cic bazo s6 376 dén 1365 cua
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SEQ ID NO: 1) ¢6 cac dot bién axit amin & L234A va L235A dugce 1an lugt gin vao
phia 5° va phia 3’ cua cac gen vung bién dbi chudi ning, va cic gen chudi ning
duoc dua vao vecto GS pEE6.4 (Lonza). Ngoai ra, cac gen ma hoa cic trinh tu bao
hiéu (Wittle N et al., Protein Engineering. 1987, Vol. 1, No. 6, p. 499-505) va cac
gen vung On dinh (chi gbm trinh ty bazo clia cac bazo s6 343 dén 660 cia SEQ ID
NO: 3) cua chudi k & nguoi dugc 1an luot gan vao phia 5’ va phia 3’ clia cac gen
ving bién ddi chudi nhe, va cac gen chudi nhe dugc dua vao vecto GS pEE12.4.
Céc vecto GS nay dugc trai qua qua trinh phan doan enzym giéi han bang NotI-HF
va Pvul-HF, va duoc gin bang cach str dung Kit gin ADN <Mighty Mix> (Takara
Bio Inc., 6023) dé tao thanh vecto GS trong d6 ca cic gen chudi ning va cac gen
chudi nhe dugce dua vao. Khang thé duogc tinh ché theo phuong phap thong thuong
tir dich nudi ciy cua cac té bao CHO-K1SV thu duge bang cach giy nhiém vecto,
va do d6 khéang thé dugc nhan hoa hoan toan 4-1 duogc thu nhan va dat tén 1a 4-1h.

Trinh tu bazo cua chudi ning 4-1h da dugc didu ché dugc thé hién bang
SEQ ID NO: 1, do vay, trinh ty axit amin ma hoa duoc thé hién béng SEQ ID NO:
2, trinh tu bazo cua chudi nhe dugc thé hién béng SEQ ID NO: 3, va do vay, trinh tu
axit amin ma héa dugc thé hién bang SEQ ID NO: 4. Ving bién doi ciia chudi nang
duoc thé hién béng SEQ ID NO: 2 chi gém trinh tu axit amin cia cac axit amin tir
s6 1 dén 125 cta SEQ ID NO: 2, va vung bién déi cta chudi nhe dugc thé hién bang
SEQ ID NO: 4 chi gdm trinh ty axit amin ciia céc axit amin tir s6 1 dén 114 cia
SEQ ID NO: 4. CDR1, CDR2, va CDR3 ctia ving bién ddi chudi ning ctia 4-1h 1an
luot chi gém cac trinh tu axit amin cda céac axit amin tu s6 31 dén 35, 50 dén 65, va
98 dén 114 ctia SEQ ID NO: 2. CDR1, CDR2, va CDR3 ciia viing bién ddi chudi
nhe cta 4-1h 14n luot chi gdm céc trinh tw axit amin cla céc axit amin tir sb 24 dén
40, 56 dén 62, va 95 dén 103 cia SEQ ID NO: 4.

Khéng thé chudt hoa cia 4-1h (sau ddy, duoc goi la 4-1m) duge chuén bj dé
lam giam nguy co sinh mién dich trong danh gia khang thé khang Fnl4 & nguoi
bing chudt nhit trong thi nghiém in vivo. Trinh tu bazo ma héa ving bién ddi cua
4-1m dugc chuén bi bang cach thé mét phan ving khung (framework region - FR)
ctia chudi nhe va chudi ning cta 4-1h bang FR ctia cac khang thé chudt nhit.

[0086]
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4-1m thu dugc bang cach st dung phuong phép gidng nhu phuong phép tao
thanh vecto, su biéu hién khang thé, va su tinh ché d6i voi 4-1h duge mo ta & trén.
Péi v6i ving 6n dinh cua chudi ning, cdc gen ma hoa cic gen ving 6n dinh Igy2a &
chudt nhét (chi gdm trinh tu bazo ctia cc bazo tir s6 376 dén 1365 cua SEQ ID NO:
5) c6 dot bién axit amin D265A duogc st dung, va dbi véi vung on dinh cta chudi
nhe, cac gen ving 6n dinh (chi gdm trinh tw bazo cia céc bazo tur s6 343 dén 660
ctia SEQ ID NO: 7) ctia chudi k & chudt nhit duoc sir dung.

Trinh tu bazo cta chudi ning cia 4-1m da dugc chuén bi duoc thé hién béng
SEQ ID NO: 5, do vy, trinh ty axit amin ma héa dugc thé hién bang SEQ ID NO:
6, ttrinh tu bazo cua chudi nhe duge thé hién bang SEQ ID NO: 7, va do vay, trinh
tu axit amin ma hoa dugc thé hién béng SEQ ID NO: 8. Vung bién ddi cua chudi
ning duogc thé hién bang SEQ ID NO: 6 chi gdm trinh tu axit amin clia cc axit
amin tir s6 1 dén 125 cua SEQ ID NO: 6, va ving bién dbi cua chudi nhe duoc thé
hién bing SEQ ID NO: 8 chi gdm trinh tw axit amin ctia céc axit amin tir s6 1 dén
114 ctia SEQ ID NO: 8. CDR1, CDR2, va CDR3 ctia viing bién ddi chudi ning ctia
4-1m 14n luot chi g@)m cac trinh tu axit amin cia cac axit amin tir s6 31 dén 35, 50
dén 65, va 98 dén 114 cia SEQ ID NO: 6. CDR1, CDR2, va CDR3 ctia ving bién
dbi chudi nhe ciia 4-1m 1an luot chi gdm cac trinh tyr axit amin cla céc axit amin tlr
s6 24 dén 40, 56 dén 62, va 95 dén 103 cua SEQ ID NO: 8.

(Vi du 5: Phan tich bién d6i axit amin ciia khang thé dugc nhan héa hoan
toan)

4-1h duge tinh ché duge dua vao phan tich bién dbi axit amin, va két qua 13,
hau hét cac khang thé duoc tinh ché déu c6 su pyroglutamylat hoa & dau N cua
chudi niing va sy khuyét doan lysin & dau C.

(Vi du 6: ELISA gin két Fnl4 & ngudi va & chudt nhat cta khéng thé duge
nhan hoa va khang thé duoc chudt héa hoan toan)

Cac hoat tinh gén két cta 4-1h va 4-1m thu nhan duoc trong Vi du 4 dén
protein Fnl4 dugc danh gia. Protein dung hop Fnl4-Fc ¢ nguoi va protein dung hop
Fnl4-Fc & chudt nhit dugc thu nhan trong Vi du 1 dugc pha lodng trong nudce mudi
dém (phosphate buffered saline - PBS) ¢ 1 pg/mL va duogc thém vao dia trong sudt
384 giéng MaxiSorp (Nunc, 464718) & muc 15 ul/giéng. Qua trinh U dugc thuc
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hién qua dém & 4°C dé c¢b dinh. Vao ngay hém sau, chit 1ong pha ran dugc loai bé,
va qua trinh rira dugc thyc hién béng nude mudi dém Tris chi g6m Tween-20 0,05%
(Tween-20-containing Tris-buffered saline - TBS-T). PBS chi gém Blocking One
20% (Nacalai tesque, Inc., 03953-95) dugc thém vao d6 ¢ mic 50 ul/giéngl. Chét
két qua duoc dé & nhiét do trong phong trong 1 gid, va sau d6 duoc rira bang TBS-
T. Cac chudi pha loing 4-1h hodc 4-1m dugc thu nhén trong Vi du 4 dugc chuin bi
bing cach pha lodng trong 12 budc & ty 1€ chung glp 4 1an tir ndng do t6i da & 30
ng/mL bang cach st dung TBS-T chi gbém Blocking One 5% (sau déy, dugc goi la
chét pha lodng), va dugc bd sung vao & muc 20 pL/giéng. Sau khi G trong 1 giv &
nhiét do trong phong, qua trinh rtra dugc thuc hién bang TBS-T. Khang thé chudi
nhe khang kappa & ngudi dugc déanh ddu bing peroxidaza tir cdy cai ngua
(SouthernBiotech, 2060-05) lam khang thé thir cip dugc pha lodng 5000 lin bang
chét pha lodng dugc bd sung & muc 20 pl/giéng dé phat hién 4-1h, va khang thé
chudi nhe khang kappa & chudt nhit dugc dénh déu bang peroxidaza tir ciy cai ngua
(SouthernBiotech, 1050-05) 1a, khang thé tht cAp dugc pha loang 4000 lan bang
chat pha loang dugc bb sung & mirc 20 pL/ giéng dé phat hién 4-1m. Sau khi u trong
| git & nhiét do trong phong, qua trinh rira dugc thuc hién bang TBS-T. Chét nén
Peroxidaza- TMB Microwell (Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc., 50-76-03)
duoc thém vao, va chit két qua dugc dé trong 3 phut dé danh gid 4-1h, hoic dé
trong 5 phut dé danh gia 4-1m. Sau d6, dung phén ung bang cach thém vao axit
sulfuric 2M, va do hép thu & 450 nm dugc do bﬁng SpectraMax Paradigm
(Molecular Devices, LLC). Thi nghiém duoc thyc hién hai lan, va cac tri s6 ECso
dugc tinh toan bing dwdng cong logistic 4 tham sb .

Két qua 13, 4-1h va 4-1m dugc chudn bi trong Vi du 4 duge xdc nhan dé c6
hoat tinh gén két voi Fnl4 & ngudi va Fnl4 & chudt nhat (Bang 1).

Bang 1: C4c hoat tinh gin két ciia 4-1h va 4-1m vé6i Fnl4 ¢ nguoi va Fnl4 &
chudt nhat

[Bang 1]

ECso (ng/mL)

Tén khang thé , , ;
O nguoi O chudt nhat

4-1h 30,4 23,2
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4-1m 18,2 16,5

(Vi du 7: Xét nghiém uc ché su hoat héa NFKB dugc gdy cam tng bai
Tweak dbi vi khang thé nhan hoa hoan toan)

Dé danh gia hoat tinh d6i khang cta 4-1h duoc thu nhén trong Vi du 4
khang lai Fnl14, hoat dong tc ché su hoat hoa NFkB dugce gdy cam tng bai Tweak
duoc danh gia bang xét nghiém thong béo.

Cac té bao NFKB/HEK?293 duoc chuén bi trong Vi du 3 dugc tao huyén phi
trong DMEM chi gbm huyét thanh thai bo 10% & myc 1,25%10° té bao/mL, va dugc
gieo & muc 80 uL/giéng trong dia 96 giéng mau tring day sach. Sau khi nuéi cly
qua dém ¢ 37°C bang CO2 5%, chudi pha lodng 11 cia 4-1h thu dugc trong Vi du 4
duogc chuan bi trong méi truong nudi cy néu trén véi ty 1& chung gép 3 1an tir ndng
do cubi tir 0,1 ng/mL dén 10 pg/mL, va sau d6 duge thém vao & mirc 10 pL/ giéng.
Sau khi nudi cdy trong 30 phut & 37°C bang CO25%, 10 uL Tweak (PeproTech,
Inc., 310-06) dugc thém vao sao cho nong dd cubi 1a 100 ng/mL. Sau khi nudi ciy
trong 5 gifr g 37°C béng C0O2 5%, su hoat héa NFkB dugc dinh lugng theo phuong
phap trong Vi du 3. Nhém ma trong d6é chi moi truong nudi ciy khong c6 khang thé
duge thém vao duoc thiét 14p 1am nhom dbi chung, nhém thém Tweak vao duge xac
dinh 1a do uc ché 0%, va nhom thém khong phai 1a Tweak vao duoc xac dinh la do
tic ché 100% dé tinh toan ndng do &rc ché 50% (gi tri ICso) cta khang thé bang
duong cong logistic 4 tham s6. Cac khang thé duoc thi nghiém hai 1an, va cac tri s6
ICso trong ba thtr nghiém duoc liy trung binh v& mat hinh hoc dé tinh to4n khoang
tin cdy 95% (Bang 2). Trong thi nghiém nay, khang thé khang Fnl4 & nguoi
CRCBT-06-002 tir chudt nhat (Tai liéu sang ché 2) dugc st dung 1am khang thé so
sanh.

Két qua 1a, da tim ra 1a 4-1h c6 hoat tinh d6i khang manh hon so véi
CRCBT-06-002.

Bang 2: Hoat tinh Grc ché 4-1h so v6i su hoat héa NFkB dugc gdy cam tmg
boi Tweak

[Bang 2]

ICs0 (ng/mL)

Tén khang thé
(khoang tin cay 95%)
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415
4-1h
(27,2-63,4)
115
CRCBT-06-002
(72,7-183)

(Vi du 8: Xét nghiém san xuét IL-8 ddi v6i khang thé dwoc nhén hoa hoan
toan)

Hoat tinh chitc ning cta 4-1h dugc thu nhdn trong Vi du 4 dugc danh gia
bing xét nghiém san xuit IL-8 in vitro. C4c té bao A375 (ATCC, CRL-1619) dugc
tao huyén phu trong DMEM chi gbm huyét thanh thai bd 10% & muac 5x10* té
bao/mL, va dugc gieo hat & muc 100 ul/giéng trong dia ddy phing 96 giéng
(IWAKI CO., LTD., 3860-096). Sau khi nudi cdy qua dém & 37°C bang CO» 5%,
qua trinh rira dugce thuc hién bang PBS. Chudi pha loang 10 1an cua 4-1h thu duoc
trong Vi du 4 duogc chuin bi dén ndng d6 cudi tir 1 ng/mL dén 100 pg/mL trong moi
trudmg nudi cdy néu trén, va duge thém vao cic t& bao. Sau khi nudi cdy qua dém &
37°C bang CO2 5% v6i su c6 mit cia Tweak & ndng d6 cudi 5 ng/mL (qua trinh
danh gia hoat tinh dbi khang) hodc khong c6 mit cua Tweak (qua trinh danh gia
hoat tinh chd van), dich nu6i céy dugc thu gom lai, va néng do IL-8 trong dich nuoi
cdy duge do bing cach sir dung kit ELISE IL-8/CXCL8 Quantikine ¢ ngudi (R&D
Systems, D8000C). Céc thé tich cudi trong qué trinh ddnh gid hoat tinh d6i khang
Vi qua trinh danh gid hoat tinh chu van Ian luot 12 65 pL/giéng va 100 pL/giéng
trong cac thr nghiém. Trong thi nghiém, cac khang thé dugc kiém tra hai 1an bang
cach str dung CRCBT-06-002 lam khang thé so sanh.

Trong qua trinh danh gi4 hoat tinh d6i khang, nhém ma trong d6 chi c6 moi
truong nudi cay khong c6 khang thé dwoc thém vao da duoc thiét 1ap 1am nhom ddi
ching, nhém duoc thém Tweak dugc xéc dinh 1a do G ché 0%, va nhom khong
thém Tweak duoc x4c dinh 1a @3 Gc ché 100% dé tinh toan ty 18 e ché. Trung binh
s6 hoc cua cac ty 1€ uc ché t6i da + sai sb duogc dinh chuin trong mdi trong sb6 bbn
thir nghiém dugc thé hién trong Bang 3 (Béang 3). Biéu dd cta hoat tinh d6i khang
duoc thé hién trong Fig.1, va biéu dd cua hoat tinh chu van dugc thé hién trong

Fig.2.
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Nhu thé hién trong Bang 3 va Fig.1, di tim ra rang 4-1h thé hién hau hét
hoat tinh ¢ ché hoan toan so vé6i su san xuit IL-8 dugc gdy cam ung béi su kich
thich Tweak, trong khi CRCBT-06-002 chi biéu hién hoat tinh tic ché theo phan.
Ngoai ra, nhu thé hién trong Fig.2, sy san xuét IL-8 duoc gdy cam g béi CRCBT-
06-002 bang chinh né ma khong c6 mit Tweak, trong khi 4-1h theo sing ché kho
gdy cam ung vé1 sy san xuét IL-8.

Tir cac diém néu trén, da tim ra ring CRCBT-06-002 1a khéng thé ddi khang
theo phan c6 hoat tinh chd van, trong khi 4-1h 1a khang thé d6i khang hoan toan c6
it hoat tinh cht van ddi v6i Fnl4 & nguoi.

Bang 3: Céc hoat tinh Grc ché ciia 4-1h va CRCBT-06-002 so véi sy san xut
IL-8 dugc gay cam Ung bdi su kich thich Tweak

[Bang 3]
] Céc ty 18 wre ché toi da (%)
Tén khang thé , .
Sai s6 dugc dinh chuan =+ trung binh
4-1h 96,4+ 0,4
GRCBT-06-002 53,0 £6,8

(Vi du 9: Hoat dong ctia mau hinh chudt nhit mac ching suy mon do ung
thu)

Céc con chudt mang dong té bao ung thu rudt két & chudt nhat C26
(COLON 26) la mot trong s6 cac mau hinh mic ching suy mon do ung thu tiéu biéu
thé hién sy giam trong lugng va giam khéi lugng co, ma cac dic tinh cua chimg suy
mon (Aulino P et al., BCM Cancer. 2010, Vol. 10 363, p. 1-15) (Bonetto A et al., J
Vis Exp. 2016, Nov. 30 117, p. 1-21).

Céc té bao C26 (Vién Ung thu qudc gia) dugc tao huyén pht & mic 10° té
ba0/100 pL bang cach sit dung mang BD Matrigel Matrix Basement khong chi g6m
Phenol-red (BD, 356237) dugc tiém dudi da véi luwong 100 pL vao chuot nhat
CD2F1 duc (Charles River Laboratories Japan Inc.) dé chuin bi chudt nhit mang
khéi u C26. Sau khi xac nhan rang trong luong co thé cia chudt nhit mang khdi u
C26 bit dAu giam, viéc dung khang thé dugc bit diu. Cu thé 13, 4-1m dugc pha
lodng bing PBS duoc ding dudi da cho chudt nhit mang khéi u C26 & muc 3
mg/kg (lidu luong: 10 mL/kg) & ngay thw 25, 28, 30, 32, va 35 sau khi tiém t€ bao.
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Khéng thé dbi chimg cing loai dugc dung cho nhom d6i chimg bang cach twong tu.
Khéang thé IgG2a & chudt nhit khang lai keyhole limpet hemocyanin (keyhole
limpet hemocyanin - KLH), ma 1a khang nguyén ma khong tdn tai trong co thé sinh
vat, dugc thu nhan va st dung theo phuong phép thong thuong nhu khang thé ddi
chirng isotype. Viéc dung khang thé duge bit ddu & 15 con chudt trong mdi nhom.
Hai con chudt trong nhém dung 4-1m va bay con chudt trong nhém d6i chimg bi
chét & ngay thir 37 ma 1a ngay két thiic thir nghiém.

Vao ngay trude khi két thic thir nghiém (ngay tht 36), stc ndm chat duoc
do bang céach sir dung thiét bi do sitc ndm chit déi v6i dong vat nho (MELQUEST
Co., Ltd., GPM-100B). Trong luong co thé dugc do vao ngdy thit 37, va trong
lugng cua co cang chan trudc di tach riéng dugc do nhu khéi luong co. Vé cac chi
sé duge do vao ngay thi 36 va ngay thir 37, c6 su khac biét dang ké gilta nhom
dung 4-1m va nhém d6i chtng dugc do bang céch sit dung Student's t-test. Trong tat
ca cac truong hop, p<0,05 dugc xem la ding ké, va trong trudng hop ma trong dé
¢6 su khéc biét dang ké, ky hiéu (*) dwoc dit & dd thi (ky higu ** trong do thi chi ra
rang & day co su khac biét dang ké vi p <0,01).

Trong luong co thé thay ddi dugc do lién tuc dén ngay thi 37 dugc thé hién
trong Fig.3. Viéc giam trong luong van tiép dién tham chi sau khi bat dau dung cho
nhom ddi chig. Tuy nhién, viéc gidm trong lugng duge ngan chin ¢ nhém ding 4-
Im, va vao ngay thwr 37, sy gidm trong lugng dang ké duoc quan st thiy ¢ nhom
diing 4-1m so v6i nhém dbi chimg (P=0,0019). Ngoai ra, viéc giam khéi luong co
dugc quan sat thdy & nhém dung 4-1m (Fig.4, p=0,0009). Hon nira, stic nim chit
cling tang dang ké (Fig.5, p=0,0003) & nhém dung 4-1m, va sy cai thién duoc thé
hién khong chi & khdi lwgng co ma con & chirc nang co.

Céc két qua néu trén cho thy ring 4-1m 1a hiru dung dé khang lai ching
suy mon va c6 thé hitu dung ngay ca khi viéc dung tri liéu sau khi quan sat thay viéc
giam trong luong.

(Vi du 10: Hoat dong trong thoi gian séng s6t & mau hinh chuot nhit mic
chirng suy mon do ung thu)

Céc con chudt mang khéi u C26 duoc chuén bi theo ciing cach nhu trong Vi

du 9. Viéc ding khang thé dugc bt d4u v6i 5 con chudt trong mdi nhém tir thoi
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gian khi ma trong luong co thé cua chudt nhit mang khoi u C26 bét dau giam. Cu
thé 13, 4-1m duoc pha lodng bang PBS duoc ding dudi da & mirc 0,3 mg/kg (lidu
luong: 10 mL/kg) ba l4n mot tudn tir ngay thtr 22 dén ngay thir 70 sau khi tiém té
bio, va sau do6 1a vao ngay thir 71, 76, 78, 83, va 85. Khang thé ddi ching ciing
isotype nhu trong Vi du 9 dugc dung cho nhom d6i chimg bang cach giéng nhu voéi
4-1m. Gemcitabin (tén thuong mai: GEMZAR, Eli Lilly and Company) dugc pha
long bang PBS dugc ding dudi da vao nhom dung gemcitabin & mirc 10 mg/kg
(lidu lvgng: 10 mL/kg). Ca 4-1m va gemcitabin déu dugc ding cho nhém dung két
hop gemcitabin-4-1m trong cing mdt ngay. Puong kinh dai va dudng kinh ngén cia
khéi u duge do lién tuc bang cach st dung cac do bang compa (ASONE, VCO01-
150), va thé tich khbi u duoc tinh toan bing cong thirc sau day.

Thé tich khéi u = Puong kinh dai (mm) x Puong kinh ngan (mm) x Duong
kinh ngén (mm)/2

Ty 18 séng sot cta cac con chudt dugc thé hién & cac dudng cong sdng sot
Kaplan-Meier trong Fig.6. Trong truong hgp ma su khac nhau & cac duong cong
séng sot gitra cac nhom dugce so sanh, thi nghiém logrank dugc thyc hién, va p<0,05
duoc coi 1a dang ké. Thoi gian sdng sot trung binh ctia nhém d6i chung, nhom dung
4-1m, va nhom ding gemcitabin 1an lwot 1a 41 ngay, 57 ngay, va 55 ngay. Thoi gian
song s6t trung binh ctia nhém dung két hop gemcitabin-4-1m 1a 83 ngdy, va sy khac
biét dang ké dwoc quan sat thdy duoc so véi duong cong sbng s6t ciia nhém dung 4-
Im riéng 1¢ hodc gemcitabin riéng 18.

Trong ca truong hop ma khéang thé dugc dung riéng 1é va truong hop ma
khang thé dugc ding trong t6 hop voi gemcitabin, khong c6 anh hudng cua viée
dung 4-1m dbi vai thé tich khdi u (Fig.7).

Céc két qua néu trén da thé hién rang 4-1m c6 thé kéo dai thoi gian séhg sot
ma khéng anh huéng dén kich c& khdi u, va hiéu qua hon trong viéc cai thién ty 1&

séng sot bang cach st dung céc tac nhan chéng ung thu nhur gemcitabin.

Khi nang @ng dung trong céng nghiép
Khéng thé khang Fnl4 & nguoi theo sang ché 1a hitu dung dé ngin ngira

hodc diéu tri cac bénh khac nhau trong d6 Fnl4 & ngudi c6 lién quan dén tac nhan
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gy bénh. Ngoai ra, phuwong phap san xuét polynucleotit, vecto biéu hién, té bao chi
duoc bién nap, hodc khang thé theo sang ché 1a dugc ky vong 13 hitu dung dé san

xuét khang thé khang Fnl4 & nguoi.

Danh muc trinh ty khong c6 chit

Trong tiéu dé s6 <223> ctia danh muyc trinh tu sau day, phan md ta “Trinh tu
nhan tao” duoc tao ra. Cuy thé 14, céc trinh tu bazo duoc thé hién béng cac SEQ ID
NO: 1, 3, 5, va 7 cia danh muc trinh ty lan luot 1a cac trinh tu bazo cla chudi ning
va chudi nhe cia khang thé khang Fnl4 & ngudi, va céc trinh ty axit amin dugc thé
hién béng cic SEQID NO: 2,4,6,va 8 1an luot 14 céc trinh tu axit amin cta chudi
nang va chudi nhe ma hda bf?mg cac SEQ ID NO: 1, 3, 5, va 7. Céc trinh tu axit
amin dugc thé hién bang SEQ ID NO: 9 1a trinh tu lién két peptit ma lién két véi

protein Fnl4 & nguoi va protein vung Fc ¢ nguoi.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Khang thé khang Fnl4 & nguoi hodc doan gin két khang nguyén clia ching bao
gém:

vung bién ddi chudi ning bao gdbm CDRI chi gbm trinh tur axit amin c6 céc
sé axit min tir 31 dén 35 cta SEQ ID NO: 2, CDR2 chi gom trinh tu axit amin c6
céc axit amin tir s6 50 dén 65 cua SEQ ID NO: 2, va CDR3 chi gom trinh tu axit
amin c6 cac axit amin tir s6 98 dén 114 ctia SEQ ID NO: 2; va

ving bién d6i chudi nhe bao gdbm CDR1 chi gdm trinh ty axit amin c6 cac
axit amin tir s§ 24 dén 40 cta SEQ ID NO: 4, CDR2 chi gbm trinh ty axit amin c¢6
cac axit amin tir s6 56 dén 62 cua SEQ ID NO: 4, va CDR3 chi gom trinh tu axit

amin c6 cac axit amin tir s6 95 dén 103 cia SEQ ID NO: 4.

2. Khang thé khang Fnl4 & nguoi hodc doan gin két khang nguyén ctia ching theo
diém 1, duoc chon tir muc (1) va (2) sau day:

(1) khang thé khang Fnl4 & ngudi hodc doan gan két khang nguyén cla
ching bao gdm ving bién ddi chudi ning chi gdm trinh tr axit amin c6 cac axit
amin tir s6 1 dén 125 cia SEQ ID NO: 2 va ving bién dbi chudi nhe chi gom trinh
tu axit amin c¢6 cac axit amin tir s6 1 d@én 114 cua SEQ ID NO: 4; va

(2) khang thé hodc doan gin két khang nguyén ciia ching dugc tao thanh
b&i su bién ddi sau dich ma cua khang thé khang Fnl4 & ngudi hodc doan gin két
khang nguyén ctia ching & muc (1), trong do su bién dbi sau dich mi 1a su
pyroglutamylat héa & diu N cta ving bién d6i chudi ning va/hodc sy khuyét doan

lysin & dau C ctia chudi ning.

3. Khang thé khang Fnl4 & nguoi hodc doan gin két khang nguyén ctia chung theo
diém 2, bao gdm:

ving bién ddi chudi nzing chi gdm trinh ty axit amin c6 céc axit amin tir sd 1
dén 125 ctia SEQ ID NO: 2; va

viing bién d6i chudi nhe chi gbm trinh ty axit amin c6 cc axit amin tir s6 1

dén 114 cta SEQ ID NO: 4.
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4. Khéang thé khang Fnl4 & ngudi hodc doan gin két khang nguyén cia ching theo
diém 2, bao gdm:

vung bién d6i chudi nang chi gdm trinh ti axit amin c6 cdc axit amin tir s6 1
dén 125 ctia SEQ ID NO: 2, trong d6 glutamin cta s6 axit min 1 cia SEQ ID NO: 2
duoc bién ddi thanh axit pyroglutamic; va

vung bién dbi chudi nhe chi gbm trinh tyr axit amin c6 cc axit amin tir s6 1

tir 114 cta SEQ ID NO: 4.

5. Khang thé khang Fn14 & nguoi hoic doan gin két khang nguyén cuia ching theo
diém 2, trong d6 khang thé khang Fnl4 & ngudi dugce chon tir muc (3) va (4) sau
day:

(3) khéng thé khang Fn14 & ngudi bao gdm chudi ning chi gbm trinh tyr axit
amin duogc thé hién béng SEQ ID NO: 2 va chudi nhe chi gém trinh tu axit amin
dugc thé hién bang SEQ ID NO: 4; va

(4) khéng thé khéng Fnl4 & ngudi dugc tao thanh béi su bién doi sau dich
ma cua khang thé & muc (3), trong d6 su bién dbi sau dich ma 1a su pyroglutamylat
héa & diu N cia ving bién ddi chudi ning va/hodc su khuyét doan lysin & dau C

cua chudi nang.

6. Khang thé khang Fnl4 & ngudi hodc doan gin két khang nguyén cia ching theo
diém 5, trong d6 khang thé khang Fnl14 & ngudi bao gbm:
chudi nang chi gdm trinh tu axit amin dugc thé hién bang SEQ ID NO: 2; va
chudi nhe chi gdm trinh ty axit amin dwoc thé hién bang SEQ ID NO: 4

7. Khéng thé khang Fnl4 & ngudi hodc doan gin két khang nguyén cta ching theo
diém 5, trong d6 khang thé khang Fnl14 & nguoi bao gom:

chudi nang chi gém trinh tu axit amin c6 cac axit amin tu s6 1 dén 454 cua
SEQ ID NO: 2, trong d6 glutamin cda axit amin sb 1 ctia SEQ ID NO: 2 dugc bién
dbi thanh axit pyroglutamic; va

chudi nhe chi gdm trinh ty axit amin dugc thé hién bang SEQ ID NO: 4.
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8. Khang thé khang Fnl4 & nguoi hodc doan gin két khang nguyén cta ching theo
diém bAt ky trong s6 cac diém tir 1 dér},,4, trong d6 doan gin két khang nguyén la

doan ving bién ddi chudi don, Fab, Fab’, hogc F(ab’),.

9. Polynucleotit bao gdm:

trinh ty bazo ma hoéa ving bién d6i chudi ning cua khang thé khang Fnl4 &
nguoi hodc doan gin két khang nguyén cta chung theo diém 3, va

trinh tw bazo mi hoa ving bién déi chudi nhe ctia khang thé khang Fnl4 &

nguoi hodc doan gin két khang nguyén cta chiing theo diém 3.

10. Vecto biéu hién bao gdm:

polynucleotit theo diém 9.

11. Té bao chu duge chon tir nhém chi gdm muc tir (a) dén (c) sau day:

(a) té bao chu dugc bién nap véi vecto biéu hién bao gdbm polynucleotit bao
gbm trinh tu bazo ma hoéa ving bién ddi chudi ning ciia khang thé khang Fnl4 &
nguoi hodc doan gin két khang nguyén ctia ching theo diém 3 va polynucleotit bao
gdm trinh tu bazo ma hoa ving bién dbi chudi nhe cta khang thé hodc doan gin két
khang nguyén cua ching;

(b) t& bao chu dugc bién nap véi vecto bidu hién bao gdm polynucleotit bao
gbm trinh ty bazo ma hoéa ving bién ddi chudi ning cua khang thé khang Fnl4 &
ngudi hodc doan gin két khang nguyén cua ching theo diém 3, va vecto biéu hién
bao gdbm polynucleotit bao gdm trinh tu bazo ma héa vang bién d6i chudi nhe cua
khang thé hoic doan gin két khang nguyén ctia chiing; va

(c) té bao chu dugc bién nap véi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao
gdm trinh tu bazo ma héa ving bién déi chudi ning cua khang thé khang Fnl4 &
nguoi hodc doan gin két khang nguyén cla chung theo diém 3, va té bao chu duoc
bién nap véi vecto biéu hién bao gb6m polynucleotit bao gbm trinh tur bazo ma héa
ving bién ddi chudi nhe ctia khang thé khang Fnl4 & nguoi hodc doan gin két

khang nguyén cta chiing theo diém 3.
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12. Té bao chu duogc chon tir nhém chi gdm muc tir (e) dén (g) sau day:

(e) té bao chu dugc bién nap véi vecto biéu hién bao gébm polynucleotit bao
gbm trinh ty bazo ma hoa chudi ning cia khang thé khang Fnl4 & nguoi theo diém
6 va polynucleotit bao gbm trinh ty bazo ma héa chudi nhe cua khang thé;

() té bao chu duogc bién nap véi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao
gdm trinh ty bazo ma héa chudi nang cua khang thé khang Fnl14 & ngudi theo diém
6, va vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao gbm trinh tw bazo ma héa chudi
nhe cua khéng thé; va

(2) t& bao chu duge bién nap v6i vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao
gbm trinh ty bazo ma hoa chudi ning cia khang thé khang Fn14 & nguoi theo diém
6, va t& bao chu duoc bién nap vdi vecto biéu hién bao gém polynucleotit bao g6m

trinh tu bazo ma hoa chudi nhe ciia khang thé khang Fnl4 & ngudi theo diém 6.

13. Phwong phép san xuét khang thé khéang Fn14 & nguoi hodc doan gin két khang
nguyén cua ching, phuong phép nay bao gbm:

budce nudi ciy té bao chii duge chon tir nhém chi gém muc (A) dén (C) sau
day dé biéu hién khang thé khang Fnl4 & ngudi hodc doan gén két khang nguyén
cua chang:

(A) té bao chi duoc bién nap véi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao
gbm trinh trr bazo ma héa ving bién dbi chudi ning cua khang thé khang Fnl4 &
ngudi hodc doan gin két khang nguyén cua chung theo diém 3 va polynucleotit bao
gdm trinh tir bazo ma héa ving bién dbi chudi nhe ctia khang thé hodc doan gin két
khang nguyén cia ching;

(B) t& bao chii duoc bién nap véi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao
gbm trinh tur bazo ma héa vung bién dbi chudi ning cua khang thé khang Fnl4 &
nguoi hodc doan gin két khang nguyén cua chung theo diém 3, va vecto biéu hién
bao gdm polynucleotit bao gdm trinh tu bazo ma hoa ving bién d6i chudi nhe cia
khang thé hodc doan gin két khang nguyén ciia ching; va

(C) té bao chu duoc bién nap véi vecto biéu hién bao gérn polynucleotit bao
gbm trinh tu bazo ma hoa ving bién dbi chudi ning cua khéng thé khang Fnl4 &

nguoi hodc doan gin két khang nguyén cla chung theo diém 3, va té bao chu duoc
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bién nap véi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao gdm trinh tw bazo ma héa

ving bién d6i chudi nhe cia khing thé hodc doan gin két khang nguyén ctia chiing.

14. Phuong phap san xuét khang thé khang Fnl14 & nguoi bao gom:

budc nuodi céy té bao chu dugc chon tir nhém chi gém muc (D) dén (F) dé
bién hién khang thé khang Fnl4 & nguoi:

(D) té bao chi duoc bién nap véi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao
gbm trinh tw bazo ma hoa chudi ning cua khang thé khang Fnl4 & nguoi theo diém
6 va polynucleotit bao gdm trinh ty bazo ma hoa chudi nhe cia khang thé;

(E) té bao chu duogc bién nap véi vecto bidu hién bao gdm polynucleotit bao
gdm trinh tw bazo ma hoa chudi ning cua khang thé khang Fnl4 & ngudi theo diém
6, va vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao gdm trinh tu bazo ma héa chudi
nhe cta khang thé; va

(F) t& bao chu duoc bién nap véi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao
gbm trinh ty bazo ma hoa chudi ning cua khang thé khang Fnl4 & ngudi theo diém
6, va té bao chii duoc bién nap vdi vecto biéu hién bao gdm polynucleotit bao gdm

trinh tu bazo ma hoa chudi nhe ciia khang thé khang Fn14 & nguoi.

15. Khang thé khang Fnl4 & nguoi hoic doan gin két khang nguyén cia ching

duoc san xuit bang phuong phép theo diém 13.
16. Khang thé khdng Fnl4 & nguoi duge san xuét bang phwong phép theo diém 14.
17. Duoc phdm bao gom:

khang thé khang Fnl4 & nguoi hodc doan gin két khang nguyén ctia ching
theo diém bat ky trong sd cac diém tir 1 dén 8, va 15 hodc khang thé khéng Fnl4
theo diém 16; va

ta dugc dugc dung.

18. Duoc pham bao gom:
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khang thé khang Fnl14 & nguoi hodc doan gin két khang nguyén cla ching
theo diém 3;

khéng thé khang Fnl4 & ngudi hodc doan gin két khang nguyén cla ching
theo diém 4; va

ta duoc dugc dung.

19. Duoc phdm bao gdm:
khang thé khang Fnl4 & nguoi theo diém 6;
khang thé khang Fnl4 & ngudi theo diém 7; va

ta dugc dugce dung.

20. Dugc phdm dé ngan ngira hoic diéu tri ung thu hodc chirg suy mon do ung thu,
bao gém:

khéang thé khang Fnl14 & nguoi hodc doan gin két khang nguyén cia ching
theo diém bit ky trong sb cac diém tir 1 dén 8, va 15 hodc khang thé khang Fn14
theo diém 16 1am thanh phan hoat tinh,

trong d6 duge pham dugc sir dung trong t8 hop v6i tac nhan chéng ung thu.
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5

gaa
Glu

act
Thr

cca
Pro

act
Thr
135

aaa
Lys

gag
Glu

agc
Ser

gcc
Ala

ttc
Phe
215

gat
Asp

ttt
Phe

tct
Ser
120

gcc
Ala

gta
Val

agt
Ser

acc
Thr

tgc
Cys
200

aac
Asn

48854

gtg
Val

ggc
Gly
105

gtc
Val

tct
Ser

cag
Gln

gtc
Val

ctg
Leu
185

gaa

Glu

agg
Arg

gca
Ala
90

cag

Gln

ttc
Phe

gtt
Val

tgg
Trp

aca
Thr
170

acg
Thr

gtc
Val

gga
Gly

10

7/16

75

gtt
Val

999
Gly

atc
Tle

gtg
Val

aag
Lys
155

gag
Glu

ctg
Leu

acc
Thr

gag
Glu

tat
Tyr

acc
Thr

ttc
Phe

tgc
Cys
140

gtg
Val

cag
Gln

agc
Ser

cat
His

tgt
Cys
220

tac tgt
Tyr Cys

aag ctg
Lys Leu
110

ccg cca
Pro Pro
125

ctg ctg
Leu Leu

gat aac
Asp Asn

gac agc
Asp Ser

aaa gca
Lys Ala
190

cag ggc
Gln Gly
205

cag
Gln
95

gag
Glu

tct
Ser

aat
Asn

gcc
Ala

aag
Lys
175

gac
Asp

ctg
Leu

15

80

caa
Gln

atc
Ile

gat
Asp

aac
Asn

ctc
Leu
160

gac
Asp

tac
Tyr

agc
Ser

57/66

288

336

384

432

480

528

576

624

660



Glu

Ser

Pro

Pro

65

Ile

Tyr

Lys

Glu

Phe

145

Gln

Ser

Glu

Ser

Arg

Asn

Pro

50

Asp

Ser

Tyr

Arg

Gln

130

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro

Ala

Asn

35

Lys

Arg

Ser

Ser

Thr

115

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

195

Val

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Leu

Thr

100

Val

Lys

Arg

Asn

Ser

180

Lys

Thr

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln

85

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

165

Leu

Val

Lys

Asn

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Tyr

Ala

Ala

150

Gln

Ser

Tyr

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

135

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe

Lys

Thr

40

Trp

Asp

Phe

Ser

120

Ala

Val

Ser

Thr

Cys

200

Asn

48854

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Val

Gly

105

Val

Ser

Gln

Val

Leu

185

Glu

Arg

Arg

Tyr

Ser

Gly

Ala

90

Gln

Phe

Val

Trp

Thr

170

Thr

Val

Gly

8/16

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Val

Gly

Ile

Val

Lys

155

Glu

Leu

Thr

Glu

Ser

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

140

Val

Gln

Ser

His

Cys

Ile

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Pro

125

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
205

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

110

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

190

Gly

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

175

Asp

Leu

Ser

Gln

Val

Thr

80

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu

160

Asp

Tyr

Ser

58/66



210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<400>
gat gtt cag
Asp Val Gln

1

tct
Ser

tac
Tyr

ggc
Gly

tcc
Ser
65

cag
Gln

aga
Arg

gat
Asp

acc
Thr

ctg
Leu

tgg
Trp

gag
Glu
50

cgg
Arg

ctc
Leu

gag
Glu

gtg
Val

gct
Ala

5
1368
ADN

215

Trinh ty nhédn tao

48854

Chudi H clia khadng thé 4-1m

CDS

(1) ..

5

tct
Ser

tcc
Ser
35

atc
Ile

atc
Ile

aac
Asn

ggc
Gly

tgg
Trp
115

cct
Pro

(1368)

ctg caa gag tct
Leu Gln Glu Ser

ctg acc tgc gct
Leu Thr Cys Ala
20

tgg atc cgg cag
Trp Ile Arg Gln

aac cac cgg ggc
Asn His Arg Gly
55

tcc atc acc gtg
Ser Ile Thr Val
70

tcc gtg aca acc
Ser Val Thr Thr
85

atc tct ggc tcc
Ile Ser Gly Ser
100

ggc cag ggc aca
Gly Gln Gly Thr

tcc gtg tat cct
Ser Val Tyr Pro

ggc
Gly

gtg
Val

ttc
Phe
40

tcc
Ser

gac
Asp

gag
Glu

atg
Met

ctg
Leu
120

ctg
Leu

cct
Pro

tac
Tyr
25

cct
Pro

acc
Thr

acc
Thr

gac
Asp

ggc
Gly
105

gtt
Val

gca
Ala

ggc
Gly

ggc
Gly

ggc
Gly

aac
Asn

tcc
Ser

acc
Thr
90

atc

Ile

acc
Thr

cct
Pro

9/16

ctg
Leu

ggc
Gly

aac
Asn

tct
Ser

aag
Lys
75

gcc
Ala

tac
Tyr

gtg
Val

gtg
Val

220

gtc
Val

tct
Ser

aag
Lys

aac
Asn
60

aac
Asn

acc
Thr

gac
Asp

tct
Ser

tgt
Cys

aag
Lys

ttc
Phe

ctg
Leu
45

ccc
Pro

cag
Gln

tac
Tyr

tac
Tyr

gcc
Ala
125

ggc
Gly

cct
Pro

tct
Ser
30

gaa
Glu

agc
Ser

ttc
Phe

tac
Tyr

tcc
Ser
110

gct
Ala

gac
Asp

tct
Ser
15

ggc
Gly

tgg
Trp

ctg
Leu

ttt
Phe

tgt
Cys
95

ggc
Gly

aag
Lys

acc
Thr

cag
Gln

tac
Tyr

atg
Met

aag
Lys

ctg
Leu
80

gcc
Ala

atg
Met

acc
Thr

acc
Thr

59/66

48

96

144

192

240

288

336

384

432



gga
Gly
145

cct
Pro

acc
Thr

gtg
Val

gtg
Val

cgg
Arg
225

aat
Asn

gac
Asp

gcc
Ala

aac
Asn

aac
Asn
305

tgg
Trp

cct

130

agt
Ser

gtg
Val

ttt
Phe

acc
Thr

gcc
Ala
210

ggc
Gly

ctg
Leu

gtg
Val

gtg
Val

gtg
Val
290

agc
Ser

atg
Met

gct

tct
Ser

aca
Thr

cca
Pro

gtg
Val
195

cat

His

cct
Pro

ctc
Leu

ctg
Leu

tcc
Ser
275

gaa
Glu

acc
Thr

tcc
Ser

CCa

gtg
Val

ctg
Leu

gcc
Ala
180

acc
Thr

cct
Pro

acc
Thr

gga
Gly

atg
Met
260

gag
Glu

gtg
val

ctg
Leu

ggc
Gly

atc

acc
Thr

acc
Thr
165

gtg
Val

tcc
Ser

gcc
Ala

atc
Tle

ggc
Gly
245

atc

Ile

gat
Asp

cac
His

aga
Arg

aaa
Lys
325

gag

ctg
Leu
150

tgg
Trp

ctg
Leu

tct
Ser

tcc
Ser

aag
Lys
230

ccc
Pro

tcc
Ser

gat
Asp

acc
Thr

gtg
vVal
310

gag
Glu

cgg

135

gga
Gly

aac
Asn

cag
Gln

acc
Thr

agc
Ser
215

cct
Pro

tcc
Ser

ctg
Leu

cct
Pro

gct
Ala
295

gtg
Val

ttc
Phe

acc

tgt
Cys

tct
Ser

tct
Ser

tgg
Trp
200

acc

Thr

tgt
Cys

gtg
Val

tct
Ser

gac
Asp
280

cag
Gln

tct
Ser

aag
Lys

atc

48854

ctg
Leu

ggc
Gly

gac
Asp
185

cct
Pro

aag
Lys

cct
Pro

ttc
Phe

cct
Pro
265

gtg
Val

acc
Thr

gcc
Ala

tgc
Cys

tct

gtc
Val

tct
Ser
170

ctg

Leu

agc
Ser

gtg
Val

cca
Pro

atc
Ile
250

atc

Ile

cag
Gln

cag
Gln

ctg
Leu

aaa
Lys
330

aag

10/16

aag
Lys
155

ctg
Leu

tac
Tyr

cag
Gln

gac
Asp

tgc
Cys
235

ttc
Phe

gtg
Val

atc
Ile

aca
Thr

cct
Pro
315

gtg
Val

cct

140

ggc
Gly

tcc
Ser

acc
Thr

tcc
Ser

aag
Lys
220

aag

Lys

cca
Pro

acc
Thr

agt
Ser

cac
His
300

atc
Ile

aac
Asn

aag

tac
Tyr

tct
Ser

ctg
Leu

atc
Ile
205

aag

Lys

tgc
Cys

cct
Pro

tgc
Cys

tgg
Trp
285

aga
Arg

cag
Gln

aac
Asn

ggc

ttc
Phe

ggc
Gly

tct
Ser
190

acc

Thr

atc
Ile

ccc
Pro

aag
Lys

gtg
Val
270

ttc
Phe

gag
Glu

cat
His

aag
Lys

tct

ccc
Pro

gtg
Val
175

agc
Ser

tgt
Cys

gag
Glu

gct
Ala

atc
Ile
255

gtg
Val

gtg
Val

gac
Asp

cag
Gln

gac
Asp
335

gtc

gag
Glu
160

cac
His

tcc
Ser

aac
Asn

cct
Pro

cct
Pro
240

aag

Lys

gtg
Val

aac
Asn

tac
Tyr

gat
Asp
320

ctg
Leu

agg

60/66

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056



Pro

gcc
Ala

aaa
Lys

atc
Ile
385

aac
Asn

aag
Lys

tgc
Cys

ttc
Phe

Ala

cct
Pro

caa
Gln
370

tac
Tyr

acc
Thr

ctg
Leu

tcc
Ser

tct
Ser
450

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Pro

cag
Gln
355

gtg
Val

gtg
Val

gag
Glu

cgc
Arg

gtg
Val
435

cgg
Arg

6
455
PRT

Ile
340

gtg
Val

acc
Thr

gaa
Glu

cca
Pro

gtc
Val
420

gtg
Val

acc
Thr

Trinh tu

cdu tric

6

Asp Val Gln Leu

1

Ser Leu Ser Leu

20

Tyr Trp Ser Trp

Glu Arg Thr Ile

tac gtt ttg cct
Tyr Val Leu Pro
360

ctg aca tgc atg
Leu Thr Cys Met
375

tgg acc aac aac
Trp Thr Asn Asn
390

gtg ctg gac tcc
Val Leu Asp Ser
405

gag aag aag aac

Glu Lys Lys Asn

cac gag ggc ctg
His Glu Gly Leu

440

cct ggc aag tga
Pro Gly Lys
455

nhdn tao

tdng hop

Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln

5

Thr Cys Ala Val Tyr Gly Gly Ser Phe Ser Gly Tyr

Ile Arg Gln Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp Met

48854

Ser
345

cca

Pro

gtc
Val

ggc
Gly

gac
Asp

tgg
Trp
425

cac
His

25

cct
Pro

acc
Thr

aag
Lys

ggc
Gly
410

gtc
Val

aat
Asn

10

11/16

Pro

gag
Glu

gac
Asp

acc
Thr
395

tcc

Ser

gag
Glu

cac
His

Lys

gaa
Glu

ttc
Phe
380

gag
Glu

tac
Tyr

aga
Arg

cac
His

Gly

gag
Glu
365

atg
Met

ctg
Leu

ttc
Phe

aac
Asn

acc
Thr
445

Ser
350

atg
Met

ccc
Pro

aac
Asn

atg
Met

tcc
Ser
430

acc
Thr

30

vVal

acc
Thr

gag
Glu

tac
Tyr

tac
Tyr
415

tac
Tyr

aag
Lys

15

Arg

aag
Lys

gac
Asp

aag
Lys
400

tcc
Ser

tcc
Ser

tcc
Ser

61/66

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1368



Gly

Ser

65

Gln

Arg

Asp

Thr

Gly

145

Pro

Thr

Val

Val

Arg
225

Glu

50

Arg

Leu

Glu

Val

Ala

130

Ser

Val

Phe

Thr

Ala

210

Gly

35

Ile

Ile

Asn

Gly

Trp

115

Pro

Ser

Thr

Pro

Val

195

His

Pro

Asn

Ser

Ser

Ile

100

Gly

Ser

Val

Leu

Ala

180

Thr

Pro

Thr

His

Ile

Val

85

Ser

Gln

Val

Thr

Thr

165

Val

Ser

Ala

Ile

48854

40

Arg Gly Ser Thr Asn
55

Thr Val Asp Thr Ser
70

Thr Thr Glu Asp Thr
90

Gly Ser Met Gly Ile
105

Gly Thr Leu Val Thr
120

Tyr Pro Leu Ala Pro
135

Leu Gly Cys Leu Val
150

Trp Asn Ser Gly Ser
170

Leu Gln Ser Asp Leu
185

Ser Thr Trp Pro Ser
200

Ser Ser Thr Lys Val
215

Lys Pro Cys Pro Pro
230

12/16

Ser

Lys

Ala

Tyr

Val

Val

Lys

155

Leu

Tyr

Gln

Asp

Cys
235

Asn

60

Asn

Thr

Asp

Ser

Cys

140

Gly

Ser

Thr

Ser

Lys

220

Lys

45

Pro

Gln

Tyr

Tyr

Ala

125

Gly

Tyr

Ser

Leu

Ile

205

Lys

Cys

Ser

Phe

Tyr

Ser

110

Ala

Asp

Phe

Gly

Ser

190

Thr

Ile

Pro

Leu

Phe

Cys

Gly

Lys

Thr

Pro

Val

175

Ser

Cys

Glu

Ala

Lys

Leu

80

Ala

Met

Thr

Thr

Glu

160

His

Ser

Asn

Pro

Pro
240

62/66



Asn

Asp

Ala

Asn

Asn

305

Trp

Pro

Ala

Lys

Ile

385

Asn

Lys

Cys

Leu

Val

Val

Val

290

Ser

Met

Ala

Pro

Gln

370

Tyr

Thr

Leu

Ser

Leu

Leu

Ser

275

Glu

Thr

Ser

Pro

Gln

355

Val

Val

Glu

Arg

Val
435

Gly

Met

260

Glu

Val

Leu

Gly

Ile

340

Val

Thr

Glu

Pro

Val

420

Val

Gly

245

Ile

Asp

His

Arg

Lys

325

Glu

Leu

Trp

Val

405

Glu

His

Pro

Ser

Asp

Thr

val

310

Glu

Arg

Val

Thr

Thr

390

Leu

Lys

Glu

Ser

Leu

Pro

Ala

295

Val

Phe

Thr

Leu

Cys

375

Asn

Asp

Lys

Gly

Val

Ser

Asp

280

Gln

Ser

Lys

Ile

Pro

360

Met

Asn

Ser

Asn

Leu
440

48854

Phe

Pro

265

Val

Thr

Ala

Cys

Ser

345

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

425

His

Ile

250

Ile

Gln

Gln

Leu

Lys

330

Lys

Pro

Thr

Lys

Gly

410

Val

Asn

13/16

Phe

Val

Ile

Thr

Pro

315

Val

Pro

Glu

Asp

Thr

395

Ser

Glu

His

Pro

Thr

Ser

His

300

Ile

Asn

Lys

Glu

Phe

380

Glu

Tyr

Arg

His

Pro

Cys

Trp

285

Arg

Gln

Asn

Gly

Glu

365

Met

Leu

Phe

Asn

Thr
445

Lys

Val

270

Phe

Glu

His

Lys

Ser

350

Met

Pro

Asn

Met

Ser

430

Thr

Ile

255

Val

Val

Asp

Gln

Asp

335

Val

Thr

Glu

Tyr

Tyr

415

Tyr

Lys

Lys

Val

Asn

Tyr

Asp

320

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

400

Ser

Ser

Ser

63/66



Phe Ser Arg Thr Pro Gly Lys

450

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<400>
gac atc gtg atg tct cag
Asp Ile Val Met Ser Gln

1

gag
Glu

tcc
Ser

tct
Ser

ccc
Pro
65

atc
Ile

tac
Tyr

aag
Lys

aaa
Lys

aac
Asn

cct
Pro
50

gat
Asp

tcc
Ser

tac
Tyr

aga
Arg

7
663
ADN

Trinh ty nhén tao

455

48854

Chudi L cua khang thé 4-1m

CDS
(1)..(663)

7

gtg acc atg tcc
Val Thr Met Ser
20

aac aag aac tac
Asn Lys Asn Tyr
35

aag ctg ctg atc
Lys Leu Leu Ile

aga ttc acc ggc
Arg Phe Thr Gly

tcc gtg aag gcc
Ser Val Lys Ala
85

agc acc cct tac
Ser Thr Pro Tyr
100

gct gac gcc gct
Ala Asp Ala Ala
115

agc
Ser

tgc
Cys

ctg
Leu

tac
Tyr
55

tct

Ser

gag
Glu

acc
Thr

cct
Pro

cct
Pro

aag
Lys

acc
Thr
40

tgg
Trp

ggc
Gly

gat
Asp

ttt
Phe

acc
Thr
120

tcc
Ser

tcc
Ser
25

tgg
Trp

gcc
Ala

tct
Ser

ctg
Leu

ggc
Gly
105

gtg
Val

tct
Ser
10

cgg
Arg

tat
Tyr

tcc
Ser

ggc
Gly

gct
Ala
90

tcc
Ser

tct
Ser

14/16

ctg
Leu

cag
Gln

cag
Gln

acc
Thr

acc
Thr
75

gtg
Val

ggc
Gly

atc
Ile

gcc
Ala

tcc
Ser

cag
Gln

aga
Arg
60

gac
Asp

tac
Tyr

acc
Thr

ttc
Phe

gtg
Val

atc
Ile

aag
Lys
45

gaa
Glu

ttt
Phe

tac
Tyr

aag
Lys

cca
Pro
125

tcc
Ser

ctg
Leu
30

ccc
Pro

tct
Ser

acc
Thr

tgc
Cys

ctg
Leu
110

cct
Pro

gtg
Val
15

tac
Tyr

ggc
Gly

ggc
Gly

ctg
Leu

cag
Gln
95

gaa

Glu

agc
Ser

gga
Gly

tcc
Ser

cag
Gln

gtg
Val

acc
Thr
80

cag
Gln

atc
Ile

tcc
Ser

64/66

48

96

144

192

240

288

336

384



gag cag
Glu Gln
130

ttc tac
Phe Tyr
145

aga cag

Arg Gln

agc acc
Ser Thr

gag cgg
Glu Arg

tct cca
Ser Pro
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Asp Ile
1

Glu Lys

Ser Asn

Ser Pro
50

ctg acc
Leu Thr

ccc aag
Pro Lys

aac ggc
Asn Gly

tac tcc
Tyr Ser
180

cac aac
His Asn

195

atc gtg
Ile Val

8

220

PRT
Trinh tu

Ciu truc

Val Met

Val Thr
20

Asn Lys
35

Lys Leu

tct ggc gga

Ser Gly Gly
135

gac atc aac

Asp Ile Asn

150

gtg ctg aac

Val Leu Asn

165

atg tcc tcc

Met Ser Ser

tcc tat acc
Ser Tyr Thr

aag tcc ttc
Lys Ser Phe
215

nhén tao

téng hop

Ser Gln Ser

Met Ser Cys

Asn Tyr Leu

Leu Ile Tyr
55

gct
Ala

gtg
Val

tct
Ser

aca
Thr

tgc
Cys
200

aac
Asn

Pro

Lys

Thr

40

Trp

48854

tct
Ser

aag
Lys

tgg
Trp

ctg
Leu
185

gag
Glu

cgg
Arg

Ser

Ser

25

Trp

Ala

gtc
Val

tag
Trp

acc
Thr
170

acc

Thr

gct
Ala

aac
Asn

Ser

10

Arg

Tyr

Ser

15/16

gtg
Val

aag
Lys
155

gac

Asp

ctg
Leu

acc
Thr

gag
Glu

Leu

Gln

Gln

Thr

tgc
Cys
140

atc
Ile

cag
Gln

aca
Thr

cac
His

tgc
Cys
220

Ala

Ser

Gln

Arg
60

ttc
Phe

gac
Asp

gac
Asp

aag
Lys

aag
Lys
205

tga

Val

Ile

Lys

45

Glu

ctg
Leu

ggc
Gly

tcc
Ser

gac
Asp
190

acc
Thr

Ser

Leu

30

Pro

Ser

aac
Asn

tcc
Ser

aag
Lys
175

gag
Glu

tcc
Ser

Val
15

Tyr

Gly Gln

Gly Val

aac
Asn

gag
Glu
160

gac

Asp

tac
Tyr

acc
Thr

Gly

Ser
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432

480

528

576

624

663



Pro

65

Ile

Tyr

Lys

Glu

Phe

145

Arg

Ser

Glu

Ser

Asp

Ser

Tyr

Arg

Gln

130

Tyr

Gln

Thr

Arg

Pro
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Arg

Ser

Ser

Ala

115

Leu

Pro

Asn

Tyr

His

195

Ile

9
9
PRT

Phe

Val

Thr

100

Asp

Thr

Lys

Gly

Ser

180

Asn

Val

Trinh tu

Ccéu truc

9

Ile Glu Gly Arg

1

Thr Gly
70

Lys Ala
85

Pro Tyr

Ala Ala

Ser Gly

Asp Ile

150

Val Leu

165

Met Ser

Ser Tyr

Lys Ser

nhdn tao

téng hop

Ser

Glu

Thr

Pro

Gly

135

Asn

Asn

Ser

Thr

Phe
215

Gly

Asp

Phe

Thr

120

Ala

Val

Ser

Thr

Cys

200

Asn

48854

Ser

Leu

Gly

105

Val

Ser

Trp

Leu

185

Glu

Arg

Met Asp Gly Gly Gly

5

Gly

Ala

90

Ser

Ser

Val

Trp

Thr

170

Thr

Ala

Asn

16/16

Thr

75

Val

Gly

Ile

Val

Lys

155

Asp

Leu

Thr

Glu

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

140

Ile

Gln

Thr

His

Cys
220

Phe

Tyr

Lys

Pro

125

Phe

Asp

Asp

Lys

Lys
205

Thr

Cys

Leu

110

Pro

Leu

Gly

Ser

Asp

190

Thr

Leu

Gln

95

Glu

Ser

Asn

Ser

Lys

175

Glu

Ser

Thr

80

Gln

Ile

Ser

Asn

Glu

160

Asp

Tyr

Thr
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