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Linh vwe ky thuit dwgc dé cap
Sang ché d& cap dén khang thé gén két véi CTHRC1 mdi, polynucleotit ma
hoa khang thé nay va dugc pham chira khang thé nay.

Tinh trang ky thuit cia sang ché

Thudc chéng ung thu hién dang duge st dung trén 1dm sang c6 thé duoc
phén loai 1a chét héa tri va chét diéu tri sinh hoc. Chét hoa tri dugc phét trién tich
cuc trong qua khir 1a céc loai thudc c¢6 doc tinh dbi véi té bao ung thu, va nhitng
loai thubc nay c6 van d& & chd chung giy doc cho céc té bao binh thuodng ciing
nhu cac té bao ung thur va cling 1a dbi tuong cia su dung nap. Vi vdy, c6 nhiing
han ché ddi véi viéc phat trién va st dung cac loai thudc nay. Do d9, trong nhitng
nim gan day, chét diéu tri sinh hoc ma c6 thé phuc hodi hodc lam ting chirc nang
mién dich clia co thé nguoi va nho dé lam yéu hoat ddng cua cac té bao ung thu
dang duoc tich cuc phat trién nhu mot giai phap thay thé. Vi du vé chét diéu tri
sinh hoc hién dang duogc st dung hogc dang dugc phét trién bao gdm xytokin,
khang thé tai tb hop (vi du, khéng thé don dong), phuong phép didu tri phan tir
axit nucleic, chit rc ché tao mach, v.v.

Trong sb cac chit diéu tri sinh hoc, khang thé don dong tri liéu khéc biét
& chd c6 tac dung phy thap do tinh d&c hiéu phan Gmg cao cia ching d6i voi cac
dich. Khéang thé thé hién tic dung diéu tri thong qua céc co ché khéc nhau; vi du,
chung c6 thé gfn két dic hiéu voi khang nguyén tuong Gng dé wc ché su truyén
tin hiéu hogc gdy chét theo chuong trinh bing cach lién két chéo, va ngoai ra, co
thé thé hién tic dung diéu tri bing cach hoat hoa hé mién dich in vivo. Theo do,
khéng thé don dong duéi dang tic nhan chéng ung thu c6 thé truy vét dic hidu cac
té bao ung thur va e ché hoat dong cuia chting cling nhu gy dép Ung mién dich

va c6 thé nho d6 loai bo hidu qua céc té bao ung thu. Két qua la, viée di€u tri bang
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cach str dung khéang thé don dong dang tré thanh mot phwong phap diéu tri bénh
ung thu chinh thdng. V& vin dé nay, khang thé don dong nhu ramucirumab,
rituximab, trastuzumab, v.v dd duogc phat trién va st dung trong diéu tri bénh ung
thu da day, ung thu v, ung thu gan, v.v..

Trong khi d6, protein chira doan 13p lai chudi xo0én ba colagen-1 (CTHRC1)
duoc biét dén nhu mot loai protein tiét ra lién quan dén qua trinh tai tao mach mau,
hinh thanh xwong va su phat trién hinh thai.

Theo cac nghién clru gén day, da duoc bdo cao r%mg CTHRCI1 bi biéu hién
qué muc trong nhiéu loai khidc nhau cia cac té bao ung thu, nhu ung thu tuy, ung
thu budng trimg, ung thu vi, ung thu t& bao hic td, v.v., va do do ¢6 lién quan dén
suténgshﬂlvédicéncﬁabénhungthu.Theodb,céckétquénaychothéyréng
CTHRC]I c6 mdt vai trd quan trong trong cac khéi u kho didu tri. Ciing da biét
rang CTHRC1 khong chi gdy ra sy tang sinh va su di can cua cac té bao ung thu,
ma con kich thich cac t& bao noi md trong vi moi trudng khdi u va nho d6 tham
gia vao qua trinh tao mach (Park et al.; Carcinogenesis (2013) 34:694, Lee et al.,
ExpMolMed (2016) 48:¢261). V6i két qua clia phan tich mang cADN khéi u &
ngudi, da phat hién ra ring CTHRCI chi yéu dugc bieu hién & cac khéi u rdn &
nguoi, va voi két qua ctia phép phén tich bd san pham phién ma, da xac nhén rang
¢6 su khéc biét vé bidu hién gifta ung thu biéu mo tidu thuyy vi va céc té bao dng
dAn va tidu thiry binh thuong. Cling da phat hién ra rang CTHRCI dugc biéu hién
trong ung thu té bao hic t6 nguyén phat khong xam 14n va ung thu té bao héc t6
di cin, nhung khong duoc biéu hién trong cdc mau nevi lanh tinh hodc khdng xam
l4n. Ngoai ra, viéc ic ché su biéu hién CTHRC1 lam giam su di tra cta dong té
baobiungthutébéohéctéinvﬁro.CTIIR(H,dﬁdugcxécdhﬁluongbénhsaconl
soi bi 181 (dermatofibrosarcoma protuberans), la bénh ung thu tién trién khu tra
thuong di can, nhung khong dugc thay & bénh ung thu da hodc khéi u md bao soi
lanh tinh dién hinh. Ngoai ra, cling dd dugc béo cdo ring su bicu hién CTHRCI
cao dang ké trong md ung thu vii so v6i cac mod binh thuong hodc ton thuong tién
ung thu, va c6 lién quan dén nguy co ung thu di can xuong. Tuy nhién, van ¢6 nhu
cau phat trién khang thé cai thién su gin két va 4i luc voi protein CTHRCI va co
tac dung tbt trong viéc chin doan va didu tri dong thoi nhiéu loai ung thu khac

nhau.
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Bén chét k§ thuét ciia sang ché
Vén dé ky thuat

Sy phat trién ctia khang thé gan két ddc hiéu véi CTHRCI lién tuc dugce
yéu ciu dé diéu tri cac bénh ung thu khac nhau, bao gbm ung thu kho chira. Theo
do, cac tac gia sang ché da phat trién khang thé mai ¢6 ai luc va tinh dac hiéu cao,
va da xac nhén rang khang thé nay c6 hiéu qua chéng ung thu trong cac bénh ung

thu khac nhau, nho d6 hoan thanh sang ché.

Giai phap ky thuat

Mot myc dich cla sang ché 1a d& xuit khang thé gin két ddc hiéu voi
protein chita doan lap lai chudi xo#n ba colagen-1 (CTHRC1) .

Muc dich khac cua sang ché 12 dé xuit polynucleotit ma hoa khédng thé gan
két dic hiéu véi protein CTHRCI; vecto biéu hién bao gdbm polynucleotit nay; va
té bao chi bao gdm vecto biéu hién nay.

Muc dich khéc nita cia sang ché 13 d& xuét ché phdm va kit dé phét hién
khang thé gén két dac hiéu véi protein CTHRCI.

Muc dich khéc nita cta sang ché 13 d& xuit duge phdm dé ngan ngira hodc
diéu tri bénh ung thu, bao gbm khang thé nay.

Muc dich khac nita cua sang ché 1a & cap dén phuong phép diéu tri bénh
ung thu bang cach st dung khang thé nay.

Muc dich khéac nita cua sang ché 1a dé xuét ché phém dé chan doan bénh
ung thu hogc dy doan tién lugng cta bénh ung thu, bao gdm khéng thé.

Muc dich khéc nita cia sang ché 1a dé xuit phuong phap cung chp thong
tin dé chan doan bénh ung thu, bao gdm: phat hién protein CTHRCI trong mau
sinh hoc dugc phan lép tu dbi twong nghi ngo bi ung thu thong qua phan tng
khang nguyén-khang thé, bang cach st dung khang thé nay.

Muc dich khac nita cua sang ché 1a dé xuit phuong phap cung cip thong
tin dé du doén tién lrong ctia bénh ung thu, bao gdm: phat hién protein CTHRCI
trong mau sinh hoc dugc phan 18p tu dbi twong méc bénh ung thu thong qua phan
ng khang nguyén-khéang thé, bang cach st dung khang thé nay.

Muc dich khac nita ctia sang ché 13 d& xuét kit dé chin doan bénh ung thu
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hodc du doén tién lugng clia bénh ung thu, bao gdm ché pham dé chin doan bénh
ung thu hozic du doan tién luong ctia bénh ung thur.

Muc dich khéc nita clia sang ché 1a d& xut phuong phap phat hién protein
CTHRC]I trong mau, bao gdm budc phét hién phirc hop khang nguyén CTHRCI1-
khéng thé bing céch sir dung khang thé gén két dic hiéu véi protein CTHRCI.

Hiéu qua co lgi cia sang ché

Khang thé méi theo séng ché ¢6 thé phat hién mot luong rdt nhd cla
CTHRC] va ciing c6 thé phét hién véc-xin lién hop CTHRCI, va do d6 ¢6 thé
duoc sir dung hiéu qua dé dinh lugng CTHRCI va véc-xin lién hop CTHRCI.

M0 ta vat tit cac hinh vé

Fig. 1 1a két qua ciia ELISA gidn tiép d6i v6i khang thé chudt nhat 4HS va
OE6 c6 i luc gén két cao v6i CTHRC1 (Do nhay: 4HS5,9E6 >> 1D1 > 6C1).

Fig. 2 1a két qua x4c nhn ring céc khang thé chudt nhét 4H5 va 9E6 c6
cac epitop khac nhau, cho thdy rang ching c6 thé gay ra tac dung chéng ung thu
thong qua céc co ché khac nhau.

Fig.3 1a két qua xac nhén rang cCMADb45 va cCMAbB96 khong chi co ai
Iuc gén két cao véi protein CTHRC1 ma con gin két ddc hidu v6i no.

Fig. 4 1a két qua xac nhan hiéu qua tc ché ctia cCMADb45 va cCMAb96
ddi véi sy di tri cua bénh ung thu tuy in vitro. '

Fig. 5 1a két qua xac nhén hiéu qua c ché ctia cCMADb45 va cCMADb96
dbi véi su di tri ctia bénh ung thu va in vitro.

Fig. 6 1a két qua x4c nhan hiéu qua trc ché ctia ¢cCCMAb45 va cCMAbI6
ddi véi su di tri cua bénh ung thu budng trimg in vitro.

Fig. 7 1a két qua x4c nhén hiéu qua trc ché ctia ¢cCCMAb45 va cCMAbI6
d6i voi sy di tra cia bénh ung thu bang quang in vitro.

Fig. 8 12 két qua x4c nhan hiéu qua trc ché ciia cCCMADB45 va cCMAbI6
dbi v4i su xam 14n cua bénh ung thu tuy in vitro.

Fig. 9 1a két qua x4c nhén hiéu qua uc ché ctia cCMAD45 va cCMAb96
d6i voi su xAm 14n cta té bao ung thu tuy thu dugc tir bénh nhén in vitro.

Fig. 10 1a két qua xéc nhén higu qua uc ché ctia cCMAbB45 va cCCMAbBI6
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d6i v6i sy xam 14n cta bénh ung thu va in vitro.

Fig. 11 1a két qua xé4c nhan hiéu qua trc ché ciia cCCMAb4S va cCMAbI6
d6i v6i sw xam 14n cua bénh ung thu budng tring in vitro.

Fig. 12 1a két qua xé4c nhan higu qua trc ché ciia cCCMAbAS va cCMAb96
d6i v6i su xam 14n ctia bénh ung thu bang quang in vitro.

Fig. 13 1a két qua clia qué trinh san xuét khang thé g vién 4HS va 9E6
duoc lam twong thich v6i nguoi .

Fig. 14 1 két qua cua phép do 4i luc ghn két ctia khang thé ang vién 4H5
va 9E6 dugce 1am twong thich véi ngudi.

Fig. 15 13 két qua kiém tra hiéu luc cia khang thé ung vién 4HS va 9E6
duoc lam twong thich véi nguoi bang cach stt dung dong té bao ung thu tuy Panc-
1.

Fig. 16 12 két qué do lai 4i luc ghn két ctia khéng thé tmg vién 4H5 va 9E6
duge lam trong thich v6i ngudi duge chon lam khang thé so cip.

Fig. 17 1a két qua cua vi€c kiém tra lai hiéu luc cta khang thé (mg vién
4H5 va 9E6 duoc 1am twong thich véi ngudi dugce chon trude tién.

Fig. 18 la két qua xac nhan ring hCMAb45 va hCMAb96 gin két dic hiéu
v6i protein CTHRCI.

Fig. 19 12 két qua xéc nhan hiéu qua Grc ché cua hCMAb45 va hCMADI6
d6i v6i su di tra cia bénh ung thu tuy in vitro.

Fig. 20 12 két qua 4c nhan hiéu qua &rc ché cia hCMAb45 va hCMAb96
dbi voi su di trd ciia bénh ung thu budng tring in vitro.

Fig. 21 1a két qua x4c nhn hi¢u qua ttc ché ciia hCMAbA4S5 va hCMAbI6
ddi vé6i su di tri ctia bénh ung thu v in vitro.

Fig. 22 1a két qua xac nhan hiéu qua trc ché cia hCMAb45 va hCMADb96
d6i véi su di tro cua bénh ung thu bang quang, ung thu phoi, va ung thu té bao
hic td in vitro.

Fig. 23 12 két qua x4c nhén hiéu qué trc ché ciia hCMADbA4S5 va hCMADIO
d6i voi sy xAm 14n ctia bénh ung thu tuy in vitro.

Fig. 24 12 két qua x4c nhén higu qua G ché ctia hCMAD45 va hCMAD96
d6i voi sy xAm 14n ctia bénh ung thu budng tring in vitro.

Fig. 25 1 két qua xac nhn hiéu qua Gic ché ctia hCMAD45 va hCMADI6
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dbi v6i sy xam 14n cia bénh ung thu vi in vitro.

Fig. 26 1a két qua x4c nhan hiéu qua e ché cia hCMAb45 va hCMAD96
d6i voi su xam 14n ctia bénh ung thu bang quang, ung thu phéi, va ung thu té bao
hc t6 in vitro.

Fig. 27 1a két qua x4c nhan hiéu qua chéng ung thu in vivo cia hCMAD4S5
va hCMAD96. Mb hinh st dung dong té bao ung thu tuy BxPC-3 cho thdy thé

tich khoi u dd duoc giam so voi nhém doi chung.

M6 ta chi tiét sang ché

Sang ché s& duge mo ta chi tiét dudi day. Trong khi do, mdi phan mo ta
va phuong &n duge boc 16 ¢ day co thé duoc 4p dung cho 1an luot céc phén mo ta
va phuong an khac. Tac 13, tAt ca cac két hop cua céc yéu t6 khéc nhau dugc boc
16 & day déu nam trong pham vi cla sang ché. Hon nita, pham vi cua sang ché
khong bi gidi han boi phan mb ta cu thé dugc md ta dudi day.

Xuyén sudt phan md ta cua sang ché, ma 1 chit c4i thong thuong va mé 3
chit ci cho cac axit amin xuét hién tu nhién dugc sir dung. Ngoai ra, cac axit amin
dugc dé cap & dang viét tat trong sdng ché duoc mo ta theo Danh phap IUPAC-
IUB.

alanin Ala, A arginin Arg, R
asparagin Asn, N axit aspartic Asp, D
xystein Cys, C axit glutamic Glu, E
glutamin Gln, Q glyxin Gly, G
histidin His, H isoleuxin Ile, I
leuxin Leﬁ, L lysin Lys, K
methionin Met, M phenylalanin Phe, F
prolin Pro, P serin Ser, S
threonin Thr, T tryptophan Trp, W
tyrosin Tyr, Y valin Val, V

Mot khia canh cua sang ché dé xuit khang thé gin két dac hiéu vdi protein
chtra doan lap lai chudi xodn ba colagen-1 (CTHRC1) .
Nhu duoc stt dung & ddy, thuét ngit “CTHRC1” 1a protein hoa tan trong
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nuée lién quan dén qué trinh tai tao mach mau, sy hinh thanh xwong va su phat
trién hinh thai, va da biét réng protein nay duoc biéu hién trong cac dong mach bi
tdn thuwong va nhd dé thuc diy su di tra coa té bao, va co chic nang tai tao lai
dong mach chu bi tén thuong bang cach G ché tong hop colagen trong nguyén
bao soi va té bao co tron. Cling da biét rang su biéu hién cia CTHRCI trong té
bao ndi mé didu hoa yéu t6 tang trudng chuyén doi- (TGF-B) va do d6 kim ham
su biéu hién ctia cac gen dich TGF-B bao gbm colagen. Ngoai ra, chudt chuyén
gen CTHRCI gia tang sy hinh thanh xuong thudc té bao tao xwong cua nguyén
bao xuong, va su biét hoa va sy khoang hoa cua tién t& bao tao xuong, va cling
twong tac vé1 WntSa dé hoat hoa con duong phén cuc té bao phing. Dua trén
nhitng diéu nay, vai trd cia CTHRCI trong qua trinh diéu hoa sy phat trién hinh
théi trong qua trinh phat trién ¢6 thé dugc xac nhan.

Protein CTHRCI1 theo sang ché c6 thé thu dugc thong qua téi t6 hop bang
phuong phép thong thudng hodc co thé duoc mua thuong mai. CTHRC1 theo sang
ché ¢6 thé & dang protein dd dugc phan lap hodc ¢ dang dugc gin két v6i cac
protein khéac hodc polysaccarit, va cu thé 13, n6 c6 thé & dang dugc ghn két véi
ngoai doc t6 ctia vi khudn, nhung dang nay khong bi gi6i han ¢ do.

Khang thé nhan biét dic hiéu protein CTHRC1 ¢6 thé duge sir dung dé
chan doan, ngin ngira hodc diéu tri bénh, nhu bénh ung thu, trong d6 CTHRCI bi
biéu hién qua muc. V& vén d& nay, cac tac gia sang ché da phat trién khéng thé
gfin két v6i protein CTHRC1 ctia ngudi va chudt véi 4i luc cao. Khang thé theo
sang ché gén két v6i tht ca protein CTHRCI ctia ngudi voi ai luc cao, va do do6 co
thé duoc st dung hiéu qua trong linh vuc chin doan bénh trong do protein
CTHRCI1 bi biéu hién qud muc, cling nhu trong linh vuc ngédn ngtra hodc diéu tri
bénh ung thu.

Nhu duoc st dung & day, thuat nglt “khang thé” dé chi phan tu protein hoat
dong nhu thu thé c6 kha niang nhan biét dic hiéu khang nguyén, bao gbm phan tir
globulin mién dich c6 kha ndng phan ing mién dich v6i khang nguyén cu thé. N6
¢6 thé bao gdm tht ca cac khang thé da dong, khang thé don dong, khang thé
nguyén ven, va cadc manh khang th&. Nham muc dich cta sang ché, khang thé nay
6 thé 1a khang thé gén két diac hiéu v6i protein chira doan ldp lai chudi xo04n ba

colagen-1 (CTHRCI). Ngoai ra, thuat nglr nay bao gdm céc khang thé kham,
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khang thé dugc 1am twong thich véi ngudi, khang thé nguoi va phan tir hai gia
hodc dic hiéu kép (vi dy, khang thé dac hiéu kép), dime ctia doan globulin mién
dich, trime cua doan globulin mién dich, va tetrame cua doan globulin mién dich.
Ngoai ra, thudt ngit nay con bao gbm khéng thé chudi don c6 chirc ning gan két
vé6i thu thé Fe so sinh (FcRn), scabs (khang thé chudi don), cc dan xuét ciia viing
6n dinh ctia khang thé, va khang thé nhan tao trén co s khung protein. Khang thé
nguyén ven ¢6 cAu tric v6i hai chudi nhe ¢6 chiu dai ddy du va hai chudi ning
¢6 chidu dai ddy d, trong d6 m&i chudi nhe duge lién két véi chudi ning bang
lien két disulfua. Khang thé nguyén ven nay bao gdm cac typ phu IgA, IgD, IgE,
IgM, va IgG, trong do6 IgG bao gdm IgG1, IgG2, IgG3, va IgG4. Manh khéang thé
d& chi manh c6 chirc nang gin két khang nguyén va bao g6m Fd, Fab, Fab’, F(ab'),
Fv, v.v. Fd dé chi phan chudi nang chira trong manh Fab. Fab c6 cAu tric bao gdm
chc ving bién ddi chudi nhe va chudi nang, viing dn dinh cta chudi nhe, va ving
6n dinh thu nhat cta chudi ning (mién CH1), va c¢6 mot vi tri ghn két khang
nguyén. Fab' khac véi Fab & chd né c6 ving ban 18 bao gbm it nhét mot goc xystein
& dau tan cung C cla mién CH1 chudi ning. Khang thé F(ab'), duge tao ra khi gbe
xystein trong ving ban 1& ctia Fab' tao thanh lién két disulfua. Manh bién ddi (Fv)
@& chi manh khang thé toi thidu chi c6 ving bién doi chudi ning va vung bién doi
chudi nhe. Manh khang thé Fv duoc 4n dinh disulfua (dsFv) c6 dédc trung la vung
bién dbi chudi ndng va ving bién déi chudi nhe dugc lién két boi lién két disulfua,
trong khi Fv chudi don (scFv) thudng ¢ dic trung 1a ving bién ddi chudi nang va
ving bién dbi chudi nhe dugc lién két boi lién két cong hoa tri thong qua cau ndi
peptit. Cac manh khéng thé nay c6 thé thu dugc bang cach sir dung proteaza (vi
du, Fab c6 thé thu dugce bang cach phan cit khang thé nguyén ven bang papain,
va manh F(ab")2 ¢o thé thu dugc bang cach phan cat khang thé nguyén ven bang
pepsin). T6t hon 13, cdc méanh khang thé c6 thé dugc xay dung nho cong nghé tai
t& hop di truyén.

Nhu duge sir dung & ddy, thudt ngtt “khéng thé don dong” dé chi phan tir
khang thé c6 mot thanh phan phan tir duy nhét, thu dugc tir quin thé cta cac khang
thé vé co ban gidng hét nhau. Khang thé don dong nhu vy thé hién tinh dic hié¢u
ghn két don va 4i luc véi epitop ddc hi¢u.

No6i chung, globulin mién dich c6 chudi ning va chudi nhe, va moi chudi
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ning va chudi nhe bao gdm ving 6n dinh va ving bién ddi (cac viung nay ciing
dugc goi la “mién”). Ving bién d6i ctia chudi nhe va chudi ning bao gbm ba vung
siéu bién duoc goi la ving quyét dinh bd sung (dudi ddy goi 1a “CDR”) va bdn
vung khung. CDR chiu trach nhiém chinh v& viéc gin két v6i epitop cua khang
nguyén. CDR cta mdi chudi thuong duge goi 1a CDR1, CDR2, va CDR3, duoc
danh s6 tudn ty bit dau tir dAu tan cung N, va cling duoc xdc dinh boi chudi ma
CDR cu thé duogc dat trong do.

Nhu duoc st dung & déy, thuét ngit “khang thé nguoi” dé chi phan tir ¢6
ngudn goc tir globulin midn dich cta ngudi, trong d6 trinh tu axit amin c6 chiéu
dai day du cta khang thé, bao gdm cac ving quyét dinh b6 sung va vung khung,
bao gdm trinh ty axit amin cta globulin mién dich ctia nguoi. Khang thé nguoi
thuong dugce st dung dé diéu tri bénh cta ngudi va ¢ thé c6 ba hodc nhidu wu
didm tiém ning. Thu nhit, khang thé ngudi 6 thé d& dang tuong tac hon v6i hé
théng mién dich cha ngudi nhd do céc té bao dich co thé duoc dung giai hiu qua
hon béi, vi du, tic dung gay doc té bao phu thude bd thé (CDC) hodc téc dung gay
doc t& bao qua trung gian té bao phu thudc vao khéng thé (ADCC). Thu hai, ¢
mdt vu diém 1 hé théng mién dich cua nguoi khong nhan dién khang thé nay 1a
khang thé ngoai lai. Thir ba, c6 mdt uu diém 1a ngay ca khi thube duogc st dung
v61 lwong nho hon ¢ tan sudt thip hon, thoi gian ban thai cia ching trong hé tudn
hoan cta ngudi 1a tuong ty nhu cua khang thé xuét hién tu nhién.

Ngoai ra, khi khang thé theo sang ché bao gdm ving én dinh, n6 c6 thé
bao gdm ving én dinh c6 ngudn gbe tir IgG, IgA, IgD, IgE, IgM, hogc céac td hop
hodc thé lai ctia chung.

Nhu duge st dung & day, thuat ngir “t§ hop” nghia la cac polypeptit ma
héa cac vung 6n dinh globulin mién dich chudi don c6 cung ngudn gbc dugc lién
két v6i polypeptit chudi don c6 ngudn gbc khac dé tao ra dime hogc multime. Vi
dy, dime hodc multime 6 thé duoc tao thanh tir hai hodc nhiéu ving 4n dinh dugc
chon tir nhom bao gém cac vung 6n dinh IgG, IgA, IgD, IgE, va IgM.

Nhu dugc st dung ¢ day, thudt nglr “thé lai” nghia la cac trinh tu tuong
mg v6i hai hodc nhiéu ving 6n dinh chudi ning globulin mién dich ¢6 ngudn gbe
khac nhau c6 mat trong chudi don cia ving 4n dinh chudi nidng globulin mién

dich. Vi du, mién lai hoa ¢ thé c6 thé bao gom mot dén bon mién dugc chon tu
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nhom bao gém CH1, CH2, CH3, va CH4 cua IgG, IgA, IgD, IgE, va [gM.

Nhu duoc st dung & day, thudt ngit “khang thé gén két dac hiéu vdi protein
chira doan lap lai chudi x0dn ba colagen-1 (CTHRC1)” @& chi khang thé c6 kha
nang Uc ché hoat tinh cua protein CTHRCI bang cich gén két v6i protein
CTHRCI.

Khéng thé ghn két dic hiéu voi CTHRCI theo sang ché khac biét ¢ chd n6
gin két v6i protein CTHRC1 clia nguoi véi i luc cao.

Khang thé nay c6 thé bao gdm (a) vung bién dbi chudi ning bao gém
CDRI1 chudi ning ctia SEQ ID NO: 1 hodc 11, CDR2 chudi nang ctia SEQ 1D
NO: 2 hodc 12, va CDR3 chudi ning cia SEQ ID NO: 3 hogc 13; va (b) vung bién
ddi chudi nhe bao gdm CDR1 chudi nhe cia SEQ ID NO: 4 hogc 14, CDR2 chudi
nhe cua SEQ ID NO: 5 hogc 15, va CDR3 chudi nhe cia SEQ ID NO: 6 hodc 16.

Ngoai ra, khang thé theo sang ché co thé bao gdm, nhung khong chi gisi
han &, vung bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin cta SEQ ID NO: 7, 17,
21, hoac 25; vavung bién ddi chudi nhe chira trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 9,
19, 23, hoac 27.

Theo mot vi du cla sang ché, khang thé theo sang ché vai ai luc va tinh
dac hiéu cai thién d61 véi protein CTHRC1 ¢6 thé bao gdm cu thé 1a ving bién
ddi chudi ning bao gdm CDR1 chudi ndng cua SEQ ID NO: 1, CDR2 chudi niang
cia SEQ ID NO: 2, va CDR3 chudi nang cia SEQ ID NO: 3; va viung bién doi
chudi nhe bao gdm CDRI chudi nhe cua SEQ ID NO: 4, CDR2 chudi nhe cua
SEQ ID NO: 5, va CDR3 chudi nhe cua SEQ ID NO: 6; hodc

ving bién dbi chudi nang bao gdbm CDR1 chudi ning cta SEQ ID NO: 11,
CDR2 chudi ning ctia SEQ ID NO: 12, va CDR3 chudi ning cua SEQ ID NO: 13;
vavung bién ddi chudi nhe bao gém CDR1 chudi nhe cia SEQ ID NO: 14, CDR2
chudi nhe ciia SEQ ID NO: 15, va CDR3 chudi nhe ctia SEQ ID NO: 16, nhung
khong bi gigi han & do.

Theo mdt phuong dn cla sang ché, khang thé bao gdm ving bién dbi chudi
ning chia trinh tu axit amin cua SEQ ID NO: 7 va vung bién dbi chudi nhe chira
trinh tu axit amin cua SEQ ID NO: 9 duoc dit tén la “4H5” hodc “cCMADb45”, va
khang thé bao gdm ving bién dbi chudi ning chtra trinh ty axit amin cua SEQ ID

NO: 17 va ving bién ddi chudi nhe chira trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 19
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duoc dit tén 12 “9E6” hodc “cCMADI6™.

Ngoai ra, khang thé bao gdm ving bién d6i chudi ning chua trinh tu axit
amin cua SEQ ID NO: 21 va vung bién ddi chudi nhe chira trinh ty axit amin cua
SEQ ID NO: 23 dugc dat tén 1a “4H5” hodac “hCMADb45”, va khang thé bao gdm
vung bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin cua SEQ ID NO: 25 va vung
bién ddi chudi nhe chtra trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 27 dugce dat tén la
“9E6” hodc “hCMADI6™.

Theo mdt phuong an cua sang ché, bdn khang thé 4H35, 9E6, 6C1, va 1D1
moi vai ai luc cao nhit voi khang nguyén dugc chon loc bé“mg cach sang loc
lympho bao B gén két véi protein CTHRCI, va két qua cta viéc xdc nhén cac
epitop cuia 4H5 va 9E6 trong s6 bén khang thé 13 da xac nhan duge rang 4H5 va
OE6 gén két dic hidu véi protein CTHRC1 véi i lye cao, nho d6 tao ra hai khéng
thé mdi néu trén.

Céc két qua nay cho thdy rang khang thé gan két v6i protein CTHRCI
theo séng ché c6 thé duoc st dung hiéu qua trong linh vuc yéu cdu nhéan dién
protein CTHRC1, vi dy, trong chén doan hodc diéu tri bénh trong d6 protein
CTHRC1 bi biéu hién qua muc.

Khia canh khéc cua sang ché d& xuit phuwong phap tao ra khang thé.

Khang thé theo sang ché ¢6 thé dé dang dugc tao ra bang cong nghé san
xuét khang thé thong thuong. Vi du, phuong phép tao ra khang thé don dong c6
thé duoc thuc hién bang cach tao ra thé lai bang cach st dung lympho bao B thu
dugc t dong vat da dugc gy mién dich (Koeher va Milstein, 1976, Nature,
256:495) hodc ¢6 thé duge thuc hién bing cach st dung cong ngh¢ hién thi thé
thue khudn, nhung khong bi gioi han & d6. Phuong phdp tao ra khing thé da dong
c6 thé d& dang dugc thuc hién bang cich st dung cong nghé san xuét khang thé
thong thuong. |

Thu vién khéng thé st dung cong nghé hién thi the thye khudn 1a phuong
phép bidu hién khang thé trén bé mat cua thé thuc khuén véi céc gen cia khing
thé truc tiép thu dugc tir Lympho bao B ma khong cAn tao ra thé lai. Nhiéu kho
khén lién quan dén viéc tao ra khang thé don dong bang k¥ thuat lam bét tir té bao
B ¢6 thé duge khéc phuc bang cong nghé hién thi thé thuc khuén nay. Hién thi thé

thuc khudn thong thuong bao gbm cac bude: 1) gin xen oligonucleotit ¢o trinh tu
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ngau nhién vao ving tuong tng vl dau tan cung N cta protein vo boc thé thuc
khudn pIII (hodc pIV); 2) biéu hién protein dung hgp chira mot phan cta protein
v6 boc tu nhién va polypeptit duoc mé hoa bai oligonucleotit ¢6 trinh tur ngau
nhién néu trén; 3) xt ly vat liéu co thé gin két voi polypeptit dugec ma hoa boi
oligonucleotit nay; 4) rira giai hat peptit-thé thuc khuan da gin két v6i vat liéu néu
trén & 46 pH thap hodc st dung phén tir c6 kha nang ghn két canh tranh; 5) khuéch
dai thé thuc khudn da dugc rira giai trong t& bao chu bang cach phan tich trong
lugng; 6) 1ap lai cac bude néu trén dé thu duoc luong thé thuc khuin mong mudn;
va 7) x4c dinh trinh tu cta khang thé hoat dong tir cac trinh ty ADN ctia dong vo
tinh thé thuc khuin dugc chon bang cach phan tich trong luong.

Phuong phép tao ra khang thé don dong theo sang ché c6 thé dugce thuc
hién bing cong nghd hién thi thé thyc khuén. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong
linh vuc k¥ thudt ctia sdng ché c6 thé dé dang thuc hién cac bude néu trén ¢6 tham
khao cc ky thuat hién thi thé thuc khuén da biét, dugc boc 10 trong, vi du, Barbas
et al. (METHODS: A Companion to Methods in Enzymology 2:119, 1991 J. Virol.
2001 July; 75(14):6692-9) va Winter et al. (Ann. Rev. Immunol. 12:433, 1994).
Cacviduy vé thé thuc khudn ma c6 thé duoc st dung dé xay dung thu vién khéng
thé bao gdm, nhung khong chi gidi han ¢, thé thuc khuin dang soi, nhu fd, M13,
fl, If1, Ike, Zj/Z, Ff, Xf, Pf1, va Pf3. Ngoai ra, cac vi du v& vecto ma co thé dugc
str dung dé biéu hién gen khong ddng nhét trén bé mat cua thé thuc khuén dang
soi bao gdm, nhung khong chi gioi han &, vecto thé thuc khuan, nhu fUSES,
fAFF1, fd-CATI, hodc fdtetDOG, hodc vecto phagemit, nhu pHENTI, pComb3,
pComb8, hogc pSEX. Ngoai ra, cac vi du v& thé thuc khuén tro gitip, ma co thé
duoc st dung dé cung cép protein vo boc tu nhién, ma can thiét dé tai gy nhiém
thanh cong thé thuc khuin téi t0 hop, bao ¢dm, nhung khong chi giéi han o,
M13K07 hodc VSCMI3.

Polynucleotit ma hoa dong v6 tinh ctia khang thé don dong theo séng ché
¢6 thé dugc phan 18p va giai trinh tu dé dang bang cach st dung cac quy trinh
thong thuong, vi du, bang cach st dung cac doan mdi oligonucleotit dugc thiét ké
dé khuéch dai dic hiéu cac vung chudi ning va chudi nhe can quan tAm tor ADN
Kkhu6n miu thé thue khudn. Khi polynucleotit duge phén 1dp, n6 ¢6 thé dugc dat

vao vecto bidu hién, ma sau d6 dugc dwa vao cac te bao chu thich hgp, va khang
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thé don dong mong mudn c6 thé duoc tao ra tir cac té bao chu da dugc bién nap
(tic 1a cac thé bién nap). Do do, phuong phap tao ra khang thé don dong ctia ngudi
c6 thé bao gdbm budc khuéch dai polynucleotit ma hoa khang thé don dong cta
nguoi trong vecto biéu hién bao gém polynucleotit ma hoa khang thé don dong
ctia ngudi, nhung khong chi giéi han ¢ do.

Khia canh khac nita ciia sang ché d& xuét polynucleotit ma hoa khang thé,
vecto biéu hién bao gém polynucleotit nay, va té bao chu duoc dua vecto biéu
hién nay vao.

Khéng thé 14 nhu duge mo ta trén day.

Vecto bidu hién bao gdm polynucleotit ma héa khang thé theo sang ché
khong bi giéi han cu thé, nhung c6 thé 1a vecto c6 kha ning sao cheép va/hoic biéu
hién polynucleotit & cac té bao c6 nhan dién hinh hodc té bao khong ¢6 nhén dién
hinh, bao gém té bao dong vat c6 va (vi du, té bao nguoi, khi, tho, chudt déng,
chudt hamster hodc chuot nhit), té bao thuc vat, té bao nAm men, t& bao con trung
va t& bao vi khudn (vi du, E. coli). Tt hon 13, n6 c6 thé 1a vecto, ma bao gbm it
nhit mot gen danh d4u chon loc va dugc lién két c6 diéu khién véi trinh tu khoi
dong thich hgp nhd do nucleotit nay ¢6 thé duge biéu hién trong té bao chu. Vi du,
vecto ndy co thé & dang trong d6 polynucleotit dugc dua vao thé thuc khuan,
plasmit, cosmit, nhiém séc, thé nhé, vecto virut hodc virut retro, v.v.

Vecto biéu hién bao gdm polynucleotit ma hoa khang thé ¢6 thé 1a vecto
bidu hién bao gdm mdi polynucleotit ma héa chudi nang hogc chudi nhe ctia khang
thé hoic vecto biéu hién bao gém tAt ca cac polynucleotit ma hoa chudi ning hodc
chudi nhe cta khang thé.

Té bao chi ma vecto bidu hién dugc dua vao trong do co thé 1a, nhung
khong bi giéi han cu thé o, cac thé bién nap dugc dua vecto biéu hién vao, vi du,
t6 bao vi khuin nhu E. coli, Streptomyces, Salmonella typhimurium, V.v.; té bao
nidm men; t& bao nAm nhu Pichia pastoris, V.V.; té bao con trung nhu té bao
Drosophila, Spodoptera S9, v.v.; té bao dong vat nhu té bao budng tring chudt
hamster Trung Qubc (CHO), SP2/0 (u tiy chudt nhét), nguyén bao lympho ngudi,
COS (nguyén bao s¢i than khi), NSO (u tuy chudt nhét), 293T, té bao u hic t6
Bowes, HT-1080, BHK (té bao than cta chudt hamster con), HEK (té bao thdn

phoi nguoi), PERC.6 (té bao vong mac nguoi), v.v.; va té bao thuc vAat.
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Nhu duoc st dung & day, thudt ngft “dua vao” dé chi su phan phdi vecto
bao gdm polynucleotit ma hoa khang thé vao té bao chu. Viéc dua vao nhu vay co
thé dugc thuc hién bing cac phuong phap khic nhau da biét trong linh vuc k¥
thuét nay, nhu, dbng két tia canxi phosphat-ADN, chuyén nhiém qua trung gian
DEAE-dextran, chuyén nhiém qua trung gian polybren, dién chuyén, vi tiém,
chuyén nhiém qua trung gian liposom, dung hop liposom, bao gdi trong liposom
va dung hop thé nguyén sinh. Ngoai ra, chuyén nhiém nghia 12 phan phdi vat ligu
mong mudn vao té bao biang cach gay nhiém st dung cac hat virut. Ngoai ra, vecto
nay co thé duge dua vao té bao chu bang cach bén pha gen, v.v. Theo sdng ché,
thudt ngft dua vao c6 thé dugc sit dung thay thé 13n nhau véi chuyén nhiém.

Theo khia canh khéac nita, sang ché d& xuit dugce phdm dé ngan ngira hodc
diéu tri bénh ung thu, bao gbm khéng thé.

Khéng thé gin két vé6i 4i luc cao v6i protein CTHRCI, ma bi biéu hién
qua murc trong bénh ung thu va dugc biét 1a dong mot vai tro quan trong trong su
tang trudng va su di cdn cua cac té bao ung thu, din dén tac dung Gc ché, trung
hoa va/hodc phan ing gy doc té bao ctia protein CTHRC1, va nho d6 dan dén tac
dung ngdn ngtra hodc didu tri bénh ma trong d6 protein CTHRC1 bi biéu hién qué
mitc. Khang thé nay 1a nhu dugc mo ta trén day.

Nhu duogc st dung ¢ ddy, thuat ngit “ung thu” dé chi loai bénh ung thu bét
ky cé thé duoc ngin nglra hodc didu tri bang khang thé theo sang ché ma khong
bi giéi han. Céc vi du vé chiing c6 thé bao gdm, nhung khong chi gidi han &, ung
thu tuy, ung thu budng trﬁhg, ung thu vu, ung thu té bao hic tb, ung thu gan, ung
thu ¢d tir cung, ung thu da day, ung thu phdi, ung thu dai truc trang, ung thu miéng
va ung thu bang quang. Nhu duge st dung & day, thuat nglt “ngédn ngua” dé chi
tAt ca cac tdc dung ma \ic ché hodc 1am cham sy phét trién ctia bénh ung thu bang
cach st dung ché phém, va thuat nglv “didu tri” dé chi tht ca cac tac dung ma khoi
phuc hodc thay dbi theo cach c6 loi cac triéu chimg cua bénh ung thu bang cach
st dung ché pham.

Duoc phdm nay c6 thé con bao gdm chit mang dugc dung.

Nhu dugce st dung & day, thuat ngi “chit mang duogc dung” dé chi chét
mang hoac chét pha lodng khong gy kich ing cho sinh vat va khong lam mét hoat

tinh sinh hoc va cac tinh chét cua hop chit dugc st dung. Céc vidu vé chét mang
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dugc dung, ma cd thé duoc st dung dé bao ché ché phém & dang dung dich long,
bao gdm dung dich nudc mudi, nude vo tring, dung dich Ringer, dung dich nudce
mubi c6 dém, dung dich tiém albumin, dung dich dextroza, dung dich maltodextrin,
glyxerol, etanol, va hdn hop cta mot hodc nhidu trong s ching. Néu cin, ché
phim cfing c6 thé chita cc chit phu gia thong thuong khéc, nhu chét chdng oxy
hoéa, chit dém, chat kim khuén, v.v. Ngoai ra, ché phém nay co thé chira thém chét
pha lodng, chét phan tan, chét hoat dong bé mit, chét két dinh va chét boi tron dé
bao ché ché phdm thanh dang bao ché tiém duoc, nhu dung dich nudc, huyén phi,
nhii twong, v.v, vién tron, vién nang, c6m hoic vién nén.

Dugc pham c6 thé & dang ctia nhiéu dang bao ché dung qua dudng miéng
hodc ngoai dudng tiéu hoa khac nhau. Duoc phém duoc bao ché bang cach st
dung chét pha lodng hogc td dugc thong thuong, bao gdm chét don, chat kéo dai,
chét két dinh, cht thim uét, chét gdy rd, chét hoat dong bé mit, v.v. Cac dang bao
ché ran dé dung qua duong miéng bao gbm vién nén, vién tron, bot, cdm, vién
nang, v.v. Cac dang bao ché ran nay c6 thé dugc tao ra bang cch tron it nhit mot
hop chat voi mot hodc nhiéu ta duoc, vi duy, tinh bot, canxi cacbonat, sucroza,
lactoza, gelatin, v.v. Ngoai ta dugce don gian, chét bdi tron nhu magie stearat, bot
talc, v.v. c6 thé ciing duge sir dung. Ngoai ra, cac dang bao ché long dé st dung
qua duong miéng bao gbm huyén phu, dung dich dé str dung bén trong, nhil tuong
va si-rd, v.v. Ngoai nudce, thuong duge st dung lam chét pha logng don gian va
parafin 16ng, nhiéu ta4 dugc khac nhau, vi du, chit thAm udt, chét tao ngot, chét
didu vi, chét bao quan, v.v. ¢6 thé duogc bao gébm. Céc dang bao ché dé sir dung
ngoai dudng tiéu hoa bao gbm dung dich nude tiét trung, dung moi khong chtra
nuée, chit tao huyén phi, nhil tuong, chét lam dong-kho, thudc dan, v.v. Propylen
glycol, polyetylen glycol, dau thuc vat nhu diu 0 liu, este tiém dugc nhu etyl oleat,
v.v. ¢ thé duogc st dung 1am dung moi khong chira nude va chét tao huyén phu.
Nén cho thudc dan co thé bao g@)m witepsol, macrogol, tween 61, bo cacao, bo
laurin, gelatin d& dugc glyxerin hoa, v.v.

Dugc phim c6 thé c6 cong thirc bét ky dugc chon tir nhom bao gbm vién
nén, vién tron, bot, cdm, vién nang, huyén phu, dung dich dé str dung bén trong,
nhil trong, si-rd, dung dich nudce i€t trung, dung dich khong chtra nudc, chét 1am

dong-kho va thube dan.
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Ché phém theo séng ché c6 thé duoc st dung vai lugng hiru hiéu diéu tri.

Nhu duoc st dung & day, thut ngtt “luong hitu hiéu didu tri” dé chi luong
dt dé didu tri bénh, vai ty 1€ loi ich/rti ro hop ly ap dung dugc cho phuong phap
didu tri y té bét ky. Mtrc ﬁéu hitu hiéu ctia ché phim c6 thé dugc xéac dinh phu
thudc vao loai d61 trong, mrc do nghiém trong cua bénh, tudi va gidi tinh cua dbi
twong, loai bénh ung thu, hoat tinh cta thudc, @6 nhay voi thudc, thoi gian st dung,
dudng su dung, tdc do thai trvr, thoi gian diéu tri, cac yéu t6 bao gom thude duoc
stt dung két hop véi ché pham nay, va cac yéu té khac da biét trong linh vuc y té.
Ché phém theo sang ché c6 thé dugce st dung mdt minh hodc két hop véi cac dugce
chét khac, va c6 thé duge st dung 1an luot hodc ddng thoi voi cac duoc chét thong
thuong. Ngoai ra, ché phdm nay ¢6 thé dugc st dung ¢ dang don lidu hodc da lidu.
Diéu quan trong la st dung ché pham nay véi lugng t6i thidu ma co thé gay hiéu
qua toi da ma khong gy ra tac dung phu, khi xem x¢t tht ca céc yéu to dugc mod
ta trén day, va luong tb1 thidu nay co thé d& dang dugc x4c dinh boi nguoi ¢6 hiéu
biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay.

Khia canh khac nita cua sang ché @& cap dén phuong phap diéu tri bénh
ung thu bang cach sir dung khang thé. '

Khéang thé va bénh ung thu 1a nhu duge md ta trén day.

Phuong phap didu tri bénh ung thu c6 thé la phuong phap didu tri bénh
ung thu bao gbm bude st dung dugc pham bao gbm khang thé ciing véi chét mang
duoc dung cho dbi twgng mac bénh ung thu hode nghi ngo méc bénh ung thu. 0
day, chit mang dugc dung 1a nhu dugc md ta trén day. Phuong phap diéu tri bénh
ung thu ¢co thé cu thé 12 phuong phap diéu tri bénh ung thu bao gbm budc str dung
ché phdm bao gbm khéng thé cho dbi twong méic bénh ung thu.

Céc vi du vé d6i tugng nay bao gom dong vat c6 v, bao gbm gia stc, lon,
clru, ga, ché, ngudi, v.v. va chim. D6i tuong nay co thé 1a ddi tuong bét ky trong
d6 bénh ung thu s& duoc didu tri bang cach st dung ché pham theo sang ché.

Cu thé 13, ché phém nay co thé duoc str dung voi luong hitu hiéu diéu tri
& dang don lidu hodc da liéu. O day, ché phdm nay c6 thé dugc st dung ¢ dang
chit 1ong, bot, khi dung, vién nang, vién nén dugc bao tan trong rudt hodc vién
nang, hodc thudc dan. Ngoai ra, ché phém nay co thé duoc sut dung trong phuc

mac, trong tinh mach, trong co, dudi da, trong da, qua mié€ng, khu tra, trong mili,
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trong phoi, hodc trong tric trang, nhung khong chi gi¢i han & d6. Tuy nhién, khi
ché phém nay dugc st dung qua duong miéng, peptit duoc ti€u hoa trong da day,
va vi ly do nay, ché phdm st dung qua duong miéng nén dugc bao ché dé thanh
phén hoat chét duoc bao hoic dugce bao vé khoi sw phén hiy trong da day. Ngoai
ra, dugc pham co thé duoc st dung bang céach st dung thiét bi bt ky c6 kha néng
phéan phéi thanh phin hoat chét dén t€ bao dich.

Khia canh khéc nira ciia sang ché dé cap dén phuong phéap cung chp thong
tin dé chan doan bénh ung thu, bao gdm budc phat hién protein CTHRCI trong
mau sinh hoc dugc phén 1ap tir d6i trong nghi ngd bi ung thu thong qua phan img
khang nguyén-khang thé, bang cach st dung khang thé. Ngoai ra, phuwong phap
nay c6 thé 1a phuong phap dé chan doan bénh ung thu.

Khia canh khéc nita ciia sang ché d& cap dén phuong phap cung chp thong
tin dé dy doan tién lugng ctia bénh ung thu, bao gdm budc phét hién protein
CTHRC]1 trong mau sinh hoc duge phén lap tu dbi twong mac bénh ung thu thong
qua phan ung khang nguyén-khang thé, bang cich sir dung khang thé. Ngoai ra,
phuong phap nay co6 thé 1a phuong phép dé dyu doan tién lugng cua bénh ung thu.
Khang thé, bénh ung thu, dbi tugng va protein CTHRCI 1a nhu duge mo ta trén
day. Do protein CTHRC1 42 duoc biét 1a bi biéu hién qué mirc trong nhiéu bénh
ung thu khéc nhau, khang thé theo sang ché c6 thé duoc stir dung hiéu qua dé chan
doan bénh ung thu ma trong do protein CTHRC1 da dugc biét 1a bi biéu hién qua
muc. Ngoai ra, cling dd duogc bdo cao rang su biéu hién qua muc cua protein
CTHRCI1 gly ra su chuyén dbi biéu mo-trung mo6 (EMT) lién quan dén su di cdn
va do do co lién quan dén tién luong x4u ctia bénh ung thu. Do d6, khang thé theo
sang ché co thé dugc st dung hiéu qua dé du doan tién lugng ctia bénh ung thu.

Phuong phép cung cép thong tin dé chan doéan bénh ung thu hodc du doan
tién lugng ctia bénh ung thu cho phép phat hién protein CTHRCI bang cach cho
khang thé don dong ciia ngudi dic hi€u voi CTHRC] theo sang ché phan ing voi
mau sinh hoc dugc phan lap tur dbi twong nghi ngo bi méc bénh ung thu hodc méc
bénh ung thu va phat hién sy hinh thanh phttc hop khang nguyén-khang thé, nho
dé cung cép thong tin dé =hén doan bénh ung thu hodc du doén tién luong cua
bénh ung thu.

Cu thé 13, phuong phép nay c6 thé 1a phuong phép cung cép thong tin aé
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chén doan bénh ung thu hodc phuong phéap dé chin doan bénh ung thu, bao gdm
c4c budce: (a) xtt Iy miu sinh hoc duge phén 1ap tur dbi tuong nghi ngo bi méc bénh
ung thu bing khang thé, dé phét hién protein CTHRCI1 béng phan tmg khang
nguyén-khang thé; va (b) so sanh muc protein CTHRC1 dugc phat hién trong
budc (a) véi mic nay trong nhém dbi chimg, va dénh gia dbi twong 1a bénh nhan
ung thu néu mirc protein CTHRC1 trong mau sinh hoc 1a cao hon so véi mac nay
trong nhom d6i chimg.

Cu thé 13, phuwong phép nay c6 thé 1a phuong phap cung cép thong tin dé
du doan tién lugng cua bénh ung thu hodc phuong phap dé du doan tién lugng cua
bénh ung thu, bao gbm cic bude: (a) xr Iy mau sinh hoc dugce phan 1ap tu abi
tuong méc bénh ung thu bing khang thé, dé phat hién protein CTHRCI bang phan
(g khang nguyén-khang thé; va (b) so sanh mirc protein CTHRC1 duoc phat hién
trong bude (a) voi murc nay trong nhom d6i chung.

~, 66

Nhu dugc sir dung & ddy, thuét ngtr mau sinh hoc” nghia 1a bao gém mo,
té bao, méu toan phan, huyét thanh, huyét tuong, mau md ti thi (nfo, da, hach
bach huyét, tiy sbéng, v.v.), dich ndi bé mit cia mdi trudng nuodi cy té bao, té bao
6 nhan dién hinh bi v&, va hé biéu hién vi khuén, v.v, nhung khong chi gii han
& d6. Cac mau sinh hoc nay ¢ thé duoc phan Gng v6i khang thé & trang thai duoc
thao tac hodc khong dugc thao tac dé xac dinh su c6 mit cua protein CTHRCI
hodc su ¢6 mit hodc khong c6 mit cta bénh ung thu.

~, (6

Nhu duoc sit dung & day, thuét ngit “phirc hop khang nguyén-khang thé”
d8 chi sy lién hop gifta khang nguyén protein CTHRC1 trong miu va khang thé
don dong theo sang ché nhan biét khang nguyén protein CTHRCI. Su tao thanh
phtic hop khang nguyén-khang thé nhu vay c6 thé dugc phat hién bang phuong
phap bat ky dugc chon tir nhém bao gdm phuong phép do mau, phuong phép dién
hoa, phuong phap do flo, phuong phap do quang, phuong phap dém hat, phuong
phéap danh gia béng mét thudng va phuong phap dém nhip nhéy, nhung phuong
phap nay khong bi giéi han ¢ do, va cac phuong phap khac nhau co thé duoc st
dung.

Theo sang ché, cac nhan khac nhau ¢ thé duoc st dung dé phat hién phirc
hop khang nguyén-khang th8. Céc vi du cu thé vé nhin nay bao gbm, nhung khong

chi gi6i han &, enzym, vét liéu huynh quang, phéi t, vat liéu phét quang, vi hat,
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va ddng vi phong xa.

Céc vi du vé enzym dugc st dung lam nhan phét hién bao gbm axetyl-
cholinesteraza, phosphataza kidm, pD-galactosidaza, peroxidaza cdy cu cai ngua,
B-lactamaza, v.v. Cac vi du vé vat liéu huynh quang bao gdm fluorescein, Eu®",
Eu’" chelat, cryptat, v.v. Céac vi du vé phéi tr bao gém dAn xuat biotin, v.v, va cac
vidu v& vt lidu phat quang bao gém este acridini, dan xuat isoluminol, v.v. Ngoai
ra, cac vi du vé vi hat bao gém vang coloit, latec mau, v.v., va cac vi du vé déng
vi phong xa bao gdm chit phan tmg *’Co, *H, 1251 y3 125]-Bonton Hunter, v.v.

Tét hon 13, phire hop khéng nguyén-khéng thé nay co thé dwoc phat hién
bang thir nghiém hép thu mién dich dugc lién két voi enzym (ELISA). Céac vi du
vé ELISA bao gdm ELISA khéc nhau, nhu ELISA truc tiép st dung khang thé da
duoc dan nhan nhan dién khang nguyén gin vao nén ran, ELISA gian tiép sir dung
khang thé thir cép da dugc dan nhan nhan dién khang thé bt giit trong phirc hop
khang thé nhan dién khang nguyén gén vio nén rén, ELISA truc tiép kiéu banh
kep (sandwich ELISA) sir dung khang thé da duoc dan nhan khéac nhan dién khang
nguyén trong phirc hop khang nguyén-khang thé gan v6i nén ran, ELISA gian tiép
kiéu banh kep (sandwich ELISA) bao gdm cho khang nguyén phén ung voi khang
thé khac trong phitc hop khang nguyén-khang thé gin véi nén ran va st dung
khang thé thir cip da duge dan nhan nhén dién khang thé khac, va ELISA canh
tranh bao gdm su canh tranh gifta cdc khang nguyén khéc nhau voéi cung vi tri gén
két khang thé, v.v.

Khang thé don dong ¢6 thé c6 nhan phat hién. Néu khang thé don dong
khong c6 nhan phat hién, né c6 thé duoc bt giit va phat hién bang cach xtr ly bing
khang thé khac c6 nhan phat hién.

Khia canh khéac nita cua sang ché dé xuét ché pham dé chan doan bénh
ung thu hodc du doan tién lugng cla bénh ung thu.

Khang thé va bénh ung thu 1a gibng nhu duoc mo ta trén déy. Co thé chan
doan bénh lién quan dén sy bidu hién hogc muc bicu hién cua protein CTHRC,
nhu ung thu, hodc dy doén tién luong cta bénh ung thu, bang cach su dung ché
phém dé chin doan bénh ung thu hodc du dodn tién luong cta bénh ung thu, bao
gdm khang thé dic hiéu v6i protein CTHRCI theo sang ché.

Khia canh khac nita ciia sang ché d& xuét kit dé chan doan bénh ung thu
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hoic du do4n tién lugng ctia bénh ung thu, bao gém ché phém dé chan doan bénh
ung thu hodc dy doan tién lugng cua bénh ung thu.

Ché pham va bénh ung thu 1a gibng nhu duge md ta trén day. Ngoai ra, kit
dé chin doan bénh ung thu co thé con bao gdm ché pham, dung dich hodc dung
cu ¢6 mot hoac nhidu c4c thanh phan khéc thich hop cho cac phuong phap thu
nghiém.

Khia canh khac nita cia sang ché d& xuét ché pham va kit dé phat hién
protein CTHRCI, bao gbm khang thé gin két dic hiéu véi protein chira doan 1ap
lai chudi xoan ba colagen-1 (CTHRC1) .

Khia canh khac nita cua sang ché & cap dén phuong phap phat hién
protein CTHRC1 trong mAu, bao gdm budc phat hién phirc hop khang nguyén
CTHRC1-khéng thé bing cach sir dung khang thé gén két dac hiéu véi CTHRCI.
Phuong phéap phat hién ¢6 thé duoc st dung dé dinh Iuong véc-xin lién hop.

~, G

Nhu dugce st dung & day, thuét nglt “phtrc hop khang nguyén-khang thé”
dé chi thé lién hop gitra khéng nguyén li€n quan trong mAu va khang thé nhan dién
khang nguyén nay. Viéc phat hién phirc hop khang nguyén-khang thé c6 thé dugc
thuc hién bing cach st dung phuong phap bét ky da biét trong linh vuc k¥ thuat
nay, vi du, phuong phap quang phé, quang hoa, sinh hoa, hoa mién dich, dién, do
quang phd hép thu, hoa hoc va cdc phuong phap khac. Cu thé, n6 o thé dugc phat
hién bang phuong phap bét ky dugc chon tir nhém bao gbdm phuong phap do mau,
phuong phap dién hoa, phuong phap do flo, phuong phap do do sang, phuong
phap dém hat, phuong phap déanh gia bang mat thuong va phuong phap dém nhép
nhay, va phuong phap thdm tach Western, ELISA, thir nghiém mién dich phong
xa, phuong phép khuéch tan mién dich phong xa, phuong phap khuéch tan mién
dich Ouchterlony, dién di mién dich tén ltra, nhudém mién dich mo, thir nghiém két
tta midn dich, thit nghiém cb dinh bd thé, phuong phap do té bao theo dong
(FACS), chip protein, v.v, nhung phuong phap nay khong bi giéi han ¢ do.

Theo sang ché, cac nhan khac nhau c6 thé dugc sur dung dé phat hién phure
hop khéang nguyén-khang th&. Cac vi du cu thé vé nhén nay bao gdm, nhung khong
chi gi¢i han &, enzym, vét liéu huynh quang, phéi ttr, vat liéu phat quang, vi hat
va dong vi phong xa.

Céc vi du vé enzym dugc st dung lam nhan phat hién bao gbm axetyl-
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cholinesteraza, phosphataza kidm, pD-galactosidaza, peroxidaza cdy cu cai ngua,
B-lactamaza, v.v. Céc vi du vé vat liéu huynh quang bao gOm fluorescein, Eu’',
Eu®* chelat, cryptat, v.v. Cac vi du v& phéi tir bao gdm dan xuét biotin, v.v, va cac
vi du vé vt liéu phat quang bao gbm este acridini, dAn xuét isoluminol, v.v. Ngoai
ra, cac vi du vé vi hat bao gém vang coloit, latec mau, v.v, va cac vi du vé déng
vi phong xa bao gdm chat phan tmg *’Co, 34, 1251, va '%I-Bonton Hunter, v.v. Cac
vat liéu nay khong bi giéi han & do.

Kit theo sang ché c6 thé & dang kit thir nghiém hap thu mién dich lién két
vé6i enzym (ELISA). Cu thé, kit nay co thé bao gdm khang thé duoc mo ta trén
day lam khéng thé bt gitt, va ELISA c6 thé bao ¢dm (i) khang thé da dong gin
Két véi CTHRCI; (if) khang thé bat gitt & dang khang thé gin két dic hiéu véi
protein chira doan ldp lai chudi xodn ba colagen-1 (CTHRC1); va (iii) khang thé
ofin két voi IgG Fe da duge dan nhan phét hién, nhung khong chi gi¢i han & do.

Nhu duoc st dung & ddy, thuét ngit “thu nghiém hép thu mién dich lién
két v6i enzym (ELISA)” ciing duge goi 1a phuong phéap thir nghiém mién dich
enzym, va la phuong phap dé dinh lugng bang céch st dung su hép thu bang cach
gin két enzym v6ikhang thé dé tao thanh phitc hop khang nguyén-khang thé thong
qua phan (mg clia enzym vOi co chét. Céc vi du vé ELISA bao gdm ELISA khac
nhau, nhu ELISA truc tiép b%lng cach st dung khang thé da duoc dan nhdn nhan
dién khang nguyén gin vao nén rin, ELISA gian tiép bang cach st dung khéng
thé th cdp di dugc dan nhan nhan dién khang thé bt giit trong phirc hop khéang
thé ma nhan dién khang nguyén gén vao nén rén, ELISA tryc tiép kiéu banh kep
(sandwich ELISA) st dung khang thé da dugc dan nhan khac nhan dién khang
nguyén trong phirc hop khang nguyén-khang thé gan véi nén rin, ELISA gi4n tiép
kiéu banh kep (sandwich ELISA) bao gdm cho khang nguyén phan img v6i khang
thé khac trong phirc hop khang nguyén-khang thé gin véi nén rén va st dung
khang thé thir cdp da dugc dan nhan nhén dién khang thé khac, va ELISA canh
tranh lién quan dén sy canh tranh gifta cic khang nguyén khac nhau véi cung vi
tri gén két khang thé, v.v. -

Mot luong rat nho cua protein CTHRC1 ¢6 thé dugc phat hién bang cach
sir dung khéng thé gén két dac hiéu vai protein CTHRC]I theo sang ché; ché pham
dé phat hién chira khang thé nay; kit; va phuong phéap phat hién protein CTHRC1
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bang cach st dung chung. Lwong protein can dugc phét hién co thé cu thé 1a it
hon 1 mg, it hon 100 pg, va cu thé hon 1a it hon 10 pg, it hon 1 pg, it hon 100 ng,
it hon 10 ng, va it hon 1 ng.

Theo mdt phuwong an cla sang ché, @i x4c nhan rang cic muc vai ng cia
protein CTHRC1 c¢6 thé duge phat hién bang cach thyc hién ELISA gidn tiép sur
dung cac khang thé 4H5 va 9E6 gin két dic hiéu v6i CTHRC1 lam khang thé bat
gift, va cac véc-xin lién hgp cling ¢6 thé duoc phét hién thong qua ELISA.

Nhu duge md ta trén day, lugng protein CTHRC]1 c6 thé duoc phat hién
bing cach st dung khing thé theo sang ché 1a nho hon nhiéu so véi kit thong
thuong dé phat hién protein CTHRC1. Theo do, khang thé theo sang ché ¢o thé
duoc st dung hiéu qua dé dinh lvong protein CTHRCI va vAc-xin bang cich st

dung chuing.

Vi du thye hién sang ché

Duéi day, sang ché s& dugc mo ta chi tiét hon qua céac vi du va vi du thuc
nghiém. Tuy nhién, cac vi du va vi du thuc nghiém dugc dua ra chi nhdm muc
dich minh hoa, va pham vi cta sang ché khong duoc du dinh bi gi6i han o hodc
b&i cac vi du va vi du thye nghiém nay.
<Vi du 1: Khang thé chudt nhat cCMAb45 va cCMADI6 >

Vi du 1-1: Phat hién 4H5 va 9E6

Dé phat trién khéng thé gan dich protein CTHRC1, khang thé chudt nhit
don dong gén két vai protein CTHRC1 dugc phét hién. Cu thé, khi khang thé cho
protein CTHRC1 duge tao ra bing cach tiém protein CTHRCI vao chudt nhit,
céc lympho bao B dugc phén lap tir 14 lach ctia chudt nhét. Cac lympho bao da
duoc phan 1ap dugc pha lodng do d6 chi mot lympho bao B dugc cho phép di vao
mdi giéng cla dia 96 giéng duge phu protein CTHRCI. Sau do, lympho bao B
gédn két v6i protein CTHRCI1 duoc sang lc_)c. bang cach st dung phén tir khang
khang thé chudt nhét duge dan nhan peroxidaza cdy cu cai ngua (HRP).

Két qua 13, bén loai khang thé don dong chudt nhit khang CTHRC1 (4HS3,
9E6, 6C1, va 1D1) dugc phat hién.

Vi du 1-2: Xéc nhan &i lyc véi CTHRCI
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ELISA gian tiép dugc thuc hién dé xac dinh khéng thé c6 4i luc cao nhat
v6i protein CTHRCI trong s6 bdn loai khang thé chudt nhit don dong khang
CTHRC]1 duoc phat hién trong Vi du 1-1.

DPfa mién dich duoc phtit CTHRCI1-Fc va CTHRC1-His dugc xur ly bang
bén loai khéng thé (4H5, 9E6, 6C1, va 1D1) & cac nong do khc nhau va dugc
phan ng trong 2 gio, va gia tri OD (méat do quang) dugc do bang cach st dung
phén tir khang khang thé chudt nhat dugc déan nhan HRP lam khéng thé thir cép.
Cu thé 13, gia tri OD cao hon chi ra rang cic khang thé nay gin két vai CTHRC1
v6i ai luc cao hon.

Két qua 13, da xé4c nhan ring mic du gid tri OD cua tAt ca bon khang thé
ting theo ndng do ctia protein CTHRC1, hai loai khang thé (45 va 9E6) gin két

v6i protein CTHRC1 véi 4i lyc cao hon so v6i cac khang thé con lai (Fig. 1)

Vi du 1-3: X4c nhan vé epitop

P& x4c nhan céc epitop clia 4HS va 9E6 ¢6 ai lyc cao trong s6 bdn loai
khang thé chudt nhét khang CTHRC1, ELISA canh tranh dugc thuc hién. Cu thé
13, epitop d& cap dén vi tri ctia khang nguyén dugc nhan dién boi khang thé.

Pia mién dich dugc pht protein CTHRCI, va sau d6, khang thé 4H5 va
9E6 duoc dan nhan biotin va khéng thé khong dugc dan nhan bing biotin dugc bd
sung vao d6 o ty 1€ 1a 1:0, 1:3, 1:6, 1:12.5, 1:25, 1:50, va 1:100. Gia tri OD cua
mdi khang thé dugc do bang cach st dung streptavidin-HRP lam khang thé thu
chp. Cu thé 13, khi hai khang thé (4H5 va 9E6) ¢6 epitop tuong tu, gid tri OD giam
khi ndng do ctia khang thé khong dwoc danh d4u ting, trong khi d6, khi cac epitop
cta hai khang thé khéc nhau, gia tri OD khong thay dbi ngay ca khi ndng do cua
khang thé khong duoc danh déu tang.

Két qua 13, da x4c nhéan ring 4H5 va 9E6 c6 céac epitop khac nhau (Fig. 2).

Vi du 1-4: Tao ra khang thé kham cCMADb45 va cCMAb96

Pé giam thiéu kha ning gy mién dich cla cdc khang thé chudt nhit 4HS
va 9E6 dic hiéu voi CTHRCI va ¢6 ai luc cao, cac khang thé kham dugc tao ra
trong do vung bién ddi cia khang thé chudt nhét duoc gift lai va chi co vung 6n

dinh cta chung duoc thay thé bang protein co ngudn gdc tr nguoi. Khang thé thu
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dugc dugce dat tén 1a cCMAD4S va cCMAD96.

Vi du 1-5: Phan tich 4i lyc (ELISA gian tiép)

Ai luc ctia cCMAD45 va cCMADbI6, la khang thé kham khang CTHRCI,
duoc tao ra trong Vi du 1-3 véi protein CTHRC1 duogc xac minh. ELISA gian tiép
dugc thuc hién d8 kiém tra ai lyc cta khang nguyén va khang thé.

100 p. CTHRC1 duoc phan tan & ndng do 1a 5 pg/mL 1én dia mién dich
va duoc phu ¢ 4°C qua dém. Ngay tiép theo, dung dich CTHRC1 da duoc phu
duge loai b va phong bé trong 2 gio. Sau d6, khang thé cCMADb45 va cCMAD96
duge xu ly & cac ndng do khac nhau va dugc cho phan img & nhiét do phong trong
2 gio, va khang thé dugc gan dé loai bo khang thé khong duoc ghn két, va sau do
dia duoc rira. Gié trj OD duoc do bang cach st dung phén tir khang Fc nguoi-HRP
Jam khéng thé thtt cAp nhan dién ving on dinh ctia nguodi. Cu thé 1a, gia tri OD
cao hon chi ra 4i luc cao hon gitta CTHRC1 va khang thé.

Két qua 1a, cCCMAD45 thé hién gia tri Kp 1a 521071 M, va cCMAbBI6
thé hién gid tri Kp 12 4,3x107'% M. D4 x4c nhén ring ca hai khang thé déu thé hién
41 luc rat cao voi protein CTHRCI (Fig. 3).

Vi du 1-6: Phén tich tinh dc hiéu (ELISA gian tiép)

ELISA gi4n tiép dugc thuc hién dé xdc nhin cCMADA4S5 va cCMAbIG co
gén két dic hiéu voi CTHRCI1 hay khong. Nhu trong phén tich éi luc, dia mién
dich dugc pht protein CTHRC1 va mot s4 protein khang nguyén khong déc hiéu.
Ngay tiép theo, dung dich phi duge gan va phong bé, va cCMADb45 va cCMADI6
dugc bd sung vao do & cac ndng d6 12 0 pg/mL, 1 pg/mL, va 5 png/mlL va dugc
phan tng trong 2 gio. Sau, do, dung dich chura khang thé dugc gan va rira dé loai
bo khang thé khong duoc gin két. Phan tir khang chudi nhe kappa ngudi-HRP
duoc st dung lam khang thé thir cdp dé do gia tri OD.

Két qua 13, da x4c nhan raing cCMAb45 va cCMAbI6 thé hién tinh dic
hiéu cao véi CTHRC1 (Fig. 3).

Vi du 1-7: X4c nhén veé hi¢u qua uc ché sy di tra cua céc t€ bao ung thu

P& xdc minh hiéu qua didu tri cia cCMADb45 va cCMAD96, hiéu qua tre
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ché ddi vai sy di trit duge x4c nhan bang cach st dung céc dong té bao ctia bénh
ung thu tuy, ung thu vi, ung thu budng trimg, va ung thu bang quang.

Cu thé 13, cCCMAb45 va cCMADI6 dugc tao ra & cac ndng do 1a 1 pg/mL
va 5 pg/mL hodc 1 pg/mL va 10 pg/mL, dugc pha loding trong mdi trudng khdng
¢6 huyét thanh cing véi cac dong té bao, va dugc phén tan vao budng trén cua
Transwell. M6i truong chira huyét thanh duoc dat trong budng dudi dé tao ra moi
truong trong do céac t& bao ¢o thé di tra. S6 té bao da dugce di trd dugc do bang
cach nudi cay khang thé trong mdi dong té bao trong thoi gian thich hop.

Két qua 13, d3 x4c nhan rang murc d di trd cua cic té bao ung thu duoc
giam mot cach déng ké trong cac nhom dugce xir ly bang cCMADb45 va cCMAbD96
50 v&i nhom IgG dbi ching (Fig. 4 dén 7).

Vi du 1-8: Xac nhan vé hiéu qua tre ché su xam 14n cia cac té bao ung thu

Theo céch giéng nhu trong cac Vi du 1 dén 7, d& x4c minh hiéu lyc cua
cCMAD45 va cCMADI6, hi¢u qua rc ché su xam l4n clia cac té bao ung thu duoc
xac nhan. Thi nghiém dugc thuc hién bang cach st dung bénh ung thu tuy, dong
té bao ung thu tuy thu dugc tir bénh nhén, bénh ung thu v(, bénh ung thu budng
trimg, va bénh ung thu bang quang.

Budng dudi cta Transwell duge phu Matrigel, ma c6 thé bat chudc nhan
tao chit nén ngoai bao, va kha nang xam 14n ciia c4c té bao ung thu dugc quan sét.
cCMAD45 va cCMAb96 dugce tao ra ¢ cac ndng d6 1a 1 pg/mL va 5 pg/mlL hodc
1 pg/mL va 10 pg/mL, dugc pha loang trong mdi truong khong chira huyét thanh
cung vGi cac dong té bao, va dugc phan tan vao budng trén cua Transwell. Moi
truong chura huyét thanh duoc dat trong budng duéi. Sau khi nudi chy khang thé
trong mot khoang thoi gian nhét dinh, sb té bao duoc di tra béng cach xAm ln
Matrigel dugc do.

Két qua 13, da xac nhén rang kha nang xam 14n ctia céc té bao ung thu duoc
giam di trong cdc nhom duge xu ly bing cCMAb45 va cCMAbBI6 so voi nhom
TG déi chimg (Fig. 8 dén 12).

<Vi du 2: Khéang thé hCMAb45 va hCMAD96 duge lam twong thich voi

nguoi>
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Vi du 2-1: Xay dung thu vién khang thé duoc lam tuwong thich voi nguoi

Pé lam giam kha ning gay mién dich cia cCMAb45 va cCMADIG, la
khang thé kham khang CTHRCI, cac khéng thé duoc lam twong thich véi ngudi,
trong d6 viing khung (du6i day goi la “FR”) mang vung CDR dugc thay thé bing
ving cia ngudi, duge tao ra ngoai trir ving CDR, 1a phan quan trong nhit dé gan
két khang nguyén.

Thu vién khang thé duge 1am tuong thich véi nguoi ¢6 cac ving FR khac
nhau bao gém cac ving CDR ctiia cCMAb45 va cCMAbI6 duoc xay dung bang
c4ch st dung k¥ thuat ghép CDR.

Vi du 2-2: Chon loc khang thé duge lam twong thich v6i nguoi va hoan
chuyén IgG

Céc dong v tinh dic hiéu cho CTHRCI va ¢6 ai luc cao dugc lua chon tir
thu vién khang thé dugc lam tuong thich v6i nguoi duge xdy dung trén day. Thur
nghiém biéu hién tam thoi IgG duge thuc hién trén cac té bao HEK293F dé tinh
ché mdi trong sb tam khang thé di voi 4H5 va 9E6, va do tinh khiét dugc xic
nhén bang SDS-PAGE.

Két qua 13, ning suit cua khang thé dugc lam tuong thich véi nguoi 4H5
dugc do nim trong khoang tir 15 mg/L dén 67,3 mg/L, va nang sut ctia khang thé
duoc lam tuong thich véi nguoi 9E6 dugce do nam trong khoang tr 3,1 mg/L dén

33,3 mg/L (Fig. 13)

Vi du 2-3: Phén tich ai lyc ciia khang thé duoc lam twong thich véi nguoi

ELISA gi4n tiép dugc thuc hién trén tam dong vo tinh tng vién cta 4H5
duoc tao ra trong Vi dy 2-2 dé phén tich 4i lyc. Dia mién dich dugc phia CTHRCI1-
His, va vao ngay tiép theo, ndng do ctia tam khang thé ung vién dugc 1am tuong
thich v6i ngudi va cCMAb45 dugce pha lodng timg budc 1/3 tir ndng db i da la
500 ng/mL va duogc bd sung vao dia. Gia tri OD dugc do bang cach st dung phan
tir khang Fc ngudi-HRP lam khang thé thu cip. Ai luc duge biéu dién bang cac
gia tri Kp. Gid tri Kp thép chi ra i luc cao.

Két qua 1a, gia tri Kp cua khéng thé dugc lam twong thich véi ngudi duge
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do 1a tuong tu hodc 'thép hon so vgi cia cCCMADA4S.

Két qua ctia viéc phan tich tam dong vo tinh tmg vién ctia khang thé duogc
lam twong thich v&i nguoi 9E6 theo cach gidng nhu néu trén la gid tri Kp cia
khang thé dugc 1am twong thich véi nguoi 9E6 duoc do 1a twong tu hodc cao hon
mét chit so voi cia cCMADbI6.

Cu thé 13, d3 x4c nhan rang 4i luc ciia khang thé 4H5 duoc lam tuwong thich
v6i ngudi duge do ndm trong khoang tir 0,82x1071° M dén 2,5x10710 M, va i luc
ctia khang thé 9E6 dugc lam twong thich voi nguoi dugc do nam trong khoang tur

1,61x10710 M dén 4.8x1071° M (Fig. 14).

Vi du 2-4: Thir nghiém hiéu lyc cta khang thé duoc 1am twong thich véi
nguoi

P& thir nghiém hiéu luc ciia cac dong v tinh g vién cua khang thé 4H5
va 9E6 dugc lam twong thich véi nguoi, thir nghiém di tra dugc thye hién béng
céch str dung dong té bao ung thu tuy Panc-1. 5 ng/mL mbi khang thé va 5x10* té
bao dugce pha loang bang mdi trudong khong chira huyét thanh va duoc phén tan
vao budng trén cta Transwell. Sau do, moi truong chira huyét thanh duoc dat
trong budng dudi dé tao ra moi truong trong do t& bao co thé di tra. SO té bao da
duoc di trd duge do bang cach nudi ciy khang thé trong 24 gid, va hiéu lyc cua
c4c khang thé tmg vién dugc danh gia.

Két qua 1a, da xdc nhén ré“mg muc do di tra cua cac té bao ung thu duoc
lam giam mot cach dang ké trong cdc nhém duogc xur ly bing cCMAb45 va
cCMADbI6 so véi [eG dbi chimg (Fig. 4 dén 7)

Két qua 13, cac dong vo tinh g vién cua khang thé 4H5 duoc lam tuong
thich v&i nguoi 1am giam kha nang di tri cta té bao 30% dén 50% so voi IgG dbi
chung, va céc dong vo tinh img vién cua khang thé 9E6 duogc lam tuong thich voi
ngudi lam giam kha nang di tri cia t6 bao 30% dén 40%. Két luan 13, da xac nhan
rang tit cd céc ung vién cho khang thé 4HS va 9E6 dugc lam tuwong thich voi
nguoi déu c6 hiéu luc twong tu hodc cao hon so véi cCMAD45 va cCMADBI6
(Fig. 15).

Vi du 2-5: Lua chon khang thé duoc 1am tuong thich v6i ngudi va danh
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gié lai 4i lyc va hiéu luc

Khang thé duoc lya chon bang cach danh gia cac dong vo tinh tng vién
ciia khang thé 4HS5 va 9E6 dugc lam tuong thich voi ngudi trén co s¢ ba ti€u chi:
ai luc, hiéu lyc, va hiéu sult. SA2759, SA2761, SA2762 va SA2765 dugc lua
chon déi véi khang thé 4H5 dwoc 1am tuong thich véi ngudi, va SA2768, SA2769,
va SA2770 duge lya chon dbi v6i khang thé 9E6 duogc lam trong thich véi nguoi.

P& dénh gi4 lai 4i lyc va hiéu Iyc cta khang thé dugc chon trén co sd cac
tiéu chi néu trén, ELISA gian tiép dugc sit dung dé danh gié ai luc, va thi nghiém
di tri duoc st dung dé danh gia hiéu lyc. Phuong phép thi nghiém la gibng nhu
dugc mo ta trong cac Vi du 2-3 va 2-4.

Két qua 13, nhu dbi v6i 4i luc, da xac nhan rang gié tri Kp duge do 1a tuong
tu hodic thap hon so vdi gia tri cia cCMAD4S5 va cCMADY6, tuong tu voi phép do
thtr nhét, va kha ndng di tr cla té bao ciing gidm 30% dén 50%. Cu thé, da xac
nhén ring khéng thé 4HS5 duoc lam twong thich voi ngudi dugce chon ¢6 ai luc vai
pM va lam giam kha nang di tra cua té bao 40%, va khang thé 9E6 duoc lam tuong
thich v6i ngudi 6 4i luc khoang vai chuc pM va lam giam kha nang di tri cua té
bao 50% (Fig. 16 va 17).

Cubdi ciing, SA2765 duogc dit tén 1a hCMAD45, va SA2770 duge dat én
1a hCMADY6.

Vi du 2-6: Phan tich tinh dac hiéu cia hCMAb45 va hCMADbY6

ELISA gian tiép dugc thuc hién dé xéc dinh hCMAb45 va hCMAbI6 co
gfn két dic hiéu v6i CTHRCI hay khong. Pia mién dich duge pht CTHRC1-His
va mot sb khang nguyén khong dic hiéu. Vao ngay tiép theo, hCMAb45 va
hCMAb96 dugc phan ing véi khang nguyén ¢ cac ndng do 1a 0 pg/mL, 1 pg/mL,
va 5 pg/mL, va sau d6 gia tri OD dugc do bang cach st dung phan tt khang chudi
nhe kappa ngudi-HRP lam khang thé thur cép.

Két qua 1a, da xac nhan ring hCMAb45 va hCMAbIG gin két dic hidu
v6i CTHRCI (Fig. 18).

Vi du 2-7: X4ac nhén vé hi¢u qua trc ché sy di tri cua céac t€ bao ung thu

Dé x4c minh hiéu qua diéu tri cia hCMAb45 va hCMADY6, hicu qua trc
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ché sy di trd cta cac té bao ung thu dugce xac nhan. Ung thu tuy, ung thu v{, ung
thu budng tring, ung thu bang quang, ung thu phdi, va ung thu té bao hic t6 ac
tinh duoc st dung, va phuong phap thi nghiém la gidng nhu dugc mo ta trong Vi
du 1-7.

Két qua 13, da xac nhén rang kha ning di tri clia cdc té bao ung thu dugc
lam giam mot cach dang ké trong cac nhom duge xu ly bang hCMAD45 va
hCMADbI6 so voi IgG dbi ching (Fig. 19 dén 22).

Vi du 2-8: Xéc nhan v& hiéu quéa tc ché sy xdm lan ciia cac té bao ung thu

Theo cach gibng nhu trong phuong phép thi nghiém dugc mo ta trong Vi
du 1-8, hiu qua tre ché sw xAm lin ciia céc té bao ung thu cia hCMAb4S va
hCMAD96 duoc xac nhén.

Két qua 13, kha nang xam 14n cua cac té bao ung thu dugc lam giam mot
cach dang ké trong cac nhom duge xu ly bing hCMAb45 va hCMADb96 so voi
IeG déi chimg (Fig. 23 dén 26).

Vi du 2-9: Xac nhan vé hidu qua chéng ung thu in vivo & mo hinh dong
vat ung thu tuy

Kha nang uc ché cua khang thé hCMAb45 va hCMAb96 dugc lam tuong
thich v6i ngudi ma gén két dic hiéu véi protein CTHRCI d6i v6i sy di tra va xam
14n cua té bao ung thu dugc xéc nhén in vitro qua cac Vi du 2-7 va 2-8. Theo do,
da xac nhan duoc 1a hiéu qua chéng ung thu c6 dugc quan sat thdy gidng nhau in
vivo hay khdng. Cu thé, md hinh chudt nhét ghép di loai dudi da dugc tao ra bang
céch st dung dong t& bao ung thu tuy BxPC-3 biéu hién qua mirc CTHRCI. 1x 106
té bao dugc cdy dudi da & chan phai cia chudt, va sau 6 ngay, chudt phat trién véi
Kkhéi u ¢6 kich thuée ndm trong khoang tir 73 mm’ dén 77 mm? duoc chon va chia
thanh céc nhém. Thude duge tiém vao tinh mach dudi, va IgG dbi chirng va nhom
thi nghiém hCMAb45 va hCMAb96 dugc sir dung v6i lidu 10 mg/kg hai 1an mot
tudn trong téng sb 4 tuén, va kich thudc cua khéi u dugc do hai 1an mot tuan béng
cach st dung thude cap. Sau khi xur ly bé‘mg khang thé, va thi nghiém duoc chAm
dut vao ngay 28 (1an diéu tri 8), va kich thude khéi u duge so sanh voi kich thude
khéi u ctia IgG dbi ching.

Két qua 13, da xac nhén rang kich thuée cua khdi u trong cac nhom dugc
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st dung hCMADb45 va hCMAbI6 duge giam so véi nhom duge st dung I1gG ddi
ching (Fig. 27). Cu thé 13, da x4c nhén rang nhom duoc xir Iy bang hCMAbBI6 c6
hiéu qua khéng chéng ung t};u’ vuot trdi so voi nhom dugce xu ly bang hCMAb45.

Qua cic vi du néu trén, hiéu qua chéng ung thu in vivo ctia khang thé
hCMAbB45 va hCMAbY6 duoc 1am tuong thich véi ngudi ma gan két dac higu voi
CTHRC]1 duoc xac nhén, va tiém nang cta ching lam cac chét 1am cham hodc wrc

ché sy phat trién ctia khoi u duge xac minh.

Tir phdn md ta trén day, nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥
thudt cla sang ché c6 thé hidu dugc rang séng ché co6 thé duoc thé hién trong céc
dang cu thé khac ma khong cAn cai bién cac khai niém k¥ thuat hodc céac dac diém
co ban cua sang ché. V2 véAn d& nay, cac phuong an duge 14y 1am vi du dugc boc
10 & day chi nhim muc dich minh hoa va khong nén duoc hiéu 12 1am gi¢i han
pham vi cla sang ché. Pham vi ctia sang ché do d6 duoc chi ra bdi cac diém yéu
cAu bao ho kém theo chir khong phai béi phan mo ta trén dy. Tét ca cac thay daoi
trong pham vi y nghia va pham vi tuong duong cua cac diém yéu cu bao ho s&

dugc bao ham trong pham vi clia sang cheé.
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31/65
YEU CAU BAO HO

1. Khéang thé gén két dic hibu véi protein chira doan 1dp lai chudi xodn ba colagen-

1 (CTHRC1), bao gdm: (a) viing bién doi chudi nang chira CDR1 chudi ning ctia

SEQIDNO: 11, CDR2 chudi ning cia SEQ IDNO: 12, va CDR3 chudi ning cua

SEQ ID NO: 13; va

(b) vung bién dbi chudi nhe chita CDR1 chudi nhe ctia SEQ ID NO: 14,
CDR2 chudi nhe ctia SEQ ID NO: 15, va CDR3 chudi nhe ctia SEQ ID NO: 16.

2. Khang thé theo diém 1, trong d6 ving bién dbi chudi ning chura trinh tu axit
amin ctia SEQ ID NO: 17, hodic 25, va ving bién doi chudi nhe chira trinh tur axit
amin cia SEQ ID NO: 19, hodc 27.

3. Polynucleotit m& hoa khang thé theo diém 1 hodc 2.

4. Vecto bidu hién chira polynucleotit theo diém 3.

5. Té bao chu chira vecto biéu hién theo diém 4.

6. Dugc phdm dé ngin nglra hodc diéu tri bénh ung thu, chira khang thé theo diém

bét ky trong s6 céc diém 1 hoic 2.

7. Ché pham dé chén doan bénh ung thu hodc du dodn tién luong ctia bénh ung

thu, bao g@)m khang thé theo diém 1 hoic 2.

8. Kit d& chin doan bénh ung thu hogc du doén tién luong cta bénh ung thu, bao

gdm ché phém theo diém 7.
9. Kit dé phat hién CTHRC1, chira khéng thé theo diém 1 hodc 2.

10. Kit theo diém 9, trong.d6 kit nay 1a & dang ELISA.
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11. Kit theo diém 10, trong d6 khang thé 1a khang thé bt gitr.

12. Kit theo diém 10, trong d6 ELISA la ELISA gian tiép bao gdm:
(i) khang thé da dong gén két voi CTHRCI;
(i) khang thé bét gitt & dang khang thé theo diém 1 hogc 2; va
(iii) khang thé gén két v6i IgG Fe da dugc dén nhan phat hién.

13. Phuong phap phét hién protein CTHRCI trong mau, trong d6 phuong phap

nay bao gbm budc phét hién phirc hop khang nguyén CTHRC1-khang thé bang
cach st dung khéng thé theo diém 1 hodc 2.
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[Fig. 1]
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[Fig. 2]
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[Fig. 4]
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[Fig. 5]
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[Fig. 6]
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[Fig. 7]
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[Fig. 8]
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[Fig. 9]
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[Fig. 10]
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[Fig. 11]
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[Fig. 13]

Tinh ché khing thé CTHRC1-4H5
dwoc 1am twong thich véi nguoi

Khong giam Kubng gidm
g MILIESETY M1 23456 TS
e W e gdal LTIy

e

ID Nong | Protein | Nang

do (mg) suét

(mg/ml) (mg/L)

SA2758 0,35 0,86 21,6
SA2759 0,74 1,83 45,7
SA2760 0,74 1,83 57
SA2761 1,09 2,69 67,3
SA2762 0,76 1,88 46,9
SA2763 0,61 1,51 37,7
SA2764 0,81 2,00 50,0

SA2765 0,25 0,62 15,4 J

13

Tinh ché khang thé CTHRC1-9E6
dwoe lam twong thich véi nguwoi

Khong gidm Khong gidm
Ka wiasasere MI2IAseTe
§iggry mavw ET L A
o TR
« AR N ~w
0 = % e
“ % =
15 - 5 =
[ D Néng | Protein | Nang
do (mg) suat
(mg/ml) (mg/L)
SA2766 | 0,29 0,72 17.9
SA2767 | 0,14 0,35 8,6
SA2768 | 0,23 0,57 14,2
SA2769 | 0,54 1,33 33,3
SA2770| 0,33 0,82 20,4
SA2771| 0,27 0,67 16,7
SA2772| 0,05 0,12 3,1
SA2773| 0,08 0,20 4,9 j
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[Fig. 14]
' Thir nghiém 4i Iyc - Khang thé 4H5 dwgc lam
tuwong thich v6i nguoi
4
3
2
1
0 0.7 2.1 6.2 185 556 1666 500
—8SATSE et SADTSG - SAZTE0 = SA2TOT ~a SA2TE2
wO=5A2T63 =reSA2TE4 <EmSA2T65 O cCMADAS
SA2758 | SA2759 | SA2760 | SA2761 SA2762 | SA2763 | SA2764 | SA2765 cCMAb45
Ko 0,82 1,41 1,18 1,99 1,52 2,50 1,75 1,28 2,57
(107"°m)
Thir nghiém 4i lwc - Khéng thé 9E6 dugce lam
twong thich v6i ngudi
4
3
2
1 .
0 07 21 62 185 556 1666 300
o SADTE6 wikemSA2TE] <w=SA2TEE e SAZTET wi=SAZTT0
O SAITTT = SAITTR i SARTT3 o cCMADIE
SA2766 | SA2767 | SA2768 SA2769 | SA2770 | SA2771 l SA2772 | SA2773 | cCMAD96 ‘
Ko 2,02 4,80 3,52 1,61 1,96 2,21 4,06 3,00 1,87
(107"°Mm)

14



[Fig. 15]

Di tra Pancl-cdc tng vién 4HS
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IgG 5 ug/mi
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=Ry
[0 SA27e8
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£ sk2mt

4 EY sa2rm

*p=0,05 ¢CHAbYE

[Fig. 16]
’ Thir nghiém 4i lyc - Lyra chon khang thé so cip
dirge 1am twong thich véi nguoi
5
4
3
2
1
0
0 0.7 | 6.2 18.5 55.6 166.6 500
—owSA2]S0 = SA2TBT ~-SA2T62  ==SAZT65 ~g= SA2T68
O SAYIEY e SAITT0 = cCMADAS == cCMADIS
SAD759 | SA2761 | SA2762 | SA2765 | SA2768 | SA2769 | SA2770 cCMAb45 ] cCMAb96 1
Ko 0,51 0,71 0,91 0,89 3,17 1,42 1,31 0,93 1,28
(107°M)

15
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Thit nghiém tinh dic hiéu hCMAD4S

0.D 450-650 nm

FE R G T o - e < T T —

Y S
¥ & KL
{S @?g qu‘.:) ® N

@0 ug/ml ©1 ug/ml =5 ug/ml

Thir nghiém tinh dic hiéu hCMADIS

0.D 450-650 nm

ey

G & A e S T el R L I o AT i e EATIIT
95?’ ‘ S((" &L %&‘L & < g:{',a N Q‘;\ %“?‘ L
@‘i‘? & & FFEs T

@0 ug/ml =1 ug/ml =5 ug/ml

hCMA | 450- CTHR | ITGA6- | AITR-Fc | CD58- | hRAGE- PAUF- | Dopp1 | IFN- | BSA Fc ,
b45 650nm C1-His | Fc Fc Fc His Y
Oug/ml 0,0064 | 0,0397 | 0,0323 | 0,0192 0,0239 0,0135 | 0,0066 | 0,00 | 0,0087 0,036ﬂ
91
fug/ml 3,3369 | 0,0386 | 0,0296 0,0189 | 0,024 0,0111. | 0,0082 | 0,00 | 0,0089 0,0273
77
5ug/ml 3,3784 | 0,0431 | 0,0341 0,0234 | 0,0287 0,0112 | 0,0068 | 0,00 | 0,0085 0,0286
83
hCMA 450- CTHR | ITGA6- | AITR-Fc | CD58- | hRAGE- PAUF- | Dcpp1 | IFN- BSA Fc
b96 650nm | C1-His Fc Fc Fc His Y
Oug/ml | 0,0074 | 0,0398 0,0381 | 0,0241 | 0,0257 | 0,0118 0,0073 | 0,00 | 0,008 | 0,0281
74
1ug/mi 2755 | 0,0371 | 0,0317 | 0,0217 0,0238 | 0,0104 | 0,0078 | 0,00 0,0073 | 0,0261
75
Sug/ml | 3,5633 | 0,0436 0,0352 | 0,0275 | 0,0298 | 0,0107 0,0079 | 0,00 | 0,0074 | 0,0325
73

17
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* p<0,05

[Fig. 19]
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* p<0,05
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[Fig. 22]
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* p<0,05

[Fig. 24]
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= p<0,03
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[Fig. 26]
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DANH MUC TRINH TU
<110> Prestige BioPharma Pte. Ltd.
<120> Khang thé gin két dic hiéu voi protein chia doan ldp lai chudi

xo4n ba colagen-1 (CTHRC1), va polynucleotit, vecto piéu hién, té bao
chu, duoc phdm, phuong phdp phat hién cac ché phdm protein CTHRC1 va
kit chua khang thé nay

<130> OPA20050

<150> KR 10-2019-0070048
<151> 2019-06-13

<160> 28

<170> KoPatentIn 3.0

<210> 1

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>

<223> 4H5-VH-CDR1

<400> 1

Gly Tyr Ser Phe Thr Asp Tyr Ile
1 5

<210> 2

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>

<223> 4H5-VH-CDR2

<400> 2

Ile Asn Pro Tyr Tyr Gly Ser Thr
1 5

<210> 3

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> AH5-VH-CDR3

<400> 3

Ala Arg Ser Gly Tyr Gly Tyr Asp Glu Ser Ala Met Asp Tyr
1 5 10

<210> 4

<211> 11



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

51300

PRT
Trinh ty nhén tao

4H5-VL-CDR1

4

Lys Ser Leu Leu Asn Ser Asp Gly Phe Thr Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>
Leu Val
1

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

<220>
<223>

<400>
Phe Gln
1

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

<220>
<223>

<400>
Glu Val
1

Ser Val

Tle Met

Gly Asn
50

5 10

5

3

PRT

Trinh ty nhan tao

4H5-VL-CDR2

5
Ser

6

9

PRT

Trinh ty nhan tao

4H5-VL-CDR3

6
Ser Asn Tyr Leu Pro Leu Thr
5
7
121
PRT

Trinh tu nhan tao

cCMAb45-Chudi nang

9
Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val

Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser
20 25

Leu Trp Val Lys Gln Ser His Gly Lys Ser
35 40

Tle Asn Pro Tyr Tyr Gly Ser Thr Ser Tyr
55 60

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Pro Gly
15

Thr Asp
30

Glu Trp

Leu Lys

Ala

Tyr

Ile

Phe
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Lys
65

Gly Lys

Met Gln Leu

Ala Arg Ser

Gln Thr

115

Gly

<210> 8
<211> 36
<212> AD
<213>
<220>
<223>
<400> 8
gaggtccagc
tcctgcaagg
catggaaaga
aatctgaagt
atgcagctca
tatggttacg
tca

<210> 9
<211> 11
<212> PR
<213>
<220>
<223>

<400> 9
Asp Val Leu
1

Asp Gln Ala
Asp Gly Phe
35

Pro Gln Leu
50

Ala Thr L
Asn Ser L
85

Gly Tyr G
100

Ser Val Thr Val

3
N

tgcaacagtc
cttctggtta
gccttgagtyg
tcaagggcaa
acagtctgac

acgagagtgc

2
T

Met Thr G

Ser Ile S

20

Thr Tyr L

Leu Ile T

51300

eu Thr
70

eu Thr Ser

ly Tyr Asp

Ser
120

Trinh tu nhdn tao

cCMAb45-Chudi nidng

tggacctgag
ttcattcact
gattggaaat
ggccacattg
atctgaggac

tatggactac

Trinh ty nhén tao

cCMAb45-Chudi nhe

1n Thr Pro

er Cys Lys

eu Asp Trp

40
Leu Val
55

yr

Val Asp Lys Ser

75

Glu Asp Ser
90

Glu Ser Ala
105

Ser

ctggtgaagc
gactacatca
attaatcctt
actgtagaca

tctgcagtct

tggggtcaag

Ser Leu
10

Leu

Ser
25

Thr Lys
Leu Gln

Tyr

Ser Asn Arg

Ser Ser Thr

Ala Val Tyr

Met Asp Tyr
110

ctggggcttc
tgctctgggt
actatggtag
aatcttccag
attactgtgc

gaacctcagt

Pro Val

Ser
30

Pro
45

Lys

Phe
60

Ser

Asn Ile

Leu Asn

Gly Gln

Ala Tyr

80

Tyr Cys

95

Trp Gly

agtgaagata
gaagcagagc
tactagctac
cacagcctac
aagatcgggc

caccgtctcc

Gly
15

Ser

Ser

Gly Val Pro
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Asp Arg Phe
65

Ser Arg Val

Asn Tyr Leu Pro Leu

<210> 10
<211> 33
<212>
<213>
<220>
<223>
<400> 10
gatgttttga
atctcttgca
tacctgcaga
tctggagttc
agcagagtgg

ctcacgttcg

<210> 11

Ser Gly

Glu Ala
85

100

6

ADN
Trinh tyu nhan tao

tgacccaaac
agtctactaa
agccaggcca
cagacaggtt
aggctgagga

gctcggggac
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70

cCMAb45-Chudi nhe

tccactctcet
gagtcttctg
gtctccacag
cagtggcagt
tttgggagtt

aaagttggaa

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> 9E6-VH-CDR1

<400> 11

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp
1 5

<210> 12

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<223> 9E6-VH-CDR2

<400> 12

Ile Tyr Pro Ser Ser Gly Thr Thr

1

5

Ser Gly Ser Gly Thr Asp

75

Glu-Asp Leu Gly Val Tyr

90

Thr Phe Gly Ser Gly Thr

105

ctgcctgtca
aatagtgatg
ctcctaatat
gggtcaggaa
tattattgct

ataaaa

Phe Thr Leu Lys

Tyr Cys Phe

Lys Leu Glu Ile

110

atattggaga
gattcactta
atttggtttc
cagatttcac

tccagagtaa

Ile
80

Gln
95

Ser

Lys

tcaagcctct
tttggactgg
taatcgattt
actcaagatc

ctatcttcct
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<210> 13

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao
<220>

<223> 9E6-VH-CDR3

<400> 13
Thr Thr Glu Ser Tyr
1 5

<210> 14

<211> 6
<212> PRT
<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>
<223> 9E6-VL-CDR1
<400> 14
Gln Asn Ile Asn Val Trp
1 5

<210> 15

<211> 3
<212> PRT
<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>
<223> 9E6-VL-CDR2
<400> 15
Lys Ala Ser
1
<210> 16
<211> 9
<212> PRT
<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>
<223> 9E6-VL-CDR3

<400> 16
Gln Gln Gly Gln Ser Tyr Pro Leu Thr
1 5

<210> 17
<211> 112
<212> PRT
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<213>

<220>
<223>

<400> 17

Gln Val Gln
1

Val

Ser Lys

His
35

Trp Met

Gly Asn Ile

50
Lys Asn
65

Lys

Met His Leu

Thr Thr Glu

<210> 18
<211> 33
<212>
<213>
<220>
<223>
<400> 18
caggtccaac
tcctgcaagg
cctggacaag
gatgagaagt
atgcacctca
tactggggcc
<210> 19
<211> 10
<212> PR

<213>

<220>
<223>

Leu Gln

Leu Ser

20

Trp Val

Tyr Pro
Ala Thr

Ser
85

Ser

Ser
100

Tyr

6

ADN
Trinh ty nhén tao

tgcagcagcc
cttctggcta
gccttgagtg
tcaagaacaa
gcagcctgac

aaggcaccac

9
T

Gln

Cys

Lys

Ser

Leu

70

Leu

Trp

51300

Trinh tu nhé&n tao

cCMAb96-Chudi ning

Pro Gly

Lys Ala

Gln Arg

40

Ser
55

Gly
Thr Val
Thr

Ser

Gly Gln

cCMAb96-Chudi nang

tgggtctgag
cacattcacc
gattggaaat
ggccacactg
atctgaggac

tctcacagtc

Trinh tyu nhan tao

cCMAb96-Chudi nhe

Glu
10

Ser Leu

Ser
25

Gly Tyr

Pro Gly Gln

Thr Thr Asn

Thr Ser

75

Asp

Glu Asp Ser

90

Gly Thr Thr

105

ctggtgaggc
agctactgga
atttatccta
actgtagaca
tctgcggtcet

tcctca

Val Arg Pro

Thr Phe Thr

30
Leu Glu
45

Gly

Tyr Glu

60

Asp

Ser Thr Thr

Ala Val Tyr

Val
110

Leu Thr

ctggagcttc
tgcactgggt
gtagtggtac
catcctccac

attactgtac

Gly Ala

15

Ser Tyr

Trp Ile

Lys Phe

Ala Tyr

80

Tyr
95

Cys

Ser Ser

agtgaagctg
gaagcagagg
tactaactac
cacagcctac

aacagagtct
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60
120
180
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<400> 19
Asp Ile Val
1

Asp Thr Ile

Leu Ser Trp

35

Tyr Lys Ala

50
Ser Ser
65

Gly

Glu Asp Ile

Thr Phe Gly

<210> 20
<211> 32
<212> AD
<213>
<220>
<223>
<400> 20
gacattgtga
atcacttgcc
ggaaatattc
aggtttagtg

gaagacattg

ggcaccaagc

<210> 21

Met Thr

Thr
20

Ile

Tyr Gln

Ser Asn

Gly Thr

Ala Thr

85

Gly
100

Gly

1
N

tgacccagtc
atgccagtca
ctaaactatt
gcagtggatc
ccacttacta

tggaaatcaa

<211> 121
<212> PRT
<213>
<220>
<223>

<400> 21

Gln Val Gln Leu Val Glu 3er Gly Ala Glu Val Lys Lys P

1

5

Gln

Thr

Gln

Leu

Gly

70

Tyr

Thr

51300

Ser Pro

His

Cys

Pro
40

Lys
His Thr
55

Phe Thr

Tyr Cys

Lys Leu

Trinh ty nhan tao

cCMAb96-Chudi nhe

tccatccagt
gaacattaat
gatctataag
tggaacaggt
ctgtcaacag

a

Trinh ty nhé&n tao

hCMAb45-Chudi nang

Ser Leu

10

Ser

Ala
25

Ser Gln

Gly Asn Ile

Gly Val Pro

Thr Ile

75

Leu

Gln Gln

90

Gly

Glu
105

Ile Lys

ctgtctgcat
gtttggttaa
gcttccaact
ttcacattaa

ggtcaaagtt

10

Ser Ala Ser

Asn Ile Asn

30

Pro Lys Leu

45

Ser Phe

60

Arg

Ser Ser Leu

Gln Ser Tyr

cccttggaga
gctggtacca
tgcacacagg
ccatcagcag

atcctctgac

Leu
15

Gly

val Trp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro Leu

95

cacaattacc
gcagaaacca
cgtcccatca

cctgcagcect

gttcggtgga

ro Gly Ala

15

61/65

180
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Ser Val Lys

Ile Ile Leu

35
Gly Ala
50

Ile

Gln
65

Gly Arg

Met Glu Leu

Ala Arg Ser

Gln Thr

115

Gly

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

22
36
AD

<220>
<223>

<400> 22
caggtgcagc
tcctgcaagg
cctggacaag
gggcagaagt
atggagctga
tatggttacg
tca

<210>
<211>

<212>
<213>

23
11
PR

<220>
<223>

<400> 23

Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Leu S

1

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Lys Ser Leu Le

Val
20

Ser C
Trp Val
Pro T

Asn

Leu Thr I

Ser L
85

Ser

Gly
100

Tyr G

Leu Val

3
N

tggtggagtc
cttctggtta
ggcttgagtg
tccagggcag
gcagcctgag

acgagagtgc

2
T

5

Arg

Thr

51300

ys Lys Ala

Gln Ala

40

Tyr
55

yr Gly

le
70

Thr Ala

eu Arg Ser

Asp

ly Tyr

Val Ser

120

Trinh ty nhén tao

hCMAb45-Chudi ning

tggggctgag
ttcattcact
gatgggagca
actcaccatt
atctgaggac

tatggactac

Trinh tu nhé&n tao

hCMAb45-Chudi nhe

Ser
25

Gly Tyr

Pro Gly Gln

Ser Thr Val

Ser
75

Asp Gly

Glu Asp Thr

90

Glu
105

Ser Ala

Ser

gtgaagaagc
gactacatca
attaatcctt
accgcggacyg
actgcagtct

tggggtcaag

10

8

Thr
30

Ser Phe

Leu Glu

45

Gly

Tyr Gln

60

Gly

Met Ser Thr

Ala Val Tyr

Met Asp Tyr

110

ctggggcctce
tattatgggt
actatggtag
ggtctatgag
attactgtgc

gaaccctagt

Asp Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr

80

Tyr
95

Cys

Trp Gly

agtgaaggtt
gcggcaggcyg
tactgtgtac
cacagcctac
aagatcgggc

caccgtctcc

er Leu Pro Val Thr Pro Gly

15

u Asn Ser

62/65

60

120

180

240

300
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51300

20

Asp Gly Phe Thr Tyr Leu Asp Trp

35 40
Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Leu Val

50 55
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser
65 70
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val
85
Asn Tyr Leu Pro Leu Thr Phe Gly
100

<210> 24
<211> 336
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> hCMAb45-Chudi nhe
<400> 24
gatattgtga tgacccagac tccactctcc
atctcttgcc ggtctagtaa gagtcttctg
tacctgcaga agccaggccea gtctccacag
tctggagttc cagacaggtt cagtggcagt
agcagagtgg aggctgagga tgttggagtt
ctcacgttcg gccaggggac aaagttggaa
<210> 25
<211> 112
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> hCMAb96-Chudi nang
<400> 25

Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

Trp Met His
35

Leu Val Gln Ser Gly

5

Val Ser Cys Lys Ala

20

Trp Val Arg Gln Ala

40

25

Tyr Leu Gln

Ser Asn Arg

Gly Thr Asp

75

Val
90

Gly Tyr

Gln
105

Gly Thr

ctgcccgtca
aatagtgatg
ctcctaatat
gggtcaggaa
tattattgct

ataaaa

Ala Glu Val

10

Ser
25

Pro

Gly Tyr Thr Phe

Gly Gln Gly Leu

30

Pro
45

Lys Gly

Phe
60

Ser Gly

Phe Thr Leu

Tyr Cys Phe

Glu
110

Lys Leu

cccctggaga
gattcactta
atttggtttc
cagatttcac

tccagagtaa

Lys Lys

30

45

Pro

Thr

Glu

Gln Ser

Val

Pro

Ile
80

Lys

Gln
95

Ser

Ile Lys

gccggectcet
tttggactgg
taatcgattt
actcaagatc

ctatcttcct

Gly Ala
15

Ser Tyr

Trp Ile
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51300

Gly Tyr Ile Tyr Pro Ser Ser Gly Thr Thr Asn
50 55

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Glu Ser
65 70 75

Met Glu Leu Ser Pro Leu Arg Ser Glu Asp Thr

85 90
Thr Thr Glu Ser Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr
100 105

<210> 26

<211> 336

<212> ADN

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>

<223> hCMAL96-Chudi ning

<400> 26

caggtccaac tggtacagtc tggggctgaa gtgaagaagc

tcctgtaagg cttctggeta cacattcacc agctactgga

ccgggacaag ggctggagtg gattggatat atttatccta

aaccaaaagt tccagggcag agtcacgatt accgcggacg

atggagctga gcccectgag atctgaggac acagcggtct

tactggggcc agggaaccac tgtcaccgtc tcctca

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

<220>
<223>

<400>
Asp Ile
1

Asp Thr

Leu Ala

Tyr Lys
50

Ser Gly
65

27

107

PRT

Trinh ty nhén tao

hCMAb96-Chudi nhe

27
Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu
5 10

Ile Thr Ile Thr Cys His Ala Ser Gln
20 25

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
35 40

Ala Ser Asn Leu His Pro

55

Ser Gly Val

Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
70 75

10

Tyr Asn Gln
60

Thr Ser Thr

Ala Val Tyr

vVal Thr Val
110

ctggggcttc
tgcactgggt
gtagtggtac
aatccacgag

attactgtac

Ser Ala Ser
Asn Ile Asn
30

Pro Lys Leu
45

Ser Arg Phe
60

Lys Phe
Ala Tyr
80

Tyr Cys
95

Ser Ser

agtgaaggtc
ccgtcaagcet
tactaactac
cacagcctac

aacagagtct

Leu Gly
15
val Trp

Leu Ile

Ser Gly

Ser Ser Leu Gln Pro

80
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Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Gly Gln Ser T

85

51300

90

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100
<210> 28
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>
<223> hCMAb96-Chudi nhe
<400> 28
gacattcaga tgacccagtc tccatccagt
atcacttgcc atgccagtca gaacattaat
gggaaagccce ctaaactatt gatctataag
aggtttagtg gcagtggatc tggaacagat
gaagacattg ccacttacta ctgtcaacag
gggaccaagg tggaaatcaa a

105

ctgtctgcat
gtttggttag
gcttccaact
ttcactctca

ggtcaaagtt

11

cccttggaga
cctggtatca
tgcacagtgg
ccatcagcag

atcctctgac

yr Pro Leu

95

cacaattacc
gcagaaacca
cgtcccatca
cctgcagcect

gttcggccag
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