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Linh vuc ky thuat duwge dé cap

Séng ché @& cap dén protein dung hop tai t hop c6 chira manh cua protein bao vé tim
neuregulin-1 (NRG-1) dung hop vé6i khung khang thé don dong (mAb), dwoc pham va b kit

cb chira protein tai t6 hop nay.
Tinh trang k§j thuit ciia sing ché

Neuregulin (NRG; heregulin, HRG), con goi la yéu t6 sinh trromg than kinh dém (glial
growth factor - GGF) va yéu té biét héa méi (new differentiation factor - NDF), 1a loai
glycoprotein ¢ khdi hrgng phan tir bang 44 KD. Ho protein NRG c¢6 bon thanh vién: NRG-
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su phat trién cta tim. Dudi dang phéi ttr cta thu thé tyrosin kinaza cia ho ErbB, NRG-1 lién
két tryc tiép véi ErbB3 hoic ErbB4 lién két mang, gy cam tmg sy dime héa dé tao ra cac
phirc hop ErbB2/ErbB4, ErbB2/ErbB3, ErbB3/ErbB3 va ErbB4/ErbB4, va su truyén tin hiéu
ndi bao tiép d6. Trong cac mo hinh dong vat, su biéu hién ctia NRG gay cam Uung su truyén
tin hiéu paracrin dé thic day su sinh truéng va su biét hoa trong mo tim trong qua trinh phét
sinh phéi, v&i su 1am khuyét cia bat ky trong sé ErbB2, ExbB4 hoic NRG-1 din dén su chét
phoi. Ngoai ra, lidu phap ung thu phong bé su truyén tin hiéu thu thé ErbB2 di duoc ching
minh 12 ¢6 tic dung phu gdy ddc tim dang ké, chimg to & nguoi ring su truyén tin hiéu qua
trung gian ErbB2 la thiét yéu khong chi dbi vai su phat trién ma con ddi vai ndi can bang cua

mo tim khée manh.

Bing chimng ciing cho thiy rang su truyén tin hiéu NRG-1 ¢6 mot phan vai trd trong
su phat trién va chitc ning clia cac hé co quan khéc, ciing nhu 1 trong su phat sinh bénh cta
bénh & ngudi (bao gdm bénh tAm than phan liét va ung thu diu va cd). NRG-1 ¢6 nhidu dong
phan. Nghién ctru & chudt nhét dt bién gen (chudt nhit bi bat hoat gen) chi ra ring cac ddng
phan véi cc ving du tan ciing N hoic cac mién gidng EGF khac nhau cé chirc ning in vivo
khéc nhau. Sang ché nay dwa trén dong phan NRG-1pa2.

NRG-1 ndi sinh lién két v6i va gdy cam tng sy truyén tin hiéu thong qua ca ErbB3
(HER3) va ErbB4 (HER4). Nhiéu nghién ctru tién 14m sang va 14m sang d4 cho thiy tiém
nang tri liéu cia NRG-1 & nhiéu chi dinh tim mach, chi yéu thong qua su trong tic clia n6
v6i ErbB4 duoc biéu hién & té bao co tim (HER4). Tuy nhién, c6 ba yéu t6 chinh giéi han
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viéc tmg dung va st dung 1am sang cia NRG-1 ngudi tii t& hop (thNRG-1). Thi nhat, sy
truyén tin hiéu cia NRG-1 qua HER3 ¢6 thé thiic diy su phat trién va/hodc su tién trién ung
thu, 1am nay sinh sir quan ngai dang ké dbi véi tmg dung bat ky doi hoi viéc dimg mén tinh
hoic khong c6 yéu tb nguy co tim mach (CV) trim trong. Thir hai, sy hoat héa qué mirc ctia
HER3 bing NRG-1 c6 thé phé v tinh toan ven biéu mé da day-rudt (GI) va ndi cin bang,
din dén su gy ddc GI nghiém trong va do d6 mét cira s8 didu tri di véi NRG-1. Thit ba, ca
hai manh protein hoat tinh giai doan 14m sang ciia thNRG-1 d3 thé hién thoi gian ban thai
ngin, chi ra ring phac db liéu lvgng va ding thudc ning né c6 thé can thiét dé dat dugc mirc
d6 phoi nhiém tri liéu mong mudn. Do d6, ¢6 nhu ciu tao ra tri liéu dua trén NRG-1 ma gilt
lai tiém nang tri liéu dang ké v& mit 1Am sang & nhiéu chi dinh tim mach, nhung c¢6 nguy co
giy ung thu hodc thiic ddy sy tién trién ung thu thip hon, kha ning dung chiu GI t6t hon, va
bién dang dugc dong hoc (PK) phu hop hon.

Sang ché ndy nhim dén cac nhu ciu nay biang cach dé xuit protein tai tb hop c6 chira
thé dung hop ctia mién hoat tinh hNRG-1 véi khang thé dbi khang dic hiéu HER3: Sir truyén
tin hiéu HER3 bi phong bé theo cdch ma 1am giam b6t nguy co giy ung thu va su gy doc GI
ctia hNRG-1, va cing luc d6 dinh dang khung khang thé mang lai thoi gian ban thai phan tir
cta khang thé don dong thong thudng, 1am cho viée dung lidu hrgng va sir dung san pham

nay thuan tién hon.
Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Theo mét khia canh, sing ché dé cap dén protein dung hop tai td hop c6 chira manh
clia protein bao v tim neuregulin-1 (NRG-1) dung hop v6i khung khang thé don dong (mAb).
Theo khia canh lién quan, manh NRG-1 dugc dung hop véi dau tin cung C cua chudi ning
khéng thé thong qua cAu ndi. Theo khia canh lién quan khac, NRG-1 dwgc gan vio cau ndi
thong qua axit amin thi nhét (thir 1) trén dau tan cing N cia NRG-1, ma theo mét phurong 4n
12 axit amin Serin (S hodc Ser). Theo khia canh lién quan, manh nay 1a manh hoat tinh ma c6
chira mién hoat tinh ciia NRG-1. Theo khia canh lién quan khac mAb 12 don déc hiéu dbi véi
ErbB3 (HER3). Theo khia canh lién quan khéc, NRG-1 1a ddng phan NRG-1 B2a.

Theo khia canh khac, sang ché @& cap dén duoc phim c6 chira protein dung hop tai to
hop c6 chira manh cua protein bao vé tim neuregulin-1 (NRG-1) dung hop véi khung khang
thé don dong khang-HER3 va chit mang, chat pha lodng hoic ta dugc duge dung.
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Theo khia canh khéc, séng ché dé cap dén phuong phép diéu tri bénh hoic tinh trang
bénh & dbi tuong cin chung, phirong phap nay bao gém budc ding lwong hiru hidu dé diéu
tri ciia protein dung hop tai t hop hodc duoc pham c6 chira protein dung hop tai t6 hop duoc

bdc 16 trong ban mo ta nay.

Theo khia canh khac, sang ché @& cip dén phuong phép ngin ngira, tic ché, kim him
hodc 1am cham sy khgi phat ciia bénh hodc tinh trang bénh tim mach & déi tugng, phuong
phap nay bao gém budc ding luong hitu hiéu cua protein dung hop tai t6 hop duoc boc 16

trong ban mo ta nay.

Theo khia canh khac, sang ché dé cap dén phuong phap diéu tri bénh hoic tinh trang
bénh lién quan dén CNS & d6i twong cin ching, phwong phép nay bao gdm budc dung lwong

hitu hiéu d& diéu tri cia protein dung hop tai tb hop.

Theo khia canh khéc, sang ché dé cap dén phuong phap ngin ngira, trc ché, kim him
hodc 1am cham sy khdi phat ciia bénh hodc tinh trang bénh lién quan dén CNS ¢ déi tuong,
phuong phép nay bao gdm budc dung luong hiru hiéu ctia protein dung hop tai t6 hop.

Theo khia canh lién quan khac, NRG-1 lién két v6i va gy cam g su truyén tin hiéu
qua ErbB4 (HER4). Theo khia canh lién quan khic, mAb tic ché sy truyén tin hiéu NRG-1
qua ErbB3 (HER3).

Theo khia canh khéc, sang ché dé cap dén bo kit co chira lugng hiru hidu cia protein
dung hop t4i td hop theo sang ché hoic duge phdm cé chira protein dung hop tai t hop theo
sang ché.

Céc dau hiéu va vu diém khéc cua sang ché s& trd nén rd rang tir phdn mé ta chi tiét,
cac vi du va hinh vé sau ddy. Tuy nhién, can hiéu ring phﬁn md ta chi tiét va cac vi du cu thé
mic du chi ra cic phrong 4n theo sang ché nhung chi dé minh hoa, vi c4c thay dbi va cai bién
khéc nhau trong tinh thin va pham vi cia sing ché s& tr& nén rd rang d6i v6i ngudi 6 trinh

d6 trung binh trong linh vuc dya trén phdn mé ta chi tiét.
MO ta vin tit cac hinh vé

Cac muc dich va uu diém khac nhau va viéc hiéu toan dién hon vé sang ché s€ 10 rang
va dugc hiéu dé dang hon bang cach tham chiéu dén phan M6 Ta Chi Tiét Sang Ché va cac

yéu ciu bao ho kém theo khi két hop vdi cac Hinh vé kém theo trong d6:
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Fig. 1 thé hién CAu truc cta plasmit biéu hién dé biéu hién protein dung hop tai td hop

duogc boc 16 trong ban mo ta nay.

Fig. 2A-D minh hoa so dd chu tao cua protein dung hop tai td hop dugce boc 16 trong
ban mé ta ndy. Fig. 2A minh hoa so 6 phan tir ctia protein dung hgp mAb khang-HER 3/NRG-
1 theo sang ché. Fig. 2B thé hién dit liéu dai dién dugc tao ra bﬁng phan tich SDS-PAGE. Fig.
2C thé hién két qua thdm tach Western dugc phat hién béng khang thé so cép dic hiéu ddi véi
manh hoat tinh c6 61 axit amin cia NRG-1 ¢6 chtta-mién lién két HER3/4 (“NRG-17, R&D
Systems, Minneapolis, MN). Fig. 2D thé hién két qua thim tich Western dugc phat hién bang
khéng thé so cip dic hiéu dbi véi IgG.

Fig. 3 minh hoa phén tich lién két cho thiy rang protein dung hop téi to hop dugce boc
16 trong ban mo ta nay lién két véi protein HER3 (Pudng cong 1, Budc 2) va cb thé lién két
ddng thoi khang thé khang-NRG-1 (Pudng cong 1, Bude 3). Luu ¥ ring cac dot bién Fc duoc
dwra vao trong protein dung hop tai t6 hop duoc boc 16 trong ban mé ta nay dé 1am bét hoat
chtre ning tic dong Fc cia trinh tu khang thé me mi hda cho khéng thé dic hiéu HER3, ma
c6 thé 1am giam nhe su gdy doc té bao khong mong mudn vé phia cic mé binh thudng biéu

hién thu thé HER3.

Fig. 4A-D thé hién c4c dd thi dai dién thé hién téc do sinh truong tirong d6i trung binh
+ SEM (n = 3) ddi véi cac dong té biao ung thu khac nhau dugc diéu trj bang protein dung
hop mAb khang-HER3/NRG-1 hoic dbi chimg. Fig. 4A thé hién tdc d¢ sinh truéng twong
d6i trung binh & dong t& bao ung thu da day NCI-N87. Fig. 4B thé hién tdc d6 sinh truong
twong ddi trung binh & dong té bao ung thu vit MCF-7. Fig. 4C thé hién tdc d6 sinh truong
twong ddi trung binh & dong t& bao ung thu bang quang RT-112. Fig. 4D thé hién téc d sinh
truéng trong ddi trung binh & dong té bao ung thu vii T47D. So véi peptit NRG-1 va protein
dung hop mAb GP120/NRG-1 déi chirng, protein dung hop tai t6 hop dugc dé xuat & day thé
hién hoat tinh thdp hon dang ké trong viéc thic day su ting sinh té bao ung thu.

Fig. 5A-B minh hoa ring mic di tiém niing sinh trudng té bao ung thur giam di, protein
dung hop t4i t& hop duoc d& xuit & day bao toan day du kha ning giy cam tng su truyén tin
hiéu PI3K/AKT & té bao co tim — thé hién hoat tinh ¢ thé so sanh duoc ddi véi protein dung
hop mAb NRG-1 va GP120/NRG-1 t4i t& hop. Fig. 5A 1a d0 thi thé hién ti 1¢ twong ddi cta
phospho-AKT (pAKT) véi AKT tdng sb (tAKT) so v6i ndng d6 khang thé (theo nM) & té bao

co tim ngudi duge didu tri bing protein dung hop téi td hop theo sang ché va dbi ching. Fig.
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5B 14 phan tich Thim tdch Western ctia s phosphoryl hoa AKT & té bao co tim ngudi duge
diéu tri bing protein dung hop tai t& hop theo sang ché va ddi chimg.

Fig. 6A-C thé hién su so sanh truc tiép cua su dime héa HER2/4 va HER2/3 trong su
¢ mit cia protein dung hop tai t& hop duge boc 16 trong ban mb ta ndy va dbi chimg. Fig.
6A thé hién nguyén tic thir nghiém dé phat hién sy dime hoéa gy ra béi phdi tir. Thir Nghiém
Dime Héa PathHunter phét trién boi Eurofins DiscoverX (Fremont, CA) duge sir dung dé
phat hién sy dime héa gy ra béi phéi tir cita hai tidu don vi cia cp thu thé-dime. Enzym p-
gal duoc chia thanh hai manh, ProLink (PK) va thu thé enzym (EA). CAc té bao da dugc thiét
ké dé ddng biéu hién protein dich 1 dung hop véi thé cho enzym PK, va protein dich 2 dung
hop véi thé nhin enzym EA. Su lién két cta phéi tir v6i mét protein dich 1am cho né tuong
tac véi protein dich kia, budc xay ra su bd sung ciia hai manh enzym va dan dén phan tng
enzym dé giai phong tin hiéu phat quang hoa hoc ma dugc phat hién dudi dang Pon Vi Huynh
Quang Tuong Déi hay RFU. Fig. 6B 1a db thi minh hoa ring protein dung hop t4i td hop dugc
d& xuét & day c6 thé gy cam tmg su dime héa HER2/HER4 véi hidu luc c6 thé so sanh duge
v6i NRG-1. Fig. 6C 1 dd thi minh hoa ring protein dung hop tai t& hop dwgc dé xuit & day
¢6 hiéu luc nhoé hon dang ké so véi NRG-1 trong viéc gdy cam tng sy dime héa HER2/HER3.
Céc phat hién nay x4c nhan thém ring protein dung hop tai té hop duoc dé xut & day bao
todn tiém nang truyén tin hiéu HER2/4 d4y da ciia NRG-1 trong khi 1am giam dang ké su cam

{mg truyén tin hiéu HER2/3.

Fig. 7 minh hoa 4i luc lién két ctia protein dung hgp mAb khang-HER3/NRG-1 theo
sang ché v6i khang nguyén HER3 giira cac loai khac nhau bao gdm ngudi, khi, chudt cong
va chudt nhit. Téc d6 phan ly can bing (KD) xac dinh bing phan tich BIAcore 1an luot 14
3,13x10°1° (nguoi), 3,97x1071° (khi), 2,68x107 (chudt cbng) va 2,77x10 (chudt nhat). Dt ligu
nay chi ra rang protein dung hop tai t6 hop theo sang ché ¢6 4i luc lién két twong tw véi HER3
nguoi va khi, trong khi ai lyc cia né véi HER3 dong vat gdm nhim (chudt cdng va chudt
nhit) thdp hon x4p xi mot bac vé d6 16n.

Fig. 8 12 dd thi ma minh hoa tic dung cia protein dung hop tai t6 hop 1én phan suét
tbng mau (ejection fraction - EF) & mé hinh chudt cbng cua suy tim tim thu gy ra bai su nbi
dong mach vanh.

Fig. 9A-F 14 loat 6 anh thé hién su thay dbi md bénh hoc & cAu tric co tim trong md

hinh chudt cong cua suy tim tAm thu gay ra bai sy noi dong mach vanh. Cic mé tim & gén vi
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tri phau thuat dugc thu léy va duoc cb dinh trong formaldehyt 4%, sau do cac ph?ln parafin
dwoc didu ché va duoc nhudm mau bing H&E. Fig. 9A thé hién mé tim tir chudt cdng ddi
chtg ph3u thuit vo. Fig. 9B thé hién mé tim tir chudt cong md hinh suy tim tim thu duge
diéu tri bang dbi chimg ta dugc 16ng. Fig. 9C thé hién mé tim tir chudt cdng mé hinh suy tim
tAm thu duoc didu tri bdng mAb GP120/NRG-1 (10 mg/kg). Fig. 9D thé hién mé tim tir chuot
cdng mé hinh suy tim tim thu dugc diéu tri bing mAb khang-HER3/NRG-1 (1 mg/kg). Fig.
9E thé hién md tim tir chudt cdng mé hinh suy tim tdm thu duoc diéu tri bang mAb khang-
HER3/NRG-1 (3 mg/kg). Fig. 9F thé hién mé tim tir chudt céng mo hinh suy tim tim thu
duogc diéu tri bang mAb khang-HER3/NRG-1 (10 mg/kg).

Fig. 10 14 d thi minh hoa si d4nh gi4 cia hoat tinh khéng khéi u in vivo bang cach st
dung md hinh manh ghép khac loi ung thu biéu mé FaDu dudi da & chudt nhat NOD/SCID.

Fig. 11 12 dd thi minh hoa su thay déi khéi luong co thé & chudt nhit mang khéi u
dwoc diéu tri bing protein dung hop tai tb hop theo sang ché va di chimg.

Fig. 12 12 d thi minh hoa bién dang duoc dong hoc cta protein dung hop tai td hop &
khi cynomolgus (macaque).
M@ ta chi tiét sdng ché

Séang ché nay sir dung protein dung hop tai té hop c6 chira thé dung hop gitta khang
thé don dong dung hop v6i manh hoat tinh ciia déng phan protein neuregulin-1 & nhiéu chi
dinh tim mach va hé than kinh trung wong (central nervous system - CNS).
Dinh nghia

Tru khi c6 chi dan khéc, cac thuit ngit k¥ thuat va khoa hoc dung trong ban md ta nay
¢ cung nghia nhu thudng duoc hiéu bdi ngudi c6 trinh d6 trung binh trong linh vic ma séng
ché nay thudc vé.

Nhim muc dich giai thich cho ban mé ta nay, cac dinh nghia sau diy dwgc 4p dung
va bit ¢t khi nao thich hop, thuat ngit & dang sb it ciing bao gdbm nghia s6 nhiéu va nguoc lai.
Trong trudng hop ma dinh nghia bat ky néu dudi ddy mau thuin véi tai liéu bét ky duoc két
hop & day dé tham khao, thi hiéu theo dinh nghia néu duéi day.

“Neuregulin hozc chét twong tyr neuregulin” 1 cac phan tir ma c thé hoat hoa cac
protein dime di loai tyrosin kinaza ErbB2/ErbB4 hoac ErbB2/ErbB3, chang han nhu tt ca

cac dong phan neuregulin, mot minh mién EGF neuregulin, thé d6t bién neuregulin, va loai

6
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bat ky cia san phdm gen giéng neuregulin ma ciing hoat héa thu thé néu trén. “Neuregulin”
dwge wu tién dung trong sang ché nay 1a manh polypeptit ciia dong phin neuregulin 1 p2
ngudi chira mién giéng EGF va mién lién két thu thé. Theo mot phwong 4n, manh neuregulin
12 manh hoat tinh. Neuregulin-1 (NRG-1) va cdc ddng phan cia ching con duge biét dén
trong linh vuc nay dudi dang neuregulin 1 (NRG1), yéu t6 sinh truéng than kinh dém (GGF ),
Heregulin (HGL), HRG, yéu t6 biét héa méi (NDF), ARIA, GGF2, HRG1, HRGA, SMDF,
MST131, MSTP131 va ban phién ma intron NRG1 2 (NRG1-IT2).

Céc thuat ngit “ErbB3”, “ErbB3 (HER3)”, “HER3” ding dé chi cing protein (hoic
cing gen khi dé cap dén né) va duge st dung thay thé 13n nhau trong ban mé ta nay. Theo
mdt s6 phuong 4n, thé dung hop tai td hop c6 chira phin khang thé don dong ma dic hidu dbi
v6i ErbB3. ErbB3 (tyrosin kinaza thu thé erb-b2 3) con dugc biét dén trong linh vuc nay dudi
dang FERLK, LCCS2, ErbB-3, c-erbB3, erbB3-S, MDA-BF-1, c-erbB-3, p180-ErbB3, p45-
sErbB3 va p85-sErbB3.

Theo mét phuong an, cac thuit ngit “ErbB4”, “ErbB4 (HER4)”, “HER4” ding dé chi
cling protein (hodc cing gen khi dé cip dén nd) va dugce sir dung thay thé 13n nhau trong ban
md ta ndy. ErbB4 (tyrosin kinaza thu thé erb-b2 4) con duoc biét dén trong linh vuc nay dudi
dang ALS19 va p180erbB4.

Theo mét phuong an, cac thudt ngt “ErbB2”, “ErbB2 (HER2)”, “HER2” dung dé chi
cling protein (hodc cung gen khi @& cip dén nd) va dugc sir dung thay thé 13n nhau trong ban
md ta ndy. ErbB2 (tyrosin kinaza thu thé erb-b2 2) con dwoc biét dén trong linh vuc nay duéi
dang NEU, NGL, TKR1, CD340, HER-2, MLN 19 va HER-2/neu.

Thuét ngit “hoat tinh,” nhur ding trong ban mé ta nay, ding & chi manh c6 hoat tinh
sinh hoc hodic chirc ning sinh hoc. Theo mdt s6 phuong 4n, hoat tinh nay bang hozc x4p xi

hoat tinh cua protein kiéu dai.

Thuét ngit “d6i twong” nhu dung trong ban mé ta nay bao gdm, nhung khéng gidi han
@, dong vat c6 vu, bao gém, vi du nhur, nguoi, dong vat linh trudng khong phai 1a nguoi (vi
du nhu, khi), chudt nhét, lon, bo, dé, thd, chudt céng, chudt lang, chuét déng, ngua, khi, ciru,
hodc dong vat cé vii khong phai 1a nguoi khac, dong vat khdng phai 1a dong vat cé vu, bao
gdm, vi du nhu, dong vét c6 xrong séng khong phai 1a ddng vat c6 v, chang han nhur chim
(vi du nhu, ga hoac vit) hodc cé; va dong vat khong xuong séng khong phai 1a dong vat co

vii. Theo mét sb phuong 4n, phuong phap va duoc pham theo sang ché duoc sir dung dé diéu
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tri (ca phong ngira va/hodc tri liéu) dong vat khong phai 1a nguoi. Thudt ngix “d6i tuong” ciing

c6 thé ding dé chi bénh nhan, tirc 13 c4 thé dang doi hoic dang tiép nhan su chim soc y té.

Thuit ngit “dugc phim” trong ban md ta ndy c6 nghia 13 hop phan thich hop dé sir
dung lam duoc phim & dbi tirong, bao gdm ddng vat hoic con ngudi. Dugc pham thudng cb
chira lugng hitu hiéu cia tdc nhan hoat tinh (vi du nhu, protein dung hop tai t6 hop theo sang
ché) va chét mang, chét pha lodng hoic ta dugc dugce dung (vi du nhu, chit dém, chét bd tro,

hoac dang twong tur).

Thuét ngir “lugng hitu hiéu” c6 nghia 1a li€u lugng hodc lugng du dé tao ra két qua
mong mudn. Két qua mong muodn cé thé c6 chira sy cai thién khach quan hodc chu quan & thé
nhan cta liéu lugng hodc lugng (vi du nhur, song sot trong thoi gian dai, gidm so lugng va/hodc

kich thuée khéi u, ngin ngira hiru hiéu tinh trang bénh, v.v.).

“Viéc didu tri phong ngira” 13 viée diéu tri duge ding cho ddi twong khong thé hién
déu hiéu hodc triéu ching cua bénh, bénh ly, hodc r6i loan y hoc, hodc chi thé hién diu hiéu
hodc triéu chimg sém cua bénh, bénh ly, hodc 161 loan, sao cho viéc diéu tri duoc dung nham
muc dich giam bdt, ngan ngtra, hoac lam gidm nguy co phat trién bénh, bénh 1y, hoac r6i loan
y hoc. Viéc didu tri phong ngira hoat dong duéi dang viéc diéu tri ngin ngira chéng lai bénh
hodc rdi loan. “Hoat tinh phong ngira” 1 hoat tinh ciia tic nhén, chang han nhir protein dung
hop tai t6 hop theo sang ché, hoic hop phin cia ching, ma, khi dwgc dung cho dbi twong
khong thé hién d4u hiéu hoic triéu ching cta bénh ly, bénh hodc r6i loan (hoac chi thé hién
du hiéu hoic triéu chirng sém cia bénh 1y, bénh, hoac roi loan) lam gidm bot, ngan ngua,
hodc lam gidm nguy co phat trién bénh 1y, bénh, hoac r6i loan cia di tuong. Tac nhan hodc
hop chét “hitu dung dé phong ngira” (vi du nhur, protein dung hop tai td hop theo sang ché)
ding dé chi tic nhan hodc hop chit ma hiru dung trong viéc gidm bét, ngin ngra, diéu tri,
hodc 1am giam su phat trién ctia bénh 1y, bénh hoac ri loan.

Avy2?

“Viéc didu tri tri lidu” 12 viéc diéu tri duoc dung cho dbi trong thé hién tridu chimg
hodc du hiéu cia bénh 1y, bénh, hodc 161 loan, trong d6 viéc diéu tri dugc dung cho dbi tugng
nhim muc dich giam bét hodc triét tidu cac ddu hiéu hoic triéu chiing nay ciia bénh 1y, bénh,
hodc r6i loan. “Hoat tinh tri liéu” 13 hoat tinh cta tac nhan, protein dung hop tai td hop theo
sang ché, hodc hop phan cua ching, ma triét tiéu hoic lam gidm bét ddu hidu hoic triéu chimg
cua bénh ly, bénh hoac r6i loan, khi dugc dung cho dbi tuong mic cac diu hiéu hodc triéu

chimg nay. T4c nhan hoic hop chét “hitu dung dé tri liéu” (vi du nhur, protein dung hop tai tb
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hop theo sang ché) chi ra rang tac nhan hoic hop chét hitu dung trong viéc giam bét, diéu tri,

hoic triét tiéu d4u hiéu hoic triéu ching ctia bénh 1y, bénh hoac 16i loan.

Thuét ngit "diéu tri ung thu" nhu ding trong ban mé ta nay, trir khi c6 chi din khéc,
c6 nghia 13 1am ddo ngugc, 1am nhe bét, Gc ché sy tién trién, hoic ngin nglra, mot phan hoic
toan bg, sur phat trién ctia khéi v, sy di cin khéi u, hoic té bio gdy ung thu hodc tao u khac &
db6i twong. Thuat ngir "viéc diéu tri" nhir ding trong ban md ta nay, trir khi c6 chi din khéc,

dung dé chi hoat dong diéu tri.

Thuit ngix “diéu tri bénh tim mach” nhu dung trong ban mo6 ta nay, trir khi cé chi din
khac, c6 nghia 1a ngan ngtra, c ché, kim him, 1am cham, 1am dao ngugc, hoac 1am nhe bét,
mot phﬁn hodc toan bd, su khéi phat ciia bénh hodc tinh trang bénh tim mach & ddi tugng,
hodc su tién trién cta bénh hoic tinh tran g bénh tim mach da tdn tai tir trude, hodc tridu chung
clia ching, & dbi twong. Céc vi du khong 1am gidi han sang ché vé bénh tim mach ma c6 thé
dwoc didu tri bing phuong phap theo sang ché bao gbm suy tim mén tinh / suy tim sung huyét
(congestive heart failure - CHF), suy tim cAp tinh / nhdi mau co tim (myocardial infarction -
MI), loan chitc ning tAm thu tAm thét tr4i, tén thiuong tai tui mau két hop véi MI, s giy doc
tim do hoa tri liéu gy ra (ngudi 16n hodc tré em), su gdy doc tim do xa tri gay ra, phu thém
vao sy can thiép phiu thuét & bénh tim bam sinh & tré em. Cac vi du khong 1am gidi han sing
ché vé triéu chimg cua bénh tim mach bao gém hoi thé ngin, ho, ting cin nhanh, sung cing
chan, mét c4 chan va bung, hoa mat, mét moi, yéu 6t, hoa mat, dau nguc, ngét (bét tinh), nhip
tim nhanh va nhip tim cham. Phuong phap xac dinh su tién trién cua bénh tim mach va hiéu
qua cua viéc diéu tri 12 rd rang dbi voi nguoi c6 trinh d6 trung binh trong Iinh vuc. Vi du nhu,
su tién trién cla cac bénh tim mach khac nhau ¢6 thé duge xac dinh bﬁng phéan sudt téng mau,
dién tAm do (ECG), theo ddi Holter, siéu am tim dd, thur nghiém Ung suét, thu thuat thong
tim, quét xa hinh vi tinh (computerized tomography - CT) tim va chup cong huéng tu

(magnetic resonance imaging - MRI) tim.

Thuét ngit “diéu tri bénh lién quan dén hé than kinh trung wong (CNS)” nhu ding
trong ban mé ta nay, trir khi ¢ chi dan khac, cé nghia 13 phuwong phap ngin ngira, trc ché, kim
ham, 1am chdm, lam dao nguoc hodc 1am nhe baot, mot phﬁn hodc toan b, sy khéi phét cua
bénh hoic tinh trang bénh lién quan dén CNS & d6i twong. Thuét ngit “diéu tri bénh lién quan
dén CNS” ciing c6 thé c6 nghia 1a 1am dao ngugc, lam cham hodc theo cach khac lam nhe bat
bénh hodc tinh trang bénh lién quan dén CNS da ton tai tir trudce, hoidc triéu chimg cta ching.
Céc vi du khdng 1am gi6i han sang ché vé bénh hoic tinh trang bénh lién quan dén CNS ma

9
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c6 thé duoc didu tri bang phuong phap theo sang ché bao gdm chimg xo ctmg teo co mdt bén
(amyotrophic lateral sclerosis - ALS), bénh Parkinson, bénh Alzheimer, chimg liét Bell,
chimg dong kinh va co giat, Hoi chung Guillain-Barre, dot quy, chin thuong so ndo, da xo
ctrng hodc dang két hop. Viée déu trj bénh 1ién quan dén CNS c6 thé cai thién hodc ngin ngira
triéu chung chﬁng han nhu run, vin ddng chidm, cang co, mAt can bfmg, tur thé suy yéu, thay
ddi giong noi, mAt kiém soat vin dong, bai liét, kho nudt, chudt rit, co giat, mét tri nhé va la

lan.

Céc thuat ngir “twong ddng” hodc “ti 1& phin trim twong ddng,” trong ngit canh cta
hai hodc hon hai axit nucleic hodc trinh tir polypeptit, dung dé chi hai hodc hon hai trinh tu
hoac trinh tur con ma giéng nhau hodc co ti 1€ phﬁn traim xac dinh cta cac nucleotit hodc cac
gbc axit amin ma gidng nhau, khi dwgc so sanh va dugc sip xép thang hang dé tvong tng toi
da. D& x4c dinh ti 16 phan trim twong dong, cac trinh tu dugc sdp xép thing hang nhim muc
dich so sanh téi vu (vi du nhu, cac chd cich quing c6 thé dugc dua vao trong trinh tu cia
trinh ty axit amin hodc axit nucleic thi nhat dé s:ﬁp xép thang hang t6i wu véi trinh tr axit
amin hodc axit nucleic thtr hai). Sau d6 cdc gdc axit amin hoic cic nucleotit & cac vi tri axit
amin hodc cac vi tri nucleotit trong Gng duge so sanh. Khi vi tri trong trinh tu th nhét dugc
chiém gilr boi cung géc axit amin hodc nucleotit nhu vi tri trong tng trong trinh tur th hai,
thi c4c phan tir twong ddng nhau & vi tri d6. Ti 1é phén trim twong ddng gitra hai trinh ty 13
ham s cua s lugng vi tri gidng nhau gifra cac trinh tur (tic 13, % twong ddng=# vi tri twong
ddng/tdng # vi tri (vi du nhr, cac vi tri gbi 1én nhau)x100). Theo mdt sé phuong 4n, hai trinh
tur ¢4 ciing chiéu dai.

Thuat ngit “vé& co ban tuong dbng,” trong ngit cinh cia hai axit nucleic hodc
polypeptit, dung dé chi hai hodc hon hai trinh tyr hoic trinh tur con ma c6 d6 tuong dodng it
nhit 13 90%, it nhat 1a 91%, it nhét 1a 92%, it nhat 1a 93%, it nhat la 94%, it nhat 1a 95%, it
nhit 12 96%, it nhat 12 97%, it nhét 12 98%, hoic d6 twong dong it nhét 14 99% (vi du nhur,

nhu duoc xac dinh bang cach sir dung mot trong cac phuong phap duge néu dudi day).

Nhu dung trong ban moé ta nay, cac thuat ngir “lién két”, “lién két dic hiéu véi” hodc

“dic hiéu ddi véi” dung dé chi cac twong tac ¢o thé do duoc va c6 thé tao lai duoc chﬁng han

nhu sy lién két gitra dich va khang thé, ma xac dinh su c6 mit cua dich trong sy c6 mat cta

quén thé di loai ctia c4c phan tir bao gdm cac phan tir sinh hoc. Vi du nhr, khang thé ma lién

két dic hiéu véi dich (ma co thé 1a epitop) 1a khang thé ma lién két dich nay véi 4i luc 16n

hon, 4i tinh 16n hon, d& dang hon, va/hoic véi khoang thdi gian 16n hon khi né lién két véi
10
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dich khac. Theo mét phuwong an, mirc d§ cua sy lién két cua khang thé véi dich khéng lién
quan nhé hon khoang 10% cua su lién két cua khang thé véi dich nhe duoc do, vi du nhu,
bing thir nghiém mién dich phéng xa (radioimmunoassay: RIA). Theo cic phuong 4n nhét
dinh, khang thé ma lién két dic hiéu véi dich ¢ hing s6 phan ly (Kd) < 1 uM, < 100 nM, <
10 nM, <1 nM, hodc < 0,1 nM.

Theo c4c phuong 4n nhét dinh, khang thé lién két dic hiéu véi epitop trén protein ma
dugce bao toan gitta protein tir cac loai khac nhau. Theo phuong an khéc, su lién két dic hiéu

c6 thé bao gdm, nhung khong doi hoi su lién két doc quyén.

Nhu ding trong ban mé ta niy, cac danh tir & dang sd it bao gdm ca nghia sb nhiéu
trir khi ngit canh chi ra ro rang theo cach khac. Do d¢, vi du nhu, viéc dé cap dén “neuregulin”
hoic “peptit neuregulin® bao gdm hdn hop ciia cac neuregulin nay, cac ddng phan neuregulin,
va/hoic cac polypeptit gidng neuregulin. Viéc dé cip dén “ché pham” hodc “phuong phap”
bao gdm mot hoic nhidu ché phdm, phwong phap, va/hoic bude cia kiéu duge mé ti trong
ban mé ta nay va/hoic s& trd nén 13 rang d6i véi ngudi b trinh d6 trung binh trong linh vuc

khi doc ph'?ln boc 16 nay.

Thuat ngit “polypeptit” ding dé chi polyme ctia axit amin va dang tuong duwong cia
n6 va khong dung d& chi chiéu dai cu thé cia san pham; do d6, “peptit” va “protein” dugc
bao gdm trong dinh nghia ciia polypeptit. Ciing dugc bao gdm trong dinh nghia ctia polypeptit
1a “khang thé” nhu dugc dinh nghia trong ban md ta nay. “Ving polypeptit” ding dé chi doan
cua polypeptit, doan nay co thé chira, vi du nhu, mdt hoic nhiéu mién hoic md tip (vi du nhu,
ving polypeptit cia khang thé c6 thé chira, vi du nhu, mét hodc nhiéu ving xac dinh b4 sung
(complementarity determining region - CDR)). Thuét ngit “manh” ding d chi phin cua
polypeptit tdt hon 12 ¢4 it nhat 12 20 axit amin lién k& hodc it nhat 1a 50 axit amin lién ké cta
polypeptit.

Trix khi ¢ chi din khac boi ngir canh, “dan xuat” 1a polypeptit hoic manh cta ching
c6 mot hodc nhiéu sy thé axit amin khong bao toan hodc bao toan trong quan véi polypeptit
thir hai (con dugc aé cap dén dudi dang “bién thé”); hodc polypeptit hoic manh ciia ching
ma dugce cai bién bing su gin cong hoa trj ciia phan tir thir hai chang han nhu, vi du nhu, bang
su gén cia polypeptit khac loai, hoic bang su glycosyl hoa, su axetyl héa, su phosphoryl héa,
va dang tuong ty. Cing dugc bao gém trong dinh nghia clua “dan xuét” 13, vi du nhu,

polypeptit chita mot hodc nhiéu chét tuong tu cia axit amin (vi du nhu, axit amin khong tu

11
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nhién va dang twong tur), polypeptit véi cac 1ién két khong duoc thé, cling nhu 13 cAc cai bién

khac d3 biét trong linh vire, ca cb trong tir nhién va khéng cé trong tir nhién.

Polypeptit "dugc phan 1ap" 14 polypeptit ma da duoc nhén dién va dugc phan tich
va/hoic duoc thu hdi tir thanh phin clia méi trudng tur nhién cta nd. Thanh phén tap chit cia
méi trudng tu nhién cia nd 1a nguyén liéu ma gay trd ngai cho viéc st dung dé chén doéan
hodc tri lidu ddi véi polypeptit, va c6 thé bao gdm enzym, hormon, va céc chit tan 14 protein
hodc khong 13 protein khac. Polypeptit di dugc phan 1ap bao gdm khéang thé da duoc phan

14p, hoic manh hoic din xuit ciia ching.

Thuat ngit "khoang" nhu dung trong ban mé ta nay c6 nghia 1a trong thuat ngir dinh
luvong cdng hodc trir 5%, hodc theo phuwong an khac cong hodc trir 10%, hodc theo phuong an

khac cong hodc trr 15%, hoic theo phuong 4n khic cdng hodc trir 20%.

Trir khi c¢6 chi din khéc, tit ca cac thuat ngit k§ thuat va khoa hoc dung trong ban mé
ta nay c6 cung nghia nhu thudng duge hiéu béi ngudi b trinh d6 trung binh trong linh vire
ma sang ché nay thudc v&. Mic dit phuong phép hodc nguyén liéu bat ky twong tur hoic twong
dwong véi nhig gi duge moé ta & day c6 thé duoc sir dung trong thuc hanh hoic thir nghiém
sang ché, phuong phap va nguyén liéu dugc wu tién duge mé ta dudi day. Tt ca cac tai liéu
cong bd duge d& cap trong ban mé ta nay dugc két hop & day dé tham khao nhim muc dich

bdc 10 va mo ta nguyén li€u ma tai liéu tham khao nay dugc vién dan lién quan dén no.
Protein dung hop tai tb hop — Khang thé

Séang ché nay st dung protein dung hop tai t5 hop c6 chira thé dung hop gitra khang
thé don dong dung hop véi manh ciia ddng phan protein neuregulin-1 dé sir dung & nhiéu chi
dinh tim mach va than kinh. Theo céc phuong an dién hinh, khang thé nay dac hiéu dbi véi
ERBB3 (HER3).

Nhu st dung trong ban mé ta nay, “khang thé” ding dé chi protein cé chira mot hozc
nhiéu polypeptit vé& co ban hoic mét phin dugc méi héa bai cac gen globulin mién dich hoic
ménh cia cic gen globulin min dich. Gen globulin mién dich dugc nhan dién bao gdm cac
gen ving khéng dbi kappa, lambda, alpha, gamma, delta, epsilon, va mu, cling nhu 1 v6 56
gen ving bién ddi globulin mién dich. Chudi nhe dugc phan loai thinh kappa hodc lambda.
Chubi nang dugc phan loai thanh gamma, mu, alpha, delta, hodc epsilon, ma dén luot no lan
lugt xac dinh 16p globulin mién dich, IgG, IgM, IgA, IgD va IgE. Pon vi cAu trac globulin
mién dich dién hinh (vi du nhu khang thé) c6 chita tetrame. Mdi tetrame duge tao thanh béi

12
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hai cip chudi polypeptit gidng nhau, mdi cip c6 mot chudi "nhe" (khoang 25 kD) va mdt
chudi "ning" (khoang 50-70 kD). Pau tin cing N ctia mdi chudi xac dinh ving bién dbi c6
khoang tir 100 dén 110 hodc nhiéu axit amin hon chiu trach nhiém chinh cho su nhan dién
khang nguyén. Céc thuat ngit ving chudi nhe bién dbi (VL) va ving chudi ning bién d6i (VH)

14n luot dung dé chi chudi nhe va chudi ning.

Khang thé ton tai dudi dang globulin mién dich nguyén ven hoic duési dang mét sb
manh d3 duge x4c dinh rd dic diém duoc tao ra biang cach phén giai bang cac peptidaza khac
nhau. Do d6, vi du, pepsin phan giai khang thé duéi lién két disulfua trong ving ban 1& dé tao
ra F(ab")2, dime ciia Fab ma ban than né 14 chudi nhe dugc két hop véi VH-CHI biang lién
két disulfua. F(ab")2 c6 thé bi khir trong diéu kién diu dé pha v lién két disulfua trong ving
ban 18, bing cach d6 bién ddi dime F(ab')2 thanh monome Fab'. Monome Fab' vé co ban 1a
Fab v6i mot ph?m clia viing ban 1& (xem, Fundamental Immunology, W. E. Paul, ed., Raven
Press, New York (1999), v& phin mé ta chi tiét hon vé manh khang thé khac). Mic du cac
manh khang thé khic nhau dwgc x4c dinh tao ra tir su phan giai cia khang thé nguyén ven,
ngudi ¢6 trinh d6 trung binh trong linh vuc s& hiéu rd rang manh Fab’ nay, v.v. c6 thé dugc
tdng hop méi bang phwong phap hoéa hoc hoic bang cach st dung phuwong phap ADN tai t6
hop. Do d4, thuat ngit khang thé, nhu ding trong ban mé ta nay con bao gdm manh khang thé
duoc san xut bing su cai bién cua khang thé nguyén ven hoic dugc tong hop de novo bing
cach st dung phuong phap ADN t4i t§ hop. Khang thé bao gdm khang thé don chudi, bao
20m khang thé Fv don chudi (sFv hoic scFv) trong d6 chudi ning bién ddi va chudi nhe bién
ddi duoc két hop v6i nhau (truc tiép hodc théng qua cau ndi peptit) dé tao thanh polypeptit
lién tuc. Khang thé bao gdm khang thé don mién, ma c6 chira manh khang thé gdm c6 mién
bién ddi khang thé dang monome don 1€ ma c6 thé lién két mdt cach chon loc v6i mién khang

nguyén. Khang thé don mién vi du bao gém ménh VHH, ma ban dau dugc phan 1ap tr lac da.

Mién khang thé caa protein dung hop tiy y c6 chira tit ca hodc mot phan cia phan tir
globulin mi&n dich va tity ¥ chira tit ca hoic mot phan ciia viing bién ddi globulin mién dich
(tirc 13, khu vue dic hidu dbi v6i khang nguyén lién quan dén bénh) va tuy y cd chira (céc)

ving duoc ma héa bang gen V, va/hoic gen D va/hodc gen J.

Nhur giai thich & trén (xem, Pinh nghia, & trén) khang thé ding trong ban mé ta nay
tly ¥ ¢o chira F(ab)2, F(ab’)2, Fab, Fab’, scFv, khang thé don mién, v.v. tily thudc vao cac
yéu cau cu thé cia phuwong an. Mot s6 phuong 4n st dung protein dung hop c6 chira mién
IgG. Tuy nhién, cic phuong 4n khac c6 chira cac globulin mién dich khac ching han nhu '
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IgM, IgA, IgD, va IgE. Ngoai ra, tit ca cac isotyp ¢ thé co ctia cic globulin mién dich khac
nhau ciing dugc bao ham & trong cac phwong 4n nay. Do d6, IgG1, 1gG2, IgG3, v.v. 14 tit ca
cac phén tir c6 thé c6 trong mién khang thé cia protein dung hop khang thé-thé kich thich
mién dich dung trong sang ché. Ngoai viéc chon trong viéc luya chon loai glubulin mién dich
va isotyp, céc phuong an khac nhau ciia sing ché c6 chira cac ving ban 1& khac nhau (hoic
dang trong duong chirc ning cia ching). Cac ving ban 1& ndy tao ra sy linh hoat giira cac
mién khéc nhau cta protein dung hop khang thé-thé kich thich mién dich. Xem, vi du nhu,
Penichet, et al. 2001 “Antibody-cytokine fusion proteins for the therapy of cancer” J Immunol
Methods 248:91-101.

Theo mét sé phuong 4n, mAb dwoc chira bdi protein dung hop tai t6 hop theo séng
ché 12 don dic hiéu ddi v6i ErbB3 (HER3)).

HER3 ngudi (ErbB-3, ERBB3, c-erbB-3, c-erbB3, thu thé tyrosin-protein kinaza
erbB-3) ma héa cho thanh vién ciia ho thy thé yéu tb sinh truréng biéu bi (EGFR) ctia thu thé
tyrosin kinaza ma con bao gdbm HERI1 (con goi 1a EGFR), HER2, va HER4 (Kraus, M.H. et
al, PNAS 86 (1989) 9193-9197; Plowman, G.D. et al, PNAS 87 (1990) 4905-4909; Kraus,
M.H. et al, PNAS 90 (1993) 2900-2904). Giéng nhur thu thé yéu 6 sinh trréng biéu bi nguyén
mAu, thu th8 HER3 xuyén mang gdm c6 mién lién két phdi tir ngoai bao (ECD), mién dime
héa & trong ECD, mién xuyén mang, mién protein tyrosin kinaza ndi bao (TKD) va mién
phosphoryl héa & dau tan cing C. Protein HER3 lién két mang nay c6 mién lién két Heregulin
(HRG) & trong mién ngoai bao ma khong c6 mién kinaza hoat tinh. Do d6 né c6 thé lién két
phdi tir ndy nhung khong truyén tin hiéu vao té bao qua su phosphoryl héa protein. Tuy nhién,
noé tao thanh dime di loai véi cdc thanh vién ho HER khac ma cé hoat tinh kinaza. Sy dime
héa di loai din dén sy hoat hoa ciia con dudng truyén tin hiéu qua trung gian thu thé va su
chuyén phosphoryl hoa ciia mién ndi bao ctia né. Su tao thanh dime gitra cac thanh vién ho
HER mé rong tiém ning truyén tin hiéu cuia HER3 va 13 phuong tién khong chi @ da dang
héa tin hiéu ma con khuéch dai tin hiéu. Vi du nhu dime di loai HER2/HER3 giy cam mg
mdt trong s6 c4c tin hiéu phan bdo quan trong nhit thong qua con dudng PI3K va AKT trong
s6 cac thanh vién ho HER (Sliwkowski M.X., et al, J. Biol. Chem. 269 (1994) 14661-14665;
Alimandi M, et al, Oncogene. 10 (1995) 1813- 1821; Hellyer, N.J., J. Biol. Chem. 276 (2001)
42153-4261; Singer, E., J. Biol.

Theo mdt phuong an, protein ERBB3 nguoi ¢é chira trinh tu axit amin sau day dugce
cung cip trong GenBank AAH02706.1 va dugc néu trong SEQ ID NO: 1: '
14
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MRANDALQVLGLLFSLARGSEVGNSQAVCPGTLNGLSVTGDAENQYQTLY
KLYERCEVVMGNLEIVLTGHNADLSFLQWIREVTGYVLVAMNEFSTLPLPNLRVVR
GTQVYDGKFAIFVMLNYNTNSSHALRQLRLTQLTEILSGGVYIEKNDKLCHMDTID
WRDIVRDRDAEIVVKDNGRSCPPCHEVCKGRCWGPGSEDCQTLTKTICAPQCNGH
CFGPNPNQCCHDECAGGCSGPQDTDCFACRHFNDSGACVPRCPQPLVYNKLTFQLE
PNPHTKYQYGGVCVASCPHNFVVDQTSCVRACPPDKMEVDKNGLKMCEPCGGLC
PKAF (SEQ ID NO: 1). Can hidu ring trinh ty ERBB3 (HER3) duoc nhim dich béi khang
thé cua phwong phap va duoc phdm nay c6 thé 13 ddng phan, thé twong ddng, hoic bién thé
cua SEQ ID NO: 1.

Theo mdt phwong 4n, mAb ciia protein dung hop tai td hop duge dé xuit & day 13
mAb khang-HER3 ma trc ché su truyén tin hiéu NRG-1 qua ErbB3 (HER3).

Theo phuong 4n cu thé, mAb duoc chira béi protein dung hop tai t6 hop theo sang
ché ¢6 chira mAb khang-HER3. Khéng thé khang-HER3 niy c6 thé bao gdm, nhung khong
gidi han & cac chit sau ddy: patritumab, seribantumab (mAb hoan toan & ngudi), LIM716,
KTN3379, AV-203, REGN1400, GSK2849330, hoic MM-141. Khang thé niy c6 thé con
duoc chon tir dang bat ky trong sb cac dang sau day, bao gém, dang kham, dang dac hiéu kép,
dang khéng phai & ngudi, dang hoan toan & ngudi, hodc dang dugc 1am cho gibng ngudi,
mién 12 chung lién két voi va tre ché sy truyén tin hiéu tir ERBB3 ngudi (HER3). Theo mét
s6 phuong 4n, khang thé khang-HER3 c6 ngudn gdc tir ngudi.

~

Theo mét s6 phuong 4n, thuat ngit "khang thé” bao ham cac dang khac nhau cta ciu
tric khang thé bao gém, nhung khéng gidi han &, khang thé nguyén ven va manh khéng thé.
Khéng thé theo sang ché t6t hon 12 khang thé ngudi, khang thé dugc 1am cho giéng ngudi,
khéng thé kham, hodc khang thé dwoc thiét ké di truyén khac mién 14 céc tinh chat dic trung
theo sang ché duoc giit lai. “Manh khang thé" ¢ chia phén ctia khang thé chiéu dai day du,
t6t hon 1a mién bién ddi cua chung, hodc it nhét 13 vi tri lién két khang nguyén cua chung. Vi
du v& manh khang thé bao gdm diabody, phén tir khang thé don chudi, va khang thé da dic
hiéu dugc tao thanh tr manh khang thé. Khang thé scFv, vi du nhu, dwoc mé ta trong Huston,
J.S., Methods in Enzymol. 203 (1991) 46-88. Ngoai ra, manh khéng thé c6 chira polypeptit
don chudi ¢6 cac dic diém cua mién Vg, cu thé 12 c6 thé lép rap cung voi mién Vi, hodc cua
mién Vi, lién két véi khang nguyén trong (g c6 thé lap rap voi mién Vi véi vi tri lién két
khéng nguyén chirc ning va bing cach d6 tao ra céc tinh chat nay cua khang thé theo sang
ché. Thuit ngir "khang thé don dong" hodc "hop phan khang thé don dong" nhu dugc st dung
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trong ban mo ta ny ding dé chi ché phim ciia phéan tir khang thé ctia hop phan axit amin don
1€.

Theo mot sb phuong an, khéng thé kham c6 thé dugc st dung trong dugc phém va
phuong phép dugc dé xuit & diy. Theo mot phuong 4n, thuat ngit "khang thé khim" ding dé
chi khang thé don dong c6 chira ving bién dbi, tic 13, vimg lién két, tir chudt nhét va it nhit
13 mot phan ctia viing khong d6i c6 ngudn gde tir nguon hoic loai khac, thudng duge diéu ché
bang k§ thuat ADN t4i t6 hop. Khang thé kham c6 chira viing bién di chudt nhat va ving
khong d6i ngudi duge dic biét wu tién. Khang thé kham chudt cdng/ngudi ndy 13 san phdm
cua cac gen globulin mién dich duoc biéu hién c6 chira cac doan ADN ma héa cho vung bién
dbi globulin mién dich chudt cdng va cic doan ADN mi héa cho ving khong dbi globulin
mién dich ngudi. Cac dang khéc ciia "khang thé kham" bao ham béi sang ché nay 1a cac dang
trong d6 16p hoic phan 16p d3 duoc cai bién hoic dugc thay dbi tir 16p hoic phan 16p ciia
khang thé ban du. Khang thé "kham” nay con dugc dé cip dén dudi dang “khang thé duoc
chuyén ddi 16p." Phuong phép san xut khang thé kham bao gém cac ki thust ADN t4i t6 hop
va chuyén nap gen thong thudng d3 biét hién nay rd trong linh vire. Xem, vi du nhw, Morrison,

S.L., et al, Proc. Natl. Acad Sci. USA 81 (1984) 6851-6855; US 5,202,238 va US 5,204,244.

Theo mot phwong 4n, khang thé dugc 1am cho gibng ngudi c6 thé duge sitr dung trong
dwoc phdm va phuong phap duoc d& xuit & day. Theo mot s6 phuong 4n, thuit ngit "khang
thé dugc 1am cho gidng ngudi” hodc "phién ban duoc 1am cho giéng ngudi cia khang thé"
ding dé chi khang thé trong d6 khung hoic "ving x4c dinh bd sung" (CDR) di dugc cai bién
dé c6 chira cac CDR cia globulin mién dich c6 d6 dic hiéu khac nhau so véi d6 dic hidu cua
globulin mién dich me. Theo cac phuong 4n khic, cdc CDR cua VH va VL dugc ghép vao
viing khung ciia khang thé nguoi dé diéu ché "khang thé dugc 1am cho gidng ngudi." Xem vi
du nhu Riechmann, L., et al, Nature 332 (1988) 323-327; va Neuberger, M.S., et al, Nature
314 (1985) 268-270. Cac ving khung bién dbi chudi ning va chudi nhe c¢6 thé c6 ngudn gbc
tir céc trinh tu khang thé ngudi gibng nhau hoic khic nhau. Trinh tiy khéng thé ngudi 6 thé
13 trinh tr ctia khang thé ngudi ¢6 trong tu nhién. Cac ving khung bién dbi chudi ning va
chudi nhe cia ngudi duoc liét ké vi du nhu trong Lefranc, M.-P., Current Protocols in
Immunology (2000) - Phu luc IP A.1P,1-A.1P.37 vi c6 thé tiép cin dugc thong qua IMGT,
hé théng théng tin ImMunoGeneTics qudc té® (http://imgt.cines.fr) hoic thong qua
http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk. Mot cach tiy y ving khung c6 thé duoc cai bién bang cac

ddt bién khac nira. Cac CDR dugc dic biét wu tién trong tmg véi cac trinh tir dai dién ndy
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nhan dién cac khang nguyén dirgc ghi chi & trén dbi v6i khang thé kham. Thuét ngit "khang
thé duoc 1am cho gidng ngudi" nhu dung trong ban mé ta nay con chira khang thé ma duoc
cai bién trong vung khong ddi d8 tao ra cac tinh chét theo sang ché, dic biét 1a dbi véi su lién
két thanh phan bd thé 1q (Cl1q) va/hodc su lién két thu thé Fc (FcR), vi du nhu bang cach
"chuyén d6i 16p” tirc 12 su thay ddi hodc dot bién ciia phan Fc (vi du nhu tir IgG1 thanh IgG4
va/hodc dot bién IgG1/IgG4). Thuit ngit "khang thé ngudi", nhu duge st dung trong ban mo
ta nay, dugc du dinh bao gdm cac khang thé c6 cic ving bién ddi va cac ving khéng ddi c6
ngudn gbc tir cac trinh tr globulin mién dich dong mam & ngudi. Khang thé nguoi di duoc
biét 3 trong linh vuc (van Dijk, M.A., and van de Winkel, J.G., Curr. Opin. Chem. Biol. 5
(2001) 368-374). Khang thé ngudi ciing c6 thé dwoc san xuit & dong vat chuyén gen (vi du
nhu, chudt nhét) ma cé khd nang, khi gay mién dich, san xuét danh muc déy du hoic su chon
loc cua khang thé nguoi khi khéng c6 mat su san xuht globulin mién dich ndi sinh. Viéc
chuyén cia gen globulin mién dich dong mam ngudi & chudt nhat dot bién dong mam s& din
dén su san xuét ciia khang thé nguoi khi thir thach khang nguyén (xem, vi du nhu, Jakobovits,
A., et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 (1993) 2551-2555; Jakobovits, A., et al, Nature 362
(1993) 255-258; Brueggemann, M.D., et al., Year Immunol. 7 (1993) 33-40). Khang thé nguoi
ciing c¢6 thé duoc san xuit trong thu vién hién thi phago (Hoogenboom, H.R., and Winter, G.,
J. Mol. Biol. 227 (1992) 381-388; Marks, J.D., et al, J. Mol. Biol. 222 (1991) 581- 597). Cac
k¥ thuat cia Cole, A. va cdng su va Boerner, P. va cong su ciing co sin dé diéu ché khang thé
don dong nguoi (Cole, A, et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Liss, A.L., p.
77 (1985); va Boerner, P., et al, J. Immunol. 147 (1991) 86-95). Nhu da duoc deé cap ddi voi
khang thé duoc 1am cho gibng ngudi theo sang ché thuat ngir "khang thé ngudi” nhu ding
trong ban mo ta nay con chira khang thé ma duoc cai bién trong ving khéng dbi dé tao ra cac

tinh chit theo sang ché.

Theo mdt phuong an cu thé cua sang ché, mAb duoc chira boi protein dung hop tai tb

hop dugc dé xuit & ddy cb chira it nhat 13 mot dot bién trong mién hodc ving Fe.

Thuét ngit "khéng thé ngudi tai tb hop", nhu ding trong ban mé ta nay, dugc du dinh
bao gém tAt ca cac khang thé ngudi ma duge diéu ché, dugc biéu hién, dugc tao ra hodc duoc
phan 14p bang phwong thirc tai tb hop, ching han nhu khang thé duoc phan lap tir té bio chu,
vi du nhu té bao NSO hoic CHO hoic tir dong vat (vi du nhu chudt nhat) ma 14 chuyén gen
d6i véi cac gen globulin mién dich ngudi hodc khang thé duoc biéu hién bang cach sir dung

vecto biéu hién t4i t6 hop duge chuyén nap vao té bao chi. Khang thé nguoi tai t6 hop nay
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c6 cac ving bién dbi va khong ddi & dang dugc sip Xép lai. Khang thé ngudi tai tb hop theo
sang ché dugc dua di giy siéu dot bién sinh dudng in vivo. Do d6, trinh tir axit amin ciia cic
vimg VH va VL cta khang thé t4i t8 hop 14 c4c trinh tir ma, mic dit c6 ngudn gdc tir va c6
lién quan dén c4c trinh ty VH va VL dong mim ngudi, ¢6 thé khong ton tai trong tir nhién &
trong danh muc dong mam khang thé ngudi in vivo.

Theo mét sé phuong 4n, cic thudt ngit "ma lién két voi HER3 ngudi”, "ma lién két
dic hiéu véi HER3 ngudi", hoic "khang thé khang-HER3" c6 thé thay thé 13n nhau va ding
dé chi khang thé ma lién két dic hiéu véi khang nguyén HER3 ngudi véi gid tri KD bang
khoang 4,81x"'% mol/l hodc thip hon & nhiét 46 25°C. Ai luc lién két dwoc x4c dinh bang thir
nghiém lién két tiéu chuln & nhiét d6 25°C, ching han nhu k¥ thuat cong huéng plasmon bé
mit (BIAcore®, GE-Healthcare Uppsala, Thuy Dién). Do d6 "khang thé ma lién két véi
HER3 ngudi" nhu ding trong ban md ta niy ding dé chi khéng thé hoic phin cia chiing ma
lién két dic hiéu v6i khang nguyén HER3 ngudi véi 4i luc lién két véi KD nam trong khoang
tir 1,0 x 108 mol/l d&n 1,0 x 103 mol/l) & nhiét dd 25°C, va tot hon 14 véi gia tri KD bang
4,81x719 mol/l hoic thdp hon & nhiét d6 25°C.

Theo khia canh khéc, khang thé khang-HER3 dwoc chira bsi protein dung hop tai td
hop duoc bodc 16 trong ban mé ta nay c6 chira ving bién déi chudi ning (VH) va ving bién
dbi chudi nhe (VL). Theo mot phuong 4n, khang thé c6 chira cac trinh tir VH va VL lan luot
trong SEQ ID NO: 2 va SEQ ID NO: 3; va c¢6 mdt hodc nhiéu tinh chét sau day: su wc ché
ctia su phosphoryl héa HER3 trong té bao khdi u, sir trc ché ciia su phosphoryl hoa AKT trong
té bao khéi u, su e ché cua su truyén tin hiéu qua ErbB3 (HER3), va sy uc ché cia sy tang
sinh cta té bao khéi u.

Theo mot phwong 4n, mAb khang-HER3 dugc dé xut & ddy c chira trinh tu axit
amin VH dugc néu trong SEQ ID NO: 2:

Chudi Ning:

QVQLQQWGAG LLKPSETLSL TCAVYGGSFS GYYWSWIRQP
PGKGLEWIGE INHSGSTNYN PSLKSRVTIS VETSKNQFSL KLSSVTAADT
AVYYCARDKW TWYFDLWGRG TLVTVSSAST KGPSVFPLAP SSKSTSGGTA
ALGCLVKDYF PEPVTVSWNS GALTSGVHTF PAVLQSSGLY SLSSVVTVPS
SSLGTQTYIC NVNHKPSNTK VDKRVEPKSC DKTHTCPPCP APEFLGGPAV
FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED PEVKFNWYVD GVEVHNAKTK
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PREEQYNSTY RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKALPA PIEKTISKAK
GQPREPQVYT LPPSREEMTK NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE WESNGQPENN
YKTTPPVLDS DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG NVFSCSVMHE ALHAHYTQKS
LSLSPGK (SEQ ID NO: 2).

Theo mét phwong 4n, mAb khang-HER3 duoc d& xuit & ddy c6 chira trinh tu axit
amin VL néu trong SEQ ID NO: 3:

Chudi Nhe:

DIEMTQSPDS LAVSLGERAT INCRSSQSVL YSSSNRNYLA WYQQNPGQPP
KLLIYWASTR ESGVPDRFSG SGSGTDFTLT ISSLQAEDVA VYYCQQYYST
PRTFGQGTKYV EIKRTVAAPS VFIFPPSDEQ LKSGTASVVC LLNNFYPREA
KVQWKVDNAL QSGNSQESVT EQDSKDSTYS LSSTLTLSKA DYEKHKVYAC

EVTHQGLSSP VTKSFNRGEC (SEQ ID NO: 3).

Theo mdt phuong 4n, khang thé khang-HER3 theo sdng ché ¢ chira it nhat 1a mot dot
bién trong ving Fe. Theo phuong 4n khac, khang thé khang-HER3 trudng thanh (tic 13- thiéu
peptit tin hiéu) cta sing ché c6 chira it nhit 13 mot dot bién & cac axit amin 234, 239, 434,
hodc dang két hop cua ching, trong d6 theo cac phuong 4n khéc, cac d6t bién axit amin c6
chira it nhat 12 mot trong cac d6t bién thé sau day: L234F, S239A, N434A hoic dang két hop
ctia chung. Theo phuong 4n khac, cic dot bién thanh axit amin 234 va/hoic 239 lam ha thip
chirc nang tac dong cua khang thé khang-HER3. Theo phuong 4n khéc, dot bién thanh axit

amin 434 kéo dai thoi gian ban thai cia khang thé & d6i tuong.

Theo mdt sb phuong an, mdt hodc nhiéu dot bién trong vung Fc lam gidm chirc ndng
tac dong. Theo mdt s phuong an, chirc ning tic déng da duoc 1am giam cé chira i lyc gidm
cta khang thé khang-HER3 ddi v&i mot hodc nhiéu thu thé Fe. Cac FcR c6 thé 1a FeyRl,
FcyRlIIa, FcyRIIb, FeyRIIIa (158F), FeyRIIIa (158V) va Clq. Theo mot s6 phuong 4n, i luc
d3 dwoc lam giam c6 chira sy ting 1én cua hing sé phan ly bang khoang 1 bac vé d6 16n hoic
16n hon. Theo mdt sd phuong an, viéc dua vao mdt hodc nhiéu d6t bién Fc lam tang KD cua
khéng thé khang-HER3 cua protein dung hop c6 chira chiing @i véi FeyRI tir 2,81x10° M
1én 1,03x108 M. Theo mdt sb phuong an, viéc dua vao mot hoac nhiéu d6t bién Fc lam tang
KD cua khang thé khang-HER3 cua protein dung hop c6 chira ching dbi véi FeyRIIa tir
3,95x107 M 1én 1,35x106 M. Theo mét sb phuong én, viéc dira vio mot hodc nhiéu dot bién

Fc lam ting KD cua khang thé khang-HER3 cua protein dung hop c6 chira ching d6i véi
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FeyRIIb tir 1,03x1077 M Ién 1,52x10° M. Theo mot ) phuong an, viéc dua vao mot hodc
nhidu dot bién Fc 1am ting KD cua khéng thé khang-HER3 ciia protein dung hop cé chira
chiing dbi véi FeyRI11a (158F) tir 6,37x102 M 1én 1,18x10”7 M. Theo mét s phuong 4n, viéc
dua vao mdt hoic nhidu dot bién Fc 1am ting KD ciia khang thé khang-HER3 cua protein
dung hop c6 chita chung ddi v6i FeyRITIa (158V) tir 3,41 x108 M 1&n 9,10x108 M.

Theo mét sé phuong 4n, khang thé khang-HER3 hoic protein dung hop tai t5 hop c6
chira chung lién két véi FeyRI v6i hing s6 phén ly can bing (KD) cao hon hogc bang 1,03x10°
8 M. Theo mdt s§ phuong 4n, khang thé khang-HER3 hoic protein dung hop tai t& hop c6
chira chung c6 chita mét hodc nhiéu dot bién Fe va lién két véi FcyRIla véi KD cao hon hodc
bing 1,35x106 M. Theo mdt s6 phuong an, khang thé khang-HER3 hoic protein dung hop
tai t& hop o chira ching c6 chira mot hodc nhiéu dot bién Fc va lién két véi FeyRIIb véi KD
cao hon hoic bing 1,5 x106 M. Theo mét s6 phuong 4n, khang thé khang-HER3 hoic protein
dung hop t4i t& hop c6 chira ching c6 chira mét hodc nhiéu dot bién Fc va lién két véi FeyRIIIa
(158F) v6i KD cao hon hodc bang 1,18x10”7 M. Theo mét sé phwong 4n, khéng thé khang-
HER3 hoic protein dung hop tai td hop c6 chira ching cé chita mét hogc nhiéu d6t bién Fc
va lién két véi FeyRIITa (158V) véi KD cao hon hodc bang 9,10x108 M.

Thuat ngit “(cac) chirc ning tic dong khang thé” nhu dung trong ban mé ta ndy ding
@& chi chirc ning dugc ciu thanh béi (cac) ving Fe ciia Ig. Chirc ning nay c6 thé bi anh hudéng
béi, vi du nhu, su lién két cia (cac) ving tac dong Fe véi thu thé Fe trén té bao mién dich véi
hoat tinh thwe bao hoic dung giai hoic bang sy lién két cia (cac) ving tic dong Fe vdi cac

thanh phan cta hé théng bb thé.

Theo mdt phuong 4n, khang thé khang-HER3 khong gdy cam tmg su gy doc té bao
phu thudc khang thé (antibody-dependent cellular cytotoxicity - ADCC). Thuét ngit "su gay
doc té bao phu thude khang thé (ADCC)" ding dé chi sy dung giai ciia té bao dich ngudi bang
khang thé theo sang ché trong su c6 mit ciia té bao tac dong.

Theo mot phuwong 4n theo sang ché, khang thé theo sang ché dugc glycosyl hoa. Theo
mdt sé phuong 4n, sy glycosyl héa 1a su N-glycosyl héa. Theo cic phuong an khac, su
glycosyl héa 1a sy O-glycosyl hoa.

Trong ngit canh cua protein dung hop tai t6 hop duoc dé xuét & dy va theo séng ché,
khéng thé dugc chira béi protein dung hop tai to hop c6 thé duoc san xuét théng qua phuong

thirc tai t6 hop. Cac phuong phap ndy duge biét dén rong rii trong tinh trang k¥ thuét cla linh
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Virc nay va co6 chira su biéu hién protein & té bao nhan so va té bao nhan chuin véi su phan
1ap tiép theo cta polypeptit khang thé va thuong tinh ché dén d6 tinh sach chip nhan duoc
trong dwgc phim. Dé biéu hién protein axit nucleic ma hoa cho chudi nhe va chudi niing hoic
manh ciia chiing dwgc cii xen vao vecto biéu hién bang phuong phép tiéu chuin. Sy biéu hién
dugc thuc hién trong té bao chii nhan so hodc nhan chuén thich hop, chéng han nhu té bao
CHO, t& bao NSO, té bao SP2/0, té bao HEK293, té bio COS, nim men, hoic té bao E. coli,
va khang thé duoc thu hdi tir cac té bao nay (tir dich ndi bé mit hoic sau khi dung gii té bao).
Su san xudt tai tb hop cua khang thé d3 duoc biét rd trong linh vuc va dugec mo ta, vi du nhu,
trong cac bai danh gia cua Makrides, S.C., Protein Expr. Purif. 17 (1999) 183-202; Geisse,
S., et al, Protein Expr. Purif. 8 (1996) 271-282; Kaufman, R.J., Mol. Biotechnol. 16 (2000)
151-161; Werner, R.G., Drug Res. 48 (1998) 870-880. Khang thé c6 thé c6 mit trong té bao

1A 1
co béan tinh

>

nguyén ven, trong dich tan té bao, hoic & dang dugc tinh ché mét phan hoic v
khiét. Su tinh ché dwoc thuc hién dé loai bo cac thanh phan t& bao khac hodc cac chit tap
nhiém khac, vi du nhu, axit nucleic hoic protein khic ctia té bao, béng cac k¥ thuat tiéu chuén,
bao gém, sic ky cot va cac k¥ thuat khac da dugc biét rd trong linh vuc (xem Ausubel, F., et
al, ed. Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing and Wiley Interscience,
New York (1987)). Su biéu hién & t& bao NSO duwgc mé ta bdi, vi du nhu, Barnes, L.M., et
al, Cytotechnology 32 (2000) 109-123; Barnes, L.M., et al, Biotech. Bioeng. 73 (2001) 261-
270. Su biéu hién tam thdi duge mo ta béi, vi du nhu, Durocher, Y., et al, Nucl. Acids. Res.
30 (2002) E9. St tach dong ciia mién bién d6i duoc moé ta bai Orlandi, R., et al, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 86 (1989) 3833- 3837, Carter, P, et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89 (1992)
4285-4289; Norderhaug, L., et al, J. Immunol. Methods 204 (1997) 77-87. Hé thong biéu hién
tam thoi duge uvu tién (HEK 293) duge mo ta bai Schlaeger, E.-J. va Christensen, K., trong
tai liéu Cytotechnology 30 (1999) 71-83, va boi Schlaeger, E.-J., trong tai liéu J. Immunol.
Methods 194 (1996) 191-199. Khang thé don dong dugc tich mot cach thich hgp tir moi
trudng nudi ciy bang quy trinh tinh ché globulin mién dich thong thudng ching han nhr, vi
du, protein A-Sepharoza, sdc ky hydroxylapatit, dién di trén gel, thAm tach, hoic sic ky ai
luc. ADN va ARN ma3 héa cho khang thé don dong dugc phan lap va dugce xéc dinh trinh tu
d& dang bing cach sir dung cac quy trinh thong thudng. Cac té bao lai c6 thé déng vai trd 1am
ngudn cia ADN va ARN nay. Khi duoc phéan 1ap, ADN cé thé duge cai xen vio vecto biéu

hién, ma sau d6 duge chuyén nap vao té bao chii, ching han nhu té bao HEK 293, té bao
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CHO, hoic té baou tiy ma theo cach khac khéng san xuét ra protein globulin mién dich, dé

thu dwoc su téng hop ctia khang thé don dong tai tb hop trong té bao chu.

Céc mién bién ddi cia chudi ning va chudi nhe theo sang ché dugc két hop véi trinh
tu cua vung khéi dong, vi tri bt dau dich ma, vung khong dédi, vung khéong dugc dich ma 3°,
vi tri polyadenyl héa, va vi tri két thic phién ma d8 tao thanh ciu tric vecto biéu hién. Ciu
trac biéu hién chudi ning va chudi nhe c6 thé dugc két hop vao vecto don 1¢, dwroc dong
chuyén nap, dugc chuyén nap theo day, hodc dugc chuyén nap riéng ré€ vao té bao cht ma sau

d6 duge dung hop dé tao thanh té bao chit don 1é biéu hién ci hai chudi.

Hién nhién 12 khang thé duoc dung cho ddi twong & lrgng hitu hidu dé diéu tri ma 1a
lwong ctia hop chit d6 hoic dang két hop ma s& gy ra dép tmg sinh hoc hoic y hoc ciia mo,
hé théng, dong vat hodc con ngudi ma dugc do tim béi nha nghién cim, bac si tha y, bac si
diéu tri hodc nha 1am sang khac.

Protein dung hop tai tb hop — Neuregulin

Theo mdt phuong 4n, protein dung hop tai td hop duoc d xuat & day co chira manh
clia protein NRG-1. Protein NRG c6 thé lién két voi thu thé ErbB4 trén bé mit cia té bao co
tim, lién tuc hoat héa con duong tin hiéu PI3K/AKT trong té bao, va lam thay ddi chu triac

cua t€ bao co tim, bang cach d6 cai thién chirc nang cuia t€ bao co tim.

Nhu st dung trong ban mé ta ndy, “neuregulin” hodc “NRG” ding d chi protein hoic
peptit ma c6 thé lién két va hoat héa ErbB3, ErbB4 hoic dime di loai hoic dime cing loai ciia
ching, bao gdm cac ddng phan neuregulin, mién gidng EGF neuregulin, polypeptit c6 chira
mién giéng EGF neuregulin, thé dot bién hodc din xuét neuregulin, va loai bét ky cia san
pham gen gidng neuregulin ma c6 thé hoat hoéa thu thé néu trén. Neuregulin con bao 2dm cac
protein, peptit, manh va hgp chit NRG-1, NRG-2, NRG-3 va NRG-4 ma c6 chirc ning cla
neuregulin. Theo phuwong 4n dwoc wu tién, neuregulin 14 protein hodc peptit ma c6 thé lién két
v&i va hoat hoa dime di loai ErbB2/ErbB4 hoac ErbB2/ErbB3, vi du nhu, nhung khong nhim
muc dich gi6i han sang ché, peptit theo sang ché bao gdm ménh cia dong phan NRG-1p2,
tirc 13, manh ¢ 177-237 axit amin, ma chira mién giéng EGF c6 trinh tu axit amin sau day:
SHLVKCAEKEKTFCVNGGECFMVKDLSNPSRYLCKCPNEFTGDRCQNYVMASFYK
AEELYQ (SEQ ID NO: 4). Protein NRG theo sang ché c6 thé hoat hoa thu thé néu trén va
diéu hoa chic nang sinh hoc cia chung, vi du nhu, kich thich sy téng hop cia thu thé

axetylcholin trong t€ bao co xuong, thuc day su biét hda va sy song sot cia té bao co tim va
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s téng hop ADN. Ngudi ¢6 trinh d6 trung binh trong Iinh vic biét r6 rang dot bién cua axit
amin don 1é trong viing khong thiét yéu thudng khéng 1am thay dbi hoat tinhh hoc ciia protein
hodc polypeptit thu dugce (xem, vi du nhu, Watson et al., Molecular Biology of the Gene, 4th
Edition, 1987, The Bejacmin/Cummings Pub.co.,p. 224). Protein NRG theo sang ché co thé
dugc phan lap tir cac ngudn tu nhién, c6 thé dugc cai bién théng qua céng nghé ti t6 hop, su

téng hop nhén tao hoic cic phuong tién khéc.

Nhu sir dung trong ban mé ta nay, “mién giéng yéu td sinh truéng biéu bi” hoic
“mién gibng EGF” ding dé chi méanh polypeptit dugc mi héa bang gen neuregulin ma lién
két v6i va hoat hoa ErbB3, ErbB4, hodc dime di loai hodc dime cung loai cia ching va bao
gdm dime di loai véi ErbB2, va tuong tu vé mit cAu tric véi vimg lién két thy thé EGF nhu
dugce mob ta trong WO 00/64400, Holmes et al., Science, 256:1205-1210 (1992); B:"mg doc
quyén sang ché M¥ sb 5,530,109 va 5,716,930; Hijazi et al., Int. J. Oncol., 13:1061-1067
(1998); Chang et al., Nature, 387:509-512 (1997); Carraway et al., Nature, 387:512-516
(1997); Higashiyama et al., J. Biochem., 122:675-680 (1997); va WO 97/09425, n¢i dung
ctia chung déu dugc két hop & diy dé tham khao. Theo cic phirong 4n nhat dinh, mién giéng
EGF lién két v&i va hoat hoa dime di loai ErbB2/ErbB4 hodc ErbB2/ErbB3. Theo cac
phuong 4n nhét dinh, mién giéng EGF c6 chira trinh tir axit amin ctia mién lién két thu thé
ctia NRG-1. Theo mét sé phuong 4n, mién giéng EGF ding dé chi cac gbc axit amin 177-
226, 177-237, hodc 177-240 cia NRG-1. Theo cc phuong 4n nhit dinh, mién giéng EGF
¢6 chira trinh tir axit amin cia mién lién két thu thé cia neuregulin-2 (NRG-2, con duogc biét
dén trong linh vuc duéi dang DON1, HRG2 va NTAK). Theo cac phuong 4n nhit dinh,
mién gibng EGF ctia NRG-2 c6 chira trinh tir
HARKCNETAKSYCVNGGVCYYIEGINQLSCKCPNGFFGQRCL (SEQ ID NO: 15).
Theo cac phuong 4n nhét dinh, mién gidng EGF c6 chira trinh tir axit amin ciia mién lién két
thu thé cua neuregulin 3 (NRG-3, cdn duoc biét dén trong linh vuc duéi dang HRG3 va pro-
NRG3). Theo cic phuong 4n nhit dinh, mién giéng EGF ctia NRG-3 ¢6 chira trinh tur
HFKPCRDKDLAYCLNDGECFVIETLTGSHKHCRCKEGYQGVRCD (SEQ ID NO: 16).
Theo c4c phuong 4n nhat dinh, mién gidéng EGF c6 chira trinh tiy axit amin ctia mién lién két
thu thé cta neuregulin 4 (NRG-4, con dugc biét dén trong linh vyc dudi dang HER4). Theo
céc phuong 4n nhat dinh, mién gidng EGF ciia NRG-4 ¢6 chira trinh tur
HEEPCGPSHKSFCLNGGLCYVIPTIPSPFCRCVENYTGARCE (SEQ ID NO: 17). Theo
céc phuong 4n nhit dinh, mién gidng EGF c¢6 chira trinh tir axit amin Ala Glu Lys Glu Lys
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Thr Phe Cys Val Asn Gly Glu Cys Phe Met Val Lys Asp Leu Ser Asn Pro (SEQ ID NO:
18), nhu dirge md ta trong Bing doc quyén sang ché M§ s6 5,834,229,

Theo mot phuong 4n, protein NRG-1 duwgc cung cip trong protein dung hop tai t6 hop
dwoc boc 16 trong ban mé ta nay 1a ddng phan NRG-1 B2a.

Theo mot sé phuong 4n, manh NRG-1 hoat tinh ¢6 chira mién lién két ERBB3/4. Theo
phurong an lién quan khac, NRG-1 lién két v&i va giy cim tng su truyén tin hiéu qua ErbB4
(HER4). Theo cac phuong an khac, mAb uc ché s truyén tin hiéu NRG-1 qua ErbB3 (HER3).
Theo mot sd phuong an, manh protein hoat tinh cia NRG-1 ¢6 chira mién hoat tinh cia NRG-
1.

Protein dung hop tai tb hop — Hop phan

Theo mét phuong 4an, trong protein dung hop tai td hop dugc boc 16 trong ban mé ta
nay NRG-1 duge dung hop véi dAu tin cing C ciia chudi ning khang thé khang-HER3 bing
cach st dung cu ndi. Theo khia canh lién quan khac, NRG-1 duge gin vao cau ndi thong qua
axit amin thir nhét (tht 1) trén déu tan cung N cia NRG-1, ma theo mdt phuong 4n 13 axit
amin Serin (S hodc Ser). Protein dung hop t4i t6 hop cu thé dugc ding trong sang ché nay co6
thé tuy y duoc thu 14y hodc duoc tao ra bing phuong phép bit ky di biét trong linh vuc (bao
gbm mua tir cac ngudn thuong mai). Vi du nhu, trinh tir axit nucleic ma héa cho khung khang
thé thich hop tiy y dwoc tach dong va dwoc ndi vao vecto thich hop (vi du nhu, vecto biéu
hién ddi véi, vi du nhu, sinh vat nhan so hodc sinh vat nhan chuén). Ngoai ra, trinh tir axit
nucleic ma héa cho phan tir ddng phan NRG-1 B2a tity ¥ duge tich dong vao cung vecto theo
huéng va vi trf thich hop sao cho su biéu hién tir vecto nay san xuat ra protein dung hgp khéng
th8-ddng phan NRG-1 B2a. Mot sb phuong 4n tiry chon con doi hoi sur cai bién sau khi bidu
hién, vi du nhu, su l'flp rap cua tiéu don vi khéng thé, v.v.. Cac k¥ thuat va nghé thuat adi véi
céc thao tac néu trén (va tuong tu) di duoc biét rd ddi véi ngudi 6 trinh dd trung binh trong
linh vuc. Cac hudng dan st dung thich hgp dugc tim the‘iy trong, vi du nhu, Sambrook et al.,
Molecular Cloning—A Laboratory Manual (2nd Ed.), Vols. 1-3, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989 va Current Protocols in Molecular Biology, F.
M. Ausubel et al., eds., Current Protocols, hop tic gitta Greene Publishing Associates, Inc. va
John Wiley & Sons, Inc. (dugc b sung dén nim 1999). Theo mét s6 phurong an khéc, mién
khéng thé va dong phan NRG-1 B2a dugc 1ap rap sau khi biéu hién thong qua, vi du nhu, cac
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phuong thirc hda hoc. Theo mét phurong 4n, sang ché dé xut hop phan, vi du nhu duge pham

c6 chira protein dung hop téi t& hop theo sang ché.

Theo mot phuong an, protein dung hop tai td hop thuc déy su tang sinh, su biét hoa,
va su séng sot cia té bao co tim. Theo phuong 4n khéc, protein dung hop tai tb hop thuc diy
su tang sinh, su biét hoa va su séng s6t cua m6 tim. Theo mdt phuong 4n, protein dung hop
tai td hop thuc diy sy ting sinh, sy biét hda, va su sng sot cia té bao co tim ma khong thic
déy su phat trién ung thu va/hoic khéi u. Theo phurong 4n khac, protein dung hop tai t6 hop
thic déy su tang sinh, su biét héa va su séng sot cia md tim ma khong thuc déy su phat trién

ung thu hoic khéi u.

Theo mét phuong 4n, ung thu 13 ung thu biéu mé vé thurgng than, ung thu lién quan
dén AIDS, u lympho lién quan dén AIDS, ung thu hdu mon, ung thu hdu mon-tryc trang, ung
thu cua 5ng hau mén, ung thu rudt thira, u bao hinh sao tiéu ndo & tré em, u bao hinh sao nio
& tré em, ung thu bidu mé té bao nén, ung thu da (khéng phai u melanin), ung thu mat, ung
thu éng din mat ngoai gan, ung thu dng din mat trong gan, ung thu bang quang, ung thu bang
quang niéu dao, ung thur xwong va khép, ung thu mé lién két xuong va u md bio sgi 4c tinh,
ung thu nio, khéi u nfo, u thin kinh dém than n3o, u bao hinh sao tiéu no, u bao hinh sao
ndo/u thin kinh dém 4c tinh, u mang nio that, u nguyén bao tiry, u ngoai bi than kinh nguyén
thily budu mau trén 18u, u thin kinh dém ving dué6i ddi va duong din truyén thi giac, ung thu
Vi, u tuyén phé quan/carcinoid, khdi u carcinoid, ung thu da day-rudt, hé than kinh, u lympho
hé than kinh, ung thu hé than kinh trung wong, u lympho hé than kinh trung wong, ung thu ¢
t& cung, ung thu & tré em, bénh bach ciu té bao lympho man tinh, bénh bach cau tiy man
tinh, rdi loan tang sinh tiy xuong méan tinh, ung thu rudt Két, ung thu Kkét truc trang, u lympho
té bao T da, khéi u bach huyét, u sui dang nim, Hoi ching Seziary, ung thu ndi mac tir cung,
ung thu thuc quan, khéi u té bao mim ngoai so, khéi u té bao mim ngoai tuyén sinh duc, ung
thu 6ng din mat ngoai gan, ung thu mit, u melanin trong mit, u nguyén bao vong mac, ung
thu tii mat, ung thu da day (bao ), khéi u carcinoid da day-rudt, u mé dém da day-rudt
(GIST), khéi u té bio mam, khéi u t& bio mam budng trimg, u than kinh dém khéi u nguyén
bao nudi do thai nghén, ung thu dau va b, ung thu té bao gan (gan), u lympho Hodgkin, ung
thu ha hiu, u melanin trong mat, ung thu mit, khdi u té bao dao tuy (tuyén tuy noi tiét),
Sarcom Kaposi, ung thu thin, ung thu than, ung thu than, ung thu thanh quan, béch bach clu
nguyén bao lympho cap tinh, bénh bach ciu dang tity cép tinh, bénh bach ciu té bao Iympho

man tinh, bénh bach cau tiy man tinh, béch bach ciu té bao long, ung thu méi va khoang
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miéng, ung thr gan, ung thu phdi, ung thu phdi té bao khong nhé, ung thu phéi té bao nho, u
lympho lién quan dén AIDS, u lympho khong Hodgkin, u lympho hé than kinh trung wong
nguyén phat, bénh ting globulin dai phin tir Waldenstroem, u nguyén bao tuy, u melanin, u
melanin trong mét (mét), ung thu biéu mé té bao merkel, u trung biéu mé ac tinh, u trung biéu
mo, ung thu cb té bao vay di cdn, ung thu miéng, ung thu cua ludi, hoi ching da u tuyén noi
tiét, u sui dang nim, hoi chimg loan san tiy, bénh loan san tiy/ting sinh ty, bénh bach ciu
tuy man tinh, bénh bach ciu dang tuy cép tinh, da u ty, 161 loan tang sinh tiy xwong man
tinh, ung thr miii hdu, u nguyén bao thin kinh, ung thu miéng, ung thu khoang miéng, ung
thu miéng hiu, ung thu budng trimg, ung thur biéu mé budng trimeg, khéi u ¢6 kha ning ac
tinh thip & budng trimg, ung thu tuy, ung thu t& bao dao tuy, ung thu khoang miii va xoang
canh mili, ung thu tuyén cin gidp, ung thu dwong vat, ung thur hau, u tay thuong than, u
nguyén bio tuyén ting va u ngoai bi than kinh nguyén thity buéu mau trén 18w, khéi u tuyén
yén, u trong bao/da u tity, u nguyén bio mang phdi, ung thu tuyén tién liét, ung thu truc tring,
ung thur t€ bao chuyén tiép, bé than va niéu quan, u nguyén bao vdng mac, ung thu mo lién
két co van, ung thu tuyén nude bot, ho Ewing ctia khdi u sarcom, Sarcdm Kaposi, sarcom mo
mém, sarcdm biéu md, sarcom hoat dich, ung thu tir cung, sarcém tir cung, ung thu da (khong
phai u melanin), ung thu da (u melanin), ung thu biéu mé da té bao merkel , ung thu rudt non,
sarcém md mém, ung thr biéu mé té bao vay, ung thu da day (bao tir), u ngoai bi than kinh
nguyén thiy buéu mau trén 18u, ung thw tinh hoan, ung thur ¢ hong, u tuyén trc, u tuyén trc
va ung thu biéu mé tuyén trc, ung thu tuyén giap, ung thu té bio chuyén tiép cta bé than va
niéu quéan va cdc co quan tiét niéu khac, khdi u nguyén bao nuéi do thai nghén, ung thu niéu
dao, ung thu ndi mac tir cung, sarcém tir cung, ung thu thé tr cung, ung thu 4m dao, ung thu

am ho, hoac Khoi u Wilm.

Theo phuong 4n khéc, protein dung hop tai tb hop thic ddy su ting sinh, sy biét hoa
va sur sdng st cia té bao hé than kinh trung wong (CNS). Theo phuong 4n khéc, protein dung
hop tai tb hop thiic ddy su ting sinh, su biét hoa va s sdng sot cia té bio hé than kinh trung
wong (CNS) ma khéng thic diy su phét trién ung thu va/hoic khdi u. Theo phuong 4n khéc,
protein dung hop ti td hop c6 kha ning giam di dé gdy cam tng su gy doc té bao phu thudc
khang thé (ADCC).

Theo mét s6 phuong an, protein dung hop tai t6 hop thuc day su truyén tin hiéu
HER?2/4 hon 12 s truyén tin hiéu HER2/3 tuong quan véi kha nang giy cam tmg tin hiéu ctia
NRG-1 ti t6 hop.
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Theo phuong 4n cu thé theo sang ché, protein dung hop t4i tb hop cé chira mAb khang-
HER3 dung hop véi hodic duoc lién két c6 diéu khién véi dau tan cing C cta chudi ning
khéng thé thong qua ciu nbi GGGGSGGGGS (G4S) (SEQ ID NO: 5) véi ddng phan NRG-1
f32a néu trong SEQ ID NO: 4. Theo mdt sb phuong an, mot hoac nhiéu ban sao ciia ciu ndi
c6 thé duoc sir dung. Theo cic phuong an khéc, 2, 3, 4, hoic 5 ban sao clia cau ndi G4S hodc
cau ndi khic bit ki di biét trong linh virc 14 thich hop dbi véi hop phan duge bdc 16 trong

ban mb ta nay c6 thé dugc ding trong ban md ta nay.

Thuat ngit “ciu ndi” duge cong nhan trong linh vuc va dung dé chi phan tir (bao gém
nhung khong gidi han & axit nucleic hodc axit amin chua dugc cai bién hodc d3 duoc cai bién)
hodc nhom cua céc phén tir (vi du nhu, 2 hoac nhiéu hon, vi du nhu, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100 hodc nhiéu hon) ndi hai
hop chat, ching han nhu hai polypeptit. Ciu ndi c6 thé duoc tao thanh béi phén tir ndi don 1é
hodc ¢6 thé c6 chira phan ti ndi va it nhit 1 mot phan tir dém, dwoc du dinh dé tach riéng

phan tir ndi va hop chét boi khoang cach cu thé.

Trinh ty axit nucleic duge “lién két cd diéu khién” khi né duge dit vao mbi quan hé
v& mit chirc nang vdi trinh tu axit nucleic khac. Vi du nhu, tién trinh tu hodc trinh tw din du
tiét axit nucleic dwoc lién két co didu khién véi axit nucleic mi héa cho polypeptit néu né
dwoc biéu hién duéi dang tién protein ma tham gia vao su tiét ctia polypeptit; viing khoi dong
hoic ving ting cudng duoc lién két co didu khién véi trinh tw ma hoa néu nd anh huéng dén
su phién ma cua trinh tu; hodc vi tri lién két ribosom duoc lién két cb diéu khién v&i trinh tu
m3 héa néu né duge dinh vi sao cho nd 1am thuén tién cho su dich ma. Thong thuong, “dugc
lién két c6 diéu khién” ¢ nghia 14 cac trinh tir axit nucleic dugc lién két nam lién ké, va, trong
tredng hop cia trinh tu din dau tiét, nam lién ké va trong khung doc. Tuy nhién, ving ting
cuong tuy y nam lién ké&. Su lién két c6 thé dugc thuce hién, vi du nhu, béng sundi & cac vi tri
gidi han thuan tién. Néu céc vi tri nay khong tdn tai, cac bd chuyén dbi oligonucleotit téng
hop, cac cAu ndi hoidc cac phwong phap khac d4 biét trong linh vire c6 thé dugc sir dung. Theo
phuong an khéc, “dugce lién két c6 diéu khién” ciing dung dé chi sy bat cip chirc ning cia
céc trinh tu axit amin, peptit hodc protein khac biét, nhu trong su bit cip cia khang thé va
ménh NRG-1 dugc md ta trong ban md ta ndy thong qua trinh tir cau ndi ciing dwrge mé ta

trong ban mo ta nay.

Theo phuong 4n khéc, chudi ning mAb khdng-HER3 duoc chira béi protein dung hop
tai tb hop dugc dé xuit & dy dugc mi héa bang SEQ ID NO: 6:
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ATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGGTTTTCCTTGTTGCTATAATAAAAGGTGT
CCAGTGTCAGGTGCAGCTGCAGCAGTGGGGAGCTGGACTGCTGAAGCCAAGCG
AGACCCTGTCTCTGACATGCGCCGTGTACGGAGGATCCTTCAGCGGATACTATT
GGTCTTGGATCAGGCAGCCACCTGGCAAGGGACTGGAGTGGATCGGCGAGATC
AACCACTCTGGCTCCACCAACTACAATCCCTCTCTGAAGTCCCGGGTGACCATC
TCCGTGGAGACAAGCAAGAATCAGTTTTCCCTGAAGCTGTCCAGCGTGACCGCC
GCTGACACAGCCGTGTACTATTGCGCTAGGGACAAGTGGACCTGGTATTTCGAT
CTGTGGGGAAGGGGCACCCTGGTGACAGTGTCTTCCGCCTCTACAAAGGGCCCC
TCCGTGTTTCCTCTGGCTCCAAGCTCTAAGAGCACCTCTGGAGGAACAGCCGCT
CTGGGATGTCTGGTGAAGGATTACTTCCCTGAGCCAGTGACCGTGAGCTGGAAC
TCTGGCGCCCTGACCTCCGGAGTGCATACATTTCCCGCTGTGCTGCAGTCCAGC

CTTCCGTGGTGACCGTGCCTAGCTCTTCCCTGGGCACCC

AGACATACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCTCCAATACAAAGGTGGACAAG
AGAGTGGAGCCTAAGAGCTGTGATAAGACCCATACATGCCCACCATGTCCAGCT
CCTGAGCTGCTGGGAGGACCTTCCGTGTTCCTGTTTCCTCCAAAGCCAAAGGAC
ACCCTGATGATCTCTCGCACCCCTGAGGTGACATGCGTGGTGGTGGACGTGTCC
CACGAGGATCCAGAGGTGAAGTTCAACTGGTACGTGGATGGCGTGGAGGTGCA
TAATGCTAAGACCAAGCCTAGGGAGGAGCAGTACAACAGCACCTATCGGGTGG
TGTCTGTGCTGACAGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAG
TGCAAGGTGAGCAATAAGGCCCTGCCAGCTCCCATCGAGAAGACCATCTCTAA
GGCCAAGGGCCAGCCCAGAGAGCCTCAGGTGTATACACTGCCCCCTAGCCGCG
AGGAGATGACCAAGAACCAGGTGTCTCTGACATGTCTGGTGAAGGGCTTCTACC
CATCTGACATCGCTGTGGAGTGGGAGTCCAATGGCCAGCCCGAGAACAATTATA
AGACCACACCACCCGTGCTGGACTCCGATGGCAGCTTCTTTCTGTACTCCAAGC
TGACCGTGGATAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTTTCCTGCAGCGTG
ATGCACGAGGCCCTGCACAATCATTATACACAGAAATCTCTGTCCCTGAGCCCA
GGCAAGGGAGGAGGAGGAAGCGGAGGAGGAGGCAGCTCTCATCTGGTGAAGT
GTGCTGAGAAGGAGAAGACCTTCTGCGTGAACGGCGGCGAGTGTTTTATGGTG
AAGGACCTGTCTAATCCATCCAGATACCTGTGCAAGTGTCCCAACGAGTTCACA
GGCGATCGCTGCCAGAATTACGTGATGGCCTCTTTTTATAAGGCTGAGGAGCTG
TACCAGTAA (SEQ ID NO: 6). Theo mot phuong an, trinh tur dugc néu trong SEQ ID NO:
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6 khong chira dot bién Fc. Theo mdt phuong 4n, SEQ ID NO: 6 con dugc dé cap dén dudi
dang “NPCF”.

Theo mét phuong 4n, protein dung hop i t hop dugce d& xuit & day c6 chira chudi
ning ciia mAb khang-HER3. Theo phuong 4n khéc, chudi ning mAb khang-HER3 dugc mi
héa bing SEQ ID NO: 7:

ATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGGTTTTCCTTGTTGCTATAATAAAAGGTGT
CCAGTGTCAGGTGCAGCTGCAGCAGTGGGGAGCTGGACTGCTGAAGCCAAGCG
AGACCCTGTCTCTGACATGCGCCGTGTACGGAGGATCCTTCAGCGGATACTATT
GGTCTTGGATCAGGCAGCCACCTGGCAAGGGACTGGAGTGGATCGGCGAGATC
AACCACTCTGGCTCCACCAACTACAATCCCTCTCTGAAGTCCCGGGTGACCATC
TCCGTGGAGACAAGCAAGAATCAGTTTTCCCTGAAGCTGTCCAGCGTGACCGCC
GCTGACACAGCCGTGTACTATTGCGCTAGGGACAAGTGGACCTGGTATTTCGAT
CTGTGGGGAAGGGGCACCCTGGTGACAGTGTCTTCCGCCTCTACAAAGGGCCCC
TCCGTGTTTCCTCTGGCTCCAAGCTCTAAGAGCACCTCTGGAGGAACAGCCGCT
CTGGGATGTCTGGTGAAGGATTACTTCCCTGAGCCAGTGACCGTGAGCTGGAAC
TCTGGCGCCCTGACCTCTGGAGTGCATACATTTCCCGCTGTGCTGCAGTCCAGC
GGCCTGTATAGCCTGTCTTCCGTGGTGACCGTGCCTAGCTCTTCCCTGGGCACCC
AGACATACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCTCCAATACAAAGGTGGACAAG
AGAGTGGAGCCTAAGAGCTGTGATAAGACCCATACATGCCCACCATGTCCAGCT
CCTGAGTTCCTGGGAGGACCTGCCGTGTTCCTGTTTCCTCCAAAGCCAAAGGAC
ACCCTGATGATCTCTCGCACCCCTGAGGTGACATGCGTGGTGGTGGACGTGTCC
CACGAGGATCCAGAGGTGAAGTTCAACTGGTACGTGGATGGCGTGGAGGTGCA
TAATGCTAAGACCAAGCCTAGGGAGGAGCAGTACAACAGCACCTATCGGGTGG
TGTCTGTGCTGACAGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAG
TGCAAGGTGAGCAATAAGGCCCTGCCAGCTCCCATCGAGAAGACCATCTCTAA
GGCCAAGGGCCAGCCCAGAGAGCCTCAGGTGTATACACTGCCCCCTAGCCGCG
AGGAGATGACCAAGAACCAGGTGTCTCTGACCTGTCTGGTGAAGGGCTTCTACC
CATCTGACATCGCTGTGGAGTGGGAGTCCAATGGCCAGCCCGAGAACAATTATA
AGACCACACCACCCGTGCTGGACTCCGATGGCAGCTTCTTTCTGTACTCCAAGC
TGACCGTGGATAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTTTCCTGCAGCGTG
ATGCACGAGGCCCTGCACGCTCATTATACACAGAAATCTCTGTCCCTGAGCCCA
GGCAAGGGAGGAGGAGGAAGCGGAGGAGGAGGCAGCTCTCATCTGGTGAAGT
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GTGCTGAGAAGGAGAAGACCTTCTGCGTGAACGGCGGCGAGTGTTTTATGGTG
AAGGACCTGTCTAATCCATCCAGATACCTGTGCAAGTGTCCCAACGAGTTCACA
GGCGATCGCTGCCAGAATTACGTGATGGCCTCTTTTTATAAGGCTGAGGAGCTG
TACCAGTAA (SEQ ID NO: 7). Theo mét phuong an, SEQ ID NO: 7 con duge dé cap dén
duéi dang “NPCFA”. Theo mot phuwong an, SEQ ID NO: 7 c6 chira mt hoac nhiéu d6t bién
ma mi héa cho mdt hodc nhiéu dot bién trong ving khong d6i (Fc) cia mAb khang-HER3
dugc dé xut & day. Theo mot phrong 4n, khang thé khang-HER3 trudng thanh theo sang ché
c6 chira it nht 12 mot d6t bién & céc axit amin 234, 239, 434, hoic dang két hop cia ching.
Theo phwong an khéc, cac dot bién axit amin ¢6 chira it nhét 13 mét trong cac d6t bién thé sau

day: L234F, S239A, N434A hoac dang két hop cda ching.

Theo mot phuong 4n, protein dung hop tai t6 hop dwgc dé xuat & day c6 chira trinh tir
chudi nhe cila mAb khang-HER3. Theo phuong 4n khac, trinh ty chudi nhe dugc mi héa bang
(SEQ ID NO: 8):
ATGGTGTTGCAGACCCAGGTCTTCATTTCTCTGTTGCTCTGGATCTCTGGTGCCT
ACGGGGACATCGAGATGACCCAGTCTCCAGATTCCCTGGCCGTGAGCCTGGGA
GAGAGGGCTACAATCAACTGCCGGTCCAGCCAGTCTGTGCTGTACTCTTCCAGC
AACAGGAATTACCTGGCCTGGTATCAGCAGAATCCCGGCCAGCCCCCTAAGCTG
CTGATCTATTGGGCTAGCACCAGAGAGTCTGGAGTGCCTGACCGCTTCTCTGGA
TCCGGAAGCGGCACAGACTTCACCCTGACAATCTCTTCCCTGCAGGCCGAGGAC
GTGGCCGTGTACTATTGCCAGCAGTATTACTCTACCCCTAGGACATTCGGCCAG
GGCACCAAGGTGGAGATCAAGCGGACAGTGGCCGCTCCATCCGTGTTCATCTTT
CCACCCTCCGACGAGCAGCTGAAGTCCGGAACCGCTAGCGTGGTGTGCCTGCTG
AACAACTTCTACCCAAGAGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTGGATAACGCTCT
GCAGAGCGGCAATTCTCAGGAGTCCGTGACCGAGCAGGACAGCAAGGATTCTA
CATATTCCCTGAGCTCTACCCTGACACTGTCCAAGGCCGATTACGAGAAGCACA
AGGTGTATGCTTGCGAGGTGACCCATCAGGGCCTGTCCAGCCCCGTGACAAAGA
GCTTCAACCGCGGCGAGTGTTAA (SEQ ID NO: 8). Theo mét phuwong an, SEQ ID NO:
8 con dugc dé cap dén dusi dang “PAL”.

Theo mdt phuong 4n, chudi ning cua khang thé khang-HER3 duoc chira béi protein
dung hop tai t5 hop duoc dé xudt & ddy co chira trinh tw axit amin sau day:

MEFGLSWVFLVAIIKGVQCQVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSGY

YWSWIRQPPGKGLEWIGEINHSGSTNYNPSLKSRVTISVETSKNQFSLKLSSVTAAD
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TAVYYCARDKWTWYFDLWGRGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICN
VNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFS
CSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGGGSSHLVKCAEKEKTFCVNGGECFM
VKDLSNPSRYLCKCPNEFTGDRCQNYVMASFYKAEELYQ (SEQ ID NO: 9).

Theo mdt phuong 4n, chudi ning cia khang thé khang-HER3 dugc chira béi protein

dung hop téi t6 hop dugc dé xuit & day cé chira trinh tir axit amin sau dy:

MEFGLSWVFLVAIIKGVQCQVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSGY
YWSWIRQPPGKGLEWIGEINHSGSTNYNPSLKSRVTISVETSKNQFSLKLSSVTAAD
TAVYYCARDKWTWYFDLWGRGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICN
VNHKPSNTKVDKRVEPKSCDK THTCPPCPAPEFLGGPAVFLFPPKPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFS
CSVMHEALHAHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGGGSSHLVKCAEKEKTFCVNGGECFM
VKDLSNPSRYLCKCPNEFTGDRCQNYVMASFYKAEELYQ (SEQ ID NO: 10).

Theo mét phuong 4n, trinh tir chudi ning mAb khang-HER3 ¢4 chira trinh tu peptit
tin hiéu. Theo phuong an khic, trinh tir peptit tin hiéu chudi ning mAb khang-HER3 c6 chira
trinh ty axit amin MEFGLSWVFLVAIIKGVQC (SEQ ID NO: 11).

Theo m6t phwrong 4n, chudi nhe ctia khang thé khang-HER3 duoc chira béi protein
dung hop téi t6 hop c6 chira trinh tyr axit amin sau day:

MVLQTQVFISLLLWISGAYGDIEMTQSPDSLAVSLGERATINCRSSQSVLYSS
SNRNYLAWYQQNPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDV
AVYYCQQYYSTPRTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFY
PREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACE
VTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO: 12).
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Theo mét phuong an, trinh fir chudi nhe mAb khang-HER3 c6 chira trinh tir peptit tin
hiéu. Theo phuong an khéc, trinh tir peptit tin hiéu chudi nhe mAb khang-HER3 cé chira trinh
tr axit amin MVLQTQVFISLLLWISGAYG (SEQ ID NO: 13). Theo mot phuong én,
polypeptit trurong thanh chang han nhu trinh tur axit amin chudi ning hogc chudi nhe khang

thé duoc boc 16 trong ban mé ta nay thiéu peptit tin hiéu.
Theo mét phuong 4n, protein dung hop tai td hgp c6 chira trinh tur axit amin sau dy:
Chudi ning

QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSGYYWSWIRQPPGKGLEWIGEI
NHSGSTNYNPSLKSRVTISVETSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARDKWTWYFDL
WGRGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKS
CDKTHTCPPCPAPEFLGGPAVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALP
APIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQ
PENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHAHYTQKSL
SLSPGKGGGGSGGGGSSHLVKCAEKEKTFCVNGGECFMVKDLSNPSRYLCKCP
NEFTGDRCQNYVMASFYKAEELYQ (SEQ ID NO: 14, trong d6 chir in nghiéng va in

dam chi cau noi, va chit in dam chi manh NRG-1); va

Chudi nhe

DIEMTQSPDSLAVSLGERATINCRSSQSVLYSSSNRNYLAWYQQNPGQPPKL
LIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQYYSTPRTFGQGTK
VEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNS
QESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
(SEQ ID NO: 3).

Theo mét phuong an, mbi trinh tw chudi ning va trinh tw chudi nhe trong protein dung
hop tai t& hop trudng thanh thiéu trinh ti axit amin peptit tin higu.

Theo phwong 4n cu thé theo sang ché, chudi ning ctia khang thé khang-HER3 duoc
d& xuét & day duoc dung hop théng qua trinh ty cau ndi dau tan cung C véi déng phan NRG-
1 B2a duge d& xuét & day. Theo phuwong an khac, dau tan cing C cia chudi ning khang thé c6

chira mién Fc cia khang thé.
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Theo mdt s phuong 4n, sang ché d& xuit dugc pham c6 chira protein dung hop tai tb
hop dugc bac 16 trong ban mé ta niy duge tao ché phdm cing vi chit mang ding cho duge

pham.

Theo mét s6 phuong 4n, khéang thé khang-HER3 va manh NRG-1 duge mb ta trong
ban mé ta nay duoc dung hop/ duoc lién két c6 didu khién theo cach tai t& hop hoic héa hoc
thong qua ciu nbi @ tao thanh protein dung hop. “Protein dung hop,” “polypeptit dung hop,”

“protein dung hop t4i td hop,” hoic “polypeptit tai tb hop” ding dé chi polypeptit lai ma cé
chtra c4c phan polypeptit tir it nhat 13 hai polypeptit khac nhau. “Protein dung hop” nhur dugc
dinh nghia trong ban mé ta nay, 1a thé dung hop ciia trinh tw axit amin (protein) thit nhit c6
chira, vi du nhu déng phan NRG-1 B2a theo sdng ché, duoc két hop thong qua cu ndi vao
~dAu thn cung C cia trinh ty axit amin thit hai ¢6 chira chudi ning ctia khang thé ma lién két

dédc hiéu v61 ERBB3 (HER3).

Theo mot phuong 4n, protein dung hop dwoc méd héa va dugc san xuét theo cach tai
t hop. Theo mdt sé phuong 4n, protein dung hop tai t& hop dugc ma hoa bang trinh tir axit
nucleic mi hoéa cho khéang thé theo sdng ché ma dugc lién két c6 diéu khién thong qua trinh
tu axit nucleic ma hoa cho cAu ndi, v6i trinh tu axit nucleic mé hoéa cho dong phan NRG-1

f2a theo sang ché.

Theo mét phuong 4n, trinh ty axit amin protein dung hop tai t6 hop tuong ddng véi
SEQ ID NO: 14 dugc dung hop véi SEQ ID NO: 3. Thuit ngit “dd twong dong” c6 thé ding
dé chi o twong ddng so vdi trinh ty protein dung hop tai to hop (vi du nhu d6 trong dong
v6i trinh tir bat ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1-18) 16n hon 70%. Theo phuong 4n khac, “dd
twong dong” dung dé chi db twong ddng so v&i trinh ty bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1-18
16n hon 72%. Theo phuong 4n khéc, “dd twong ddng” ding dé chi d6 twong dong so véi trinh
tir bat ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1-18 16n hon 75%. Theo phurong an khéc, “d6 trong dong”
ding d& chi d6 twong ddng so véi trinh tir bt ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1-18 16n hon 78%.
Theo phuong 4n khéc, “dd twong ddng” dimg dé chi d¢ twong déng so vdi trinh ti bét ky
trong sé cac SEQ ID NO: 1-18 161 hon 80%. Theo phuong 4n khéc, “d6 twong ddng” ding
dé chi do twong ddng so v&i trinh tir bat ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1-18 16n hon 82%. Theo
phuong 4n khac, “d6 twong ddng” ding dé chi d6 twong ddng so véi trinh tur bét ky trong sb
cac SEQ ID NO: 1-18 16n hon 83%. Theo phwong 4n khac, “d6 twong dong” ding dé chi do
twrong ddng so véi trinh tr bat ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1-18 16m hon 85%. Theo phuong
an khéc, “d6 twong ddng” ding dé chi d6 twong ddng so véi trinh tir bt ky trong sb cac SEQ
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ID NO: 1-18 16n hon 87%. Theo phuong 4n khac, “d6 trong ddng” dung dé chi d6 twong
ddng so v&i trinh tyr bét ky trong sé cac SEQ ID NO: 1-18 16n hon 88%. Theo phirong 4n
khéc, “d6 tvong ddng” ding dé chi dd twong ddng so véi trinh tir bit ky trong s6 cac SEQ ID
NO: 1-18 16n hon 90%. Theo phuwong 4n khac, “d6 twong déng” dung @ chi do twong ddng
s0 véi trinh tir bat ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1-18 1én hon 92%. Theo phuong an khéc, “dd
trong ddng” ding dé chi d6 twong ddng so véi trinh tir bt ky trong sb cac SEQ ID NO: 1-18
16n hon 93%. Theo phuong 4n khéc, “dd trong ddng” ding dé chi d6 twong ddng so vdi trinh
tu bat ky trong sé cac SEQ ID NO: 1-18 16n hon 95%. Theo phuong 4n khac, “d6 trong ddng”
ding dé chi d6 twong ddng so véi trinh tir bt k¥ trong s6 cac SEQ ID NO: 1-18 16n hon 96%.
Theo phuong 4n khéc, “d6 twong ddng” ding dé chi d6 twong ddng so véi trinh tir bt ky
trong s cac SEQ ID NO: 1-18 16n hon 97%. Theo phiong an khac, “d6 twong dong” ding
phuong 4n khéc, “d6 tuong ddng” ding dé chi d6 twong dong so véi trinh tir bat ky trong sb
cac SEQ ID NO: 1-18 16n hon 99%. Theo phuong an khac, “d6 twong ddng” ding dé chi do
tirong ddng so v6i trinh tir bat ky trong s cac SEQ ID NO: 1-18 bang 100%.

Viéc xac dinh ti 1é ph?m tram tuong déng gitra hai trinh tu c6 thé duge thyuc hién bﬁng
cach sir dung thuit toan toan hoc. Vi du khong 1am gi6i han sang ché vé thuét toan toan hoc
dung dé so sanh hai trinh tu 13 thuit toan cta Karlin and Altschul, 1990, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 87:2264-2268, d3 duge cai bién nhu trong Karlin and Altschul, 1993, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA90:5873-5877. Thut toan nay dugc két hop vao cic chuong trinh NBLAST
va XBLAST cua Altschul et al., 1990, J. Mol. Biol. 215:403-410. Tra ctru nucleotit BLAST
¢6 thé duge thuc hién véi chuong trinh NBLAST, diém=100, chiéu dai ti=12, d& thu duoc
trinh tu nucleotit twong ddng véi axit nucleic ma héa cho protein dugc quan tdm. Tra ciru
protein BLAST co6 thé duoc thuc hién voi chuong trinh XBLAST, diém=50, chiéu dai tu=3,
dé thu duoc trinh ty axit amin twong ddng véi protein duoc quan tim. Dé thu duoc s sip xép
thdng hang c6 chd cach quing nhim muc dich so sanh, Gapped BLAST c6 thé dugc str dung
nhu dege mo6 t trong Altschul et al., 1997, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402. Theo cach khac,
PSI-Blast c6 thé dugc sir dung dé thue hién tra ciru 13p ma phat hién mbi quan h¢ xa giita cac
phéan t (id.). Khi st dung cac chuong trinh BLAST, Gapped BLAST, va PSI-BLAST, céac
tham s8 mic dinh cua céac chuong trinh twong tng (vi du nhu, XBLAST va NBLAST) cé thé
dwoc str dung. Vi du khong 1am gi6i han sang ché khac vé thuit toan toan hoc ding dé so

sanh trinh tu 1a thuit toan cua Myers va Miller, CABIOS (1989). Thuat todn nay dugc két
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hop vao chuong trinh ALIGN (phién ban 2.0) ma 13 mot phan ciia goi phin mém sip xép
thdng hang trinh ty GCG. Khi sir dung chuong trinh ALIGN d so sanh trinh tir axit amin,
bang gbc khdi hrong PAM120, diém phat chiéu dai cich quing bang 12, va diém phat cach
quéng bang 4 c6 thé duge sir dung. Céc thuat toan khac dé phan tich trinh tr d3 duoc biét d&én
trong linh vuc va bao gdbm ADVANCE va ADAM nhu dugc mb ta trong Torellis and Robotti,
1994, Comput. Appl. Biosci.10:3-5; va FASTA dugc md td trong Pearson and Lipman, 1988,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444-8. Trong FASTA, ktup 13 Iya chon diéu khién ma thiét
13p 0 nhay va tdc dd tra ciru. Néu ktup=2, cac vung tuong tu trong hai trinh tu dugc so sanh
duoc phat hién bang cach nhin vao cac cip cia cac gbe dugce sap xép thang hang; néu ktup=1,
axit amin duoc sip xép thing hang don 1& dugc danh gia. ktup c6 thé duge dit bang 2 hoic 1
d6i v&i trinh tyr protein, hodc tir 1 dén 6 d6i véi trinh tw ADN. Néu ktup khong dwgc xac dinh
maéc dinh ktup 13 2 dbi véi protein va 6 ddi v6i ADN. Theo cach khéc, su sip xép thang hang
trinh tu protein c6 thé duge tién hanh bang cach st dung thuat toan CLUSTAL W, nhu duge
mo ta bai Higgins et al., 1996, Methods Enzymol. 266:383-402.

Theo mét s6 phuong 4n, polynucleotit theo sang ché dugc diéu ché bang cach sir dung
k¥ thuat PCR bang cach sir dung cic quy trinh va phwong phap di biét ddi véi ngudi 6 trinh
d6 trung binh trong linh vuc. Theo mdt sb phuong 4n, quy trinh ndy bao gdm su ndi clia hai
trinh ty ADN khac nhau (xem, vi du nhu, “Current Protocols in Molecular Biology”, eds.
Ausubel et al., John Wiley & Sons, 1992).

Theo mét phwong 4n, polynucleotit theo sang ché dugc cai xen vao vecto biéu hién
(tirc 13, cAu tric axit nucleic) dé gay ra su biéu hién ciia polypeptit ti td hop. Theo mot phuong
an, vecto biéu hién theo sang ché bao gdm cac trinh tir bd sung ma lam cho vecto nay thich
hop dé sao chép va tich hop trong sinh vét nhan so. Theo mdt phuong 4n, vecto biéu hién theo
sang ché bao gdm cac trinh tyr bd sung ma lam cho vecto nay thich hop dé sao chép va tich
hop trong sinh vat nhan chuén. Theo mét phuong 4n, vecto biéu hién theo sang ché bao gdm
vecto con thoi ma 1am cho vecto nay thich hop dé sao chép va tich hop & ca sinh vat nhan so
va sinh vat nhan chuén. Theo mdt sb phuong an, viéc tdch dong vecto cd chura trinh tu bét
dAu phién ma va dich m3 (vi du nhu, ving khoi dong, ving ting cuong) va ving két thic

phién ma va dich ma (vi du nhu, tin hiéu polyadenyl hoa).

Theo mot phuong 4n, nhiéu té bao nhan so hodc nhan chuén c6 thé dugc st dung lam
hé théng biéu hién vét chu dé biéu hién polypeptit theo sing ché. Theo mét s6 phuong 4n,
chung bao gém, nhung khong gidi han &, vi sinh vat, chéng han nhu vi khuan d3 bién nap véi
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vecto biéu hién ADN thé thuc khuan, ADN plasmit hodac ADN cosmid tai td hop chira trinh
tir m3 héa polypeptit; nAm men d4 bién nap véi vecto biéu hién ndm men t4i t6 hop chira trinh

tu ma hda polypeptit.

Theo mdt sb phuong an, hé théng biéu hién khong phai vi khuén dwgc sir dung (vi du
nhu, hé thdng biéu hién dong vét c6 vii ching han nhu té€ bao CHO) dé biéu hién polypeptit
theo sang ché. Theo mdt phuong 4n, vecto biéu hién ding dé biéu hién polynucleotit theo
sang ché trong té bao ddong vat c6 vi 1a vecto pCI-DHFR c6 chita ving khéi dong CMV va

gen khang neomyxin.

Theo mot sb phuong an, trong hé théng vi khuén theo sang ché, nhiéu vecto biéu hién
¢6 thé dugce chon theo cach c6 loi tuy thudc vao viéc st dung du kién déi voi polypeptit dugc
bidu hién. Theo mdt phuong 4n, lwong 1én cia polypeptit 13 didu mong mudn. Theo mét
phuong 4n, vecto ma dinh hudng su biéu hién cta mirc d6 cao cua san phém protein, co thé
la & dang thé dung hop véi trinh tir tin hiéu ki nuéc, ma dinh hudéng sadn phém d3 dugce bidu
hién vao chu chit cia vi khudn hoic méi truong nuéi ciy trong d6 san phim protein dugc
tinh ché d& dang 13 diéu mong mudn. Theo mdt phwong 4n, protein dung hop nhét dinh dwoc
thiét ké v&i vi tri phan cit dic hiéu dé hd trg viée thu hdi polypeptit. Theo mot phuong 4n,
vecto ¢6 thé thich tng véi thao tac nay bao gdm, nhung khéng gidi han &, loat pET cua vecto

biéu hién E. coli [Studier et al., Methods in Enzymol. 185:60-89 (1990)].

Theo mot phuong an, hé théng biéu hién ndm men duoc st dung. Theo mét phuong
an, mot sb lwong vecto chira ving khéi dong cdu triic hodc cam tmg c6 thé duoc sir dung &
nim men nhu béc 16 trong Bing ddc quyén sang ché My sb 5,932,447. Theo phuong 4n khac,
vecto ma thuc déy su tich hcjp cta trinh tw ADN la vao trong nhiém sic thé ndm men duoc sir

dung.

Theo mét phuong an, vecto biéu hién theo sang ché c6 thé con bao gém trinh tu
polynucleotit bd sung ma cho phép, vi du nhu, sy dich ma cua mét vai protein tt mARN don
1¢ chang han nhu vi tri di vao ribosom bén trong (internal ribosome entry site - IRES) va trinh
tir @ tich hop hé gen cua polypeptit kham ving khdi dong.

Theo mdt sb phuong 4n, vecto biéu hién theo sang ché bao gdm cic thanh phin ma
lam ting su biéu hién cia protein dung hop tii tb hop theo sang ché. Cac dAu hiéu nay bao
g6m, nhung khéng gidi han , sur lua chon viing khéi dong va vi tri polyadenyl hoa. Theo mot

sd phuong an, trinh tu polyadenyl héa 13 trinh tur polyadenyl héa hormon sinh truéng bo
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(bovine growth hormone - BGH). Theo mét s§ phuong 4n, ving khéi dong c6 chira viing khoi
d6ng hoat tinh ciu triic. Theo mdt sb phuong 4n, ving khéi dong cé chira ving khéi dong

cytomegalovirut (cytomegalovirus promoter - pCMV).

Theo mdt sb phuong an, vecto biéu hién dong vat co vi bao gém, nhung khéng gidi
han &, pcDNA3, pcDNA3.1(+/-), pGL3, pZeoSV2(+/-), pSecTag2, pDisplay, pEF/myc/cyto,
pCMV/myc/cyto, pCR3.1, pSinRep5, DH26S, DHBB, pNMT1, pNMT41, pNMT81, ma c6
san tir Invitrogen, pCI ma cé san tir Promega, pMbac, pPbac, pBK-RSV va pBK-CMV ma c6

sin tir Strategene, pTRES ma c6 sén tir Clontech, va din xuét cta ching.

Theo mét sb phuong 4n, vecto biéu hién chira cac thanh phan diéu hoa tir virut sinh
vét nhan chudn ching han nhu retrovirut duge sir dung bdi sang ché nay. Vecto SV40 bao
gdm pSVT7 va pMT2. Theo mét sb phuong an, vecto ¢6 ngudn gde tir virut u nhi & bd bao
gdm pBV-1MTHA, va vecto ¢b ngudn gdc tir virut Epstein Barr bao gdm pHEBO, va p205.
Céc vecto vi du khac bao gdm pMSG, pAV009/A*, pMTO10/A*, pMAMneo-5, pDSVE
baculovirut, va vecto khac bat ky cho phép su biéu hién cua protein chiu sy dinh huéng cia
ving khai déng sdém SV-40, ving khéi dong mudn SV-40, vung khoi dong metallothionein,
ving khoi dong virut khdi u via chuét nh:ﬁt,vﬁng khéi dong virut sarcom Rous, ving khdi dong
polyhedrin, hodc ving khoi dong khac da duge ching minh 1a hiru hiéu dbi v6i su biéu hién

& té bao nhan chuan.

Theo mét s6 phwong 4n, vecto virut tai t hop hiru dung ddi voi sy biéu hién in vivo
ctia polypeptit theo sang ché vi chiing mang lai cac loi ich chang han nhu sy 14y nhiém bén
va su dac hiéu nhém dich. Theo mdt phuong 4n, su 1y nhiém bén 1a von ¢6 trong vong doi
cta, vi du nhu, retrovirut va 13 quy trinh ma nh& d6 té bao di 14y nhidm don 1¢ san xuét ra
nhiéu virion con chdu ma moc ra va lay nhiém céc té bao xung quanh. Theo mdt phuong én,
két qua 1a khu vyc 16n tré nén bi lay nhiém nhanh chéng, hiu hét trong s& chung chura bi
nhim tir ban diu béi cac hat virut géc. Theo mot phuong an, vecto virut dugc san xuit ma
khong thé 14y lan sang bén. Theo mét phwong an, dic diém nay c6 thé hitu dung néu muc dich
mong mudn 12 dwa gen xéc dinh chi vao ) lugng khu biét cua cac té bao dugc nhim dich.

Theo mdt phuong 4n, nhiéu phiong phap khac nhau c6 thé duge sir dung dé dua vecto
bidu hién ma hoa cho protein dung hop tai td hop theo sang ché vao trong té bao. Cac phuong
phap nay thuong duge mo tid trong Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Springs Harbor Laboratory, New York (1989, 1992), trong Ausubel et al.,
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Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, Baltimore, Md. (1989), Chang
et al., Somatic Gene Therapy, CRC Press, Ann Arbor, Mich. (1995), Vega et al., Gene
Targeting, CRC Press, Ann Arbor Mich. (1995), Vectors: A Survey of Molecular Cloning
Vectors and Their Uses, Butterworths, Boston Mass. (1988) va Gilboa et at. [Biotechniques
4 (6): 504-512, 1986] va bao gdm, vi du nhu, sy chuyén nhim 6n dinh hoic tam thoi, su
chuyén nhiém liposom, duc 15 dién va sir 1y nhiém bing vecto virut tai t5 hop. Ngoai ra, xem
Bang doc quyén sang ché M§ sb 5,464,764 va 5,487,992 vé phwong phép chon loc dwong
tinh-am tinh.

Theo mot sd phuong an, su dua vao cia axit nucleic béng su 1ay nhiém virut mang lai
mdt vai loi ich hon 14 cac phuong phép khac chang han nhur su chuyén nhiém liposom va duc

13 dién, vi c6 thé thu duoc hiéu qua chuyén nhiém cao hon do ban chat 1ay nhiém cta virut.

Theo mdt phuong 4n, rd rang 13 polypeptit theo sang ché ciing c6 thé dwgc biéu hién
tir cAu tric axit nucleic duoc ding cho cé thé bang cach sir dung phurong thitc ding tich hop
bat ky, dugc mé ta & trén (tirc 13, liéu phap gen in-vivo). Theo mgt phuong 4n, chu tric axit
nucleic dwge dura vao trong té bao thich hop théng qua phuong tién/phuong phap phan phdi
gen thich hop (su chuyén nhifm, sy tai nap, s tai t6 hop twong dong, v.v.) va hé théng biéu
hién khi cAn va sau d6 té bao d3 duoc cai bién dwoc mé rong trong mdi trudng nudi ciy va

duogc dua trd lai vao ca thé (trc 13, liéu phéap gen ex-vivo).

R3 rang la ngoai viéc chira cac thanh phan can thiét cho su phién ma va sy dich ma
cua trinh ty ma hoéa duge cai xen (ma hoa cho polypeptit), cau truc biéu hién theo sang che
cling c6 thé bao gom trinh tu dugc thiet ke dé toi uu hda sy On dinh, sy sdn xuat, su tinh ché,

ning suit hoic hoat tinh ctia polypeptit duoc biéu hién.

Theo mét sb phuong an, té bao d3 bién nap dugc nudi céy trong diéu kién hiru hiéu,
ma cho phép su biéu hién ctia ham luong cao cia protein hozc polypeptit dung hop tai t6 hop.
Theo mdt sd phuong an, diéu kién nubi céy hitu hiéu bao gém, nhung khéng gidi han &, cac
diéu kién méi trudng, binh phan ¢mg sinh hoc, nhiét d, 6 pH va oxy hitu hiéu ma cho phép
su san xuat protein. Theo mdt phwong an, méi trudng hitu hiéu dung dé chi méi truong bat
ky trong d6 té bao duoc nudi ciy dé tao ra polypeptit tai té hop theo sdng ché. Theo mét sb
phurong 4n, méi trurdng thudng bao gom dung dich trong nude cé cic ngudn cacbon, nito va
photphat c6 thé ddng héa, va mudi, khoang chét, kim loai va chat dinh dudng khéc thich hop,

chéng han nhu vitamin. Theo mét sb phuong 4n, té bao theo sang ché c6 thé dugc nudi céy
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trong binh phan tng sinh hoc 1én men théng thudng, binh thét ¢d lic, dng nghiém, dia vi
chuin d6 va dia petri. Theo moét ) phuong an, viéc nudi céy duoc tién hanh & nhiét 36, d6
pH va ham lrgng oxy thich hop d6i véi té bao ti t6 hop. Theo mét sb phuong 4n, diéu kién

nudi ciy nam trong kha ning ctia ngudi b trinh d trung binh trong linh vue.

Theo mot sb phuong an, tuy thudc vao vecto va hé théng vat chu dung dé san xuét,
polypeptit thu dwgc theo sang ché van & trong t& bao tai td hop, dugc tiét vio méi trudng 1én
men, dugc tiét vao khong gian gitra hai mang té bao, ching han nhur khong gian chu chat ¢ E.

coli; hodc duogc gitr lai trén bé mat ngoai cia mang té bao hodc virut.

Theo mdt phuwong 4n, sau khoang thdi gian dinh trude trong méi trudng nudi cay, tién

hanh thu hdi polypeptit téi tb hop.

Theo mét phuong 4n, cum tir “thu hdi polypeptit tai t5 hop” diing trong ban mé ta nay
dung dé chi viéc thu gom toan bd mdi trudng 1én men chira polypeptit va khong chi ngu y 12

cac budc tach hoac tinh ché.

Theo mdt phuong 4n, polypeptit theo sang ché dwoc tinh ché bang cach sir dung nhiéu
k¥ thudt tinh ché protein tiéu chun, chdng han nhw, nhung khéng gidi han &, sic ky ai luc,
sdc ky trao ddi ion, loc, dién di, sic ky tuong tac ki nuée, sac ky loc gel, sic ky pha dao, sic

ky concanavalin A, sic ky tap trung va su hoa tan khéc biét.

Theo mét phuong 4n, dé lam thuan loi cho viéc thu hdi, trinh tw ma héa dugc biéu
hién ¢4 thé dwoc thiét ké d& ma hoa cho polypeptit theo sang ché va duoc dung hop gbc c6
thé phan cit dugc. Theo mét phuong 4n, protein dung hop c6 thé duge thiét ké sao cho
polypeptit cé thé duge phan 1ap d& dang bang sic ky 4i luc; vi du nhu, bang su ¢b dinh trén
cot dic hiéu dbi véi gbe co thé phan cét duoc ndy. Theo mot phuwong 4n, vi tri phan cét dugc
thiét ké gifta polypeptit va gdc c6 thé phan cit dugc va polypeptit c6 thé duge gidi phong tir
cot sic ky bing cach xir Iy bing enzym hodc tic nhén thich hop ma phan cit dic hiéu protein
dung hop tai vi tri nay [vi du nhu, xem Booth et al., Immunol. Lett. 19:65-70 (1988); va
Gardella et al., J. Biol. Chem. 265:15854-15859 (1990)].

Theo mdt phuong 4n, polypeptit theo sang ché duoc 14y lai & dang “vé co ban tinh
khiét”.

Theo mdt phurong an, cum tir “vé co ban tinh khiét” dung dé chi @6 tinh khiét ma cho

phép viéc str dung hiru hiéu cua protein trong cac ng dung dugc mo ta trong ban mo ta nay.
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Theo mdt phuong 4n, polypeptit theo sang ché ciing ¢6 thé dugc tong hop bang cach
st dung hé théng biéu hién in vitro. Theo mét phuong an, phuong phap tdng hop in vitro da

drgc biét 16 trong linh vire va cac thanh phan ciia hé thng nay c6 sin trén thi trudng.

Theo mét sb phuong 4n, polypeptit tai tb hop dwoc téng hop va dugce tinh ché; hiéu

qua tri liéu cua chung ¢ thé dugce thir nghiém in vivo hodc in vitro.

Theo mdt phirong 4n, duge phdm dwoc d& xuét & ddy cé chira protein dung hop tai tb
hop theo sang ché dwoc tao ché phim thém véi chat mang ding cho dugc pham. Nhu duoc
str dung trong ban md ta ndy, "chit mang ding cho dugc phdm" chira bat ky va tit ca cac
dung mdi, méi trrdng phan tin, chit phi, cic chit khang khudn va khang nim, chit dang
truong va chét 1am cham hép thu, va cc chét tuong ty tuwong thich vé mit sinh ly. Tét hon 13,
chét mang nay thich hop dé dung trong tinh mach, trong co, duéi da, ngoai dudng tiéu héa,

qua xuong séng hoic qua biéu bi (vi du nhu bang cach tiém hoic truyén).
Phuwong phap tri liéu

Theo mot phuong an, sang ché @& xuit phuong phap diéu tri bénh hojc tinh trang
bénh & dbi twong cin ching, phuong phap ndy bao gdm bude ding lwong hiru hidu dé diéu
tri clia protein dung hop tai t& hop hodc duoc phim cé chira protein dung hop tai t6 hop dugc

boc 10 trong ban md ta nay.

Theo mdt phwong 4n, sang ché dé xudt phuong phap diéu tri bénh hoic tinh trang
bénh tim mach & d6i twong can chiing, phuong phap nay bao gdm budc dung hwong hiru hiéu

dé diéu tri cia protein dung hop tai td hop hoic duge pham cé chira ching.

Theo mdt phwong 4n, sang ché dé xuét phuong php ngin ngira, tic ché, kim him
hodc lam cham sy khoi phat ciia bénh hodc tinh trang bénh tim mach & déi teong, phuong
phép nay bao gdm budc ding luong hitu hiu ciia protein dung hop téi tb hop hoic duoc phim

dugc mo ta trong ban mo ta nay.

Theo mét s phuong 4n, bénh tim mach bao gdm suy tim méan tinh / suy tim sung
huyét (CHF), suy tim cAp tinh / nhdi méu co tim (MI), loan chirc ning tAm thu tim thét trai,
tén thuong tai twdi mau két hop véi MI, su gay doc tim do héa tri lidu gay ra (ngudi 1on hoic
tré em), sur gdy doc tim do xa tri gdy ra, phu thém vao su can thiép phAu thuat & bénh tim bam

sinh & tré em.

40



52911 41123

Theo mot sb phuong an, su gay doc tim do hoa tri liéu gay ra bat nguf‘)n tir viéc dbi
twong tiép nhan anthraxyclin, tic nhan alkyl hoa, tic nhin chéng vi éng, va tic nhan chéng

chuyén héa ding 1am héa tri lidu.

Theo mot sb phuong an, tinh trang bénh tim mach 1a sy gay doc tim 1a hau qua cua
viée dbi tuong tiép nhin tri liéu ung thu. Theo cic phuong an khac, tri liéu ung thu 1 tri liéu
nhim dich HER-2. Theo cac phuong an khéc, tri liéu nham dich HER-2 ¢6 chira viée st dung
trastuzumab, ado-trastuzumab, emtansin, lapatinib, neratinib, va pertuzumab, khang thé

khéng-HER?2 bt ky, tdc nhan khang-HER2 bat ki hoic dang két hop cia ching.

Theo khia canh khéc, sang ché @& cap dén phuong phap giy cam mg su tai tao mo
hinh cta cdu tric to co va xuong té bao cia t& bao co, hoic sy dinh té bao-té bao, phuong
phap nay cé chita budce xir 1y cac té bao bing protein dung hop tai t& hop dugc boc 16 trong
ban mo ta nay.

Theo mét phuong 4n, phwong phép tri liéu duoc dinh huéng dé diéu tri suy tim bat
nguén tir sy phén ly cua su dinh t& bao-té bao co tim va/hodc sy x40 tron cia ciu tric to co &
doéng vat co vu.

Theo khia canh khac, séng ché @& xudt phuong phép dé ngin ngira, diéu tri hoic lam
cham suy tim véi phén suét tong mau duoc bao toan & ngudi, phwong phép niy bao gdm budc

ding dugc phdm c6 chira protein dung hop tai td hop duge boc 16 trong ban mo ta nay.

Nhu sir dung trong ban mé ta ndy, thuat ngit “phan suit tong mau” ding dé chi phan
sut téng mau (EF), sb do, thudong dugc biéu dién dudi dang ti 18 phﬁn tram, cda bao nhiéu
mau cla tAm that trai duge bom ra trong mdi 14n co. Vi du nhu, phén suit téng mau bé'mg 50
phﬁn tram c6 nghia 1a 50 ph?m tram cia tong luong mau trong tAm that trai dugc day ra ngoai
v6i mdi nhip tim.

Sang ché duge dinh hudéng dé diéu tri cac dbi tuong mic hodc ¢o nguy co phat trién

bénh tim va céc tinh trang bénh lién quan, vi du nhu, suy tim.

Thuét ngi “suy tim” ¢ nghia 13 sir bat thuong cta chirc ning tim trong d6 tim khong
bom mau & tdc d6 can cho nhu ciu ciia mé dang trao ddi chat. Suy tim bao gOm pham vi rong
cla cdc tinh trang bénh ching han nhu suy tim sung huyét, nhdi mau co tim, ching nhip tim
nhanh, bénh co tim phi dai di truyén, bénh tim thiéu mau cuc bd, bénh co tim gidn vo cin, va

viém co tim. Suy tim ¢6 thé dugc giy ra bai sb lwong yéu td bét ky, bao gbm céc dang thiéu
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méu cuc bd, bAm sinh, thép khép, hodc vo can. Phi dai tim méan tinh 1a tinh trang bénh dang

chu ¥ ma 14 tién thin cia suy tim sung huyét va sy ngimg tim.

Theo mdt phuong 4n, “viéc diéu tri” ding dé chi ca viéc diéu tri tri liéu va bién phap
phong ngira hodc ngin ngira, trong d6 muc dich 13 dé ngin ngira hogc 1am chim (1am giam)
su phi dai tim. Céc ddi tuong can diéu tri bao gém ddi tuong da bi rbi loan cling nhur 1a dbi
teong dugc xac nhan la co r6i loan hodc dbi tuong trong do 161 loan can duoc ngan ngua. Su
phi dai tim ¢6 thé 13 tir nguyén nhan bit ky ma dép tmg véi axit retinoic, bao gdm cc nguyén
nhan bam sinh, virut, vd cin, dinh dudng tim, hodc dinh dudng co, hodc 1a Kkét qua cua chung
thiéu mau cuc bd hoic chin thuong do thiéu mau cuc bd chéng han nhu nhdi mau co tim.
Thoéng thuong, viéc diéu tri duoc thuc hién dé 1am dung hodc lam chim su tién trién cia su
phi dai, dic biét 13 sau khi su hu hai tim, ching han nhu do chimg thiéu méau cuc b, di xay
ra. T6t hon 13, dé diéu tri nhdi méu co tim, dugc phém duoc dé xuit & day duogc cép ngay lap

tirc sau khi nhoi mau co tim, dé ngan ngua hodc lam gidm su phi dai.

Theo mét s6 phuong 4n, viée didu tri dbi trong bing durge phdm co chira protein dung
hop tai t& hop dugc dé xudt & day c6 thé din dén su ting 1én cla thoi gian sdng trung binh
cia quﬁn thé dbi tugng duoc diéu tri so véi quén thé tiép nhin don tri liéu bing thudc ma
khong phai 1a hop chét theo sang ché, hoic mudi, solvat, chit twong tr hoic din xuit duge
dung cia chung. T4t hon 13, sau khi diéu tri br?mg cac chién luoc, cac phuong thirc diéu tri,
cac phuong phép, cic dang két hop, va cac duoc phim duoc dé xuit & day, thoi gian sdng
trung binh duoc ting 1én nhidu hon 30 ngiy; t5t hon 13, nhiéu hon 60 ngay; t5t hon 13, nhiéu
hon 90, 120, hodc 365 ngay; t5t hon 13, nhiéu hon 365 ngay. Su tang 1én cua thoi gian séng
trung binh cta quin thé c¢6 thé duoc do bang phuong thirc c6 thé lap lai dugc bat ky. Su ting
1én cua thoi gian séng trung binh ciia quan thé c6 thé duoc do, vi du nhur, bang cach tinh thoi
gian séng trung binh cua qu?m thé sau khi bat dau diéu tri bang hop chét hoat tinh. Su ting
lén cua thot gian séng trung binh cua quﬁn thé cling c6 thé dugc do, vi du nhu, bﬁng cach tinh
thdi gian sdng trung binh ctia quin thé sau khi hoan thanh chu k¥ diéu tri thir nhat bang dwoc

pham dugc boc 16 trong ban md ta nay.

Theo mot sd phuong an, viéc diéu tri dbi tuong béng duoc phém c6 chua protein dung
hop tai t6 hop dugc dé xuit & day cé thé din dén sy giam di cla ti 1 tir vong clia quan thé d6i
tuong dugc diéu tri so v&i qué‘m thé tiép nhén mot minh chét mang. Viéc diéu tri ung thu co
thé din dén su gidm di cia ti 16 tir vong cia quén thé dbi twong dugc diéu tri so véi quan thé
khéng duoc diéu tri. Viéc diéu tri ung thu cé thé din dén su giam di cua ti 1€ tir vong cua quén
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thé d6i tuong dugc diéu trj so véi quén thé tiép nhan don tri liéu béng thubc ma khong phai
12 hop chét theo sang ché, hoic mubi, solvat, chit trong tir hodc din xuat duge dung cia
chiing. T4t hon 13, sau khi didu tri bing c4c chién lugc, cac phuong thitc diéu tri, cic phuong
phép, cic dang két hop, va cac dugce phém duoc dé xult & day, ti 1€ tir vong dugc giam di
nhiéu hon 2%; t6t hon 13, nhiéu hon 5%; tét hon 13, nhidu hon 10%; va t5t nhat 13, nhiéu hon
25%. Su giam di ciia ti 18 tir vong cua quén thé dbi trong dwgc diéu tri ¢ thé duge do bang
phuong thirc ¢ thé 1ap lai dugc bat ky. Su giam di cta ti 1¢ tir vong cua quén thé c6 thé duoc
do, vi du nhu, béng cach tinh sb lrgng trung binh cia cac ca tir vong lién quan dén bénh cia
quén thé trong mdi don vi thdi gian sau khi bit d4u diu tri bang hop chét hoat tinh. Su giam
di cta ti 18 tir vong ctia quin thé ciing c¢6 thé duoc do, vi du nhur, bing cich tinh s§ luong
trung binh ctia céc ca tir vong lién quan dén bénh cta quén thé trong mdi don vi thdi gian sau

han m
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khi hoan thanh chu ky diéu tri thir nhat bang dugce pham duge bde I .

Theo mot phuong 4n, sang ché d& xuit phwong phap diéu tri bénh lién quan dén hé
than kinh trung wong (CNS) hoic tinh trang bénh & ddi twong cin ching, phuong phap niy
bao gdm buéc dung lhrong hitu hiéu dé didu tri cia protein dung hop tai t6 hop hoic duoc

pham duoc mé ta trong ban mo ta nay.

Theo mot phuong 4n, sang ché d xuét phuong phép ngin ngira, trc ché, kim him
hodc lam cham sy khéi phat ctia bénh hodc tinh trang bénh lién quan dén CNS & dbi tuong,
phuong phap nay bao gdm budc ding lugng hiru hiéu cia protein dung hop tai t6 hop hoic

dugc pham dugc mo ta trong ban mo t4 nay.

Theo mdt s6 phuong 4n, bénh hoic tinh trang bénh lién quan dén CNS 1 ching xo
climg teo co mot bén (ALS), bénh Parkinson, bénh Alzheimer, chung liét Bell, chimg dong
kinh va co gi4t, Hoi chimg Guillain-Barre, d6t quy, ch4n thuong s¢ ndo, da xo ctmg hoic

dang két hop.
Viéc dung, dinh liéu

Hop phan theo sang ché c6 thé duoc ding ngoai dudng tiéu hoa cho d6i tugng can
ching, hoic c6 thé dugc ding bang nhiéu phuong phap da biét trong linh vuc. Ngudi ¢é trinh
d6 trung binh trong linh vic hiéu 3 ring, dudng ding va/hoic phuong thirc ding s& thay ddi
tity thudc vao két qua mong mubn. D& dimg hop chét theo sang ché bing cic dudong dung
nhét dinh, c6 thé cin phai phu hdn hop bing, hoic dong st dung hop chat nay véi, nguyén

lidu dé ngan chan sy bat hoat cta né. Vi du nhu, hop chét c6 thé duogc dung cho aéi tuong
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trong chét mang thich hop, vi du nhu, liposom, hoac chét pha loang. Chét pha loang dugc
dung bao gdm nude mudi va dung dich chit dém trong nudc. Chat mang ding cho dige phdm
bao gi‘)m dung dich nuée hodc dich phan tan tiét trung va bot tiét trung dé diéu ché tuy Uung
dung dich hodc dich phan tan tiém dugc tiét trung. Viéc sit dung cdc moi trudng va cac chét

nay d6i v6i cac chét ¢ hoat tinh dugc 13 d3 biét trong linh vurc.

Theo cac phuong 4n dién hinh, ché phim dé ding cho cac ddi tugng bao gbm dung
dich, huyén phu, va nhii trong trong nuéc hoic khong trong nuéc tiét tring. Mot s6 phuong
4an bao gdbm dung méi khong trong nuéc chang han nhu propylen glycol, polyetylen glycol,
déu thwre vat (vi du nhu, diu 6 liu), este hiru co (vi du nhu, etyl oleat) va dung médi khic da
biét ddi v6i ngudi cé trinh do trung binh trong linh vuc. Chét mang (hoic ta duoc) chip nhan
dwoc v& mit sinh 1y thy ¥ duoc sir dung theo cac phuong an nhét dinh theo séng ché. Vi du
vé ching bao gém, vi du nhu, nude mudi, PBS, dung dich Ringer, dung dich Ringer da lactat
hoéa, v.v.. Ngoai ra, chit bdo quan va chit bd trg tlty ¥ dugc bo sung vio dugc phim dé gitp
dam bao d6 én dinh va do tiét tring. Vi du nhw, chit khéng sinh va céc chit diét khuan khic,
chit chéng oxy hoa, chit cang hoa, va dang twong tr déu tlly ¥ ¢6 mit trong cic phuong 4n
khac nhau cta dugc phim trong ban mé ta nay.

N\

Céc cum tir "dung ngoai duong tiéu hoa" va "dugce s dung ngoai duong ti€u hoa"
dugc stir dung trong ban mé ta nay c6 nghia la cac phuong thitc sir dung khong phai la sir dung
qua dudng rudt va tai chd, thudng 1a béng cach tiém, va bao gém, nhung khong gidi han 6,
tiém va truyén trong tinh mach, trong co, trong déng mach, ndi tiy mac, trong bao, trong &
mit, trong tim, trong da, trong mang bung, qua khi quan, duéi da, dudi biéu bi, trong khop,

dudi bao, dudi mang nhén, trong cit sOng, ngoai mang cing va trong xuong Uc.

Bét k& duong dung nao duoc chon, hop chét theo sang ché, ma co thé dugc st dung
& dang duogc hydrat hoa thich hop, va/hodc duoc phim theo sang ché, duge tao ché pham
thanh dang liéu lvong duoc dung bing phuwong phap thong thudng da biét dbi véi ngudi c6
trinh 46 trung binh trong linh vyc.

Protein dung hop tai t6 hop, hodc dwrge pham c6 chira chiing tiiy ¥ dwgc dung cho cac
d6i tuong cn diéu tri (dé tri liéu hodc phong ngira) trong chit mang ding cho duge phim tiét
tring thich hop bét ky. Chit mang ding cho dugc phdm nay hoat ddng d& duy tri su hoa tan
va tac déng cua protein dung hop. Theo mét sé phwong 4n, c6 thé mong muédn 1 ding cac

thanh phdn bd sung két hop véi protein dung hop. Vi du nhur, trong mét sd phac dd diéu tri,
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t4c nhan hoa tri liéu, chit khang sinh, cac ché phdm bd sung c6 chira protein dung hop tai t6
hop theo sang ché va mdt hodc nhiéu tac nhan chiam séc tidu chuén, v.v. déu tuy y dugce bao
gbm bdi duoc phim theo sang ché.

Nhu st dung trong ban mé ta nay, cac thudt ngir “viéc diéu tri két hop,” “tri liéu két
hop,” va “ddng tri liéu” dwoc sir dung thay thé 13n nhau va thuong ding dé chi cac phuong
thirc diéu tri dic trung & protein dung hop tai td hop hodc dugc phém ¢6 chira chung nhu dugc
dé xuét & day va tac nhantri lidu bd sung. Thong thudng, cic phurong thire diéu tri két hop 1a
mdt phin cia phac dd didu tri cu thé duge du dinh dé tao ra tc dung c6 loi tir tic dong dong
thoi cua dang két hop tac nhan tri liéu. Tac dung c6 lgi cua su két hop co thé bao gff)m, nhung
khéng gidi han &, sy d‘éng tac dong dugc ddng hoc hodc duge luc hoc bét nguﬁ‘)n tr su két
hop cia cac tac nhan tri liéu. Viéc dung cac tic nhan tri liéu nay & dang két hop thudng duoc
thue hién trong khoang thdi gian x4c dinh (théng thudng 13 phut, gio, ngay hodc tuin tiy
thudc vao su két hop dugc chon). Theo mot sb phuong an, viéc diéu tri két hop c6 chira viéc
dung hai hoic hon hai tdc nhéan tri liéu theo cach tuln ty, trong d6 mdi tAc nhan tri liéu duge
ding & thoi gian khac nhau, ciing nhu 14 viée ding cic tic nhan tri lidu nay, hodc it nhét 1a
hai trong sb cac tac nhan tri lidu nay, theo cach v& co ban 1a déng thoi. Viée dung vé co ban
14 ddng thdi c6 thé duge thyc hién, vi dy nhu, bang cach ding cho ddi tirgng dang liéu hrong
don 18 ¢6 ti 18 ¢b dinh cia mdi tic nhan tri liéu hodc trong nhiéu dang liéu lugng riéng r€ cho
cac tac nhan tri liéu. Viéc dung tun tu hodc vé co ban déng thoi ctia mdi tac nhan tri lidu co
thé duge thuc hién bing dudng ding thich hop bit ky bao gdm, nhung khéng giéi han &,
dudng miéng, dudng trong tinh mach, dudng trong co, va hip thu truc tiép qua mé mang
nhﬁy. Téc nhan tri liéu c6 thé duoc dung bﬁng cung mdt dudng dung hoidc b%lng cac duong
ding khac nhau. T4c nhan tri liéu c6 thé duoc ding theo cling mdt khoang cich thoi gian hoic
theo khoang cach thoi gian dung khac nhau. Vi du nhur, tdc nhén tri liéu tha nhét cia dang két
hop dugc chon ¢o thé duoc dung bing cach tiém trong tinh mach trong khi tac nhan tri liéu
khéc ctia dang két hop c6 thé duge dimg qua dudng miéng. Theo cach khac, vi du nhu, tit c4
tac nhan tri liéu c6 thé duoc dung qua duong miéng hoac tAt ca céc tdc nhan tri liéu c6 thé
dugc dung bing cach tiém trong tinh mach.

Theo mét sé phwong 4n, tri liéu két hop con bao gom viée ding tic nhén tri liéu nhur
duoc mo ta néu trén két hop thém véi céc thanh phén ¢0 hoat tinh sinh hoc khéc va cac liéu
phap khong dung thubc (vi du nhi, viée diéu tri bang phiu thuat hodc birc xa). Khi trj liéu két
hop c6 chira thém viée diéu tri khéng dimg thude, viée diéu tri khéng ding thudc c6 thé dugce
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thue hién vao thoi gian thich hgp bét ky mién 14 dat duoc tac dung c6 lgi tir su tac ddng cling
nhau cua dang két hop cuia tac nhan tri liéu va viéc diéu tri khong dung thudc. Vi du nhu,
trong cac truong hop thich hop, tic dung cé loi van dat duoc khi viéc diéu tri khong dung
thudc duoc loai bo tam thoi khéi viée dung tac nhan tri liéu, cé thé 1a theo ngay hodc tham

chi 14 theo tuin.

Theo mét sé phuong 4n, tic nhan tri lidu bd sung 13 tac nhan héa tri liéu (con duge dé
cip dén dudi dang chit chéng tao khdi u hodc chit chdng ting sinh), vi du nhu, tic nhan alkyl
hoéa; chit khang sinh; chit chdng chuyén hoa; chat khir ddc; interferon; khang thé da dong
hodc don dong; chét trc ché EGFR; chét trc ché HER2; chit e ché histon deaxetylaza;
hormon; chét tc ché phan bao; chét ttc ch8 MTOR; chit &rc ché multi-kinaza; cht wc ché
serin/threonin kinaza; chit trc ché tyrosin kinaza; chét trc ché VEGE/VEGFR; taxan hoic din
xuét taxan, chit Gc ché aromataza, anthraxyclin, thuéc nhim dich vi 6ng, thudc gdy doc
topoisomeraza, chat tic ché ciia dich phan tir hodc enzym (vi du nhu, kinaza hodc protein
metyltransferaza), thudc tuong tir xytidin hodc chit hoa tri liéu bat ky, chit trc ché diém kiém
tra mién dich, chat chéng tao khéi u dua trén platin, chét rc ché CDK, chét tic ché PARP hodc
chit chéng tao khdi u hoic chit chdng ting sinh bat ky di biét di v6i ngudi cé trinh d6 trung

binh trong linh vuec.

T4c nhén alkyl hoa vi du thich hop dé sir dung theo cic phwong thirc diéu tri két hop
duogc dé xuét & day bao gdm, nhung khéng gidi han &, xyclophosphamit (Cytoxan; Neosar);
chiorambucil (Leukeran); melphalan (Alkeran); carmustin (BiCNU); busulfan (Busulfex);
lomustin (CeeNU); dacarbazin (DTIC-Dome); oxaliplatin (Eloxatin); carmustin (Gliadel);
ifosfamit (Ifex); mechlorethamin (Mustargen); busulfan (Myleran); carboplatin (Paraplatin);
cisplatin (CDDP; Platinol); temozolomit (Temodar); thiotepa (Thioplex); bendamustin

(Treanda); hodc streptozocin (Zanosar).

Anthraxyclin thich hop vi du bao gdm, nhung khong giéi han &, doxorubicin
(adriamycin); doxorubicin liposomal (Doxil); mitoxantron (Novantrone); bleomycin
(Blenoxane); daunorubicin (Cerubidine); daunorubicin liposomal (DaunoXome);
dactinomycin (Cosmegen); epirubicin (Ellence); idarubicin (Idamycin); plicamycin

(Mithracin); mitomycin (Mutamycin); pentostatin (Nipent); hodc valrubicin (Valstar).

Chét chdng chuyén héa vi du bao gdm, nhung khéng gidi han &, flouraxin (Adrucil);

capecitabin (Xeloda); hydroxyure (Hydrea); mercaptopurin (Purinethol); pemetrexed
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(Alimta); fludarabin (Fludara); nelarabin (Arranon); cladribin (cladribin Novaplus);
clofarabin (Clolar); cytarabin (Cytosar-U); decitabin (Dacogen); cytarabin liposomal
(DepoCyt); hydroxyure (Droxia); pralatrexat (Folotyn); floxuridin (FUDR); gemcitabin
(Gemzar); cladribin (Leustatin); fludarabin (Oforta); methotrexat (MTX; Rheumatrex);
methotrexat (Trexall); thioguanin (Tabloid); TS-1 hodc cytarabin (Tarabine PFS).

Chét khir doc vi du bao gf)rh, nhung khong gidi han &, amifostin (Ethyol) hodc mesna
(Mesnex).

Interferon vi du bao gdm, nhung khéng giéi han &, interferon alfa-2b (Intron A) hogc

interferon alfa-2a (Roferon-A).

Khang thé da dong hodc don dong vi du bao gdm, nhung khéng gii han o,
trastuzumab (Herceptin); ofatumumab (Arzerra); bevacizumab (Avastin); rituximab
(Rituxan); cetuximab (Erbitux); panitumumab (Vectibix); tositumomab/iot-131 tositumomab
(Bexxar); alemtuzumab (Campath); ibritumomab (Zevalin; In-111; Y-90 Zevalin);

gemtuzumab (Mylotarg); eculizumab (Soliris) hodc denosumab.

Chét rc ché EGFR vi du bao gdm, nhung khéng gi6i han &, gefitinib (Iressa); lapatinib
(Tykerb); cetuximab (Erbitux); erlotinib (Tarceva); panitumumab (Vectibix); PKI-166;
canertinib (CI-1033); matuzumab (EMD 72000) hoac EKB-569.

Chét e ché HER2 vi du bao gdm, nhung khéng gidi han &, trastuzumab (Herceptin);
lapatinib (Tykerb) hoac AC-480.

Chét @c ché histon deaxetylaza bao gdm, nhung khéng giGi han &, vorinostat

(Zolinza).

Hormon vi du bao gdm, nhung khéng giéi han &, tamoxifen (Soltamox; Nolvadex);
raloxifen (Evista); megestrol (Megace); leuprolide (Lupron; Lupron Depot; Eligard; Viadur) ;
fulvestrant (Faslodex); letrozol (Femara); triptorelin (Trelstar LA; Trelstar Depot) ;
exemestan (Aromasin); goserelin (Zoladex); bicalutamide (Casodex); anastrozol
(Arimidex); fluoxymesteron (Androxy; Halotestin); medroxyprogesteron (Provera; Depo-
Provera); estramustin (Emcyt); flutamide (Eulexin); toremifene (Fareston); degarelix

(Firmagon); nilutamide (Nilandron); abarelix (Plenaxis); hodc testolacton (Teslac).

Chét e ché phan bao vi du bao gdm, nhung khong gi6i han &, paclitaxel (Taxol;

Onxol; Abraxane); doxetaxel (Taxotere); vincristin (Oncovin; Vincasar PFS); vinblastin
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(Velban); etoposide (Toposar, Etopophos; VePesid); teniposide (Vumon); ixabepilon
(Ixempra); nocodazol; epothilon; vinorelbin (Navelbine); camptothecin (CPT); irinotecan

(Camptosar); topotecan (Hycamtin); amsacrin hodc lamellarin D (LAM-D).

Chét rc ché MTOR vi du bao gbm, nhung khong gidi han &, everolimus (Afinitor)

hodc temsirolimus (Torisel); rapamun, ridaforolimus; hodc AP23573.

Chit ¢ ché multi-kinaza vi du bao gém, nhung khéng gidéi han &, sorafenib
(Nexavar); sunitinib (Sutent); BIBW 2992; E7080; Zd6474; PKC-412; motesanib; hoac
AP24534.

Chit @c ché serin/threonin kinaza vi du bao gdm, nhung khong gidi han g,
ruboxistaurin; eril/fasudil hydroclorua; flavopiridol; seliciclib (CYC202; Roscovitine); SNS-
032 (BMS-387032); Pkc412; bryostatin; KAI-9803; SF1126; VX-680; Azd1152; Arry-
142886 (AZD-6244); SCIO-469; GW681323; CC-401; CEP-1347 hoac PD 332991.

Chét ¢ ché tyrosin kinaza vi du bao gém, nhung khong gidi han &, erlotinib
(Tarceva); gefitinib (Iressa); imatinib (Gleevec); sorafenib (Nexavar); sunitinib (Sutent);
trastuzumab (Herceptin); bevacizumab (Avastin); rituximab (Rituxan); lapatinib (Tykerb);
cetuximab (Erbitux); panitumumab (Vectibix); everolimus (Afinitor); alemtuzumab
(Campath); gemtuzumab (Mylotarg); temsirolimus (Torisel); pazopanib (Votrient); dasatinib
(Sprycel); nilotinib (Tasigna); vatalanib (Ptk787; ZK222584); CEP-701; SU5614; MLNS518;
X1.999; VX-322; Azd0530; BMS-354825; SKI-606 CP-690; AG-490; WHI-P154; WHI-
P131; AC-220; hoac AMGS88S.

Chét e ché VEGF/VEGFR vi du bao gdm, nhung khong gi6i han &, bevacizumab

(Avastin), sorafenib (Nexavar), sunitinib (Sutent), ranibizumab, pegaptanib, hodc vandetinib.

Thudc nham dich vi ongvi du bao gom, nhung khong gidi han ¢, paclitaxel, oxetaxel,
vincristin, vinblastin, nocodazol, epothilon va navelbin.

Thubc giy ddc topoisomeraza vi du bao gom, nhung khong gidi han &, teniposide,
etoposide, adriamycin, camptothecin, daunorubicin, dactinomycin, mitoxantron, amsacrin,
epirubicin va idarubicin.

Taxan hodc dan xuat taxan vi du bao gom, nhung khéng gi6i han &, paclitaxel va

docetaxol.
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Chét trc ché diém kiém tra mién dich vi du bao gdm céc chét rc ché gay chét té bao
theo chuong trinh 1 (PD-1), phan tir CD274 (PD-L1) va protein két hop té bao lympho T giy
doc té bao 4 (CTLA4). Chit wc ché PD-1 vi du bao gdm Pembrolizumab, Nivolumab va
Cemiplimab. Chét trc ché PD-L1 vi du bao gom Atezolizumab, Avelumab va Durvalumab.

Chét trc ché CLTA4 vi du bao gdm Ipilimumab.
Chét chdng tao khdi u dya trén platin vi du bao gdm Cisplatin va Carboplatin.

Chit tc ché kinaza phu thudc xyclin (CDK) vi du bao gém abemaciclib, palbociclib,
va ribociclib.

Chét wc ché poly (ADP-riboza) polymeraza (PARP) vi du bao gdm talazoparib,
olaparib, rucaparib, niraparib va veliparib.

Chét héa trj liéu, chat chéng tao khdi u, chit ché‘ng tang sinh thong thudng vi du bao
gbm, nhung khong gii han &, altretamin (Hexalen); isotretinoin (Accutane; Amnesteem;
Claravis; Sotret); tretinoin (Vesanoid); azacitidin (Vidaza); bortezomib (Velcade)
asparaginaza (Elspar); levamisol (Ergamisol); mitotan (Lysodren); procarbazin (Matulane);
pegaspargaza (Oncaspar); denileukin diftitox (Ontak); porfimer (Photofrin); aldesleukin
(Proleukin); lenalidomide (Revlimid); bexaroten (Targretin); thalidomide (Thalomid);
temsirolimus (Torisel); arsen trioxit (Trisenox); verteporfin (Visudyne); mimosin (Leucenol);

(1M tegafur - 0,4 M 5-clo-2,4-dihydroxypyrimidin - 1 M kali oxonat) hoac lovastatin.

Theo mét sé phuong 4n, cic phuong thirc diéu trj két hop dugc dé xuit trong d6 tac
nhan tri liéu bd sung 12 xytokin, vi du nhw, G-CSF (yéu t kich thich khuan lac bach cau hat).
Theo khia canh khéc, duoc phdm dugc dé xuit & ddy c6 thé dwoc dung két hop véi liéu phap
xa tri. Liéu phdp xa tri cling co thé dugc dung két hop véi duge phém duogc dé xubt & day va
tac nhan hoa tri liéu khac dugc mo ta trong ban md ta nay dudi dang mdot phé‘m cua tri liéu da
tac nhan. Theo khia canh khac nira, dugc phém duoc dé xuét & day cé thé dugc dung két hop
voi dang két hop hoa tri liéu tiéu chuén chfmg han nhu, nhung khéng gidi han &, CMF
(xyclophosphamit, methotrexat va 5-flouraxin), CAF (xyclophosphamit, adriamycin va 5-
flouraxin), AC (adriamycin va xyclophosphamit), FEC (5-flouraxin, epirubicin, va
xyclophosphamit), ACT hodac ATC (adriamycin, xyclophosphamit, va paclitaxel), rituximab,
Xeloda (capecitabin), Cisplatin (CDDP), Carboplatin, TS-1 (tegafur, gimestat va otastat kali
& ti 16 mol bang 1:0,4:1), Camptothecin-11 (CPT-11, Irinotecan hoic Camptosar™), CHOP

(xyclophosphamit, hydroxydaunorubicin, oncovin, va prednison hoac prednisolon), R-CHOP
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(rituximab, xyclophosphamit, hydroxydaunorubicin, oncovin, prednison hodc prednisolon),

hodc CMFP (xyclophosphamit, methotrexat, 5-flouraxin va prednison).

Theo mdt sb phuong an dugc uu tién, duoc phém duoc dé xuit & day co thé duoc
ding véi chit trc ché cua enzym, ching han nhu kinaza thu thé hoic khong phai thu thé.
Kinaza thu thé hoic khong phai thu thé 13, vi du nhu, tyrosin kinaza hodc serin/threonin
kinaza. Chit wrc ché kinaza dwgc mé ta trong ban md ti ndy 1a cic phan tir nho, axit

polynucleic, polypeptit, hodc khang thé.

Chét trc ché kinaza vi du bao gdm, nhung khong gidi han &, Bevacizumab (nhim dich
VEGF), BIBW 2992 (nhim dich EGFR va Erb2), Cetuximab/Erbitux (nhim dich Erbl),
Imatinib/Gleevec (nhim dich Ber-Abl), Trastuzumab (nhdm dich Erb2), Gefitinib/Iressa
(nhdm dich EGFR), Ranibizumab (nhim dich VEGF), Pegaptanib (nhim dich VEGF),
Erlotinib/Tarceva (nhdm dich Erbl), Nilotinib (nhim dich Ber-Abl), Lapatinib (nhim dich
Erbl va Erb2/Her2), GW-572016/lapatinib ditosylat (nhim dich HER2/Erb2),
Panitumumab/Vectibix (nhim dich EGFR), Vandetinib (nhim dich RET/VEGFR), E7080
(nhim nhiéu dich bao gdm RET va VEGFR), Herceptin (nhdm dich HER2/Erb2), PKI-166
(nhim dich EGFR), Canertinib/CI-1033 (nhim dich EGFR), Sunitinib/SU-11464/Sutent
(nhdm dich EGFR va FLT3), Matuzumab/Emd7200 (nhim dich EGFR), EKB-569 (nhim
dich EGFR), Zd6474 (nhim dich EGFR va VEGFR), PKC-412 (nhim dich VEGR va FLT3),
Vatalanib/Ptk787/ZK222584 (nhim dich VEGR), CEP-701 (nham dich FLT3), SU5614
(nhdm dich FLT3), MLN518 (nhidm dich FLT3), XL999 (nhim dich FLT3), VX-322 (nhim
dich FLT3), Azd0530 (nhim dich SRC), BMS-354825 (nhim dich SRC), SKI-606 (nhim
dich SRC), CP-690 (nhim dich JAK), AG-490 (nhim dich JAK), WHI-P154 (nham dich
JAK), WHI-P131 (nhe"xm dich JAK), sorafenib/Nexavar (nhém dich RAF kinaza, VEGFR-1,
VEGFR-2, VEGFR-3, PDGFR- B8, KIT, FLT-3, va RET), Dasatinib/Sprycel (BCR/ABL va
Src), AC-220 (nhim dich Flt3), AC-480 (nhim dich tit ca cic protein HER, “panHER”),
Motesanib diphotphat (nhim dich VEGF1-3, PDGFR, va c-kit), Denosumab (nhim dich
RANKL, trc ché SRC), AMG888 (nhim dich HER3), v AP24534 (nham nhiéu dich bao gdbm
FIt3).

Theo phuong 4n khac, protein dung hop tai t6 hop hoic duge pham c6 chira polypeptit
nay duoc bdc 16 trong ban mo ta nay duoc dung cho dbi teong mot 14n mdi ngay. Theo mét
sb phuong an, protein dung hop téi t6 hop hoidc dugc pham c6 chira chiing dugc dung cho abi
tirgng hai ngay mot 1an. Theo phuong 4n khac, protein dung hop t4i t6 hop hoic dugce phim
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¢6 chira chiing duoc ding cho ddi twong ba ngay mét 1an. Theo phuong an khac, protein dung
hop tai t& hop hoic duge phim c6 chira ching duge dung cho dbi twong bbn ngay mét lan.
Theo phirong 4n khac, protein dung hop téi t& hop hodc duge phdm ¢ chira ching duge ding
cho dbi twong nim ngay mét 14n. Theo phwong 4n khéc, protein dung hop tai to hop hodc
dugc phém c6 chira chung polypeptit dugc dung cho dbi tuong sadu ngdy mot 1an. Theo
phuong 4n khéc, protein dung hop t4i t& hop hodc durge phim cé chira ching dwge ding cho
d6i twong mot tuAn mot 1an. Theo phwong an khéc, protein dung hop tai t hop hoic duge
phém c6 chira ching duge dung cho ddi tuong 7-14 ngay mot lin. Theo phuong an khéc,
protein dung hop t4i t6 hop hodc duwoc phim c6 chira ching dugce dung cho d6i tugng 10-20
ngdy mot 1in. Theo phuong 4n khac, protein dung hop tai t6 hop hodc dugce phdm cé chira
chiing dugc dung cho dbi tuong 5-15 ngay mot 1an. Theo phwong 4n khac, protein dung hop
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tai t0 hop hodc dugc pham cé chita chiing duge dung cho do1 tugng 15-30 ngay mot 1an.

Theo mét phuong 4n, lidu lwong cla protein dung hop tai té hop theo sang ché co
chira tir 0,005 dén 0,1 miligam/kg trong dung dich c6 thé tiém duogc. Theo phuong 4n khac,
liéu lwong c6 chira tir 0,005 dén 0,5 miligam/kg clia protein dung hop tai t& hop. Theo phuong
4n khéc, lidu lwong c6 chira tir 0,05 dén 0,1 microgam cua protein dung hop tai td hgp. Theo
phuong an khéc, liéu lwong c6 chira tir 0,005 dn 0,1 miligam/kg ctia protein dung hop tai td
hop trong dung dich c6 thé tiém dugc.

Theo phuong an khic, protein dung hop tai t6 hop hodc dugce phdm c6 chira ching
duge ding cho dbi trong & lidu luong nam trong khoang tir 0,0001 mg dén 0,6 mg. Theo
phuong 4n khéc, protein dung hop ti t6 hop hodc dugc pham cé chira chiing duge ding cho
d6i teong & lidu luong nam trong khoang tir 0,001 mg dén 0,005 mg. Theo phuong 4n khac,
protein dung hop tai t8 hop hoic dwgc phim cé chira ching dugc ding cho ddi tugng & liéu
lwong nam trong khoang tir 0,005 mg dén 0,01 mg. Theo phuong 4n khac, protein dung hop
tai t6 hop hodc dugc phdm cé chira ching dugc ding cho dbi tuong & lidu lvong nam trong
khoang tir 0,01 mg dén 0,3 mg. Theo phurong 4n khac, protein dung hop téi to hop hodc dugc
phidm c6 chira ching duoc ding cho dbi tuong & lidu lrgng nidm trong khoang tir 0,2 mg dén

0,6 mg.

Theo phuong 4n khic, protein dung hop tai t6 hop hodc duge phdm cé chira ching
dwoc ding cho déi twong & lidu hirong nam trong khoang tir 1 dén 100 meg/kg. Theo phuong
an khac, protein dung hop téi tb hop hodc dugc pham cé chira chiing dugc dung cho d6i tuong
& liéu lrong ndm trong khoang tir 10 dén 80 mcg/kg. Theo phurong 4n khéc, protein dung hop
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tai t& hop hoic duoc phim cé chira chiing dwoc ding cho ddi tugng & lidu lrong nim trong
khoéng tir 20 dén 60 mcg/kg. Theo phuong 4n khac, protein dung hop téi t6 hop hodc dugc
phim cé chita chiing dugc ding cho dbi twong & lidu Irong nim trong khoang tir 10 dén 50
mecg/kg. Theo phuong 4n khéc, protein dung hop téi t6 hop hodc duge pham c6 chita ching
dugc ding cho ddi twong & liéu lrong nim trong khoang tir 40 dén 80 mcg/kg. Theo phuong
4n khac, protein dung hop téi td hop hoic dirgc phim c6 chira chiing duge dung cho d4i twong
& liéu lwong ndm trong khoang tir 10 dén 30 mcg/kg. Theo phuong 4n khac, protein dung hop
t4i to hop hodc dugc phém c6 chira chung dugce dung cho déi tuong & liéu lugng ndm trong

khoang tir 30 dén 60 mcg/kg.

Theo phuong 4n khac, protein dung hop tai t hop hodc duogc pham c6 chira ching
duoc dung cho dbi twong & lidu luong ndm trong khoang tir 0,1 meg/kg dén 100 mg/kg. Theo
phuong 4n khéc, protein dung hop ti td hop hoic dugc phim c6 chira ching dugc dung cho
déi twong & lidu lwrong nim trong khoang tir 0,1 mcg/kg dén 50 mg/kg. Theo phirong 4n khac,
protein dung hop tai t& hop hoic dugc phim cé chira ching duge ding cho ddi tugng & lidu
lwong nim trong khoang tir 0,1 mecg/kg dén 25 mg/kg. Theo phuong 4n khic, protein dung
hop tai td hop hoac dugce phém ¢6 chira ching dugc dung cho dsi tuong & lidu lugng nam
trong khoang tir 0,1 meg/kg dén 10 mg/kg. Theo phuong 4n khéc, protein dung hop tai t6 hop
hodc duoc phdm c6 chira ching duge dung cho d6i tuong & liéu lwong nim trong khoéang tir
0,1 meg/kg dén 5 mg/kg. Theo phurong 4n khéc, protein dung hop téi t6 hop hodc duge phim
c6 chira chung duoc dung cho d6i twong & lidu Irgng nam trong khoang tir 0,1 meg/kg dén 1
mg/kg. Theo phwong an khac, protein dung hop tai té hop hodc dugce phim c6 chira ching
duoc dung cho déi twong & liéu lvong nam trong khoang tir 0,1 mcg/kg dén 0,1 mg/kg. Theo
phuong 4n khéc, protein dung hop tai td hop hoic dugc phim c6 chira ching duge ding cho

dbi twong & lidu lugng nam trong khoang tir 10 mg/kg dén 60 mg/kg.

Theo phuong 4n khéc, protein dung hop téi t6 hop hoic duoc phim c6 chira ching
dwoc dung cho d6i trong & lidu lugng bang khoang 0,5 mg/kg, khoang 1 mg/kg, khoang 2
mg/kg, khoang 3 mg/kg, khoang 4 mg/kg, khoang 5 mg/kg, khodng 6 mg/kg, khodng 7 mg/kg,
khoang 8 mg/kg, khoang 9 mg/kg, khoang 10 mg/kg, khoang 20 mg/kg, khoang 30 mg/kg,
khoang 40 mg/kg, khoang 50 mg/kg, khoang 60 mg/kg hodc khodng 70 mg/kg.

Theo phuong 4n khac, protein dung hop téi td hop hodc dwge phim cé chira ching
duoc ding cho dbi twong & lidu luong nim trong khoang tir 0,2 mg dén 2 mg. Theo phwong
4n khac, protein dung hop tai t hop hoic dugc phdm c6 chira chiing duge ding cho abi trong
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& lidu lwong nim trong khoang tir 2 mg dén 6 mg. Theo phuong 4n khac, protein dung hop
tai td hop hoac duoc phém c6 chira ching duge dung cho ddi tuong & liéu luong nam trong
khoang tir 4 mg dén 10 mg. Theo phuong an khac, protein dung hop tai t6 hop hoic duge
phdm c6 chira ching dugc diing cho ddi twong & liéu lugng nam trong khoang tir 5 mg dén

15 mg.

Theo mdt phwong 4n, protein dung hop tai t& hop hodc dugc phim cé chira chung
duoc dung cho dbi twong & lidu lugng nim trong khoang tir 10 pg/kg dén 1000 pg/kg. Theo
phuong an khéc, protein dung hop t4i t6 hop hodc dwoc pham c6 chita ching duge ding cho
déi twong & lidu lwgng ndm trong khoang tir 25 pg/kg dén 600 pg/kg. Theo phuong an khac,
protein dung hop tai t hop hodc dugc phdm c6 chira ching duge dung cho dbi twgng & licu
lwong nam trong khoang tir 50 pg/kg dén 400 pg/kg. Theo phuong 4n khac, protein dung hop
t4i td hop hodc duge phém ¢6 chira chung dugc dung cho ddi tuong & liéu luong b%lng khoang
25 ug/kg. Theo phuong 4n khac, protein dung hop tai t& hop hoic dugce phdm co chira ching
duogc dung cho dbi tuong & lidu Irong bang khoang 50 pg/kg. Theo phuong an khac, protein
dung hop téi t6 hop hodc dugc phdm c6 chira chiing duge ding cho d6i twong & lidu lrong
bing khoang 100 pg/kg. Theo phwong 4n khic, protein dung hop tai td hop hoic duge phdm
c6 chira chiing dwgc dung cho d6i trong & liéu hrong bang khoang 200 ug/kg. Theo phuong
an khéc, protein dung hop tai t& hop hodc duoc phdm c6 chira ching dwgc ding cho ddi twong
& liéu lugng bang khoang 300 pg/kg. Theo phuong 4n khéc, protein dung hop tai tb hop hodc
duoc phdm c6 chira ching duge ding cho ddi twong & lidu lwgng bang khoang 400 pg/kg.
Theo phwong 4n khéc, protein dung hop tai t6 hop hodc dugc pham cé chira chiing duge ding
cho ddi tuong & liéu Irgng bang khoang 500 pg/kg. Theo phuong 4n khéc, protein dung hop
tai t& hop hodic dwoc phim c6 chira chiing dugc dung cho dbi tugng & lidu lugng bang khoang
600 pg/kg.

Theo mét phuong 4n, liéu ding mot 14n don 1 cia protein dung hop téi t6 hop hoic
dwoc phim cé chira ching duoc ding cho di trgng. Theo phwong 4n khac, téng cong hai
lidu duoc dung cho débi tuong. Theo phuong an khac, téng cdng hai hodc hon hai liéu duoc

ding cho ddi twong.

Theo phuong 4n khac, liéu luong cia protein dung hop téi t6 hop hodc duge phim c6
chita chung dwoc ding cho d6i tuong it nhét 1a mot 1an mdi ngay. Theo phwong an khac, liéu
luong cua protein dung hop tai t& hop hodc digc phdm c6 chira ching duoc ding cho ddi
twong it nhat 13 hai ngay mét 1an. Theo phuong 4n khéc, lidu lwong cia profein dung hop tai
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t6 hop hoic duge pham cé chira chiing duge ding cho dbi tuong it nhit 13 hai hoic hon hai
ngay mdt 14n. Theo phuong 4n khéc, liéu lwong cia protein dung hop tai td hop hoic duoc
phim c6 chira ching duoc dung cho dbi tirong mbi tuan mét 1an, hai tudn mot 1an hoic ba
tudn mot 14n. Theo phuong 4n khac, lidu luong cia protein dung hop tai t6 hop hodc duge
phim c6 chita ching duoc ding cho d6i twong it nhat 13 mdi tuin mét 1an. Theo phwong 4n
khac, liéu luong cia protein dung hop tai t8 hop hoic duge pham c6 chira ching duge ding
cho ddi twong it nhit 12 hai tudn mét 14n. Theo phuong 4n khac, liéu hrong ciia protein dung
hop tai td hop hodc dugc phém ¢6 chira chung dugc dung cho débi tuong it nhét 13 ba tudn mét
1an. Theo phwong 4n khac, lidu luvgng cia protein dung hop tai t6 hop hodc duge phim cb
chtra chung dugc dung cho déi tugng it nhét 12 ba hoic hon ba tun mét 1an. Theo phuong an
khac, liéu luong cia protein dung hop tai tb hop hoidc dugc phdm c6 chira chiung duge ding
cho dbi trong hai hoac hon hai 1an mot tudn. Theo phuong an khéc, liéu lugng cua protein
dung hop t4i t8 hop hodc dugc phim c6 chira chiing durge ding cho dbi twong hai hodc hon
hai 14n mot thang. Theo phuong 4n khac, lidu lwgng clia protein dung hop ti tb hop hodc
duoc phﬁm c6 chua ching duge dung cho ddi tuong hai hodc hon hai 1an mot nim. Theo
phwong 4n khac, lidu lugng cua protein dung hop tai tb hop hoic duge pham c6 chira ching
dugc dung cho ddi twong hai hodc hon hai 14n trong mdi hai nim. Theo phuong 4n khac, lidu
lwong cia protein dung hop tai t& hop hodc duwrgc phdm cé chira ching duge ding cho d6i

tuong hai hoac hon hai lan trong mdi hai hoic hon hai nim.

Theo phuong 4n khac, lidu lrgng ciia protein dung hop tai tb hop hodc dugc phim c6
chira chiing dugc dung it nhat 14 36 gid mot 1an. Theo phuong 4n khéc, lidu lwong clia protein
dung hop téi td hop hodc duge phdm cé chira ching dugc dimg it nhat 13 48 gid mot 1an. Theo
phwong 4n khac, lidu lrong cia protein dung hop tai t& hop hodc duge pham c6 chira ching
dwoc ding it nhét 13 60 gid mot 14n. Theo phuong an khéc, lidu Iugng cia protein dung hop
t4i t6 hop hodc duge phdm cé chira ching dugc dung it nhit 14 72 gid mot lan. Theo phuong
an khéc, liéu lwrong cia protein dung hop téi td hop hoic durge phim c6 chira ching duoc
ding it nhat 13 84 gid mot 1an. Theo phuwong 4n khac, liéu lwong clia protein dung hop téi tb
hop hodc dugc phdm cé chira ching duge dung it nhét 13 96 gid mot l4n. Theo phuong an
khéc, lidu lugng cua protein dung hop tai tb hop hoic dugc phdm c6 chira chiing duge ding
it nhét 12 5 ngdy mot 1an. Theo phuong 4n khéc, lidu luong cia protein dung hop tai t& hop
hodc dugc phim c6 chira ching duoc ding it nhat 13 6 ngdy mét 1an. Theo phuong 4n khéc,

lidu luong cia protein dung hop tai t& hop hodc dugce phim c6 chira ching duoc diing it nhat
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12 7 ngay mdt 1an. Theo phuong 4n khéc, lidu lrong cia protein dung hop tai t6 hop hoic
dwgc phim c6 chira chiing dwoc ding it nhit 13 8-10 ngay mot 14n. Theo phwong 4n khac, lidu
lwong cua protein dung hop tai td hop hoic duge phim co chira ching duge dung it nhét 13
10-12 ngay mot 1an. Theo phurong 4n khéc, liéu lwong cta protein dung hop tai t6 hop hodc
duoc phdm c6 chita chung dwoc ding it nhat 13 12-15 ngay mét 1an. Theo phuong 4n khAc,
lidu lwong cia protein dung hop téi t5 hop hodc duoc phdm c6 chira ching dugc ding it nhit
1a 15-25 ngay mdt lan. Theo phwong 4n khéc, lidu lrgng ciia protein dung hop tai t6 hop hodc

duge pham c6 chita chiing dugc dung it nhét 12 20-30 ngay mét lan.

Theo mét phuong 4n, lidu lrgng cia protein dung hop tai t6 hop hodc duoc phdm c6
chira ching dugc ding cho di twong it nhit 13 1 thang mdt 1in. Theo mot phuwong 4n, lidu
luong cua protein dung hop tai t hop hoic duoc phim cé chira ching dugc dung it nhit 1a 2
thdng mdt 14n. Theo mot phwong 4n, lidu lwong ciia protein dung hop téi to hop hoic duoc
phdm c6 chira ching dwoc ding it nhat 13 3 thang mot 1an. Theo mot phuong 4n, liéu lwong
clia protein dung hop tai td hop hodc duoc phim c6 chira ching duge ding it nhat 14 4 thang
mdt 14n. Theo mét phuong 4n, lidu lwong cia protein dung hop tai t6 hop hodc duge phim c6
chtra chung dwgc ding it nhit 13 5 thang mét 14n. Theo mot phuong 4an, lidu hrong cia protein
dung hop tai t& hop hodc duge phdm ¢ chira ching dugc dung it nhit 1a 6 thang mot lan.
Theo mdt phuong 4n, lidu lugng cia protein dung hop tai t6 hop hoic duge pham cé chira
chung duge dung it nhit 12 6-12 thang mét 1An. Theo phwong an khéc, lidu lugng cia protein
dung hop tai t& hop hodc dugc phim cé chira ching dwgc ding hang quy. Theo phuong 4n
khac, lidu lwong dwgc ding hing ngdy, hang tuln, hai tudn mot 1an, hang thing hoic hang
nam. Theo phuong an khac, lidu lugng duoc dung mot 14n, hai 14n, hodc hai hoic hon hai l1an
trong mot ngay, mat tudn, mot thang hoac mdt nam. Theo phuong &n khac, liéu lugng dugc

dung hai, ba, bon, hodc it nhat 1a ndm nam mét lan.

Theo mot phuong 4n, viée dung Lip lai (liéu lwong) ciia dugc phdm theo sang ché co
thé duge thuce hién ngay sau khoang thoi gian diéu tri thit nhat hoic sau khoang thoi gian tinh
theo ngay, tuan, hodc nam dé dat duoc tac dung mong mudn nhu dugc dé xuit thém & day (vi
du nhu dé ngan ngua hodc diéu tri bénh hoic tinh trang bénh tim mach, hoac bénh hodc tinh
trang bénh lién quan dén CNS).

Theo mét phuong an, dugc phém dugc dung béng cach tiém trong tinh mach, trong
d6ng mach, du6i da hoic trong co ciia ché phdm léng. Theo phuong an khac, ché pham léng
bao gém dung dich, huyén phu, dich phén tan, nhi tuorng, dau va dang tuwong tg. Theo mot
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phuong 4n, duoc phim dwgc ding trong tinh mach, va do dé dugc tao ché phdm & dang thich
hop dé dung trong tinh mach. Theo phirong 4n khac, dugc pham dugc ding trong dong mach,
va do dé dugc tao ché pham & dang thich hop dé dung trong dong mach.

Theo mét s6 phwong an, duge phim dé sir dung trong phuong phép duge boc 16 trong
ban md ta ndy cb chira dung dich hodc nhii trong, ma theo mot s6 phuong 4n 1 dung dich
hoic nhii trong trong nudce cd chira lugng an toan va hiru hiéu cua hgp chit duge boc 16 trong

ban mé ta nay va tuy y, hop chét khac, duoc du kién dé dung trong tinh mach hoac duéi da.

Theo mét sb phuong 4n, cac thanh phan khac nhau cta dugc phdm duge do trude
va/hodc duge dong goi trude va/hodc sin sang dé sir dung ma khong cin do nira, v.v.. Sng
ché cling tuy y co chira bo kit dé thyc hién/str dung phuong phap va/hodc duge phém theo
sang ché. Cu thé 13, cic bo kit nay tily y bao gdm, vi du nhur, protein dung hop tai t6 hop thich
hop (va tiy ¥ hdn hop clia mot sé hwong cac protein nay dé thuc hién viéc diéu tri hiép dong,
xem, & trén), va tity ¥ ciing nhu 13 (cic) khang nguyén lién quan dén bénh thich hop). Ngoai
ra, bg kit nay ciling c6 thé co chia ta duoc thich hop (vi du nhu, t4 dugc dugc dung) dé thuc
hién viéc diéu trj tri liéu va/hodc phong ngira theo sang ché. B6 kit nay tiy ¥ chita cac thanh
phin bd sung dé 13p rap va/hoic sir dung duge phdm theo sing ché bao gém, nhung khéng

gi61 han &, vi du nhu, chét pha loang, v.v..

Duge phim duge mo ta trong ban md ta ndy tiy ¥ duoc dong goi dé bao gdm tat ca
(hodc gin nhu tit cd) cAc thanh phn cin thiét dé thuc hién phuong phép theo sang ché hodc
dé sir dung duoc pham theo sang ché (tiy ¥ bao gdm, vi du nhu, huéng din sir dung dang vin
ban ciia phuong phap/duwgc phdm theo sang ché). Vi du nhur, b kit ¢6 thé tiy ¥ bao gdm céc
thanh phﬁn nhu, vi du nhu, chit dém, chét phén Ung, protein huyét thanh, khang thé, co chit,
v.v.. Trong trudng hop chit phan tmg d3 dwoc dong gbi sin, bo kit thy ¥ bao gdm hrgng da
dwoc do sin hodc duge dinh liéu sdn ma sin sang dé két hop vao phuong phap ma khong cin
do, vi du nhu, cac phﬁn phan udc dich 16ng da dugce do sin, hoic chét phan Gng dang rin da
duoc can sin hoic duge do sin ma c6 thé dugce hoan nguyén dé dang boi ngudi ding cudi
cua bd kit.

B4 kit nay ciing thudng bao gdm hudng dan thich hop dé thuc hién phuong phap theo
séng ché va/hoic dé sir dung duge phdm theo sang ché. Theo mot s6 phwong 4n, cic thanh
phén cua bd kit/goi dugce cung ce‘ip ¢ dang 4n dinh, nho d6 ngan ngua su thoai bién hoic su

mat mat khac trong qué trinh luu trit trong thoi gian dai, vi dy nhu, do sy 1o ri. Nhiéu quy
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trinh/tdc nhén 1am 8n dinh dugc dung rong rai cho chit phén ng, v.v. ma can duge luu trir,
chéng han nhu su bao gf)m ctia cac chit 1am én dinh hoa hoc (tirc 13, chét \rc ché enzym, chit
diét vi sinh vat/chit kim ham vi khuén, chét chéng két tu), v.v.. Muc liéu lrgng thuc su cua
céc thanh phin hoat tinh trong dugc phdm theo sang ché c6 thé duge thay ddi nhd d6 thu duge
lugng cia thanh phr?m hoat tinh ma hitu hiéu dé dat dugc dap ung tri liéu mong mubn ddi véi
d6i tugng, hop phén, va phuong thire ding cu thé, ma khong gay déc cho dbi trgng. Mirc lidu
lugng duge chon phu thude vao nhiéu yéu td duge déng hoc bao gém hoat tinh cia dugc
phém cu thé theo sang ché dugc str dung, dudng dung, thoi gian dung, tdc d6 bai tiét cta hop
chét cu thé duge st dung, thoi gian diéu tri, thudc khac, hop chét va/hoic nguyén liéu duogc
st dung két hop véi duge phém cu thé dugce st dung, tudi, gidi tinh, cin nang, tinh trang, strc
khoé chung va tidn st y t& tre6e diy cna dbi twong can diéu tri, va cac yéu t6 trong tr da
dugc biét ro tfong linh vuc vy té.

Duoc phim phai tiét trung va luu déng dén mic ma dugc phim nay c6 thé phan phdi
dwoc bang xy lanh. Ngoai nude, tdt hon 14 chit mang 13 dung dich nuée mudi dugc dém dang
trrong. Do wu ddng ph hop ¢6 thé duge duy tri, vi du nhw, bang cach sir dung 16p pha ching
han nhu lecithin, bing cach duy tri kich thuéc hat yéu ciu trong truong hop ciia dich phén tan
va bing cach sir dung chét hoat dong bé mit. Trong nhiu treong hop, tot hon néu bao gdbm
cac chét déng trrong, vi du nhu duong, rugu da chuc nhu manitol hodc sorbitol, va natri

clorua trong dugc pham.

Miic liéu Iwong thuc sy cia thanh phin hoat tinh trong diwgc phim theo séng ché ¢o
thé thay d6i sao cho dat duoc lugng cda thanh phén hoat tinh ma hiru hiéu dé dat duoc dap
{ing didu tri mong mudn dbi véi di twong, duoc phim va cach thirc st dung cu thé, ma khong
gay doc cho dabi tugng. Muc lidu lugng dugc chon phu thudc vao nhiéu yéu td dugc dong hoc
bao gdm hoat tinh cta duge phim cu thé theo sang ché dugc sit dung, dudng ding, thoi gian
dung, téc do bai tiét ciia hop chét cu thé duoc sir dung, thoi gian diéu tri, thude khac, hop chét
va/hodc nguyén liéu dugc st dung Kkét hop véi duge phém cu thé dugc sir dung, tudi, gioi
tinh, can nang, tinh trang, strc khoé chung va tién st y té trude day cua dbi tuong can diéu tri,

va cac yéu t trong tu di duoc biét 1 trong linh vuc y té.

Mait du mot vai phuong an cla sang ché d3 dugc mo ta va dugc minh hoa trong ban

md ta ndy, ngudi ¢ trinh d6 trung binh trong linh vuc s& d& dang hinh dung ra nhidu phuong

thirc va/hoic ciu tric khac dé thuc hién chirc ning nay va/hoic thu duge Két qué va/hodc mét

hodc nhiéu vu diém duge mé ta trong ban mé ta ndy, va mdi su thay dbi va/hoic cai bién nhu
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vay duoc coi 12 nim trong pham vi cia cac phirong 4n ciia sang ché dugc mé ti trong ban mo
t4 ndy. Thong thudng hon, ngudi ¢6 trinh dd trung binh trong linh virc d& dang hiéu dugc rang
tit ca cdc thong sb, kich thide, nguyén lidu, va cAu hinh duge mo ta trong ban mo ta nay 1a
dé 1am vi du va céc thong sb, kich thudc, nguyén liéu, va’/hoac c4u hinh thyc su sé phu thude
vao ung dung hodc céc ung dung cu thé ma céc huéng dan cia sang ché duoc ap dung cho.
Ngudi cé trinh d6 trung binh trong linh vuc s€ nhén ra, hodc c6 thé biét chic chin béng cach
stt dung khong gi khac hon 13 thi nghiém thong thudng, nhiéu dang tirong duong dbi véi
phuong 4n cu thé cia séang ché duoc mo ta trong ban md ta nay. Do d6, can hiéu ring cac
phuong an trén day dugc thé hién chi dé 1am vi du va trong pham vi cia cac yéu cau bao hd
kém theo va cac dang tuong dwong cua ching, cic phwong 4n cia sang ché c6 thé dugce thuc
hanh theo cach khac vdi cach duge mo ta va dugce yéu ciu bao hd cu thé. Cac phuong an cua
sang ché trong ban bdc 16 nay hudng dén mdi du hiéu, hé théng, vt phém, nguyén li¢u, bd
kit, va/hoic phuong phap cu thé dugc mé ta trong ban moé ta ndy. Ngoai ra, dang két hop bét
k¥ ctia hai hoic hon hai ddu hiéu, hé théng, vat pham, nguyén liéu, bd kit, va/hoic phuong
phap nay, néu cac diu hiéu, hé thdng, vat pham, nguyén lidu, b kit, va/hodc phuong phip

nay khéng mau thuan véi nhau, dugce bao gom & trong pham vi cua sang che.

T4t ca cac dinh nghia, nhr dugc dinh nghia va ding trong ban md ta nay, can duoc
hiu 12 c¢6 ¥ nghia chi phéi hon 12 céc dinh nghia theo tir dién, cic dinh nghia trong céac tai
liu dugc két hop dé tham khao, va/hoic nghia thong thuong cta cic thuit ngit dugc dinh

nghia.

TAt ¢4 céc tai liéu tham khao, bing ddc quyén sang ché va don dang ky sang ché dugc
boc 16 trong ban mé ta nay duge két hop dé tham khao ddi véi ddi trgng ma mdi tai lidu dugce

vién din cho nd, ma trong mot s6 trudmg hop c6 thé bao ham toan bd ndi dung cta tai lidu do.

Cac mao tir khong xac dinh, nhu dung trong ban md ta nay va trong cac yéu cau bao
hé, trir khi dugc chi ra rd rang 1a c¢6 nghia trai ngugc, can dugce hiéu cé nghia 1a “it nhat 1a

Ag 9

mot.

Cum tir “va/hodc,” nhu dung trong ban mo ta nay trong va trong cac yéu cau bao hg,
can dugc hiéu cd nghia 1a “mét trong hai hoac ca hai” cta cac thanh phan dugc két hop, tirc
1a, cac thanh phan ma c¢6 mat lién hop véi nhau trong mot so trudng hop va ¢6 mat tach roi

trong cac trudong hop khac. Nhiéu thanh phﬁn duge liét ké véi “va/hodc” can duoc hiéu theo

\
A

cung céch, tirc 13, “mdt hodc nhiéu” thanh phﬁn duoc két hop nhu vay. Céc thanh phén khac
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c6 thé tity ¥ c6 mit ngoai cac thanh phin duoc xac dinh cu thé boi ménh dé “va/hodc”, du cb
lién quan hay khéng c6 lién quan dén cac thanh phén duoc x4c dinh cu thé ndy. Do d6, vi du
khong 1am gi6i han sang ché 13, viéc d& cap dén “A va/hodc B”, khi ding két hop véi ngon
ngit két thiic m& ching han nhr “c6 chita” c6 thé, theo mot phuong 4n, ding dé chi viéc chi
c6 A (thy ¥ bao gdm cac thanh phan khéng phai 1a B); theo phuong an khéc, dang dé chi viéc
chi ¢6 B (tily ¥ bao gdm c4c thanh phin khéng phai 14 A); theo phuong 4n khéc, ding dé chi

viée ¢6 c4 hai A va B (tlly ¥ bao gdm c4c thanh phan khéc); v.v..

Nhu st dung trong ban mé ta nay va trong cac yéu ciu bao hd, cum tir “it nhit 1a
mot,” khi dé cap dén danh sach g(“)m mot hoac nhiéu thanh phén, can duoc hidu c6 nghia 1a it
nhét 12 mot thanh phﬁn duoc chon tir mdt hodc nhiéu thanh phén bét ky trong danh sach ctua
c4c thanh phan, nhung khong nhét thiét bao gdm it nhat 13 mét trong sb mdi va moi thanh
phan duoc liét ké cu thé & trong danh sach ctia céc thanh phan va khong loai trir dang két hop
bat ky cila cac thanh phin trong danh sach cta céc thanh phan. Dinh nghia ndy cfing cho phép
cac thanh phan c6 thé tiy ¥ c6 mit ngoai cac thanh phan dugc x4c dinh cu thé & trong danh
sach clia cac thanh phin ma cum tir “it nhat 1 mot” dé cip dén, du c6 lién quan hay khong co
lién quan dén céac thanh phén duoc xac dinh cu thé nay. Do d9, vi du khéng 1am giéi han séng
ché 13, “{t nhit 12 mot trong s A va B” (hoic, theo cach twong duong 13, “it nhat 1a mét trong
s A hoic B,” hoic, theo cach tuong duong 1a “it nhét 12 mot trong s6 A va/hoic B”) c6 thé,
theo mot phwong 4n, ding dé chi it nhat 12 mét, tiy ¥ bao gém nhiéu hon mot, A, khong cé
B (va tlly ¥ bao gdm céc thanh phin khong phai 1 B); theo phuong 4n khac, dung dé chi it
nhét 13 mét, thy ¥ bao gdm nhiéu hon mét, B, khong c6 A (va tiy ¥ bao gdm céc thanh phan
khong phai 12 A); theo phuong 4n khéc nita, ding dé chi it nhat 1a mét, tily y bao gom nhiéu
hon mot, A, va it nhit 12 mot, tuy y bao gém nhiéu hon mét, B (va tiy ¥ bao gém cac thanh
phan khac); v.v..

Sang ché con d& xuét bo kit dé ngan ngira, diéu tri hoic 1am chdm bénh hoic tinh
trang bénh tim mach & ngudi, trong d6 bo kit ¢ chira mét hodc nhiéu lidu luong cua dugc
pham c6 chira protein dung hop tai t6 hop duoc boc 1§ trong ban mo ta nay dung cho ngin
ngua, diéu tri hodc 1am chiam bénh hodc tinh trang bénh tim mach, va huéng dan sir dung ché

phém duoc hoic duoc phém.

Sang ché con d& xuét bo kit d& ngan ngira, diéu tri hodc 1am chim bénh hoic tinh
trang bénh 1ién quan dén CNS & ngudi, trong d6 b kit c6 chira mét hoic nhidu liéu lwong
ctia duoc pham cé chira protein dung hop tai t& hop duoc boc 16 trong ban mo ta ndy dung
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cho ngan ngua, diéu tri hodc 1am chiam bénh hodc tinh trang bénh tim mach, va hudng dan sir

dung ché phém duogc hoac dugc phém.

Sang ché con d& xuit bd kit @& ngin ngira, diéu tri hoic 1am cham suy tim véi phan
sut téng mau dugc bao toan ¢ ngudi, trong dé bo kit ¢ chira mot hodc nhiéu lidu luong cua
dige phdm c6 chira protein dung hop tai to hop dugc boc 16 trong ban md ti nay dung cho
ngin ngira, diéu tri hoic 1am chim suy tim véi phan suét tong mau dugc bao toan, va huéng

dan str dung ché phém dugc hoac dugce phém.

Céc vi du sau day duoc trinh bay d& minh hoa day dt hon cac phuong an duge wu tién
ctia sang ché. Tuy nhién, ching khong duoc hiéu theo bat ky cach nio 14 1am gidi han pham
vi rong cia sang ché.

4

Vi du thuc hién sa

W TER
o °

ch

(42

¥
=1
Vidu 1 - Tach dong va tao cAu tric plasmit biéu hién

Céc trinh tir ADN m4 hoa cho chudi ning ctia protein dung hop tai t6 hop (dugc goi 1a
NPCFA va NPCF 14n luot dbi v6i trinh tir ¢6 hodc khong c6 cac dét bién Fc) va chudi nhe
ctia protein dung hop téi t hop (dwoc goi 13 PAL) duoc tong hop biang GENEWIZ (Suzhou,
Trung Qudc). Vecto biéu hién pCHOGUN c¢é dugc tir Horizon Discovery (Cambridge, UK)
theo hop déng lixdng. Viéc tao cAu trac coa plasmit biéu hién duge thyuc hién nhu tom tit trén
Fig. 1. Mot cach vén tit, vecto pCHOGUN dugc tao mach thing bing enzym gi6i han BfuAl
va manh cai xen gen chéng han nhhir NPCF, NPCFA, va PAL dugc tinh ché sau khi cét bﬁng
enzym gidi han hai 1an bé“mg Ncol va Ascl. pCHOGUN/BfuAlI da dugc tao mach théng va
ménh cai xen gen di dugce tinh ché duoc nbi theo quy trinh tiéu chudn va sau d6 dugc bién
nap vao té bao c6 du kha ning DH5a E.coli. Té bao DH5a dugc lang ra dia va duge t qua
dém & nhiét d6 37°C. Cac plasmit pPCHOGUN-NPCF, pCHOGUN-NPCFA va pCHOGUN-
PAL duogc phén lap va dugc xdc nhan béng cach cit béng enzym gidi han hoac PCR. Plasmit
chita doan cai xen chudi ning () CHOGUN-NPCF hoic pPCHOGUN-NPCFA) dugc cat bang
cac enzym giGi han BspEI va Pcil, trong khi plasmit chira doan cai xen chudi nhe
(pCHOGUN-PAL) duoc cit bing cic enzym gi6i han NgoMIV va Pcil. Sau khi cit bang
enzym gi&i han, manh c6 doan cai xen chudi ning hoic chudi nhe dugce tinh ché, duge ndi va
sau d6 dugc bién nap vao té bao DH5a. Ciu triic plasmit chira ca doan cai xen chudi ning va
doan cai xen chudi nhe (pCHOGUN-NPCF+PAL hoic pPCHOGUN-NPCFA+PAL) duoc xac
dinh va duoc xac nhin bé‘mg cach cat bﬁng enzym gi6i han va xac dinh trinh tr ADN.
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Vi du 2 - Su san xuét, su tinh ché va su x4c dinh dic diém khang thé

HD-BIOP3, dong té bao khéng ¢ glutamin synthetaza (GS™) ¢ ngudn gdc tir t& bao
CHO K1, ¢6 dugc tr Horizon Discovery (Cambridge, UK) theo hgp ddng lixing. ADN
plasmit duoc phan 14p bang cach sit dung bo Kit Qiagen Plasmid c6 trén thi trudng. Su chuyén
nhidm cia ADN plasmit vao té bao HD-BIOP3 duoc thuc hién bang cch sir dung hé théng
duc 13 dién c6 sin trén thi truong tir Lonza. Té bao da dwoc chuyén nhiém dugc lang ra dia
96 giéng va trai qua su chon loc tip hop bang cach sir-dung cac quy trinh tiéu chudn. Té bao
tir cac tip hop dwoc chon dwge nudi cdy trong binh thét c¢d lic 125 ml trong 10-14 ngay va
mdi truong duge thu hoach dé tinh ché khang thé. Protein khéng thé dugc tinh ché bﬁng sdc
ky 4i luc protein-A sau d6 1a sic ky loai trir kich thudc va sau d6 dugc phan tich bang SDS-

PAGE va thim tich Western theo c4c quy trinh tiéu chudn.

Fig. 2A minh hoa so dd cAu tao cia protein dung hop tai td hop dugc boc 19 trong ban
md ta nay. Fig. 2B thé hién dit lidu dai dién duoc tao ra bing phan tich SDS-PAGE. Két qua
thdm tich Western duge phat hién bing khang thé so cAp dic hiéu ddi voi manh hoat tinh c6
61 axit amin cia NRG-1 cé chtta mién lién két HER3/4 (“NRG-1”, R&D Systems,
Minneapolis, MN) hodc IgG 1an luot dugc thé hién trén Fig. 2C va Fig. 2D.

Vi du 3 - Tinh toan ven phén tir dugc danh gia bang thir nghiém lién két dua trén SPR

Tinh toan ven cAu triic phan tir cta protein dung hop tai tb hop dugc bdc 16 trong ban
md ta ndy duge ddnh gia bang cach danh gia kha ning lién két dong thoi ciia né véi protein
HER3 va khang thé khang-NRG-1. Protein tai t hop HER3 da gan dubi His (Sino Biological,
Beijing, Trung Qudc) duoc bit gift trén chip cam bién duoc c¢b dinh bang khang thé khang-
His (Thermo Fisher, Waltham, MA) (Buéc 1), sau d6 13 sy phun miu (bao gém protein dung
hop tai td hop dwoc bdc 16 trong ban md ta ndy, protein dung hop tai td hop dugce boc 16 trong
ban md ta nay ma khong c6 cac dot bién Fc, mAb khang-HER3 (Budc 2), va khang thé khang-
NRG-1 (R&D Systems, Minneapolis, MN) (Buéc 3). Su gan ctia His-HER3 trén chip cam
bién c6 thé dugc truc quan héa théng qua s ting 1én cta tin hiéu trén ca 6 kénh trong budc
1. Ca protein dung hop tai tb hop duoc boc 19 trong ban mé ta ndy va protein dung hop tai t6
hop duoc boc 16 trong ban md ta ndy ma khong cb cic dot bién Fe déu tao ra dép tmg dang
ké & budce 2 bang cach lién két véi HER3 va & budce 3 bang cach lién két voi khang thé khang-
NRG-1 dugc phun (Chl, 3), chi ra sy cd mit cua epitop lién két HER3 va NRG-1 trén protein
dung hop tai t6 hop dugc boc 16 trong ban mé ta nay. Nguge lai, mAb khdng-HER3 chi lién
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két v6i His-HER3 & budc 2, nhung khong ¢6 khang thé khang-NRG-1 va chit dém (Budc 3)
(Ch 4, 5), xac nhan sy khéng c6 mit cua hoat tinh lién két NRG-1 dbi véi phan tir mAb khang-
HER3. Chit dém duoc phun & Bude 2 va 3 1am dbi chimg tréng. Do do, ca epitop lién két
HER3 va NRG-1 déu c6 mit trong protein dung hop tai to hop theo sang ché.

Biéu d6 cam bién lién két va trinh tir phun mau thé hién trén Fig. 3.
Vi du 4 - T4c dung trén su ting sinh dong té bao khdi u in vitro

Té bao khdi u duoc ciy trong dia 96 giéng & mat d§ 2.500-20.000 té bao trong mbi
giéng, tuy thudc vao dong hoc sinh truéng cia mdi dong té bao. Sau d6 té bao duoc xir Iy
bang protein dung hop t4i t& hop duge boc 16 trong ban mo td ndy, khang thé hoic protein d6i

chimg trong diy pha loang theo diy 1:4 tung budc trong 5 ngay. Kha ning song cha té bao

[¢)

dugc danh gid bang cach st dung Cell Counting Kit-8 tir Dojindo Molecular Technologies
(Kumamoto, Nhit Ban) theo hudéng din ciia nha sn xuat. Dit liéu duge phén tich bang phan
mém GraphPad Prism va dugc thé hién dudi dang ti 1€ cla su sinh trudéng twong quan véi doi

chirng khong dugc xir 1y.

Fig. 4 bao gdm céc d thi dai dién thé hién toc do sinh trrong twong ddi trung binh +
SEM (n = 3) ddi véi cac dong té bao ung thu khic nhau: (A) NCI-N87, da day; (B) MCF-7,
vi; (C) RT-112, bang quang; va (D) T47D, vu. So vdi NRG-1 d6i chtmg va protein dung hop
mAb GP120/NRG-1, protein dung hop tai t§ hop dugc bdc 16 trong bin mo ta nay ching té
hoat tinh thip hon d4ng ké trong viéc thic ddy su ting sinh té bao ung thu.

Vi du 5 - Su hoat hda cia con dudng truyén tin hiéu PI3K/AKT & té bao co tim ngudi

Té bao co tim ngudi thu duoc tir Cellular Dynamics (Madison, WI) dugc cdy trong dia
96 giéng duoc phu gelatin 0,1% va duoc thu hdi trong méi trudng lang dia (Cellular
Dynamics) trong 4 gid. Sau d6 t& bao dwgc nudi cdy trong méi trudng duy tri (Cellular
Dynamics) trong 96 gid truée khi dung dé thi nghiém. Dé danh gia kha ning cla protein dung
hop tai td hop theo sang ché dé hoat héa con dudng truyén tin hiéu HER2:HER4 & té bao co
tim, t€ bao trude hét bi bo d6i trong 4 gid trong modi trudng khong chira huyét thanh va sau
d6 duge xir 1y bang protein dung hop t4i td hop hodc cc tac nhan ddi chimg (NRG-1, mAb
GP120/NRG-1, mAb khang-HER3, hodc mAb GP120) trong ddy pha lodng theo diy 1:4 ting
buéc trong 15 phat. Khi két thic viée xir 1y, té bao duge dung giai va dugc phén tich vé su
phosphoryl héa AKT bang cach sir dung bo kit Phospho-AKT/Total AKT ELISA cia Abcam
(Cambridge, MA) theo hudng din cia nha san xut. Dit liéu dugc phén tich bang phin mém
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GraphPad Prism va dugc thé hién duéi dang ti 1é ctia phospho-AKT véi AKT tbng b tuong

quan v6i d6i ching khéng duge xir 1y.

Dé phan tich thim tach Western, t& bao dugc ciy trong dia 6 giéng va duoc xit 1y bang
protein dung hop tai t8 hop theo sang ché hodic cic tic nhan ddi ching & ndng d don 1é bang
16 nM. Khi két thuc viée xit 1y, té bao duoc dung giai trong chit dém dung giai RIPA chira
cac chit e ché proteaza va phosphataza. SDS-PAGE va thdm tich Western dugc thuc hién
theo quy trinh tiéu chudn. AKT tng sé va phosphor-AKT duoc thim tich 1an luot véi khang
thé thé AK T va khang thé tho p-AKT(S473) (Cell Signaling; Danvers, MA).

Fig. 5 thé hién su phosphoryl héa AKT khi d4p tmg véi kich thich & té bao co tim
ngudi. Két qua goi y ring protein dung hop tai td hop dugce bdc 16 trong ban mé ta nay cé thé
hoat héa con dudng truyén tin hiéu HER2:HER4 & té bao co tim véi hiéu huc c6 thé so sénh

duoc vo1 NRG-1.
Vi du 6: Sy giy cam ng cia sy dime hoéa HER2:HER3 va su dime héa HER2:HER4

Thir nghiém dime hoa PathHunter phat trién boi Eurofins DiscoverX (Fremont, CA)
phét hién su dime héa duge giy cam tmg bdi phdi tir ctia hai tiéu don vi ctia cip thu thé-dime.
Nguyén tic thir nghiém dugc minh hoa trén Fig. 6A. Enzym B-gal duge chia thanh hai ménh,
ProLink (PK) va thu thé enzym (EA). Cac t& bao da dugc thiét ké ¢ dong biéu hién protein
dich 1 dung hop véi thé cho enzym PK, va protein dich 2 dung hop véi thé nhan enzym EA.
Su lién két cia phéi tir véi mot protein dich 1am cho né tuong tac véi protein dich kia, bude
xdy ra su bd sung cta hai manh enzym va din dén phan tng enzym dé giai phong tin hiéu

phat quang hoa hoc ma dugc phat hién dudi dang Don Vi Huynh Quang Tuong Péi hay RFU.

Dong té bao dime héa PathHunter U20S ErbB2/ErbB4 va dong té bao dime hoéa
ErbB2/ErbB3 thu duoc tir Eurofins DiscoverX. Té bao dugc ciy & mat dd 4.000 té bao/giéng
trong dia 384 giéng va dugc u ¢ nhiét 36 37°C/CO2 5% qua dém. Cac chét thtr nghiém dugc
diéu ché trong day pha lodng theo dy 1:4 timg budc bt du tir 28,8 nM, va sau d6 dugc bd
sung vao té bao trong dia 384 giéng. Sau khi 1 4 gid, té bao duoc thir nghiém vé su dime hoa
thu thé theo huéng din cta nha san xuit. Dit liéu duoc phan tich bang phan mém GraphPad
Prism va duoc thé hién dudi dang RFU trung binh = SEM (n = 3).

Nhu thé hién trén Fig. 6B va Fig. 6C, protein dung hop ti t6 hop duge bdc 16 trong
ban mo ta ndy co6 thé gay cam mg su dime héa HER2/HER4 véi hiéu luc co thé so sanh dugc
v&i NRG-1; trong khi khé ning cia né dé gy cam mg su dime héa HER2/HER3 yéu hon
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nhidu. Dudi dang @i chimg 4m cho nghién ctru ndy, ci khang thé ddi chiing isotyp mAb
GP120 va mAb khang-HER3 d&u khong giy cam tng su dime hoa thu thé.

Vi cac phuong 4n duge mo ta ciia sang ché c6 tham khao dén cac hinh v& kém theo,
can hiéu rang sang ché khong bi gidi han & cac phuong 4n chinh x4c, va céc thay d6i va cai
bién khéc nhau c6 thé duoc thuce hién trong ban mé ta ndy béi ngudi 6 trinh d6 trung binh
trong linh vuc ma khong ndm ngoai pham vi hoic tinh than ctia séng ché nhr duge dinh nghia

trong cac yéu cau bao ho kém theo.
Vi du 7: Hiéu qué in vivo cta protein dung hop tai t6 hop trong md hinh chudt céng cia suy
tim tdm thu

Pé danh gia kha ning cia protein dung hop tai tb hop dé tai tao chirc ning tim & md
hinh bénh, md hinh chugt cong Sprague Daw di mau co tim va suy tim tdm thu dugc
sir dung. D& thiét 14p mé hinh bénh, chi lua 6-0 dwogc sir dung dé ndi dong mach canh di xudng
phia trrée bén trai (LAD) 3-4 mm dué6i phan phu tdm nhi trai trong quy trinh phiu thuét. Bén
tudn sau khi ndi, phan suit tdng mau (EF) duoc ghi lai bang siéu 4m Doppler siéu dm tim ky
(ECG) ché d6 M dé do chirc ning tim chdng lai EF dudng co s& trude khi phiu thust. Ngudng
clia sy giam di nhé nhat 30% cia EF duoc sir dung d& bao gdm trong nghién ctru tiép theo.

Céc con vét di chung vor trai qua phau thut gidng hét ma khéng c6 sy nbi LAD.

Sau khi thiét 13p m6 hinh bénh, cac con vat dugc chia thanh ndm nhém véi mudi mot
con chudt cbng trong mdi nhém, v6i mudi con chudt cng phiu thuat vo nita duge bao gom
trong nhém thir sdu. Nghién ctru duoc thiét ké cho mdi nhém dé tiép nhén sy tiém tinh mach
dudi hai 14n mdi tudn trong khoang thdi gian bén tudn; hay téng cong tdm 1an tiém. Ca nhém
phiu thut v&r va ddi ching 4m cua nhém ta dwoc 16ng déu tiép nhan nuéc mudi, ba nhém
tiép nhan protein dung hop téi té hop & mic 1, 3, hoic 10 mg/kg, va nhom cudi cing tiép
nhan déi chirmg duong cua protein dung hgp mAb GP120/NRG-1 (10 mg/kg).

Do su giam khéi luong co thé quan sat thiy trong qué trinh nghién ciru, viéc diéu tri
duge dinh chi truede khi toan b trinh tyr clia tAm lan tiém trong cic nhém protein dung hop
tai td hop tiép nhan 3 mg/kg va 10 mg/kg, v6i cic nhém 1an luot tiép nhén chi sdu va ba lan
tiém. TAt c4 cdc nhom khéc tiép nhén toan bo tap hop tdm lan tiém.

Bén tudn sau 1an didu tri thu nhit, EF dugc do lai bang ECG ché @6 M. Nhu thé hién
trén Fig. 8, trong quan vdi dudong co s& protein dung hop tai t hop lam ting dang ké EF &
c4 ba nhom liéu luong. Cu thé 13, su ting 1én 14,7% (P<0,001), 26,9% (P<0,001), va 36,6%
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(P <0,001) dugc quan sat thdy 1an lrot d6i v6i cac nhom 1, 3, va 10 mg/kg. Déi chimg duong
mAb GP120/NRG-1 1am ting EF 1én 28,8% (P<0,001) & thoi diém ngang bang. Nudc mubi

cho thdy khéng c6 tic dung 1én nhém ddi ching vo hodc nhém dbi chimg ta duoc 16ng.

Sau khi thu dugc gia tri ECG vao 28 ngay sau diéu tri, cac con chudt bi giét chét ém 4i
va cic md tim & g?m vi tri phau thuat duge thu léy, duoc cb dinh trong formaldehyt 4%, va
dwoc nhing trong parafin. Cac phin parafin ddy nim pm ctia mé tim duwgc nhuém mau bang
céc thude nhudm hematoxylin va eosin, va su thay ddi mé bénh hoc duoc quan sat dudi kinh
hién vi quang hoc. Nhu thé hién trén Fig. 9, trong nhom phau thuat vo, té bao co tim dugc
sap xép theo kiéu c6 thir tir va té bao chit va soi co tim duge bt mau ddng déu. Khong quan
sat thiy su tham nhidm té bao viém trong khoang k& va khong phat hién thiy su hoai tir co
tim. Nguogc lai, trong nhém dbi ching ta dugce 16ng, vung ria nhdi mau co tim thé hién cac
khe mé rong gifra cac té bao co tim; nhan bi ¢6 dic va v& vun va su sflp xép soi co tim bj mat
két clu co trat tir cia nd; kich thude t& bao bi md rong va phu k& dugc quan st thdy. Viée
didu tri bang protein dung hop tai t6 hop 1am gidm bot mét phan sy thay dbi bénh 1y trong
ving nhdi mau co tim, bao gdm sy giam di déng ké cua té bao hoai tir, khoang k& giita cac té

bao co tim thu hep lai, va su phuc hdi cta su sip xép soi co tim vé phia két cAu binh thudng.

Vi du 8: Protein dung hop tai t6 hop 1am giam sw phat trién khdi u trong mé hinh manh ghép
khéc loai ung thu biéu mé FaDu duéi da & chudt nhat NOD/SCID

Dé danh gi4 nguy co tiém 4n cua protein dung hop téi td hop trong viéc thic day su
phat trién khdi u, nghién ctru in vivo & mé hinh manh ghép khac loai ung thur biéu mé FaDu
dwgce tién hanh. Chudt nhit NOD/SCID (Beijing AK Bio-Technology Co. Ltd.) dugc nudi
trong phuong tién SPF tai trung tdim R&D quéc té CrownBio (Beijing, Trung Qudc) tudn theo
huéng din cua Gy ban. T4t ca cAc thi nghiém duoc thuc hién tuan theo cic yéu cau cia T
Chirc Banh Gia Va Coéng Nhan Sy Cham Soc Dong Vat Thi Nghiém (Association for
Assessment and Accreditation of Laboratory Animal Care - AAALAC) va véi su cho phép
ctia Uy ban JACUC CrownBio (CrownBio IACUC Committee).

Chudt nhit NOD/SCID céi, 7-10 tun tudi, dugc gay nhiém dudi da trong sudn phai
bing té bao khdi u FaDu (3 x 10%) da duoc tao huyén phi trong 0,1 ml PBS. Khi khéi u dat
xép xi 150 mm?, cac con chudt nhit duoc ngﬁu nhién hoéa va dugc phan vao 6 nhom nghién
ctru véi 8 cac con trong méi nhom. Cac mau thir nghiém dugc dung trong tinh mach b%mg

cach tiém tinh mach du6i hai 14n mdi tuln trong ba tudn lién tiép, tdng cong 12 6 1an diéu tri.
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Su phat trién khéi u duge theo ddi bang cach do bang thudc kep. Nghién ciru duge két thic

vao 21 ngay sau khi diéu tri.

Su phat trién khdi u khi dap vmg véi cac didu tri khac nhau dugc tom tit trén Fig. 10.
mAb khang-HER3 & 10 mg/kg thé hién hoat tinh khang khéi u déng ké véi su tic ché phat
trién khéi u (TGI) bang 93,5% khi két thiic nghién ctru (p < 0,001 so v&i nhém t4 duoc 16ng).
Protein dung hop ti td hop ciing chimg t6 TGI déng ké vé mit thdng ké khi két thic nghién
ctru: 19,2% & liéu lugng 1 mg/kg (p=0,048 so v6i nhém ta duge 16ng) va 56,2% & liéu lwong
10 mg/kg (p<0,001 so v6i nhém ta duoc 16ng). Phan tir dbi ching protein dung hgp mAb
GP120/NRG-1 khong thé hién hoat tinh khang khéi u & ca liéu lugng cao hodc lidu lugng
thip. Khéng c6 con vt nao bi chét trong qué trinh nghién ctru. T4t ca cac chit thir nghiém
duoc dung chiu tdt béi cac con chudt nhz"lt,mang,khc")i u. Khong c6 su gidm khdi luong co thé
dang ké dugc quan sat thiy & nhém thi nghiém bét ky (Fig. 11). Dit liéu nay cho thiy ring
trong diéu kién su phat trién khéi u tich cuc in vivo, protein dung hop tai td hop thé hién su
trc ché phat trién khéi u theo phwong thirc phu thudc lidu hrong, va goi v ring nguy co cua
protein dung hop ti t& hop 1am gia ting hoic 1am ting tc su phat trién khéi u in vivo 1a thip

hon so véi protein NRG-1 tu nhién.

Vi du 9: Khong quan sét thiy su gay doc da day-rudt dang ké & khi cynomolgus dugc ding
protein dung hop tai t6 hop

Truée ddy di cd bao cdo rang trong nghién ctru 1am sing Giai Doan Mot
(NCT01258387) trong d6 cac dbi twong tiép nhan gia dwgc hodc viéc ding don lidu
cimaglermin (NRG-183 tai t& hop chiéu dai diy du), budn ndn va tiéu chay 1a cic van dé co
hai phd bién thir hai va thi tu phét sinh sau khi diéu tri, x4y ra 1an lugt & 40% va 27% cua cic
doan hé litu cao gop lai (Lenihan et al. J Am Coll Cardiol Basic Trans Science.
2016;1(7):576-86). Tuong ty, trong nghién cru Giai Poan Hai cia méanh peptit NRG-1 tai t6
hop (neucardin), budn nodn 14 vin d& co hai phé bién nhét lién quan dén viec didu tri duoc
quan sat thiy, thiy & 20% ddi tugng nghién ctru (Jabbour et al. European Journal of Heart
Failure (2011) 13: 83-92). Cudi cung, trong nghién ctru Giai Doan Hai thi hai ciia neucardin
(ChiCTR-TRC-00000414), két qua d3 cong bd cho thiy 48,4% van dé co hai dugc quan sat
thdy 1a & da day-rudt trong ty nhién, kiéu thudng thiy nhat ctia céc su kién c6 hai trong nghién

clru ndy, va trong quan v6i mic liéu luong (Gao et al. J Am Coll Cardiol 2010; 55:1907—14).
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Hai nghién ctru dé d4nh gia d6 an toan va kha ning dung chiu ciia protein dung hop tai
td hop & khi cynomolgus macaque (Macaca fascicularis) duge thuc hién: nghién ciru khong
GLP (thuc hanh phong thi nghiém tbt) don liéu va nghién ctru GLP lidu nhéc lai. Sw gay doc
da day-rudt dugc theo doi chat ché. Trong nghién ciru don liéu, d6 an toan va kha nang dung
chiu ciia protein dung hop tai té hop duoc danh gia & cac mirc lidu luong 10, 30, va 60 mg/kg
so véi dbi chung ta dugc long, véi mt con duc va mot con cai dugc bao gém trong mdi doan
_ hé. Trong nghién ciru don lidu nay khéng 6 tic dung lién quan dén chét thir nghiém trén khéi
luong co thé hodc danh gia dinh tinh thyc phém trong subt giai doan danh gia sau diéu tri
trong hai tuln, va khong quan sat sur ndn hodc ti€u chdy. Trong nghién ciru GLP lidu nhic lai,

d6 an toan va kha ning dung chiu cia protein dung hop tai t§ hop dugc danh gia sau bon 1an

dung hang tuan lién tiép & cac muc lieu lwong 3, 10, va 30 mg/kg so voi dbi chimg ta duoc
16ng, véi ba con duc va ba con cai duge bao gom trong mdi doan hé ddi véi giai doan nghién

ctru 28 ngay chinh, va hai con duc va hai con cai nita trong cic doan h¢ 30 mg/kg va dabi
chimg t4 duge 10ng duge danh gia sau giai doan hdi phu 28 ngay tiép theo. Khong c6 tic dung
lién quan dén chit thir nghiém trén sy tiéu thu thirc in dugc quan sat thdy trong nghién ctru
lidu nhic lai ndy. Mic du c6 su nén lién quan dén chit thir nghiém dugc quan sit thiy trong
nghién ctru lidu nhéc lai nay, cac quan sat 1dm sang ctia su non chi lién quan dén phan tmg
truyén, chi dugce quan sat thdy & mét con vat trong doan hé 10 mg/kg (17%) va hai con vit
trong doan hé 30 mg/kg (20%), va c6 ban chét nhit thoi. Tiéu chay dugce quan sat thiy chi &
trong doan hé déi chung t4 duoc 1dng va doan hé protein dung hop tai td hgp 30 mg/kg, lan
Iugt & chi mét (10%) va ba (30%) con vat, va dugc coi 1a binh thuong dbi véi loai quy trinh
nay va khong lién quan dén protein dung hop tai td hop. Cubi cing, trong nghién ciru liéu
nhic lai ndy, khdi lrgng co thé trung binh duoc giam di >10% tuong quan véi dudng co s
chi & cdc murc lidu lugng 10 mg/kg va 30 mg/kg, va chi sau lidu thir tw & doan hé 10 mg/kg
va lidu thir ba va thi tr & doan hé 30 mg/kg. Tém lai, viéc diéu tri bang protein dung hop tai
t hop khong din dén bét ky phat hién dang ké nao vé& mit 14m sang c6 lién quan dén sy hip
thu thirc 4n, ndn, hoic tiéu chay ngoai cic phan Umg truyén cip tinh, va phat hién da day-rudt
khéng anh huéng dén sy xac dinh cta viéc khong c6 tic dung c6 hai trong mot trong hai
nghién ctru. Cac két qua nay chi ra ring thiét ké ctia protein dung hop t4i to hop 1am giam bét
- tac dung c6 hai cua protein téi tb hop NRG-1 1én dudng da day-rudt.

Céc mAu méu (~1 ml) dugc thu 14y tir khi cynomolgus sau khi ding don liéu 60 mg/kg

clia protein dung hop tai t& hop & céc thoi diém khac nhau, va huyét thanh dugc chiét va duoc
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lrru trit & nhiét do -80°C cho dén khi thir nghiém. Nong d6 ciia protein dung hop tai 6 hop
trong miu huyét thanh dugc thir nghiém bang ELISA bét giir theo cac quy trinh tiéu chuén.
Mbt cach vin tit, dia 96 giéng dugc phi biang protein HER3 ngudi téi t6 hop (R&D System),
dugc phong bé béng BSA, va dugc 0 v6i cac miu thir nghiém. Sau nhiéu 14n rira, cac dia duoc
1 vé&i khéng thé khang- Fe IgG ngudi da lién hop HRP va sau 6 dugc phat hién bang co chit
TMB. Fig. 12 cho thiy ring bién dang dugc dong hoc ctia protein dung hop tai t6 hop trong
tir v6i khang thé IgG.

Vi du 10: Tém tit vé hing s6 dong hoc trén su lién két thu thé Fc

Ai lyc lién két gifra protein dung hop mAb khang-HER3/NRG-1 téi t6 hop va thu thé
Fc duge do bang cach sir dung k¥ thuat SPR khéng c6 nhian. Tong cong sau thu thé Fc (mdi
thy thé nay dugc dung hop vdi dudi His), bao gdm FcyRI (Abcam), FcyRIIa, FeyRIIb,
FeyRIlIa (158F), FeyRIlIa (158V), va Clq (Sino Biological), 1an Iugt duge phan tich chéng
lai protein dung hop tai t hop, protein dung hop tai td hop khdng c6 cac dot bién Fe va khang
thé khang-HER3. T4t c4 cac thu thé Fc va cadc mau thir nghiém dugc tinh ché béng séc ky ai
luc. Tht ca cac thi nghiém dugc thuc hién trén hé théng Biacore 8K (GE Healthcare), véi
HBS-EP+ (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA va 0,05% thé tich/thé tich Chat hoat
d6ng bé mat P20) 1am chit dém chay. Cu thé 13, khang thé khang-His dugc ghép ndi trong ca
t€ bao dong chay hoat tinh va tham chiéu ciia chip cam bién CM5 bang phuong phap ghép
ndi amin. Thu thé Fc di gin dudi His da dugc tinh ché duogc bit giit trén té bao dong chay
hoat tinh ciia mdi kénh riéng 18 thong qua su lién két véi khang thé khang-His d3 duogc cb
dinh. Mtrc bét giit ddi v6i mdi thy thé Fe duge duy tri giita 80-120RU. Dé phén tich dong
hoc, protein dung hop ti t6 hop va tit ca cac maiu khic dugce pha lodng theo diy dén tong
cong 6 néng dd, nam trong khoang tir 0,3 nM dén 30 nM, va céc dich pha loang theo day dugc
phun theo trinh tw qua ca hai té bao dong chay trong mdi kénh. Nhiéu phan tich dugc hoan

thanh trong cing mot 1an chay bang cach phun ddng thoi cac miu 1én nhidu kénh.

Céc bidu dd cam bién thu duoc duoc 1am khép véi md hinh lién két hai trang thai dé
rut ra hing sb dong hoc bang cach sir dung Phan Mém Pé4nh Gia Biacore 8K. Téc d6 phan ly
can bang (KD) ctia tit ca cac phan tich dugc tém tit trong Bang 1 dudi day. Gia tri KD thu
duoc tir ddng hoc cta protein dung hop téi to hop lién két véi FeyRI, FeyRIla va FeyRIIb, cao
hon 10 13n so v&i gia tri ndy cia protein dung hop tai td hop khong cé cac dot bién Fc va
khang thé khang-HER3, chi ra 4i Iuc thip hon nhiéu ma 13 hau qué ciia cac dot bién x4c dinh
& trong ving Fc cua protein dung hop tai t6 hop. Véi FeyRIIIa (158F) va FeyRIIla (158V),
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1an lugt, cac dot bién Fe din dén su giam tir 2 dén 3 14n cua 4i luc lién két d6i véi protein
dung hop tai td hop. Su lién két voi Clq qué yéu dé c6 thé phat hién duoc dbi véi tat ca cac

mau.

Dé xé4c nhan ring protein dung hop tai t6 hop 1am han ché chirc ning tic dong Fc, sir
gay doc t& bao phu thudc khang thé (ADCC) dugc dénh gia bang cich sir dung Thir Nghiém
Sinh Hoc Chét Bio Cao ADCC t\‘IbPromega (Madison, WI). Thir nghiém nay st dung dong
té bao Jurkat dugc thiét ké 1am té bao tac dong, ma biéu hién 6n dinh thu thé FcyRIIIa (V158)
va thanh phin dép tmg NFAT ma gy ra su biéu hién cta luxiferaza dom dém. Rituximab,
lam ddi chung duong cho thir nghiém nay, thé hién hoat tinh ADCC manh chéng lai té bao
Raji CD20-duong; trong khi protein dung hop tai t6 hop khong c6 ADCC c6 thé phat hién
dwoc chdng lai té bao dich HER3-dwong (MCF7 hoic BT474) (dit liéu khong dugc thé hién).

Bang 1: Tém tit vé héng sb dong hoc trén sy lién két thu thé Fc

KD (M)
i mAb khang-
Thy thé Fc mAb khang- HER3/NRG-1 ,
HER3/NRG.1  (khong cb cacdor AP Kkhang-HER3
bién Fc)

FcyRI 1,03E-08 2,81E-09 4,56E-09
FcyRlla 1,35E-06 3,95E-07 1,50E-07
FeyRIIb 1,52E-06 1,03E-07 1,04E-08

FcyRIIIa (158F) ~ 1,18E-07 6,37E-08 1,66E-07
FeyRIlla (158V) 9,10E-08 3,41E-08 3,80E-08
Clg <LOD* <LOD* <LOD*

* < LOD — Duéi gi6i han phat hién (LOD) do s lién két yéu
Tham khéo chéo dén cac don lién quan
Don nay hudng quyén wu tién, va quyén loi ciia, don ding ky sang ché tam thoi My sb

62/656,246, ndp ngay 11 thang 4 nim 2018, toan bd ndi dung cia né duoc két hop & day

nham muc dich tham khao.

Két hop danh muyc trinh tu dé tham khao
Don nay chita Danh Muc Trinh Ty ma dugc ndp theo dinh dang ASCII thong qua EFS-

Web va duoc két hop trong ban mo ta nay chi dé tham khao. Ban sao ASCII nay, duogc tao ra
vao ngay 16 thang 3 nam 2019, c¢6 tén la SBTI-001-001WO_SeqList.txt va nang 31.328 byte.
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Yéu cau bao ho

1. Protein dung hop tai td hop c6 chira manh ctia protein bao vé tim neuregulin-1 (NRG-
1) dung hop véi khang thé don dong (mAb) ErbB3 (HER3) don dic hiéu.

2. Protein dung hop tai t6 hop theo diém 1, trong &6 manh NRG-1 c¢é chira manh hoat
tinh.

3. Protein dung hop téi t6 hop theo diém 2, trong &6 manh protein hoat tinh ciia NRG-1

¢ chira mién hoat tinh cia NRG-1.

4. Protein dung hop t4i t6 hop theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3, trong d6
méanh NRG-1 cé chtra mién lién két ERBB3/4.

5. Protein dung hop ti t6 hop theo diém bt ky trong sé cac diém tir 1 dén 4, trong d6
méanh NRG-1 lién két v6i va gdy cam tmg su truyén tin hiéu qua ErbB4 (HER4).

6. Protein dung hop t4i td hop theo diém 5, trong @6 mADb tic ché sy truyén tin hiéu NRG-
1 qua ErbB3 (HER3).

7. Protein dung hop tai t& hop theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 6, trong d6
méanh NRG-1 ¢6 chira ddng phan NRG-1 B2a.

8. Protein dung hop tai t& hop theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 7, trong d6
méanh NRG-1 duoc dung hop théng qua axit amin & dau tin cing N ctia né véi dAu tan cling

C cua chudi ning khang thé bang céch sir dung cau noi.

9. Protein dung hop tai t6 hop theo diém 8, trong d6 cau ndi co chira it nhit 13 mot ban

sao ciia cau ndi Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser néu trong SEQ ID NO: 5.

10.  Protein dung hop tai t& hop theo diém 8, trong d6 dau tan cing C ciia chudi ning khang

thé c6 chira mién Fc cia khang thé.

70



52911 71/123

11.  Protein dung hop t4i t6 hop theo diém bt ky trong s cac diém tir 1 dén 10, trong d6
khang thé don dong dugc glycosyl héa.

12.  Protein dung hop tai t hop theo diém 11, trong d6 su glycosyl hoa 1a sy N-glycosyl

héa.

13.  Protein dung hop tai t hop theo diém 11, trong d6 su glycosyl hoa 1a sy O-glycosyl

hoa.

14. Protein dung hop t4i t& hop theo diém bat ky trong s cac diém tir 1 dén 13, trong d6
manh NRG-1 ¢é chura trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 4.

15.  Protein dung hop t4i td hop theo diém bét ky trong s cic diém tir 1 dén 14, trong d6
mAb c6 chira chudi ning dugc thé hién béi trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2.

16.  Protein dung hop tai td hop theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 15, trong d6
mAD c6 chira chudi nhe duoc thé hién béi trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 3.

17.  Protein dung hop téi t6 hop theo diém 15, trong d6 mAb truéng thanh cé chira d6t bién
thé & it nhat 1a mot trong cac axit amin 234, 239 va 434 néu trong SEQ ID NO: 2.

18.  Protein dung hop tai tb hop theo diém 17, trong do it nhét 12 mot dot bién thé c6 chira
dot bién L234F, dot bién S239A, dot bién N434A, hoic dang két hop cia ching.

19.  Protein dung hop tai td hop theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 18, trong d6
protein dung hop tai tb hop ¢6 chira trinh t axit amin néu trong SEQ ID NO: 3 v SEQ ID

NO: 14.

20.  Protein dung hop tai tb hop c6 chita manh ciia protein bao vé tim neuregulin-1 (NRG-
1) dung hop véi khang thé don dong (mAb) ErbB3 (HER3) don dic hiéu, trong d6 protein
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dung hop t4i t6 hop nay 1am giam di sy ting sinh ciia té bao khéi u hodc ung thu twong quan
v6i NRG-1 t4i tb hop.

21.  Protein dung hop téi t6 hop cé chira manh cia protein bao vé tim neuregulin-1 (NRG-
1) dung hop véi khang thé don dong (mAb) ErbB3 (HER3) don dic hiéu, trong d6 protein

dung hop tai t& hop nay thic ddy sy ting sinh, su biét héa, va sy sdng sét ctia té bao co tim.

22.  Protein dung hop t4i td hop c6 chita manh cia protein bao vé tim neuregulin-1 (NRG-
1) dung hop véi khang thé don dong (mAb) ErbB3 (HER3) don dic hiéu, trong d6 protein
dung hop tai t6 hop nay thic déy su ting sinh, su biét hoa, va su sbng s6t ciia md tim.

23.  Protein dung hop tai t6 hop c6 chira manh cta protein bao vé tim neuregulin-1 (NRG-
1) dung hop véi khang thé don dong (mAb) ErbB3 (HER3) don dic hiéu, trong d6 protein
dung hop tai td hop nay c6 kha ning giam di dé giy cam ung su gy doc té bao phu thudc
khang thé (ADCC).

24.  Protein dung hop tai td hop ¢ chira manh ctia protein bao vé tim neuregulin-1 (NRG-
1) dung hop vdi khéng thé don dong (mAb) ErbB3 (HER3) don dic hiéu, trong d6 protein
dung hop tai td hop nay thic ddy su truyén tin hiéu HER2/4 hon 14 sy truyén tin hi¢u HER2/3

trong quan véi kha nang gy cam Gng tin hi¢u cia NRG-1 tai tb hop.

25.  Phan tir axit nucleic tai t6 hop mi hoa cho protein dung hop téi t6 hop theo diém bt
ky trong sb cac diém tir 1 dén 24.

26.  Vecto tai td hop c6 chira phén tir axit nucleic theo diém 25.
27.  Té bao tai td hop c6 chira vecto tai tb hop theo diém 26.

28.  Duoc phim c6 chira protein dung hop tai t6 hop theo diém bét ky trong s cac diém tir
1 dén 24.
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29.  Protein dung hop t4i t6 hop ¢ chita manh ctia protein bao vé tim neuregulin-1 (NRG-
1) dung hop véi khang thé don dong (mAb) ErbB3 (HER3) don dic hiéu dé sir dung 1am
thudc cho bénh hoic tinh trang bénh tim mach.

30.  Duoc phdm chira protein dung hop tai t6 hop c6 chita manh ctia protein bao vé tim
neuregulin-1 (NRG-1) dung hgp véi khang thé don dong (mAb) ErbB3 (HER3) don dic hiéu
dé sir dung lam thudc cho bénh hodc tinh trang bénh tim mach.

31.  Protein dung hop téi td hop c6 chira manh ciia protein bao vé tim neuregulin-1 (NRG-
1) dung hop véi khang thé don dong (mAb) ErbB3 (HER3) don dic hiéu dé sir dung lam
thudc cho bénh hoic tinh trang bénh tim mach, trong dé thudc nay:

(1) iam nhe bot d4u hiéu hoic triéu chirng ctia bénh hodc tinh trang bénh tim mach &
déi tuong; hoac

(i1) kim ham, tc ché, hodc 1am chiam su khoi phat cua bénh hoic tinh trang bénh tim

mach & d6i tuong.

32.  Duoc phim chira protein dung hop tai tb hop c6 chira manh cia protein bao vé tim
neuregulin-1 (NRG-1) dung hop véi khéng thé don dong (mAb) ErbB3 (HER3) don dic hiéu
dé sir dung lam thubc cho bénh hoic tinh trang bénh tim mach, trong do thube nay:

(1) 1am nhe bot dAu hiéu hoic triéu ching cta bénh hoac tinh trang bénh tim mach &
déi tuong; hodc

(i1) kim ham, wc ché, hodc 1am chiam su khéi phat cua bénh hodc tinh trang bénh tim

mach & d6i tuong.

33.  Protein dung hop téi t6 hop c6 chira méanh ciia protein bao vé tim neuregulin-1 (NRG-
1) dung hop v6i khang thé don dong (mAb) ErbB3 (HER3) don dic hiéu dé sir dung lam
thudc cho bénh hoic tinh trang bénh tim mach, trong d6 bénh hodc tinh trang bénh tim mach
14 suy tim mén tinh / suy tim sung huyét (CHF), suy tim c4p tinh / nhdi mau co tim (MI), loan
chirc ning tim thu tAm that trai, ton thwong tai trdi mau két hop véi MI, su giy ddc tim do
héa tri liéu giy ra (nguoi 16n hodc tré em), su gdy ddc tim do xa tri gy ra, phu thém vao su
can thiép phau thuit & bénh tim bim sinh & tré em, hodc su gay doc tim 1a hdu qua cta viéc

dbi tuong tiép nhén tri liéu ung thu.

73



52911 741123

34.  Duoc phim chira protein dung hop tai t& hop c6 chira manh cia protein bdo vé tim
neuregulin-1 (NRG-1) dung hop véi khang thé don dong (mAb) ErbB3 (HER3) don dic hiéu
dé st dung lam thude cho bénh hodc tinh trang bénh tim mach, trong d6 bénh hodc tinh trang
bénh tim mach 13 suy tim méan tinh / suy tim sung huyét (CHF), suy tim c4p tinh / nhdi méu
co tim (MI), loan chtrc ning tim thu tAm thét trai, ton thuong tai tudi mau két hop véi MI, su
gy doc tim do hoa tri liéu gay ra (nguoi 16n hodc tré em), sy gdy doc tim do xa tri gdy ra,
phu thém vao su can thiép phau thuat & bénh tim bam sinh & tré em, hodic su gy doc tim 13
héu qua cta viée dbi twong tiép nhan tri lidu ung thu.

v

35.  Protein dung hop t4i t6 hop c6 chira manh cua protein bao vé tim neuregulin-1 (NRG-
d (

1) dung hop véi kha 1 dic hidu dé sir dung 1am
thudc cho sy gy doc tim, trong d6 su gy doc tim 1a hdu qua cia viéc dbi tuong tiép nhén
hoéa tri liéu, trong d6 hoa tri liéu duge tiép nhén 12 anthraxyclin, tdc nhan alkyl hoa, tdc nhan

chong vi ong, hodc tadc nhan chong chuyén hoa.

36.  Duoc phdm c6 chira manh ciia protein bao vé tim neuregulin-1 (NRG-1) dung hop véi
khéng thé don dong (mAb) ErbB3 (HER3) don dic hiéu dé sir dung lam thude cho su gay doc
tim, trong do6 sy gdy doc tim la hdu qua cia viéc dbi tuong tiép nhén hoéa tri liéu, trong d6 hoa
tri li€u duoc tiép nhén 1a anthraxyclin, tdc nhan alkyl hoa, tdc nhan chéng vi 6ng, hoac tac

nhan chdng chuyén hoa.

37.  Protein dung hop tai td hgp c6 chtra manh cla protein bdo vé tim neuregulin-1 (NRG-
1) dung hop v6i khang thé don dong (mAb) ErbB3 (HER3) don dic hiéu dé st dung lam
thube cho su gay ddc tim, trong do6 sy gay doc tim 1a hau qua cta vige d6i tuong tiép nhéan tri

liéu ung thu, trong d6 tri liéu ung thu dugce tiép nhén 14 tri 1iéu nhdm dich HER-2.

38.  Duoc phdm c6 chita manh cia protein bao vé tim neuregulin-1 (NRG-1) dung hop véi
khang thé don dong (mAb) ErbB3 (HER3) don dic hiéu dé sir dung lam thude cho sur gay doc
tim, trong do6 su gdy doc tim 1a hdu qua cua viéc dbi tugng tiép nhén tri liéu ung thu, trong dé

tri lidu ung thu duoc tiép nhén 12 trj liéu nhdm dich HER-2.
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39.  Protein dung hop tai t6 hop cé chira manh ciia protein bao vé tim neuregulin-1 (NRG-
1) dung hop véi khang thé don dong (mAb) ErbB3 (HER3) don dic hidu dé sir dung lam
thudc cho su gay ddc tim, trong do:

(a) s gdy ddc tim 13 hau qua cia viéc dbi twong tiép nhén tri liéu nham dich HER-2;
va

(b) tr1 liéu nhim dich HER-2 c6 chira viéc sir dung trastuzumab, ado-trastuzumab,
emtansin, lapatinib, neratinib, pertuzumab, khang thé khang-HER?2 bét ky, tic nhan khang-
HER?2 bét ky hoic dang két hop cia ching.

40. Dugc phém chira manh cua protein bao vé tim neuregulin-1 (NRG-1) dung hop véi

khéng thé don dong (mAb) ErbB3 (HER3) don dic hidu dé sir dung 1am thudc cho su giy doc

(2
(=)

tim, trong do:

(a) su gay ddc tim 12 hau qua cia viéc dbi tuong tiép nhén tri liéu nhdm dich HER-2;
va

(b) tri liéu nhim dich HER-2 c6 chira viée sir dung trastuzumab, ado-trastuzumab,
emtansin, lapatinib, neratinib, pertuzumab, khang thé khang-HER2 bat ky, tac nhan khang-

HER?2 bét k¥ hoic dang két hop clia chiing.

41.  BOKit, c¢6 chira lwgng hiru hiéu cua protein dung hop tai t6 hop theo diém bat ky trong

s6 cac diém tir 1 dén 24 hoic duoc phém theo diém 28.
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331

PRT
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Leu Asn Gly Leu Ser Val Thr Gly Asp Ala Glu Asn Gln Tyr Gln Thr

35 40 45

Leu Tyr Lys Leu Tyr Glu Arg Cys Glu Val Val Met Gly Asn Leu Glu

50 55 60

Ile Val Leu Thr Gly His Asn Ala Asp Leu Ser Phe Leu Gln Trp Ile

65 70 75

o0
(&)

Arg Glu Val Thr Gly Tyr Val Leu Val Ala Met Asn Glu Phe Ser Thr

85 90 95

Leu Pro Leu Pro Asn Leu Arg Val Val Arg Gly Thr Gln Val Tyr Asp

100 105 110

Gly Lys Phe Ala Ile Phe Val Met Leu Asn Tyr Asn Thr Asn Ser Ser

115 120 125

His Ala Leu Arg Gln Leu Arg Leu Thr Gln Leu Thr Glu Ile Leu Ser

130 135 140

Gly Gly Val Tyr Ile Glu Lys Asn Asp Lys Leu Cys His Met Asp Thr

145 150 155 160
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Ile Asp Trp Arg Asp Ile Val Arg Asp Arg Asp Ala Glu Ile val Vval

165 170 175

Lys Asp Asn Gly Arg Ser Cys Pro Pro Cys His Glu Val Cys Lys Gly

180 185 130

Arg Cys Trp Gly Pro Gly Ser Glu Asp Cys Gln Thr Leu Thr Lys Thr

195 200 205

Ile Cys Ala Pro Gln Cys Asn Gly His Cys Phe Gly Pro Asn Pro Asn

210 215 220

Gln Cys Cys His Asp Glu Cys Ala Gly Gly Cys Ser Gly Pro Gln Asp

225 230 235 240

Thr Asp Cys Phe Ala Cys Arg His Phe Asn Asp Ser Gly Ala Cys Val

245 250 255

Pro Arg Cys Pro Gln Pro Leu Val Tyr Asn Lys Leu Thr Phe Gln Leu

260 265 270

Glu Pro Asn Pro His Thr Lys Tyr Gln Tyr Gly Gly Val Cys Val Ala
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275 280 285

Ser Cys Pro His Asn Phe Val Val Asp Gln Thr Ser Cys Val Arg Ala

290 295 300

Cys Pro Pro Asp Lys Met Glu Val Asp Lys Asn Gly Leu Lys Met Cys

305 310 315 320

Glu Pro Cys Gly Gly Leu Cys Pro Lys Ala Phe

325 330

<210> 2
<211> 447
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

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

1 5 10 15

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

20 25 30

Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile

4
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Ser
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Glu
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vVal

Ser
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Ser
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Ser
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Val

85
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Ser

Ser

70

Thr
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Ser
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Gly

55

Val
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Pro
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Ser

Glu

Ala

Phe

Thr

120

Ser

Glu
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Thr

Thr
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Asp
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Lys
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Ser
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vVal
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75

Ala
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vVal
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Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser

165 170 175

Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser

180 185 190

Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn

195 200 205

Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His

210 215 220

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ala Val

225 230 235 240

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

245 250 255

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

260 265 270

Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys

275 280 285
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Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser

290 295 300

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

305 310 315 320

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

w
N
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w
w
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w
w
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Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

340 345 350

Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu

355 360 365

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

370 375 380

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser

385 390 395 400

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

405 410 415
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Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

420

425

430

His Ala His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

435
<210> 3
<211> 220
<212> PRT

<213> Homo

<400> 3

Asp Ile Glu

1

Glu Arg Ala

Ser Ser Asn

35

Pro Pro Lys

50

sapiens

Met Thr Gln

5

Thr Ile Asn

20

Arg Asn Tyr

Leu Leu Ile

440

Ser Pro Asp

Cys Arg Ser

25

Leu Ala Trp

40

Tyr Trp Ala

55

445

Ser Leu Ala Val

10

Ser Gln Ser Val

Tyr Gln Gln Asn

45

Ser Thr Arg Glu

60

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Leu Gly

15

Tyr Ser

Gly Gln

Gly Val
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Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr

65 70 ' 75 80

Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln

85 90 95

Tyr Tyr Ser Thr Pro Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val

@
'_)
[
=
'_.J
o

100 105 110

Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp

115 120 125

Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn

130 135 140

Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu

145 150 155 160

Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp

165 170 175

Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr
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Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys

195

200
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185

190

Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser

Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210
<210> 4
<211> 61
<212> PRT

<213> Homo

<400> 4

Ser His Leu

1

Gly Gly Glu

Leu Cys Lys
35

Val Met Ala

215

sapiens

Val

Cys

20

Cys

Ser

Lys Cys Ala

5

Phe Met Val

Pro Asn Glu

Phe Tyr Lys

Glu

Lys

Phe

40

Ala

220

Lys Glu Lys Thr

10

Asp Leu Ser Asn

25

Thr Gly Asp Arg

Glu Glu Leu Tyr

10

205

Phe Cys Val Asn

15

Pro Ser Arg Tyr

30

Cys Gln Asn Tyr

45

Gln
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PRT
Nhén tao
c3u nbdi Glyxin-Serin

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

1

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

5 10

6
1614
ADN

Homo sapiens

6

atggagtttg ggctgagctg ggttttcett gttgctataa taaaaggtgt

gtgcagctgc agcagtgggg agctggactg ctgaagccaa gcgagaccct

tgcgccgtgt acggaggatc cttcagcgga tactattggt cttggatcag

ggcaagggac tggagtggat cggcgagatc aaccactctg gctccaccaa

11

ccagtgtcag

gtctctgaca

gcagccacct

ctacaatccc

60

120

180

240
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tctctgaagt

ctgtccagcg

tggtatttcg

ggccccteceg

ctgggatgtc

gccctgacct

ctgtcttccg

gtgaatcaca

aagacccata

ctgtttectc

gtggtggtgg

gtggaggtgc

gtggtgtctg

aaggtgagca

cagcccagag

caggtgtctc

cccgggtgac

tgaccgccge

atctgtgggg

tgtttectet

tggtgaagga

ccggagtgca

tggtgaccgt

agccctccaa

catgcccacc

caaagccaaa

acgtgtccca

ataatgctaa

tgctgacagt

ataaggccct

agcctcaggt

tgacatgtct

catctccgtg

tgacacagcc

aaggggcacc

ggctccaagce

ttacttccct

tacatttccc

gcctagctcet

tacaaaggtg

atgtccagcect

ggacaccctg

cgaggatcca

gaccaagcct

gctgcaccag

gccagctccc

gtatacactg

ggtgaagggc
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gagacaagca

gtgtactatt

ctggtgacag

tctaagagca

gagccagtga

gctgtgctgce

tccctgggcea

gacaagagag

cctgagctgce

atgatctctc

gaggtgaagt

agggaggagce

gactggctga

atcgagaaga

cceccectagcece

ttctacccat

12

agaatcagtt

gcgctaggga

tgtcttcege

cctctggagg

ccgtgagctg

agtccagcgg

cccagacata

tggagcctaa

tgggaggacc

gcacccctga

tcaactggta

agtacaacag

acggcaagga

ccatctctaa

gcgaggagat

ctgacatcgc

ttccctgaag

caagtggacc

ctctacaaag

aacagccgct

gaactctggc

cctgtatagc

catctgcaac

gagctgtgat

ttccgtgtte

ggtgacatgc

cgtggatggce

cacctatcgg

gtacaagtgc

ggccaagggce

gaccaagaac

tgtggagtgg
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gagtccaatg

ggcagcttct

gtgttttect

tcecectgagec

aagtgtgctg

gacctgtcta

tgccagaatt

<210> 7

<211>

<212> ADN

<213>

<400> 7

atggagtttg

gtgcagctgce

tgcgeegtgt

ggcaagggac

tctctgaagt

1614

gccagcccga

ttctgtacte

gcagcgtgat

caggcaaggg

agaaggagaa

atccatccag

acgtgatggce

Homo sapiens

ggctgagctg

agcagtgggg

acggaggatc

tggagtggat

cccgggtgac

gaacaattat

caagctgacc

gcacgaggcc

aggaggagga

gaccttctge

atacctgtgc

ctctttttat

ggttttcctt

agctggactg

cttcagcgga

cggcgagatc

catctcecgtg

52911

aagaccacac
gtggataaga
ctgcacaatc
agcggaggag
gtgaacggceg
aagtgtccca

aaggctgagg

gttgctataa

ctgaagccaa

tactattggt

aaccactctg

gagacaagca

13

cacccgtgcet

gcaggtggca

attatacaca

gaggcagctc

gcgagtgttt

acgagttcac

agctgtacca

taaaaggtgt

gcgagaccct

cttggatcag

gctccaccaa

agaatcagtt

ggactccgat

gcagggcaac

gaaatctctg

tcatctggtg

tatggtgaag

aggcgatcgce

gtaa

ccagtgtcag

gtctctgaca

gcagccacct

ctacaatccc

ttccctgaag

101/123

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1614

60

120

180

240

300



ctgtccagceg

tggtatttcg

ggcccctecg

ctgggatgtc

gccctgacct

ctgtcttccg

gtgaatcaca

aagacccata

ctgtttcctc

gtggtggtgg

gtggaggtgc

gtggtgtctg

aaggtgagca

cagcccagag

caggtgtcte

tgaccgccgce

atctgtgggg

tgtttcctct

tggtgaagga

ctggagtgca

tggtgaccgt

agccctccaa

catgcccacc

caaagccaaa

acgtgtccca

ataatgctaa

tgctgacagt

ataaggccct

agcctcaggt

tgacctgtet

tgacacagcc

aaggggcacc

ggctccaagce

ttacttccct

tacatttccc

gcctagetcet

tacaaaggtg

atgtccagct

ggacaccctg

cgaggatcca

gaccaagcct

gctgcaccag

gccagctccc

gtatacactg

ggtgaagggce

52911

gtgtactatt

ctggtgacag

tctaagagca

gagccagtga

gctgtgctgce

tccctgggea

gacaagagag

cctgagttcc

atgatctctc

gaggtgaagt

agggaggagc

gactggctga

atcgagaaga

cccectagcec

ttctacccat

14

gcgctaggga

tgtcttecege

cctctggagg

ccgtgagctg

agtccagcgg

cccagacata

tggagcctaa

tgggaggacc

gcacccctga

tcaactggta

agtacaacag

acggcaagga

ccatctctaa

gcgaggagat

ctgacatcgc

caagtggacc

ctctacaaag

aacagccgct

gaactctggc

cctgtatage

catctgcaac

gagctgtgat

tgccgtgttc

ggtgacatgc

cgtggatggc

cacctatcgg

gtacaagtgc

ggccaagggce

gaccaagaac

tgtggagtgg

102/123

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



gagtccaatg

ggcagcttct

gtgttttcct

tcecctgagece

aagtgtgctg

gacctgtcta

tgccagaatt

<210> 8

<211> 723

<212> ADN

<213>

<400> 8

atggtgttgc

gacatcgaga

atcaactgcc

tggtatcagc

gagtctggag

gccagcccga

ttctgtactc

gcagcgtgat

caggcaaggg

agaaggagaa

atccatccag

acgtgatggc

Homo sapiens

agacccaggt

tgacccagtc

ggtccagcca

agaatcccgg

tgcctgaccg

gaacaattat

caagctgacc

gcacgaggcc

aggaggagga

gaccttctgc

atacctgtgc

ctctttttat

cttcatttct

tccagattcc

gtctgtgctg

ccagccccect

cttctctgga

52911

aagaccacac
gtggataaga
ctgcacgctc
agcggaggag
gtgaacggcg
aagtgtccca

aaggctgagg

ctgttgctct

ctggccgtga

tactcttcca

aagctgctga

tccggaagcg

15

cacccgtgcet

gcaggtggca

attatacaca

gaggcagctce

gcgagtgttt

At e
acgagttcac

agctgtacca

ggatctctgg

gcctgggaga

gcaacaggaa

tctattgggc

gcacagactt

ggactccgat
gcagggcaac
gaaatctct?
tcatctggtg

tatggtgaag

gtaa

tgcctacggg
gagggctaca
ttacctggcc
tagcaccaga

caccctgaca

103/123

1260

1320

1380

1440

1500

1614

60

120

180

240

300



atctcttccc

cctaggacat

gtgttcatct

ctgctgaaca

cagagcggca

ctgagctcta

gaggtgaccc

taa

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

9
537
PRT

Homo sapiens

tgcaggccga

tcggccaggg

ttccaccctce

acttctaccc

attctcagga

ccctgacact

atcagggcct

ggacgtggcc

caccaaggtg

cgacgagcag

aagagaggcc

gtccgtgacc

gtccaaggcc

gtccagcccc

52911

gtgtactatt
gagatcaagc
ctgaagtccg
aaggtgcagt
gagcaggaca
gattacgaga

gtgacaaaga

gccagcagta

ggacagtggc

gaaccgctag

ggaaggtgga

gcaaggattc

agcacaaggt

gcttcaaccg

ttactctacc
cgctccatcc
cgtggtgtgc
taacgctctg
tacatattcc
gtatgcttgc

cggcgagtgt

Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Ala Ile Ile Lys Gly

1

5

10

15

Val Gln Cys Gln Val Gln Leu Gln Gln Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys

20

25

16

30

104/123

360

420

480

540

600

o
(o))
(@)

720

723



52911 105/123

Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Tyr Gly Gly Ser Phe

35 40 45

Ser Gly Tyr Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu

50 55 60

Glu Trp Ile Gly Glu Ile Asn His Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro

65 70 75

[e )
(@)

Ser Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Glu Thr Ser Lys Asn Gln

85 90 95

Phe Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr

100 105 110

Tyr Cys Ala Arg Asp Lys Trp Thr Trp Tyr Phe Asp Leu Trp Gly Arg

115 120 125

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val

130 135 140

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala

145 150 155 160

17



52911 106/123

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

165 170 175

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val

180 185 190

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro

195 200 205

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys

210 215 220

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp

225 230 235 - 240

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly

245 250 255

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile

260 265 270

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu

18



Asp

Asn

305

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

385

Pro

290

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

370

Cys

275

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

355

Pro

Leu

Val

Thr

Val

Cys

340

Ser

Pro

vVal

Lys

Lys

Leu

325

Lys

Lys

Ser

Lys

Phe

Pro

310

Thr

Val

Ala

Arg

Gly
390

Asn

295

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

375

Phe

280

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

360

Glu

Tyr

52911

Tyr

Glu

His

Lys

345

Gln

Met

Pro

vVal

Gln

Gln

330

Ala

Pro

Thr

Ser

19

Asp

Tyr

315

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp
395

Gly

300

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

380

Ile

285

Val

Ser

Leu

Ala

Pro

365

Gln

Ala

Glu

Thr

Asn

Pro

350

Gln

Val

Val

Val

Tyr

Gly

335

Ile

vVal

Ser

Glu

His

Arg

320

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp
400

107/123



52911 108/123

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val

405 410 415

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

420 ' 425 430

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His

435 440 445

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro

450 455 460

Gly Lys Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Ser His Leu Val

465 470 ' 475 480

Lys Cys Ala Glu Lys Glu Lys Thr Phe Cys Val Asn Gly Gly Glu Cys

485 490 495

Phe Met Val Lys Asp Leu Ser Asn Pro Ser Arg Tyr Leu Cys Lys Cys

500 505 510

Pro Asn Glu Phe Thr Gly Asp Arg Cys Gln Asn Tyr Val Met Ala Ser

515 520 525

20



52911

Phe Tyr Lys Ala Glu Glu Leu Tyr Gln

530

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Met

Val

Pro

Ser

Glu

65

Glu

Gln

Ser

Gly

50

Trp

10

537

PRT

Homo

10

Phe

Cys

Glu

35

Tyr

Ile

sapiens

Gly Leu

Gln Val

20

Thr Leu

Tyr Trp

Gly Glu

Ser

Gln

Ser

Ile

70

535

Trp

Leu

Leu

Trp

55

Asn

val

Gln

Thr

40

Ile

His

Phe

Gln

25

Cys

Arg

Ser

Leu

10

Trp

Ala

Gln

Gly

21

Val

Gly

val

Pro

Ser

75

Ala

Ala

Tyr

Pro

60

Thr

Ile

Gly

Gly

45

Gly

Asn

Ile

Leu

30

Gly

Lys

Tyr

Lys

15

Leu

Ser

Gly

Asn

Gly

Lys

Phe

Leu

Pro

80

109/123



52911 110/123

Ser Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Glu Thr Ser Lys Asn Gln

85 90 95

Phe Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr

100 105 110

Tyr Cys Ala Arg Asp Lys Trp Thr Trp Tyr Phe Asp Leu Trp Gly Arg
115 120 125

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val

130 135 140

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala

145 150 155 160

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

165 170 175

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val

180 185 190

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro

195 200 205

22



52911 111/123

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys

210 215 220

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp

225 230 235 240

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly Gly

245 250 255

Pro Ala Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile

260 265 270

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu

275 280 285

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His

290 295 300

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg

305 310 315 320

val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys

23



Glu

Lys

Thr

Thr

385

Glu

Leu

Lys

Tyr

Thr

Leu

370

Cys

Ser

Asp

Ser

Lys

Ile

355

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg
435

Cys

340

Ser

Pro

val

Gly

Asp

420

Trp

325

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

405

Gly

Gln

Vval

Ala

Arg

Gly

390

Pro

Ser

Gln

Ser

Lys

Glu

375

Phe

Glu

Phe

Gly

Asn

Gly

360

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

440

52911

Lys

345

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

425

Val

330

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

410

Tyr

Phe

24

Leu

Arg

Lys

Asp

395

Lys

Ser

Ser

Pro

Glu

Asn

380

Ile

Thr

Lys

Cys

Ala

Pro

365

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

445

Pro

350

Gln

Val

Val

Pro

Thr

430

Val

335

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

415

vVal

Met

Glu

Tyr

Leu

Trp

400

Val

Asp

His

112/123



52911 113/123

Glu Ala Leu His Ala His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro

450 455 460

Gly Lys Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Ser His Leu Val

465 470 475 480

Lys Cys Ala Glu Lys Glu Lys Thr Phe Cys Val Asn Gly Gly Glu Cys

485 490 495

Phe Met Val Lys Asp Leu Ser Asn Pro Ser Arg Tyr Leu Cys Lys Cys

500 505 510

Pro Asn Glu Phe Thr Gly Asp Arg Cys Gln Asn Tyr Val Met Ala Ser

515 520 525

Phe Tyr Lys Ala Glu Glu Leu Tyr Gln

530 535
<210> 11
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11

25



52911

Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Ala Ile Ile Lys Gly

1

Val Gln Cys

<210> 12
<211> 240
<212> PRT

<213> Homo

<400> 12

Met Val Leu

1

Gly Ala Tyr

Val Ser Leu

35

Val Leu Tyr

50

5

sapiens

Gln Thr

5

Gly Asp

20

Gly Glu

Ser Ser

Gln Val

Ile Glu

Arg Ala

Ser Asn

55

Phe Ile

Met Thr

25

Thr Ile

40

Arg Asn

10

Ser

10

Gln

Asn

Tyr

26

Leu Leu Leu

Ser Pro Asp

Cys Arg Ser

45

Leu Ala Trp
60

Trp

Ser

30

Ser

Tyr

15

Ile Ser

15

Leu Ala

Gln Ser

Gln Gln

114/123



52911 115/123

Asn Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg

65 70 75 80

Glu Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp

85 90 95

Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr

100 105 110

Tyr Cys Gln Gln Tyr Tyr Ser Thr Pro Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr

115 120 125

Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe

130 135 140

Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys

145 150 155 160

Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val

165 170 175

Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln

180 185 190

27



52911 116/123

Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser

195 200 205

Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His

210 215 220

Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

225 230 235 240
<210> 13

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe Ile Ser Leu Leu Leu Trp Ile Ser

1 5 10 15

Gly Ala Tyr Gly

20

<210> 14
<211> 518
<212> PRT

28



<213> Nhéan tao

<220>

<223> Thanh phan chudi

<400> 14

Gln Val Gln Leu Gln

Thr Leu Ser Leu Thr

20

Tyr Trp Ser Trp Ile
35

Gly Glu Ile Asn His

50

Ser Arg Val Thr Ile

65

Lys Leu Ser Ser Val

85

Gln

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

52911 117/123

ning cta protein dung hop tai td hop

Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys Pro Ser Glu

10 15

Ala Val Tyr Gly Gly Ser Phe Ser Gly Tyr

25 30

Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile

40 45

Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys

55 60

Val Glu Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu

75 80

Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala

90 95

29



52911 118/123

Arg Asp Lys Trp Thr Trp Tyr Phe Asp Leu Trp Gly Arg Gly Thr Leu

100 105 110

Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu

115 120 125

Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys

130 135 140

Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser

145 150 155 160

Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser

165 170 175

Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser

180 185 190

Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn

185 200 205

Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His

210 215 220

30



52911 119/123

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ala Val

225 230 235 240

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

245 250 255

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

260 265

N
~J
(@}

Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys

275 280 285

Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val val Ser

290 295 300

vVal Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

305 310 315 320

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

325 330 335

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

340 345 350

31



52911 120/123

Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu

355 360 365

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

370 375 380

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Va

'_.l
[y
o
o
o=
u
o]
[ )]
(0]
H

385 390 395

=
o
o

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

405 410 415

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

420 425 430

His Ala His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys Gly

435 440 445

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Ser His Leu Val Lys Cys Ala
450 455 460

Glu Lys Glu Lys Thr Phe Cys Val Asn Gly Gly Glu Cys Phe Met Val

32



52911 121/123

465 470 475 480

Lys Asp Leu Ser Asn Pro Ser Arg Tyr Leu Cys Lys Cys Pro Asn Glu

485 490 495

Phe Thr Gly Asp Arg Cys Gln Asn Tyr Val Met Ala Ser Phe Tyr Lys

500 505 510

Ala Glu Glu Leu Tyr Gln

515
<210> 15
<211> 42
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

His Ala Arg Lys Cys Asn Glu Thr Ala Lys Ser Tyr Cys Val Asn Gly

1 5 10 15

Gly Val Cys Tyr Tyr Ile Glu Gly Ile Asn Gln Leu Ser Cys Lys Cys

20 25 30

Pro Asn Gly Phe Phe Gly Gln Arg Cys Leu

33



35
<210> 16
<211> 44
<212> PRT
<213> Homo
<400> 16

His Phe Lys

1

Gly Glu Cys

Arg Cys Lys

35
<210> 17
<211> 42
<212> PRT
<213>
<400> 17

His Glu Glu Pro Cys Gly Pro Ser His Lys Ser Phe Cys Leu Asn Gly

1

52911

40

sapiens

Pro Cys Arg Asp Lys Asp Leu

5 10

Phe Val Ile Glu Thr Leu Thr

20 25

Glu Gly Tyr Gln Gly Val Arg

40

Homo sapiens

5 10

34

Gly Ser His

Cys Asp

Lys His Cys
30

15

122/123



Gly Leu Cys Tyr Val Ile Pro Thr Ile Pro Ser Pro Phe Cys Arg Cys

52911

20 25 30

Val Glu Asn Tyr Thr Gly Ala Arg Cys Glu

<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Ala Glu Lys Glu Lys Thr Phe Cys Val Asn Gly Glu Cys Phe Met Val

1

35 40

=
[0e]

PRT

Trinh tu nhdn tao

Trinh ty lién tng mién gidng EGF

18

5 10

Lys Asp Leu Ser Asn Pro

20

35

15

123/123





