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(57) Sang ché d& cap dén protein gin két khang nguyén, cu thé khang thé don dong, c6 kha
ning gan két dic hiéu véi protein Axl ciing nhu cac trinh ty axit amin va axit nucleic ma
hoa protein nay. Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén protein gan két khang nguyén,
hodc doan gin két khang nguyén, c6 kha ning gin két dic hiéu v6i Axl va, duoc noi hoa
vao té bao cung voi qua trinh ndi hoa Axl. Sang ché ciing mé ta viéc sir dung protein gin
két khang nguyén nay lam chat dinh dia chi cho cic hop chat diéu tri ung thu khac, nhu
doc tb, cac nguyén t6 phong xa hodc thude, dé diéu tri mot sé bénh ung thu nhit dinh.
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Linh vye k¥ thuit dwge dé cap

Sang ché dé cap dén protein gin két khang nguyén, cu thé 1a khéng thé don
-dong, c6 kha ning gén két dic hiéu véi protein Axl, cling nhu céc trinh ty axit amin
va axit nucleic ma hoa protein niy. Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén protein
gan két khang nguyén, hodc doan gin két khang nguyén, c6 kha ning gin két dic
hiéu vé6i Axl va dugc ndi hoa vao té bao nhd viée gdy ra qua trinh ndi héa cia Axl.
Séng ché cling mé ta img dung protein gan két khang nguyén nay 1am chét dinh dia
chi (addressing product) cho céc hop chat didu tri ung thu khac, nhu doc t6, nguyén

16 phong xa hoic thude, va sir dung né dé diéu tri mot sd bénh ung thur.

Tinh trang k§ thuit cia sing ché

“AxI” (con duge goi 1a “Ufo”, “Ark™ hodc “Tyro7”) dugc tach dong tir cac
bénh nhin mic bénh bach ciu tiy bio man tinh nhu 1a mot gen gdy ung thu giy ra
qué trinh bién déi khi dugc biéu hién qua mirc & chudt NIH3T3. N6 thude ho thu thé
tyrosin kinaza (RTK) dugc goi 14 ho TAM (Tyro3, Axl, Mer) bao gdm Tyro3 (Rse,
Sky, Dtk, Etk, Brt, Tif), Axl, va Mer (Eyk, Nyk, Tyro-12) [Lemke G. Nat. Rev.
Immunol. (2008).8, 327-336].

Protein Axl & nguoi 1a protein gE‘)m 894 axit amin, c6 trinh tu dugc thé hién
trong danh muc trinh ty 14 SEQ ID NO. 29. Céc axit amin 1-25 twong Gng véi peptit
tin hiéu, protein Axl & ngudi, khong c6 tin hidu peptit ny, duoc thé hién trong danh
muc trinh ty 1a SEQ ID NO. 30.

Gas6, ban dau dugc phan 1ap du6i dang gen dic hidu ham tang trudng, 1a phdi
tr thong thuong cho cic thanh vién trong ho TAM [Varnum B.C. et al. Nature
(1995).373, 623-626]. Gas6 c6 4i luc cao nhét di véi AxL, tiép theo 1a Tyro3 va cubi
cung 1a Mer [Nagata K. et al. J. Biol. Chem. (1996).271, 30022-30027]. Gas6 dugc
céu thanh boi mién gidu y-carboxyglutamét (Gla) 1a trung gian gin két véi mang
phospholipit, bén mién gibng yéu tb sinh truéng biéu bi, va hai mién giéng laminin
G (LG) [Manfioletti G., Brancolini,C., Avanzi,G. & Schneider,C. Mol. Cell Biol.
(1993).13, 4976-4985]. Nhu nhiéu thy thé tyrosin kinaza (receptor tyrosine kinase -
RTK) khic, sy gin két phdi tir gy ra qua trinh dime héa thu thé va qua trinh ty
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~ phosphoryl héa ciia cac gdc tyrosin (cac gbc tyrosin 779, 821 va 866 cia thu thé
Axl) c6 tdc dung nhu cac vi tri neo dbi v6i nhidu phén tir truyén tin hiéu ndi bao
[Linger RM. Adv. Cancer Res. (2008).100, 35-83]. Ngoai ra, thu thé Axl c6 thé
dugc hoat hod thdng qua qua trinh khong phu thudc phdi tir. Qué trinh hoat hoa nay
c6 thé x4y ra khi thu thé Ax] dugc bidu hién qua muc.

Viéc truyén tin hiéu Gas6/Ax] dugc cho 1a dé diéu hoa céc qua trinh khéc
nhau ctia t& bao bao gém qua trinh tdng sinh, qué trinh bam dinh, qua trinh di tra va
qué trinh séng sét cia t& bao & rat nhidu té bao in vitro [Hafizi S. & Dahlback,B.
FEBS J. (2006).273, 5231-5244]. Ngoai ra, c4c thu thé TAM tham gia vao viéc kiém
soat mién dich bdm sinh; chiing trc ché dép tmg viém dbi véi cac tac nhan gdy bénh
- & céac té bao duobi gai (dendritic cell-DC) va dai thuc bao. Chiing cling diéu khién qua

trinh thuc bao cic té bao chét theo chuong trinh béng céc té bao mién dich nay va
ching 13 can thiét dbi v6i qua trinh truéng thanh va hoat dong gay chét cia cac té
bao gy chét tu nhién (natural killer-NK) [Lemke G. Nat. Rev. Immunol. (2008).8,
327-336]. ,

Pugc biu hién yéu trén céc té bao binh thudng, né chi yéu duogc quan sat
théy & cac nguyén bao sgi, cac tiy bao td tién, dai thue bao, cac md than kinh, tim va
co xuong noi né hd trg chi yéu cho qua trinh sbng s6t cua té bao. Hé Gas6/Axl nay
déng vai trd quan trong trong sinh hoc mach méu bang cach didu hoa qué trinh néi

~can béng cia té bao tron co trong mach mau [Korshunov V.A., Mohan, A.M.,
Georger, M.A. & Berk, B.C. Circ. Res. (2006).98, 1446-1452; Korshunov V.A.,
Daul, M., Massett, M.P. & Berk, B.C. Hypertension (2007).50, 1057-1062] .

Trong cac té bao khdi u, Ax] dong vai trd quan trong trong viéc diéu hoa qua
trinh x4m 14n va di tra cia té bao. Su bidu hién qua mirc cua Axl khong nhitng lién
quan dén tién luong xdu ma con lién quan dén mic d6 x4m l4n ting ciia cac bénh
ung thu khéc nhau & ngudi, nhu cac bénh ung thu vii, ung thu rudt két, ung thu thue
quéan, ung thu té bao gan, ung thu da day, u than kinh dém, ung thu phéi, u melanin,
bénh sacdm xuong, ung thu buéng tring, ung thu tuyén tién liét, bénh sacom co vén,
ung thu than, ung thu tuyén gisp va ung thu ndi mac tir cung [Xem Linger R.M.
Adv. Cancer Res. (2008).100, 35-83 and Verma A. Mol. Cancer Ther. (2011).10,
1763-1773]. Trong ung thu vi, Axl dudng nhur 13 yéu t6 gdy 4nh hudng manh dén
qué trinh chuyén tiép biéu mé-trung md (EMT); qué trinh EMT gép phén tich cuc
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vao qud trinh di trii va phat tan cta cac té bao ung thu trong co thé [Thiery J.P. Curr.
Opin. Cell Biol. (2003).15, 740-746].

AxI ciing thé hién tdc dung diéu hoa qué trinh tao mach. Thyuc vay, viéc lam
bét hoat Ax1 & c4c té bao ndi md da lam suy yéu qua trinh tao ng va qu trinh di tra
[Holland S.J. et al. Cancer Res. (2005).65, 9294-9303] ciing nhu giy nhiéu cho
dudng truyén tin hidu tao mach dic hiéu [Li Y. et al. Oncogene (2009).28, 3442-
3455]. |

Mot s nghién ctru gin ddy hon trén mdt loat md hinh thir nghiém té bao da
cho thdy méi lién quan cia sy biéu hién qua mic Axl véi hién tugng khang thude.

Bang 1 duéi day tom tit cac nghién ctru nay.

Bang 1
Tai liéu Loai ung thu Chét diéu tri M hinh thir nghiém trén t& bao
Macleod et al., 2005 Ung thu budng trimg Cisplatin PE01/PE01CDDP
Chat trc ché Imatinib
Mahadevan et al., 2007 GIST ab e che fmatim GIST882 >GIST-R
c-kitPDGFR
Lay et al., 2007 NSCLC Doxorubicin Dong CL-1 dong CL1-5F4
Hong et al., 2008 AML Doxoru bid n/Cisplati n U937
Lapatinib (chat wrc ché
Liu et al., 2009 Ung thu vi apatinib (chat Ge che /e 4y BT474 (014
HER1 vi HER2)
T Tomit G12
Keating et al, 2010 U bo hinh sao ermozotomt
Carboplatin A172
Yeetal., 2010 NSCLC Erlotinib HCC827

Céc tai liéu dugc trich dan trong bang 1 trén déy c6 tén diy du nhu sau:
- Macleod, K. et al. Cancer Res. (2005).65, 6789-6800

- Mahadevan D. et al. Oncogene (2007).26, 3909-3919

- Lay J.D. et al. Cancer Res. (2007).67, 3878-3887

- Hong C.C. et al. Cancer Lett. (2008).268, 314-324

- Liu L. et al. Cancer Res. (2009).69, 6871-6878

- Keating A K. et al. Mol. Cancer Ther. (2010).9, 1298-1307

- Ye X. et al. Oncogene (2010).29, 5254-5264
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Ban chit ky thuit ciia sang ché

Trong ban mé ta nay, RTK Axl duoc coi 1a dich quan tdm trong diéu tri bénh
ung thu. Mot s6 nhém nghién ciru da phat trién chién lrge khang u bing cach huéng
dich téi truc gas6/Axl, sir dung cac khang thé don dong dé trdn hoic céc phén tir nho
dugc dinh huéng [Verma A. Mol. Cancer Ther. (2011).10, 1763-1773].

Theo phuong 4n thir nhat, sang ché d& cép dén protein gin két khang nguyén,
hoic doan gan két khang nguyén ciia né, i) gén két dac hiéu véi protein Axl & ngudi,
va ii) duge ndi hoa sau khi gin két véi protein Ax1 & ngudi.

Mot cach tdng quét, sang ché mo ta viée st dung protein Axl d& chon loc
protein gén két khang nguyén, hodc doan gin két khéng nguyén ctia nd, c6 kha néing
dugc ndi hoa sau khi gin két voi dich Axl nay. Cu thé hon, dich nay 12 mién ngoai
bao cta AxI.

Do vay, theo khia canh cu thé, sang ché @& xu4t phuong phép in vitro dé sang
loc hop chét, hodc doan gin két ctia nd, ¢6 kha ning van chuyén hodc ndi hoa phéan
te quan tdm vao cac té bao dong vit c¢6 vu, phan tir quan tdm nay duogc lién két cong
héa tri véi hop chét nay, bao gdm céc bude sau: |

a) chon hop chét c6 kha ning gin két dic hiéu véi protein Axl, hodc mién
ngoai bao (ECD) cua nd, hoic epitop cta no;

b) tuy ¥, cho phan tir quan tAm nay, hoic phan tir diéu khién, lién két cong
héa tri v&i hgp chét dugc chon & bude a) détaora phtc hop;

c) cho hop chit duogc chon & bude a), hodc phuc hop thu dugc & budc b),
tiép xtic voi té bao dong vat c6 vi, tot hon 1a té bao sdng, cho protein Axl,
hodc doan chirc néng ciia no, biéu hién trén bé mait té bao;

d) xic dinh xem hop chat, hodc phan tir quan tdm hoic phirc hop néu trén,
da dugc véan chuyén ndi bao hodc duge ndi hoa vao té bao dong vat c6 va
hay chua; va

e) chon hop chit néu trén lam hop chét c6 kha ning van chuyén hoic ndi
héa phén tir quan tdm trong té bao séng cia dong vét c6 viL.

Theo phuong 4n wu tién, hop chat néu trén c6 kha ning vin chuyén hodc ndi
héa phan tir quan tAm vao té bao séng ciia dong vat c6 v 1a protein (trong ban md ta
nay con dugc goi 1a polypeptit hoic peptit) hodc hop chét gidng protein bao gdm ciu
tric peptit, diic biét 1 trinh ty axit amin c6 it nhét 5, 10, 15 gdc axit amin hoZic nhiéu

hon, cac gbc axit amin nay c6 thé dugc glycosyl hoa.
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Khi hop chit néu trén c6 kha ning van chuyén ho#c n6i hoa phén tir quan tAm
trong té bao sbng cia dong vat c6 vii 1a protein hodc hop chét gidng protein, thi trong
ban md ta nay, hgp chét ndy con duoc goi 1a “protein gin két khang nguyén”, protein
gén két khang nguyén nay, hoic doan gin két ctia né, co thé:

- i) gén két dic hidu véi protein Axl, t6t hon la protein Axl & nguoi, va
- ii) dwgc noi hoa vao té bao dong vat c6 via sau khi gin két v6i protein Axl khi
protein Axl nay dugc biéu hién trén bé mit cia té bao dong vat c6 vl néu trén.

Theo phuong 4n uu tién, té bao séng & dong vét c6 va néu trén 13 té bao ngudi,
t6t hon 1a té bao bidu hién tw nhién thy thé protein Axl.

Theo phuong 4n cu thé, cac té bao séng & dong vat c6 v & budc ¢) 1a céc té
bao ddng vat c6 via biéu hién (céc) protein Axl ti tb hop trén bé maét cua no.

Theo phuong 4n wu tién khéc, phan tir quan tdm néu trén 1a phan tir gdy doc té
bao (trong ban md ta ndy, con dugc goi 13 tac nhan gdy doc té bao hodc kim ham té
bao).

Theo phuong 4n wu tién khéc, phan tir quan tAm néu trén dugc lién két cong
héa tri véi hop chét c6 kha ning gin két protein AxI néu trén biang phan tir lién két,
t6t hon 1a phan tir lién két peptit, t6t hon nita 1a phn tir lién két peptit c6 thé phan
giai duoc, tét hon nita 1a phin tir lién két c6 thé dwgc phén giai béi cac hop chét noi
bao tu nhién c6 trong té bao dong vat c¢6 v, dic biét 1a trong dich bao cua té bao
dong vit c6 vi néu trén.

Theo phuong 4n uu tién khac, hop chét c6 kha ning gin két protein Axl néu
trén 1a khang thé, hodc doan chirc nang gén két caa no, duge dinh huéng déc hiéu
khéng protein Axl, hoic khang epitop ciia n6 nim trong mién EDC Axl.

Budc chon loc ) c6 thé duoc thue hién bing phuong phép bat ky ma ngudi c6
hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay da biét @& danh gia viéc van chuyén
hodc ndi héa ndi bao. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyuc k¥ thuat nay déu
biét thir nghiém hodc thi nghiém c6 kha nang chiing minh hodc d4nh gid sy c¢6 mat
hodc khong c6 mat, hodc hoat tinh ciia hop chéit c6 kha nang ga‘in két dic hiéu véi
protein Axl néu trén, hodc phtrc hgp dugc tao thanh bdi hop chét néu trén va phén tir
quan tAm néu trén, hodc cia phén tir quan tim néu trén lién két cong hoa tri v6i hop
chét néu trén (xem mét sb vi du vé cac thir nghiém hodc thi nghiém nhu vay dugc
né€u dudi déy, tuy nhién céc phuong phép thir nghiém khong chi giéi han &, cac vi du

thir nghiém dudi day).
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Cu thé hon, c4c thir nghiém hoc thi nghiém nay ¢6 thé dugc thuc hién bing
k¥ thuat phan loai té bao hoat hoa huynh quang (Florescence-activated cell sorting -
FACS), mién dich huynh quang, do té bao theo dong chay, thim tach tay, danh gid
murc d6 giy doc té bao/mirc d6 kim ham té bao, v.v..

Theo khia canh nay, sang ché ciing d& cap dén phuong phap in vitro dé diéu
ché phtrc hop gy doc té bao hoic kim ham té bao c6 kha ning van chuyén hop chét
gy doc té bao vio trong té bao dong vat c6 vu, t6t hon 1a té bao sbng, trong d6
phuong phap nay bao gdm céc bude:

- cho tac nhan gy doc té bao lién két cong hoa tri vé6i hop chét:

- i) c6 kha ning gin két dic hiéu véi protein Axl, tét hon 1a protein Axl &
nguoi, va

- ii) dugc ndi hoa vao té bao dong vat cb vi sau khi gin két v6i protein Axl

" ndy khi protein Ax1 nay dugc biéu hién trén bé mit cia té bao dong vat c6 vu.

T6t hon, néu hop chét néu trén 1a hop chit giéng protein, tft hon nita 1a khang
thé dugc dinh huéng dic hiéu khang protein Axl, hoic khang epitop clia n6 nim
trong mién EDC Axl, hodc doan gin két chirc ning cua khang thé nay.

Theo phuong 4n wu tién, tic nhan gdy doc té bao néu trén dugce lién két cong
héa tri véi khang thé khang Ax] néu trén hodc doan chirc ning clia né bang phan tir
lién két, tot hon nita 1a phan tir lién két peptit, tbt hon nira 1a phén tir lién két peptit
c6 thé phan giai dugc, t6t hon nita 14 phin tir lién két ¢6 thé duge phan giai béi, vi
du, cac hop chit ndi bao tw nhién.

Gibng nhu cac thanh vién khéc trong ho TAM, mién ngoai bao (ECD) AxI ¢6
chu tao gin gidng véi ciu tao cia cac phén tir bdm dinh t& bao. ECD Axl dugc dic
trung béi su két hop cia hai mién gidng globulin mién dich dugc tiép sau boi hai
mién 1ién k& giéng fibronectin typ III [OBryan J.P. et al. Mol. Cell Biol. (1991).11,
5016-5031]. Hai mién giéng globulin mién dich c6 d4u tan N 1a di dé gén két phéi
tir Gas6 [Sasaki T. et al. EMBO J. (2006).25, 80-87].

Mién ngoai bao (extracellular domain-ECD) cua protein Axl & nguoi 1a mot
doan gdm 451 axit amin, trong Ung véi céac axit amin 1-451 cia trinh ty SEQ ID
NO. 29, trinh t nay dugc thé hién trong danh muc trinh tw 13 trinh tw SEQ ID NO.
31. Céc axit amin 1-25 twong g v6i peptit tin hiéu, ECD cua protein Ax1 & nguoi
khong cé peptit tin hiéu twong Ung véi cac axit amin 26-451 cua trinh ty SEQ ID
NO.29, dugc thé hién trong danh muc trinh ty 1a trinh ty SEQ ID NO. 32.
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Hién nay, da xac dinh dugc nhiéu cach thirc noi héa khac nhau. Cac cach thirc

nay dinh huéng qué trinh ndi héa cic protein hoic phirc hop protein vao té bao.

Sau khi nhap bao, hau hét cic protein mang hoic lipit mang quay tré lai bé mit té

bao (tai tudn hoan), nhung mot sé thanh phin mang duoc van chuyén dén thé noi bao

mudn hodc thé Golgi [Maxfield FR. & McGraw, T.E. Nat. Rev. Mol. Cell Biol.
(2004).5, 121-132].

Theo phuong 4n wu tién, sang ché d& cap dén protein gin két khang nguyén,
hoic doan gin két khang nguyén cuia no, i) gin két ddc hiéu véi protein Axl & ngudi,
va ii) dugc ndi hoa sau khi gin két voi protein Ax1 & ngudi néu trén, trong d6 protein
ga"m két khang nguyén nay bao gdm it nhit mot trinh ty axit amin dwgc chon tir nhém
chira c4c trinh ty SEQ ID NO. 1 dén 14, hoic trinh tu bit ky c6 d6 gidng it nhit 1
80%, t6t hon 1a 85%, 90%, 95% va 98% vdi trinh ty SEQ ID NO. 1 dén 14.

Theo phuong 4n dugc uu tién nhat, sang ché dé cap dén protein gin két khang
nguyén, hodc doan gin két khang nguyén cia né,

i) gén két dic hiéu véi protein AxI & ngudi, tét hon 1a ¢6 trinh ty SEQ ID NO.
29 hoic 30 hoic trinh ty bién thé tu nhién cia né, va

ii) dugc ndi héa sau khi gin két v6i protein Axl & ngudi néu trén,

protein gin két khang nguyén nay bao gdm it nh4t mét trinh tyr axit amin dugc
chon tir nhém chira cac trinh tr SEQ ID NO. 1 dén 14.

M0 ta vin tit cic hinh vé

Céc dic diém va cac vu didm khéc cua sang ché s& duoc thé hién trong phin
mo ta dudi day qua céc vi du va va cac hinh v&, trong do:

Fig.1: Thir nghiém doc tinh gy doc té bao in vitro bang cach sir dung khang
thé thtr cAp tiép hop Mab-zap trén céc t& bao SN12C.

Fig.2A, Fig.2B va Fig.2C: Tinh dic hiéu gin két cia 1613F12 trén protein
rthAx1-Fc ¢b dinh (2A), protein rhDtk-Fc (2B) hodc rhMer-Fc (2C) bang phan tich
ELISA.

Fig.3: Phan tich FACS viéc gin két 1613F12 trén cac té bao khéi u ngudi.

Fig.4: Phan tich ELISA trén protein rmAxI-Fc ¢ dinh (“rm” 1 chudt ti tb
hop).

Fig.5: 1613F12 gin két trén cac té bao COS7 nhu dugc x4c dinh bing quy
trinh danh d4u gian tiép bang cach st dung phuong phap dém té bao theo dong.
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Fig.6: Thir nghiém ELISA nghién ctru gin két canh tranh véi Gas6 bing cach
st dung 1613F12.

Fig.7: Phan tich gin két epitop bing phuong phéap thim tach tay bang cach sir
dung dich tan té bao SN12C. NH (khong nhiét); NR (khong khir); H (nhlet) R (khuw).
Phat hién GAPDH x4c nhan sy nap mau chuén trén gel. '

Fig.8A va Fig.8B: Nghién ctru qué trinh diéu hoa giam Axl sau khi gin két
1613F12 trén céc té bao SN12C bing phuong phap thim tach tdy v6i Fig.8A — hinh
anh thdm tach tay dai dién cho 3 thir nghiém doc l4p duoc tién hanh (phan tich thdm
tach tdy duoc tién hanh sau khi 0 1613F12 trén céc té bao SN12C 4 gio va 24 gio);
va Fig. 8B- Dinh lugng mét d§ quang mang c6 mit bing cach sir dung phdn mém
“QuantityOne”. |

Fig.9A, Fig.9B va Fig.9C: kinh hién vi mién dich huynh quang cta cac t& bao
SN12C sau khi & vé6i 1613F12. Fig.9A- anh chup cic diéu kién kiém soét isotyp
mlgGl dbi véi ca viéc nhudm mang 14n ndi bao.

Fig.9B — Nhuom mang. Fig.9C- Nhudm ndi bao ca thu thé Axl bang céch sir
dung 1613F12 14n phan tir danh d4u endosom sém EEA1. C4c 16p pha anh dugc thé
hién bén dudi va su déng dinh vi nhin thdy dugc dugc thé hién béng cic mili tén.

Fig.10: Tac dung ctia 1613F12 dén qua trinh ting sinh cta té bao SN12C in
vitro so véi tac dung clia khang thé dbi chimg isotyp mIgG1.

Fig.11A-Fig.11K: Thir nghiém doc tinh gy doc té bao truc tiép cia thé tiép
hop mién dich 1613F12-saporin bing cach sir dung cic dong té bao khdi u nguoi
khiac nhau. A- SN12C, B-Calu-1, C-A172, D-A431, E-DU145, F-MDA-MB4358S,
G-MDA-MB231, H-PC3, I-NCI-H226, J-NCI-H125, K-Pancl.

Fig.12: Thir nghiém ELISA nghién ctru gan két trén protein rhAxI-Fc cia ca
khang thé m1613F12 13n hz1613F12.

Fig.13: So séanh gan két cia cac khang thé 1613F12 chudt, kham va duoc lam
gidng nhu ctia ngudi trén céc té bao SN12C.

Fig.14: Thir nghiém dgc tinh gay ddc té bao truc tiép v6i su c6 mit cia ca thé
tiép hop mién dich 1613F12-saporin chudt va dwoc lam gidng nhu ctia ngudi 13n céc
d6i chimg isotyp sir dung dong t& bao khéi u than ngudi SN12C.

Fig.15: Thir nghiém doc tinh. gay doc té bao truc tiép v6i sw c6 mit clia ca
thé tiép hop mién dich1613F12-saporin chudt va duoc 1am giéng nhu ciia ngudi 13n

cac d6i chumg isotyp st dung dong té bao caxinom phdi ngudi Calu-1.



25904

MBS ta chi tiét sang ché

Thuat ngit “protein gin két” hodc “protein gin két khang nguyén” 13 chudi
peptit ¢ &i lyc dic hiéu hodc chung véi protein hodc phan tir khac (thudng dugc goi
1a khang nguyén). Céc protein nay dugc cho tiép xtc va tao ra phitc hop sau khi gén
két. T6t hon, néu protein gin két khang nguyén theo sang ché c6 thé 13, nhung khong
chi giéi han &, khang thé, doan hodc din xuét cta khéng thé, protein hoic peptit.

Thuat ngit “doan gin két khang nguyén” cia protein gin két khang nguyén
theo sang ché dugc dung dé chi peptit, polypeptit, hodc protein bét ky giit dugc kha
néng gén két dac hiéu véi dich (thudong duge goi 1a khang nguyén) clia protein gén
két khang nguyén, va bao gbm trinh tir axit amin g0m it nhit 5 gbc axit amin lién k&,
it nhét 10 gbc axit amin lién k&, it nhét 15 gdc axit amin 1ién k&, it nhit 20 gbc axit
amin lién k&, it nhét 25 gdc axit amin lién k&, it nhAt 40 gdc axit amin lién k&, it nhét
50 gbc axit amin lién k&, it nhat 60 gbc axit amin 1ién k&, it nhét 70 gbc axit amin
lién ké, it nhit 80 gbc axit amin lidn k&, it nhat 90 gbc axit amin lidn k&, it nhét 100
gdc axit amin lién k&, it nhét 125 gbc axit amin 1ién k&, it nhét 150 gbc axit amin lién
k&, it nhét 175 géc axit amin lién k&, it nhat 200 géc axit amin lién k&, hodc it nhét
250 gbc axit amin 1ién k& trong trinh tw axit amin ctia protein gn két khang nguyén .

Theo phuong 4n uu tién, trong d6 protein gin két khang nguyén 13 khang thé,
“doan gén két khang nguyén” nhu vdy dugc chon tir nhém bao gdm cac doan Fv,
scFv (sc d6i véi chubi don), Fab, F(ab’),, Fab’, scFv-Fc hoidc cac dang tb hop khac
nhau (diabodies), hodc phan doan bat ky cta nd, ma thoi gian ban tdn c6 thé duoc
tang 1én bang cach cai bién hoa hoc, nhu bang cach bd sung poly(alkylen) glycol nhu
poly(etylen) glycol (“PEG hoa”) (cac doan peg héa dugc goi 1a Fv-PEG, scFv-PEG,
Fab-PEG, F(ab’),-PEG hoic Fab’-PEG) (“PEG” dbi véi Poly(Etylen) Glycol), hodc
bang cach két hop trong liposom, cac doan nay c6 it nhat mét CDR dic thu cia
khang thé theo sang ché. Tt hon 13, “doan gin két khang nguyén” néu trén s& dugc
cu thanh boi hoac s& bao gém trinh ty khéng hoan chinh cta chudi nadng hoac nhe
thay dbi ctia khéng thé ma tir d6 thu dugc chiing, trinh ty khong hoan chinh nay 14 du
@ giit cling tinh diic hiéu gin két khi khang thé ma tir d6 né dugc tao ra va i lyc du,
tot hon 1a it nhit bing 1/100, t5t hon nita néu it nhét bing 1/10 4i luc cia khang thé

ma tr d6 n6 dugce tao ra, so vdi dich. Poan chic ning nhu vy sé chira t6i thiéu 5
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axit amin, tot hon 13 10, 15, 25, 50 va 100 axit amin lién tiép cta trinh t ctia khang
thé ma tir d6 n6 dugc tao ra.

Thuat ngit "epitop" 14 mot ving ciia khang nguyén dugc gin két boi protein
gan két khang nguyén, ké ca cac khang thé. Epitop c6 thé dugc x4c dinh theo cdu
triic hodc chuc ning. Néi chung, epitop chirc ning 13 nhém phu ciia epitop céu tric
va ¢6 cac gbc dong gop mot cach truc tiép vao i luc tuong tac. Epitop ciing ¢ thé
c¢6 hinh thé, tic 13, bao gdm cic axit amin khong phai mach thing. Theo mét sb
phuong 4n, epitop c6 thé bao gdm cac yéu tb quyét dinh 1 cac nhém phan tir c6 bé
mat c6 hoat tinh hoé hoc nhu céc axit amin, cdc mach bén dudng, nhém phosphoryl,
hodc nhém sulfonyl, va theo mot sb phuong 4n, c6 thé c6 cac dic tinh ciu trac ba
chiéu dic hiéu, va/hodc cac dic tinh tich dién dic hiéu. ’

Trong ban mo ta ndy, epitop nim trong mién ngoai bao cia protein Axl &
nguoi.

Theo phuong 4n wu tién ciia sang ché, protein gin két khang nguyén, hoic
doan gin két khang nguyén cia no, gin két dic hidu véi epitop nim trong mién
ngoai bao protein Axl & ngudi, t5t hon 14 c6 trinh tu SEQ ID NO. 31 hoac 32 hoic
trinh tur bién thé tu nhién caa noé.

9 &6 A1

Thuét nglr “viéc g'fm két dic hiéu”, g'c"m két dic hiéu”, hodc céc thuat ngir
turong tu, dugc ding @ chi protein gin két khang nguyén, hoic doan gin két khang
nguyén clia no, tao ra phirc hgp vé6i khang nguyén trong dbi dn dinh trong cac didu
kién sinh ly. Viéc gin két dic hidu c6 thé duoc dic trung boi hing sé phén ly can
bang it nhét khoang 1.10° M hogc nhé hon. Cac phuong phép x4c dinh xem hai phan
tr ge"m két dic hiéu 1a da biét trong linh vuc k¥ thuét nay va bao gém, vi du, thAm
tach can bang, cong huéng plasmon bé mit, va cac phuong phap twong ty. D& tranh
hiéu 1dm, diéu nay khong c6 nghia 1a doan gén két khang nguyén néu trén khong thé
gin két hogc gdy nhiéu, & mirc d6 thip, voi khang nguyén khac. Tuy nhién, theo
phuong 4n uu tién, doan gén két khang nguyén néu trén chi gin két véi khéng
nguyén néu trén.

Trong ban mé ti nay, “ECs,” ding dé chi ndng d c¢6 hiéu qua 50%. Chinh
x4c hon, ndng d6 ¢6 hidu qué nira t6i da (ECsg) trong Ung véi ndng do cua thude,
khang thé hodc chit giy doc gay ra dap umg nia chimg giita dudng nén va mirc tbi
da sau khoang thdi gian tiép xuic xac dinh. N6 thudng dugc st dung nhu mdt phép do

hiéu luc caa thude. Do dé, ECsy ctia dudng cong dap ung lidu lugng phan loai biéu
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dién nE“)ng do cua hop chit ma 50% hiéu qua tdi da cta no dugc quan sat. ECsy cua
dudng cong dap tmg lidu luong hiru han biéu dién ndng dd cia hop chét trong do
50% quan thé c6 d4p tmg, sau khoang thoi gian tiép xuc xdc dinh. Viéc do nbng do
thong thudng tuin theo dudng cong xich ma, ting nhanh khi ndng do thay ddi tuong
dbi it. Piéu nay c6 thé duge xac dinh theo phuong phap toan hoc bing céch rit ra
dudng phit hop nhit.

Theo phuong an uu tién, ECsy dugc xac dinh trong sang ché mé ta hiéu luc
ctia khang thé gin két trén ECD Axl tiép xtc trén cac té bao khéi u ngudi. Thong sb
ECs, dugc xac dinh bing phan tich FACS. Théng s6 ECs, phan 4nh ndng d6 khéng
thé ma dat duoc muc dd gén két t6i da 50% trén Axl ngudi duge biéu hién trén cac té
bao khdi u ngudi. M&i gia tri ECsy duoc tinh toan 1a trung diém cta dudng cong dép
tmg lidu lwong sir dung chwong trinh phil hop dudng cong hdi quy bbn tham sb
(ph?m mém Prism). Thong s nay dugc chon dé dai dién cho cac tinh trang sinh
ly/bénh ly.

Theo mdt phuwong 4n cia sang ché, protein gin két khéng nguyén, hodc doan
gin két khang nguyén cta né, lién két véi epitop ctia n6 c6 ECs it nhét bing 10° M,
t6t hon néu nam trong khoang tir 10~ dén 107> M.

Phuong 4n khéc ciia sang ché 1a quy trinh hoic phwong phép chon loc protein
gan két khang nguyén, hoic doan gin két khang nguyén cta nd, c6 kha nang being
ndi hdéa ndi bao trong té bao dong vat co vu, t6t hon 1a trong té bao nguoi, tot hon 1a
té bao sbng, bao gdm cac budc:

- i) chon protein gin két khang nguyén gin két diic hiéu véi Axl, tét hon 13 véi mién
EDC cuia n6 hodc véi epitop ctiia n6; va

- ii) chon protein gin két khang nguyén tir budce i) duge ndi hoa vao té bao dong vat
c¢6 via sau khi n6 gan két voi protein Axl duoc biéu hién trén bé mit cua té bao dong
vat c6 va néu trén.

Theo phuong 4n cu thé, t& bao dong vét c6 vu néu trén biéu hién tur nhién thu
thé protein Axl trén bé mit cia nd hodc 1a cac t& bao dong vat co va biéu hién
protein AxI tai t5 hop trén bé mat ciia né, tdt hon 12 ngudi céc té bao.

Phuong phap hodc quy trinh nhu viy c6 thé bao gdm cac budc i) chon
protein gin két khang nguyén gin két dic hidu véi Axl c6 ECsy it nhét bing 10° M
va ii) chon protein gin két khang nguyén tir budc trude d6 duge ndi hoa sau khi n6

gin két véi Axl. Bude chon loc ii) ¢6 thé dugc thyce hién bing phuong phéap bét ky
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da biét d6i v6i ngudi c6 hiéu bibt trung binh trong linh vyc k¥ thuat nay dé d4nh gia
kha ndng ndi héa. Cu thé hon, cac thir nghiém c6 thé dugc thuc hién béng k¥ thuét
FACS, mién dich huynh quang, do té bao theo dong chay, thdm tich tdy, danh gia
mirc 46 gy doc té bao, v.v..

Céc dic trung khac cia protein gén két khang nguyén theo sang ché 1a & chd
n6 khong c6 hoat tinh dang ké bat ky dén qua trinh ting sinh cia céc té bao khéi u.
Cu thé hon, nhu dugc minh hoa trong céc vi du sau, protein gin két khang nguyén
theo sang ché khéng c6 hoat tinh in vitro déng ké bat ky dén qua trinh ting sinh kiéu
SN12C.

Trong ung thu, c6 nhidu co ché ma cic mAb c6 thé phat huy hiéu qué diéu tri,
nhung thudng hoat tinh cta ho 1a khong du dé tao ra loi ich 1au dai. Do d6, mot s6
chién luoc d3 dugc sir dung dé tang cut(‘)hg hoat tinh cua né dic biét b%mg cach két
hop chiing véi cac hoéa chit diéu tri. D& 1am phuong phép thay thé hiéu qua cho viéc
Kkét hop nay, doc t6 mién dich tré thanh mot lua chon didu tri méi trong didu tri ung
thu [Beck A. et al. Discov. Med. (2010).10, 329-339; Alley S.C. et al. J. Pharmacol.
Exp. Ther. (2009).330, 932-938]. Thé tiép hop khang thé-thudc (ADC) 12 mot cach
tiép can ma kha ning dé khai thac tinh dic hiéu mAb va dinh huéng viéc van chuyén
' tac nhan giy doc té bao dén khéi u c¢6 thé co thé nang cao dang ké ca mAb va hoat
tinh ciia thubc. Ly tudng 13, mAb s& gin két dic hidu voi khang nguyén c6 céc biéu
hién déng ké trén cac té bao khéi u nhung nhung bidu hién han ché trén cac té bao
binh thuong.

Séang ché nhim vao protein gén két khéang Axl déc hi€u, va cu thé hon, vao
khang thé khang AxI dic hiéu, c6 kha ning cao dé dugc ndi hoa sau khi gan két Axl.
Protein gin két khang nguyén nhu vy ciing dang duoc quan tdm nhu mét trong sb
céc hop phan cia thé tiép hop mién dich-thudc, vi n6 huéng chat giy doc té bao
duoc lién két dén cac té bao ung thu dich. Khi duoc ndi hoa, chit giy doc té bao gy
ra su chét ciia t& bao ung thu.

Chia khéa quan trong dé thanh cong vdi diéu tri bang thé tiép hop mién dich
duoc cho 1a tinh dic hiéu khédng nguyén dich va qua trinh ndi hda ctia cac phirc hop
protein gén két khang nguyén trong cac té bao ung thu. R0 rang 1a cdc khang nguyén
khong ndi hoa it hiéu qua hon so véi cac khang nguyén ndi hoa vio viéc van chuyén
chit gay doc té bao. Cac qua trinh ndi héa c6 thé thay dbi phu thudc vao khang

nguyén va phu thudc vao nhiéu théng sé c6 thé bj anh hudéng béi protein gin két.
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RTK bé mit té bao tao nén mdt ho khang nguyén dang quan tim dé nghién ctru cach
tiép can nhu vay.

Trong phan tir sinh vat, chit gdy doc té bao mang hoat tinh gay doc té bao va
protein gin két khéang nguyén dugc st dung mang tinh dic hiéu ctia n6 chéng lai cac
té bao ung thu, ciing nhu vecto dé dwa vao trong cac té bao dé dinh huéng mot cach
chinh xéc chét gy doc té bao.

Do vay, dé cai thién phan tir thé tiép hop mién dich, protein gin két chat mang
phai c6 kha ning cao @& ndi hoa vao cac t& bao ung thu dich. Hi€¢u qua ma cac
protein gén két gy ra qua trinh ndi hoa 1a khéc nhau phu thudc mot cach dang ké
vao epitop duge dinh huéng. Viéc lya chon protein gén két khang Axl ndi hoa hiéu
nghi€ém doi héi céc dit liéu thir nghiém khéac nhau nghién ctru khong chi qu4 trinh
diéu hoa Vgiém Axl, ma con qua trinh sau d6 protein gin két khang Axl tr& thanh cac
té bao. )

Theo phuong 4n vu tién, qua trinh ndi héa protein gin két khang nguyén theo
sang ché c6 thé dugc danh gi4 t6t hon 14 bang cach phuong phép mién dich huynh
quang (nhu dugc iy 1am vi du dudi day trong ban md ta ndy) hodc phuong phap
hogc quy trinh bat ky da biét d6i voi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k§
thuat nay vé co ché noi hoa nay.

Theo phuong 4n wu tién khéc, khi phtic hgp Axl-protein gin két khang
nguyén, theo sang ché, dugc ndi hoa sau khi protein gin két theo sang ché gin két
v6i ECD clia Axl ndy, xay ra sy giam s luong Axl trén bé mit cta cac t& bao. Su
gidm ndy c6 thé dugc xac dinh bing phuong phap bat ky da biét dbi véi ngudi co
hiéu biét trung binh trong linh virc k¥ thuat nay (thdm tach tdy, FACS, mién dich
huynh quang, v.v..).

Theo mét phuong 4n ciia sang ché, mirc d6 gidm nay phan 4nh qua trinh ndi
héa, t6t hon néu c6 thé do dugc bang FACS va dugc bidu hién duéi dang mic do
chénh 1éch hoic tri s6 denta giita cudng do phét huynh quang trung binh (MFI) dugc
do trén céc té bao khong dugc xir ly véi MFI dugc do trén cic té bao dugc xir ly
bang protein gin két khang nguyén theo sang ché. _

Pé 1am vi du khong lam giéi han pham vi ciia sang ché, tri s§ denta nay dugc
x4c dinh dya trén MFI thu duoc trén céc té bao khong duoc xir Iy va cac té bao dugc
xtr 1y bang protein gén két khang nguyén theo séng ché nhu dugc mé ta trong Vi du

9 bang cach sir dung i) cdc té bao SN12C khéi u than & ngudi sau thoi gian U 24 gio
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vé6i protein gin két khang nguyén theo sang ché va ii) khéng thé thtr cip duoc danh

diu bing Alexa488. Théng s6 nay da duoc xé4c dinh theo cong thirc sau:

A (MFlLy, c4c té bao khong dugc xit Iy — MFL, céc té bao dugc xir Iy bing protein gén két khang nguyén)

Su chénh 1&ch nay giita c4c MFI phan anh qua trinh diéu hoa giam Axl khi
MFI 1a céc gid tri ty 1¢ ciia Ax1 dugc biéu hién trén bé mit té bao.

Theo khia canh c6 lgi va dugc wu tién hon, protein gin két khang nguyén,
hoic doan gin két khang nguyén cua né, theo sang ché bao gébm khéang thé don dong,
t5t hon 1a Mab phan 14p, tao ra tri s& A (MFLy, cic t& bao khong duge xir ly —
MFl,y;, céc té bao duge xit Iy) it nhit bang 200, t6t hon 1a it nht bang 300.

Protein gin két khang nguyén, hoic doan gin két khéng nguyén cua no,
theo séang ché, 1am giam MFI it nhét 14 200.

Mot céch chi tiét hon, denta néu trén c6 thé duge do theo quy trinh sau, quy
trinh nay ding d& minh hoa va khong 1am giéi han pham vi cta sing ché:

a) Xir Iy va u céc té bao khdi u quan tAm bing protein gin két khéng

nguyén theo sang ché;

b) Xir Iy cac té bao duogc xir Iy & bude a) va, ddng thoi, cac té bao

khong dugc xit ly bang protein gin két khang nguyén theo sang ché,

c) Do MFI (dai dién cho s6 luong ctia Axl present trén bé mat) dbi vai

céc té bao duoc xir Iy va khong duogc xir Iy bing khang thé da duoc
danh ddu thtr cdp c¢6 kha ning gin két voi protein gin két khang
nguyén, va

d) Tinh toén tri sé denta 13 hiéu sb ciia MFI thu dugc & cac té bao dugc

xit Iy trir di MFI thu dugc & cac té bao khong dwoc xir 1y.

Céc thuat ngit "khang thé", “cac khang th&” hoic "globulin mién dich" duoc
str dung thay cho nhau vé&i nghia rong nhét va bao gém cac khang thé don dong, tdt
hon 12 Mab dugc phan 1ap, (vi du, cac khang thé don dong c6 chiéu dai ddy da hodc
nguyén ven), cac khang thé da dong, cac khang thé da gia hodc cac khéng thé da dic
hiéu (vi du, cac khang thé dac hiéu kép mién 13 chung c6 hoat tinh sinh hoc mong
muén). | |

Cu thé hon, phén tir nhu vdy chta glycoprotein bao gdm it nhit hai chudi

ning (H) va hai chudi nhe (L) dugc ndi v6i nhau bing lién két disulfua. Mi chudi
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ning bao gdm ving (hodc mién) thay ddi chudi ning (dugc goi van tit & day la
HCVR hogc VH) va ving én dinh chudi ning. Viing én dinh chudi niing bao gdm ba
mién, CH1, CH2 va CH3. Mdi chudi nhe bao gdm ving thay dbi chudi nhe (dwoc
goi vin tit & dy 1a LCVR hoic VL) va ving dn dinh chudi nhe. Viing én dinh chudi
nhe bao gdm mét mién CL. C4c ving VH va VL ¢6 thé con duoc chia nhé thanh cac
viing siéu bién, duoc goi 13 ving x4c dinh tinh bd trg (CDR), xen k€& véi cac ving
duge bao toan hon, dugc goi 14 cac ving khung (FR). Mdi VH va VL bao gdm ba
CDR va bén FR, dugc sip xép tir ddu tin cing amino dén ddu tan cing carboxy theo
trinh ty sau: FR1, CDRI1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. C4c vung thay dbi cua
chudi ning va nhe chtra mién gén két twong tac voi khang nguyén. Ving 6n dinh cta
cac khang thé c6 thé gay ra sy gin két globulin fnién dich véi cac mé hoic cac yéu td
trén vét chi, bao gém cac té bao khac nhau trong hé mién dich (vi du cac té bao tac
dong) va thanh phan dau tién (Clq) trong hé bd trg ¢b dién.

Céc khéng thé theo sang ché ciing bao gdm mot sb doan khang thé cua né.
Céc doan khang thé néu trén c6 tinh dac hiéu va ai luc gén Két mong mubn, bit ké
nguén hoic loai globulin mién dich (tac 13, IgG, IgE, IgM, IgA, v.v...), titc 1a ching
c6 kha ning gin két dic hidu véi protein Axl véi 4i luc tuong duong véi céac khang
thé c6 chidu dai diy di theo sang ché.

N6i chung, dé diéu ché cic khang thé don dong hodc cac doan chic nang cla
no, nhét 1a ¢ ngudn géc tir chuot, ¢6 thé tham khao k¥ thuat dugc mo ta mot cach cu
thé trong sach huéng din “Antibodies” (Harlow and Lane, Antibodies: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor NY, pp. 726, 1988)
hoic k¥ thuat didu ché tir cac té bao lai dugc Kohler va Milstein md ta (Nature,
256:495-497, 1975).

Thuat ngit "khang thé don dong" hoic "Mab" nhu duoc sir dung & day dung
dé chi phén tir khang thé dugc dinh huéng khang lai khang nguyén dac hiéu va cé
thé dugc tao ra bdi mot dong vo tinh ciia cac té bao B hoic té bao lai. Céc khéng
thé don dong ciing c6 thé dugc tai td hop, tirc 151 duoc san xuit bang cach tao ra
protein bang k¥ thuét di truyén. Ngoai ra, trai v&i diéu ché cac khang thé da dong
thudng bao gbm céc khang thé khac nhau dugc dinh huéng khang lai céc yéu tb
quyét dinh, hoic epitop khac nhau, thi mdi khang thé don dong duoc dinh huéng

khéng lai mot epitop ciia khang nguyén. Sang ché @ cap dén cac khéng thé duogc
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phén 14p hodc thu dugc bing cach tinh ché tir cac nguff)n tu nhién hoac thu dugc
bang cach tai tb hop di truyén hoic tdng hop hoa hoc.

Phuong 4n wu tién clia sang ché 1a protein gén két khang nguyén, hoic doan
gén két khang nguyén ctia n6, bao gdm hoiic chira khang thé, trong d6 khang thé nay
bao gém ba CDR chubi nhe chira céc trinh tu SEQ ID NO. 1, 2 va 3, hoic trinh tur
bat ky c6 d6 gibng it nhit 1a 80%, tét hon 12 85%, 90%, 95% va 98% véi trinh tur
SEQ ID NO. 1, 2 va 3; va CDR ba chudi ning chira c4c trinh tur SEQIDNO. 4,5 va
6, hogic trinh tu bat ky c6 d6 gidng it nhét 1a 80%, t6t hon 13 85%, 90%, 95% va 98%
v6i SEQ ID NO. 4, 5va 6.

Theo phuong 4n wu tién hon cua sang ché, protein gén két khang nguyén,
hodc doan gén két khang nguyén ciia n6, chira khang thé, trong d6 khang thé nay bao
gdm ba CDR chudi nhe chira céc trinh tu SEQ ID NO. 1, 2 va 3; va ba CDR chubi
nang chira céc trinh ty SEQ ID NO. 4, 5 va 6.

Theo khia canh dugc uu tién, cac ving CDR hodc CDR dugc dung dé chi céac
ving siéu bién ctia chudi ning va nhe cia globulin mién dich nhu duge xac dinh
bang IMGT. Trir khi ¢6 quy dinh cu thé, CDR s& duoc xac dinh trong ban md ta niy
theo hé thng danh s6 IMGT.

Hé théng d4anh sb don nhit IMGT dugc dinh nghia @& so sanh cac ving thay
ddi cho moi thu thé khang nguyén, kiéu chudi, hoic moi loai [Lefranc M. -P.,
Immunology Today 18, 509 (1997)/Lefranc M.-P., The Immunologist, 7, 132-136
(1999)/Lefranc, M.-P., Pommie, C, Ruiz, M., Giudicelli, V., Foulquier, E., Truong,
L., Thouvenin-Contet, V. and Lefranc, Dev. Comp. Immunol, 27, 55-77 (2003)].
Theo hé théng danh sb don nhit IMGT, cic axit amin dugc bao toan thudng c6 cling
vi tri, vi du, xystein 23 (Ist-CYS), tryptophan 41 (CONSERVED-TRP), axit amin ky,
nudce 89, xystein 104 (2nd-CYS), phenylalanin hodc tryptophan 118 (J-PHE hodc J-
TRP). Hé théng danh s6 don nhit IMGT dua ra su phan dinh ranh gi6i da quy chudn
ctia vung khung (FRI-IMGT: cac vi tri tir 1 t6i 26, FR2-IMGT: 39 t6i 55, FR3-
IMGT: 66 t&i 104 va FR4-IMGT: 118 t6i 128) va clia ving quyét dinh tinh b6 trg:
CDRI-IMGT: 27 t6i 38, CDR2-IMGT: 56 t6i 65 va CDR3-IMGT: 105 té1 117. Do
cic khe hé thé hién cac vi tri bd tréng, nén cac d6 dai CDR-IMGT (dugc thé hién
trong cac ddu ngodic va dugc cach béi cac diu chdm, vi du nhu [8.8.13]) tr& thanh
théng tin quan trong. Hé thdng danh s6 don nhit IMGT dugc st dung duéi dang
biéu thi d hoa hai chiéu, dugc ky hiéu 1a IMGT Colliers de Perles [Ruiz, M. va
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Lefranc, M.-P., Immunogenetics, 53, 857-883 (2002)/Kaas, Q. and Lefranc, M.-P.,
Current Bioinformatics, 2, 21-30 (2007)], va duéi dang biéu thi cdu tric 3 chidu
trong IMGT/3Dstructures-DB [Kaas, Q., Ruiz, M. va Lefranc, M.-P., T cell receiptor
and MHC structural data. Nucl. acids. Res., 32, D208-D210 (2004)].

Cén phai hiéu ring, trong ban mé ta nay, trir khi c6 quy dinh cu thé, cac ving
x4c dinh tinh bd trg hoic CDR, dugc diung dé chi cac vung si€u bién cta chudi nang
va nhe ctia globulin min dich nhu dugc x4c dinh theo hé théng danh sé IMGT.

Tuy nhién, CDR ciing c6 thé dugc x4c dinh theo hé théng danh sé Kabat
(Kabat et al, Sequences of proteins of immunological interest, 5% Ed, US.
Depa.rtment of Health and Human Services, NIH, 1991, and later editions). C6 ba
CDR chudi niing va ba CDR chudi nhe. Trong ban md ta ndy, c4c thuit ngit “CDR”
va “cadc CDR” dugc dung dé chi, tuy thudc vao truong hop, mot hodc nhiéu, hodc
tham chi tit ca, cac vung chtra phé‘m 16n géc axit amin chiu trach nhiém vé 4i luc gén
két ciia khang thé véi khang nguyén hoic epitop ma né nhén biét.

Theo hé théng danh s§ Kabat, sang ché @& cép dén protein gén két khang
nguyén, hoic doan gin két khang nguyén cia n6, bao gdm khéng thé, trong d6 khang
thé nay bao gém ba CDR chubi nhe, nhu dugc xac dinh theo hé théng danh s
Kabat, chtra cac trinh tw SEQ ID NO. 9, 10 va 11, hodc trinh tu bat ky c¢6 do giéng it
nhét 1 80%, t6t hon 14 85%, 90%, 95% va 98% v6i SEQ ID NO. 9, 10 va 11; va ba
CDR chudi ning, nhu duoc xac dinh theo hé thdng danh sé Kabat, chira cac trinh tu
SEQ ID NO. 12, 13 va 14, hoic trinh ti bt ky c6 do gibng it nhit 1a 80%, tot hon 1a
85%, 90%, 95% va 98% vdi trinh tu SEQ ID NO. 12, 13 va 14.

Trong ndi dung cta sang ché, thuat ngit "phin trim d6 gidng" giita hai trinh
tu axit nucleic hoic axit amin d& chi ty 18 phin trim ciia c4c nucleotit hodc cac gbc
axit amin giéng hét nhau gitra hai trinh tu can duoc so sanh, dugc tao ra sau khi Xép
thing hang tdi wu, ty 18 phin trim nay hoan toan chi 1a s théng ké va sy khac nhau
gitta hai trinh tu dugc phan b mot cach ngau nhién doc theo chiéu dai cua chung.
Su so sanh gitra hai trinh tu axit nucleic hodc axit amin dugc tién hanh thong thudong
bang cach so sanh céc trinh tr sau khi xép thing hang mot cach t6i wu chung, su so
sénh nay cé thé dugc thuc hién theo kiéu ting doan hodc béng cach str dung "ctra sb
xép thing hang". Ngoai ra viéc so sanh thi cong, su xép thing hang t6i wu céc trinh -
tr dé so sanh c6 thé dugc thuc hién, b?mg thuét toan thiu xa cuc bd cia Smith and
Waterman (1981) [Ad. App. Math. 2:482], bang thuit toan thiu xa cuc bd cia
Neddleman and Wunsch (1970) [J. Mol. Biol. 48:443], bang phuong phap tra ctru
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tinh ddéng dang ciia Pearson and Lipman (1988) [Proc. Natl. Acad. Sci. USA
85:2444] hoic bing phdn mém may tinh bing cich sir dung cic thudt toan niy
(GAP, BESTFIT, FASTA va TFASTA trong tai li¢u the Wiscoﬁsin Genetics
Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI, hodc
bing phin mém so sanh BLAST NR hoic BLAST P).

Phan trim d6 giéng gifta hai trinh ty axit nucleic hodc axit amin dugc xac
dinh bang cach so sanh hai trinh tr d4 xép thing hang t&i wu trong d6 trinh tir axit
nucleic hozc axit amin dé so sanh c6 thé c6 cac doan bd sung hodc cac khuyét doan
s0 vé6i trinh tu d6i chimg dé xép thing hang t6i vu gita hai trinh ty. Phin trim do
gidng dugc tinh toan bang cach xéac dinh sb lugng céc vi tri ma & d6 nucleotit hoic
gdc axit amin 13 gidng hét nhau giita hai trinh tu, t5t hon 1a gifta hai trinh tuy hoan
chinh, chia sb luong cac vi tri gidng hét nhau cho tdng sb cac vi tri trong cira s§ xép
thang héﬁg va nhan két qua v6i 100 dé thu duoc phén tram do giéng giira hai trinh
tu.

Vi du, chuong trinh BLAST, "BLAST 2 sequences" (Tatusova et al, "Blast 2
sequences - a new tool for comparing protein va nucleotit sequences”, FEMS
Microbiol, 1999, Lett. 174:247-250) c6 ban trén trang web:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/bl2.html, ¢6 thé dugc st dung ciing véi cac théng
s6 mic dinh (dic biét 1a dbi voi cac thong sb "open gap penalty": 5, va "extension
gap penalty": 2; nén dugc chon vi du 12 nén "BLOSUM 62" dugc d& xuit bsi
chuong trinh nay); phan tram d6 gidng giita hai trinh tu dé so sanh dugc tinh toan
truc tiép boi chwong trinh nay.

Déi véi trinh ty axit amin biéu hién d6 gidng it nhét 1a 80%, tt hon 13 85%,
90%, 95% va 98% véi trinh tu axit amin d6i ching, cac vi du dugc uu tién chira céc
trinh tu chira trinh tu d6i ching, mot vai cai bién, dic biét 1a doan khuyét, doan bd
sung hoic doan thay thé cia it nhit mét axit amin, phﬁn cut hodc nho ra. Trong
truong hop thay thé mét hodc nhiéu axit amin lién tiép hodc khéng lién tiép, cac
phén tr thé duoc wu tién trong do6 céc axit amin dugc thé dugc thay thé bai cac axit
amin "trong duong". Trong ban md ta ndy, thuit ngir "axit amin tuong dwong" dé
chi c4c axit amin bét ky kiéu nhu duoc thé cho mét trong s6 cac axit amin cdu triic
nhung khéng 1am cai bién céc hoat tinh sinh hoc ciia cac khang thé twong tng va ciia
cac vi du tinh dic hiéu dugce x4c dinh dudi day.

Céc axit amin tuong duong c6 thé dugc xac dinh hodc 13 dua theo do giéng

cau truc véi cac axit amin ma ching dugc theé hoic 1a dya theo cac két qua cla cac
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thir nghiém so sanh hoat tinh sinh hoc giira c4c protein gin két khang nguyén khac
nhau c6 thé tao ra duoc.

Trong s cac vi du khong nhim muc dich gii han, Bang 1 & dudi tom tit cac
thay thé c6 thé thuc hién dugc ma khéng dn t6i két qua 1am cai bién mét cach déng
ké v& hoat tinh sinh hoc clia protein gin két khang nguyén duoc cai bién mot cach

tuong tng; céac thay thé ngugc c6 thé c6 trong tr nhién dudi cac didu kién trong tu.

Bang 2
Gbc ban dau (Céc) Phan tir thé
Ala (A) Val, Gly, Pro
Arg (R) Lys, His
Asn (N) Gln
Asp (D) Glu
Cys (C) Ser
Gln (Q) Asn
Glu (E) Asp
Gly (G) Ala
His (H) Arg
Ile (I) Leu
Leu (L) Ile, Val, Met
Lys (K) Arg
Met (M) Leu
Phe (F) Tyr
Pro (P) Ala
Ser (S) Thr, Cys
Thr (T) Ser
Trp (W) Tyr
Tyr (Y) Phe, Trp
Val (V) Leu, Ala

Theo mot phuong 4n, sang ché d& cap dén protein gin két khang nguyén,
hozc doan gén két khang nguyén cta nd, chira mién thay dbi chudi nhe c6 trinh tu
SEQ ID NO. 7, hoic trinh tr bit ky c6 d6 gibng it nhét 12 80%, t6t hon 1a 85%, 90%,
95% va 98% véi SEQ ID NO. 7; va ba CDR chudi ning chira céc trinh ty SEQ ID
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NO. 4, 5 va 6, hodc trinh tir bat ky c6 d6 gidng it nhit 13 80%, tot hon 14 85%, 90%,
95% va 98% v6i SEQ ID NO. 4, 5 va 6.

Theo phuong 4n wu tién cia sang ché, protein gin két khang nguyén, hoic
doan gin két khang nguyén cta né6, chira mién thay dbi chudi nhe c6 trinh tur
SEQ ID NO. 7, hoic trinh tir bat ky c6 d gidng it nhit 1 80% véi SEQ ID NO.7; va
ba CDR chudi ning chira cac trinh tu SEQ ID NO. 4, 5 va 6.

Theo phuong 4n wu tién khac ciia sang ché, protein gin két khang nguyén,
hoic doan gin két khang nguyén cta no, chira mién thay dbi chudi nhe c6 trinh tur
SEQ ID NO. 7, hoic trinh trr bt ky c6 do gibng it nhét 12 80% véi SEQ ID NO.7.

Theo phuong 4n khéc, sang ché dé cap dén protein gin két khang nguyén,
hoac doan gén két khéng nguyén cia nd, bao gﬁ‘)m ba CDR chudi nhe chira cac trinh
tu SEQ ID NO. 1, 2 va 3, hodc trinh tr bit ky c6 do gidng it nhét 13 80%, tot hon 13
85%, 90%, 95% va 98% véi SEQ ID NO.1, 2 va 3; va mién thay ddi chudi nang co
trinh ty SEQ ID NO. 8, hodc trinh tu bat ky c6 d gidng it nhat 1a 80%, tdt hon 1a
85%, 90%, 95% va 98% v6i SEQ ID NO. 8.

Theo phuong 4n wu tién ciia sang ché, protein gin két khang nguyén, hoic
doan gin két khang nguyén ciia n6 bao gdm ba CDR chudi nhe chira céc trinh tu
SEQ ID NO. 1, 2 va 3; va mién thay dbi chudi ning c6 trinh tw SEQ ID NO. 8, hoic
trinh ty bat ky c6 do gidng it nhat 1a 80% véi SEQ ID NO.8.

Theo phuong 4n wu tién khic ciia sang ché, protein gin két khang nguyén,
hozc doan gin két khang nguyén ctia n6 chira mién thay ddi chudi ning c6 trinh tir
SEQ ID NO. 8, hoic trinh tu bat ky c6 d6 gibng it nhit 1a 80% véi SEQ ID NO.8.

Theo phuong 4n khéc, sang ché dé cép dén protein gin két khang nguyén,
hodc doan gin két khang nguyén ctia n6, chira mién thay ddi chudi nhe c6 trinh tur
SEQ ID NO. 7, hoic trinh tir b4t ky c6 do gibng it nhét 1a 80%, t6t hon 1a 85%, 90%,
95% va 98% véi SEQ ID NO. 7; va mién thay ddi chudi ning c6 trinh tw SEQ ID
NO. 8, hozc trinh ti bit ky c6 do gidng it nhat 12 80%, t6t hon 1a 85%, 90%, 95% va
98% v6i SEQ ID NO. 8.

Theo phuong 4n wu tién ctia sang ché, protein gin két khang nguyén, hoic
doan gin két khang nguyén cta né, chira mién thay ddi chudi nhe c6 trinh tir
SEQ ID NO. 7, hoic trinh tir bit ky c6 d6 gidng it nhét 1a 80% véi SEQ ID NO. 7 va
mién thay dbi chudi ning c6 trinh tr SEQ ID NO. 8, hoic trinh tu bit ky c6 do giéng
it nhat 1a 80% véi SEQ ID NO. 8.
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Nhim lam rd hon, bang 3a dudi day tom t4t cac trinh ty axit amin khac nhau
tuong g véi protein gin két khang nguyén theo sang ché (v6i Mu. 1a chir viét tit
cho chudt).

Béng 3a
Danh sb . %,
Chuoi nang Chuoi nhe SEQ ID NO.
CDR
CDR-L1 1
CDR-L2 -2
CDR-L3 3
IMGT
CDR-H1 4
CDR-H2 5
CDR-H3 6
CDR-L1 9
1613F12
CDR-L2 10
CDR-L3 11
Kabat
CDR-H1 _ 12
CDR-H2 13
CDR-H3 14
Mién thay d6i Mu. 7
Mién thay d6i Mu. 8

Theo mot khia canh cu thé, séang ché dé cap dén khang thé chudt, hoic cac
hop chét thu dugc ctia né hoiic doan gin két khang nguyén cia nd, khac biét & chd,
khang thé nay ciing chtra cac ving 6n dinh chudi nhe va chudi ning thu dugc tir
khang thé ctia cc loai khac vai loai chudt, dic biét 1a ngudi.

Theo khia canh cu thé khac, séng ché dé cap dén khéang thé kham, hoic cac
hop chét thu duoc ciia n6 hodc doan gin két khang nguyén cua né, khac biét & chd
khang thé nay ciing chtra cic ving 6n dinh chudi nhe va chudi ning thu dugc tir
khang thé ctia cac loai khac vdi loai chudt, dic biét 1a ngudi.

Theo khia canh cu thé khac nira, sang ché dé cép dén khang thé dugc lam
gidng nhu cta ngudi, hodc cic hop chét thu duge cia né hodc doan gin két khang

nguyén ctia nd, khic biét & chd cac viing 6n dinh ctia chudi nhe va chudi ning thu
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dugc tir khang thé ngudi 1n luot 12 vung lambda hodc kappa va ving gama-1, gama-
2 hodc gama-4. '

Khia canh khéc ctia sang ché 1a protein gin két khang nguyén chta khéng thé
don dong 1613F12 thu duge tir té bao lai [-4505 duoc luu gilr tai Trung tdm suu tap
gibng nudi cly vi sinh vat qudc gia (Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes - CNCM), Vién Pasteur, Phap, vao ngay 28 thang bay nam 2011,
hodc doan gin két khang nguyén cua no. _

Theo khia canh khac, sang ché dé cap dén té bao lai chudt c6 kha ning tiét
protein gén két khang nguyén theo sang ché, dic biét 1a té bao lai c6 ngudn gdc tir
chudt dugc ndp tai Trung tdm suu tap gibng nubi cly vi sinh vat qudc gia (CNCM,
Vién Pasteur, Paris, Phap) vao ngay 28 thang bay nam 2011, véi sd 1-4505. Té bao
lai nay thu dugc bing cach dung hop céc té bao lach/cac té bao lympho cta chudt da
duoc gy mién dich bang Balb/C va cac té bao ctia dong té bao u tuy Sp 2/0-Ag 14.

Theo khia canh khac, sang ché dé cap dén t& bao lai chudt c6 kha ning tiét
khang thé bao gdm ba CDR chudi nhe chtra céc trinh tuy SEQ ID NO. 1, 2 va 3; va ba
CDR chubi nang chia céc trinh tu SEQ ID NO. 4, 5 va 6, té bao lai nay dugc ndp &
CNCM, Vién Pasteur, Paris, Phap, vao ngay 28 thang bay nam 2011, véi sb [-4505.
Té bao lai nay thu dugc bang cach dung hop céc té bao lach/cac t& bao lympho cuia
chudt dd dwgc gdy mién dich bing Balb/C va cac té bio ctia dong té€ bao u tuy Sp
2/0-Ag 14.

Déi tugng cua sang ché 1a té bao lai 1-4505 & chudt duoc Ivu gitt tai CNCM,
Vién Pasteur, Phap, vao ngay 28 thang bay nam 2011.

Protein gin két khang nguyén theo sang ché ciing bao gdm cac khang thé
kham hogc duoc 1am gidng nhu cua ngudi.

Khéng thé kham 1a khang thé chira viing thay ddi ty nhién (chudi nhe va chudi
ning) thu dugc tir khang thé cua céc loai da cho két hop vé6i ving 6n dinh caa chudi
nhe va chudi ning ctia khéng thé ciia cac loai khac loai véi céc loai da cho nay.

Céc khang thé, hoac doan kham cua né, c6 thé duge tao ra b.%lng k¥ thuat di
truyén tai to hop. Vi dy, khang thé kham c6 thé dugc tao ra b?mg cach tach dong
ADN téi t hop chtra gen khéi dAu va trinh tw ma hoa cia ving thay ddi cia khang
thé don dong khong phai & ngudi theo sang ché, ddc biét 1a chudt, va trinh ty ma hoa
ctia ving On dinh ciia khang thé ngudi. Khang thé kham theo sing ché»duqc ma héa

boi gen tai td hop nhu vay c6 thé, vi dy, thé kham chudt-ngudi, tinh dic hiéu cia

-23-



25904

khang thé nay dugc x4c dinh béi ving thay déi thu dugc tir ADN chuot va isotyp cua
n6 duge xac dinh béi ving 6n dinh thu dugc tir nguoi ADN. Tham khéo tai liéu:
Verhoeyn et al. (BioEssays, 8:74, 1988) vé cac phuong phap diéu ché cac khéng thé
ghép.

Theo khia canh khac, sing ché mb ta protetin gin két chira khang thé kham.

Theo phuong 4n wu tién cu thé, khang thd kham, hoic doan gin két khang
nguyén ctia né, theo sang ché chira mién thay ddi chudi nhe trinh ty bao gdm trinh tu
axit amin SEQ ID NO. 7, va n6 bao gdm trinh ty mién thay d6i chudi ning bao gdm
trinh tu axit amin SEQ ID NO. 8.

Theo khia canh khdc, sdng ché mo ta protetin gén két chira khang thé duogc
lam giéng nhu ctia nguoi.

“Khang thé duoc lam gidng nhu cua ngudi” dugc ding dé chi khang thé chta
cac ving CDR thu dugc tir khang thé c6 ngudn gbc khong phai tir ngudi, cac phan
khac ciia phan tir khang thé thu dugc tir mot (hodc mdt sb) khang thé cua nguoi.
Ngoai ra, mdt s6 gbc cia doan khung (duogc goi 12 FR) c6 thé duoc cai bién dé bao
toan &i luc gin két (Jones et al, Nature, 321:522-525, 1986; Verhoeyen ef al,
Science, 239:1534-1536, 1988; Riechmann et al., Nature, 332:323-327, 1988).

Céc khang thé dugc 1am gidng nhu cua ngudi theo séng ché hoidc doan cia n6
¢6 thé duogc bao ché bing ky thuat da biét ddi voi nguoi c6 hidu biét trung binh trong
linh vyc ky thuat nay (nhu, vi du, c4c khang thé da duoc mo ta trong bai bao: Singer
et al, J. Immun., 150:2844-2857, 1992; Mountain et al., Biotechnol. Genet. Eng.
Rev., 10:1-142, 1992; va Bebbington et al., Bio/Téchnology, 10:169-175, 1992). Cac
khang thé duoc 1am gidng nhu cta ngudi nhu vay 14 duge wu tién dé sir dung trong
céc phuong phap bao gdm chin doan hoic phong ngira in vitro va/hoic didu tri in
Vivo.

Ky thuét 1am giéng nhu cua nguoi khéc, ciing da biét dbi véi nguoi c6 hiéu
biét trung binh trong linh vyuc k¥ thuat nay, nhw, vi dy, k¥ thuat “ghép CDR” di dugc
md ta boi PDL trong céc patent: EP 0451 261, EP 0 682 040, EP 0939 127, EP
0566 647 hodc US 5,530,101, US 6,180,370, US 5,585,089 va US 5,693,761. Cac
patent M¥ 8 5,639,641 hoic 6,054,297, 5,886,152 v 5,877,293 cling c6 thé duogc ké
dén.

Ngoai ra, sang ché ciing dé cap dén cac khang thé dugc lam giéng nhu cua

ngudi thu dugc tir cac khang thé chudt néu trén.

-24-



25904

Theo phuong 4n wu tién, ving 6n dinh ciia chudi nhe va chudi ning thu dugc
tir khang thé nguoi 14n luot 13 cac ving lambda hoic kappa va gama-1, gama-2 hoic
gama-4.

Theo phuong 4n wu tién, sing ché dé cip dén protein gin két khang nguyén
chira khang thé dugc 1am gidng nhu cia ngudi, hodc doan gin két khang nguyén,
chtra mién thay déi chudi nhe bao gdm trinh tr SEQ ID NO. 36, hogc trinh tw bét ky
c6 @0 gibng it nhét 1a 80%, tdt hon 13 85%, 90%, 95% va 98% véi SEQ ID NO. 36;
va ba CDR chubi ning chira céc trinh tr SEQ ID NO. 4, 5 va 6.

Theo phuong 4n khéc, sang ché dé cdp dén protein gin két khang nguyén,
hoidc doan gén Kkét khéng nguyén cia nd, chira mién thay ddi chudi nhe c6 trinh tu
duge chon tir nhém chira cac trinh tu SEQ ID NO. 37 dén 47, hodc trinh tu bat ky ¢6
d6 gibng it nhét 12 80%, tdt hon 13 85%, 90%, 95% va 98% véi SEQ ID NO. 37 dén
47; va ba CDR chudi ning chira c4c trinh tr SEQ ID NO. 4, 5 va 6.

Thudt ngit “trinh tu bit k c6 do gibng it nhit 12 80%, tét hon 1a 85%, 90%,
95% va 98% vé&i SEQ ID NO. 36 hodic 37 dén 477, duge du dinh ding dé chi cac
trinh tu ¢6 ba CDR chudi nhe SEQ ID NO. 1, 2 va 3 v, ngoai ra, c6 do gidng it nhit
12 80%, t6t hon 12 85%, 90%, 95% va 98% véi cac trinh tu ddy du SEQ ID NO. 36
hodc 37 dén 47 ngoai cac trinh trr tvong Ung véi cac CDR (tire 1a SEQ ID NO. 1, 2
va 3).

Nhim 1am rd hon, bang 3b dudi ddy tém tit cac trinh tyr axit amin khac nhau
trong tmg v6i chudi nhe (VL) protein gin két khang nguyén dugc 1am gidng nhu

cua ngudi theo sang ché (vdi Hz. = duge lam giong nhu cia ngudi)

Bang 3b
Phién ban SEQ ID NO.
lién tng 36
VL1 37
VL1 12V 38
VL1 M41 39
VL2.1 40
Hz1613F12 VL VL2.1 V49T 41
VL2.1 P50N 42
VL2.2 43
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VL2.2 V49T 44
VL2.2 P5SON 45
VL2.3 46
VL3 47

Theo mét phuong 4n clia sang ché, protein gin két khang nguyén, hoic doan
gén két khang ngﬁyén clia né, chira mién thay dbi chudi nhe dugc chon tir nhém bao
g@)m: |

i) mién thay ddi chudi nhe c6 trinh tu SEQ ID NO. 7 hoic trinh tu bat ky ¢6
do gibng it nhét 13 80% vé&i SEQ ID NO.7,

ii) mién thay ddi chudi nhe c6 trinh tr SEQ ID NO. 36 hodc trinh tu bat ky ¢6
do gidng it nhat 1a 80% v6i SEQ ID NO. 36; va

iii) mién thay ddi chudi nhe c6 trinh ty SEQ ID NO. 37 dén 47 hoic trinh tir
bat ky c6 d6 gidng it nhit 1a 80% véi SEQ ID NO. 37 dén 47.

Theo phuong 4n wu tién, sang ché dé cép dén protein gin kétv khang nguyén
chira khang thé dugc 1am gidng nhu cua ngudi, hodc doan gin két khang nguyén,
chtra mién thay dbi chudi ning bao gdm trinh tu SEQ ID NO. 48, hoic trinh tur bat
ky c6 d6 gidng it nhét 13 80%, tét hon 1a 85%, 90%, 95% va 98% v&i SEQ ID NO.
48; va ba CDR chubi nhe chira c4c trinh ty SEQ ID NO. 1, 2 va 3.

Khac phuong 4n ciia sang ché dé cap dén protein gan két khang nguyén, hoic
doan gin két khang nguyén cia no, chira mién thay ddi chudi niang cé trinh tu duoc
chon tir nhém chira céc trinh tr SEQ ID NO. 49 dén 68, hoic trinh tu bét ky c6 do
gidng it nhit 1a 80%, t6t hon 12 85%, 90%, 95% va 98% v&i SEQ ID NO. 49 dén 68;
va ba CDR chudi nhe chtra céc trinh tr SEQ ID NO. 1,2 va 3.

Thuat ngir “trinh tur bat ky ¢6 d6 gidng it nhét 1a 80%, tot hon 12 85%, 90%,
95% va 98% véi SEQ ID NO. 48 va 49 dén 68, dugc du dinh ding dé chi cac trinh
trr ¢6 ba CDR chudi ning SEQ ID NO. 4, 5 va 6 va, ngoai ra, c¢6 do gidng it nhét 13
80%, tot hon 12 85%, 90%, 95% va 98% vdi trinh tu ddy di SEQ ID NO. 48 va 49
dén 68 ngoai cac trinh ty trong g véi cac CDR (tic 1a. SEQ ID NO. 4, 5 va 6).

Nhiam 1am 5 hon, bang 3¢ dudi ddy tom tit cac trinh tu axit amin khac nhau
tuong ng v6i chubi ning (VH) cia protein gin két khang nguyén duoc lam gidng

nhu ciia ngudi theo sang ché (véi Hz. = duoc 1am giéng nhu ctia ngudi).
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Béang 3¢

Phién ban SEQ ID NO.
lién Ung 48
VH1 49
VH1 M391 50
VHI1 W55R N66K 51
VHI 184S 52
Hz1613F12 VH VHI1 S85N 53
VH1 184N S85N 54
VH2.1 55
VH2.1 Q3H 56
VH2.1 W55R 57
VH2.1 N66K 58
VH2.1 W55R N66K 59
VH2.1 R80S 60
VH2.1 N66K R80S 61
VH2.2 62
VH2.2 M89L 63
VH2.3 64
VH2.3 W55R 65
VH2.3 Q3H W55R 66
VH2.4 67
VH3 68

Theo mdt phuong 4n cua sang ché, protein gin két khang nguyén, hoic doan

gin két khang nguyén ctia né, chtra mién thay d6i chudi ning dugc chon tir nhém

bao gom:

i) mién thay ddi chubi nang co trinh ty SEQ ID NO. 8 hogc trinh tu bét ky ¢6

d6 giéng it nhét 1a 80% véi SEQ ID NO.8;

i) mién thay d6i chudi nang c6 trinh ty SEQ ID NO. 48 hogc trinh tu bét ky

c6 @) gibng it nhét 1a 80% véi SEQ ID NO. 48; va
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iii) mién thay ddi chudi ning c6 trinh tr SEQ ID NO. 49 dén 68 hoic trinh tur
bat ky c6 do gidng it nhét 1 80% vé6i SEQ ID NO. 49 dén 68. |

Theo mdt phuong 4n cia sang ché, protein gin két khang nguyén, hoic doan
gin két khang nguyén cia nd, chtra mién thay ddi chubi nhe c6 trinh tu
SEQ ID NO. 36, hoic trinh tir bat ky c6 do gidng it nhét 1a 80%, tét hon 1a 85%,
90%, 95% va 98% véi SEQ ID NO. 36; va mién thay d6i chudi ning c6 trinh tuw SEQ
ID NO. 48, hoic trinh trr bit ky c6 d6 gidng it nhét 12 80%, t6t hon 1a 85%, 90%,
95% va 98% v6i SEQ ID NO. 48.

Theo phuong 4n khéc ctia sang ché, protein gén két khang nguyén, hodc doan
gén Kkét khéng nguyén cua no, chira mién thay dbi chudi nhe c6 trinh tu duge chon tir
nhém chira c4c trinh ty SEQ ID NO. 37 dén 47, hodc trinh tu bit ky c6 do gidng it
nht la 80%, tét hon 1a 85%, 90%, 95% va 98% véi SEQ ID NO. 37 dén 47; va mién
thay dbi chudi ndng co trinh tu dugc chon tir nhom chira céc trinh ty SEQ ID NO. 49
dén 68, hoc trinh ti bat ky c6 do gidng it nhét 13 80%, t&t hon 1a 85%, 90%, 95% va
98% véi SEQ ID NO. 49 dén 68.

Theo mot phuong 4n clia sang ché, protein gén két khang nguyén, hoic doan
gin két khang nguyén cta no, bao gdm:

i) mién thay d6i chudi nhe c6 trinh tr SEQ ID NO. 7, 36 hodc 37 dén 47 hoic
trinh tu bat ky c6 d6 gidng it nhét 1 80% v&i cac trinh tr SEQ ID NO.7, 36 hodc 37
dén 47;va

ii) mién thay déi chudi ning c6 trinh tr SEQ ID NO. 8, 48 hoic 49 dén 68
hozc trinh tir bét ky c6 d6 giéng it nhit 12 80% véi cac trinh ty SEQ ID NO.8, 48
hozc 49 dén 68.

Theo mét khia canh, sang ché dé cip dén axit nucleic phan 14p khac biét & chd
axit nay dugc chon trong sb cac axit nucleic sau (bao gdm ma di truyén thoai hoa bit
ky):

a) axit nucleic ma hod protein gin két khang nguyén, hodc doan gin két
khang nguyén cia né theo sang ché;

b) axit nucleic bao gbm:

- trinh ty axit nucleic dugc chon tir nhom chira cac trinh ty SEQ ID NO. 15
dén 28 va 69 dén 99, hogc

- trinh tur axit nucleic bao gdm 6 trinh tu axit nucleic SEQ ID NO.: 15 dén
20, hoic
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- trinh tyu axit nucleic bao gE‘)m hai trinh tir axit nucleic SEQ ID NO.: 21, 22,
hodc hai trinh tu axit nucleic dugc chon tir mot phén tir SEQ ID NO.: 69 dén 79 va
phén con lai tir SEQ ID NO : 80 to 99;

¢) axit nucleic bd trg cho axit nucleic nhu dugc xac dinh & muc a) hodc b);

va

d) axit nucleic, tot hon 13 ¢6 it nhit 18 nucleotit, c6 kha nang lai hoa trong

cac diéu kién rit nghiém ngit v6i trinh ty axit nucleic nhu duoc x4c dinh trong phan
a) hodc b), hodc v6i trinh tir c6 d6 gibng it nhat 13 80%, tot hon 1 85%, 90%, 95%

va 98% sau khi xép théng hang t6i wu véi trinh ty axit nucleic nhu duge x4c dinh

trong phéan a) hoic b).

Bang 4a dudi ddy tém tit cic trinh tu nucleotit khac nhau lién quan dén

protein gin két theo sang ché (véi Mu. = Chudt).

Béang 4a
Pénh sb - ..
Chuoi nang Chuoi nhe SEQ ID NO.

CDR
CDR-L1 15
CDR-L2 16
CDR-L3 17

IMGT
CDR-H1 18
CDR-H2 19
CDR-H3 20
CDR-L1 23

1613F12

CDR-L2 24
CDR-L3 25

Kabat
CDR-H1 26
CDR-H2 27
CDR-H3 28
Mién thay d6i Mu. 21

Mién thay d6i Mu. | 22
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Nhim 1am 16 hon, bang 4b dudi day tom tit cc trinh tu nucleotit khic nhau
tuong tmg vé6i chudi nhe (VL) protein gin két khang nguyén dugc 1am giéng nhu

cua nguoi theo séng che (véi Hz. = duge 1am giong nhu ciia nguoi).

Bang 4b
Phién ban SEQ ID NO.
VLI 69
VL1 12V 70
VL1 M4l 71
VL2.1 72
VL2.1 V49T 73
Hz1613F12 VL VL2.1 P50N 74
VL2.2 75
VL2.2 V49T 76
VL2.2 P50N 77
VL2.3 78
VL3 79

Nhim 1am rd hon, bang 4c dudi ddy tém tit cac cac trinh tr nucleotit khac
nhau trong tmg véi chudi ning (VH) protein gin két khang nguyén duoc lam gidng

nhu cua nguoi theo sdng ché (véi Hz. = dugce 1am giong nhu cua nguoi).

Bang 4c

Phién ban SEQ ID NO.
VHI 80
VH1 M391 81
VH1 W55R N66K 82
VHI1 184S &3
VH1 S85N &4
VHI 184N S85N 85
VH2.1 86
VH2.1 Q3H &7
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Hz1613F12 VH VH2.1 W55R 88
VH2.1 N66K &9
VH2.1 W55R N66K 90
VH2.1 R80S 91
VH2.1 N66K R80S 92
VH2.2 93
VH2.2 M89L 94
VH2.3 95
VH2.3 W55R 96
VH2.3 Q3H W55R 97
VH2.4 : 98

VH3 99

Céac thuit ngir “axit nucleic”, “trinh ty nucleic”, “trinh tu axit nucleic”,
“polynucleotit”, “oligonucleotit”, “trinh tu polynucleotit” va “trinh ty nucleotit”,
dugc st dung thay cho nhau trong ban mo ta nay, dugc dung dé chi trinh tu cu thé
ctia nucleotit, dugc cai bién hodc khong dugc cai bién, x4c dinh doan hodc ving ciia
axit nucleic, chira hoidc khong chira nucleotit khong c6 trong tu nhién, va 148 AND soi
kép, ADN soi don hoic cac san phdm phién mi ctia ADN nay.

Céc trinh tu theo séng ché duoc phan 1ap va/hoic tinh ché, tirc 1a chiing duoc
14y mAu mét cach tryc tiép hodc gian tiép, vi du bing cach sao chép, mdi trudng clia
ching dugc cai bién it nhat mot phan. Cac axit nucleic phan 1ap thu dugc bang k¥
thuat di truyén tai to hop, br?mg phuong tién, vi du, cac té bao vat cha, hoic thu dugc
bang cach tdng hop hoa hoc ciing duoc dé cap trong ban mo ta nay.

Thuat ngir "c4c trinh tr nucleic ¢6 phan trim do gidng it nhét 1 80%, t6t hon
13 85%, 90%, 95% va 98%, sau khi xép thing hang t6i wu véi mét trinh tuw duge wu
tién" dé chi céc trinh ty nucleic, ung véi mét trinh ty nucleic tham chiéu, c6 mot vai
cai bién nhu, cu thé 13, doan khuyét, ph?m cut, ph?ln nhé ra, dung hgp thé kham
va/hodc phén tir thé, dic biét 1a 16m dém. Tét hon 13, chiing 14 c4c trinh ty ma ching
ma héa cho céc trinh tir axit amin giéng nhu trinh ty di chimg, diéu nay lién quan
téi su thoai bién cua ma di truyén, hodc céc trinh tu bd tro c6 thé lai héa dic thu
cling voi céc trinh tr d6i chimg, t6t hon 13 dudi cac diéu kién rat nghiém ngit, dic

biét 1a nhu dugce xac dinh & dudi.
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Qua trinh lai héa dudi cac didu kién rat nghiém ngét dé chi rang cac diéu kién
lién quan téi nhiét d6 va cudng do6 ion dugc chon loc dé sao cho ching cho phép su
lai héa dugc duy tri giita hai doan ADN bd trg. Chi nhim muc dich minh hoa, cac
diéu kién rat nghiém ngit cia budc lai héa nhim muc dich xac dinh cic doan
polynucleotit néu trén 1a c6 lgi nhu duédi day.

Su lai héa ADN-ADN hoic ADN-ARN dugc tién hanh trong hai bude: (1)
tién lai héa & 42°C trong ba gidr trong chit dém phosphat (20mM, d6 pH = 7,5) chira
5X SSC (IX SSC tuong g vdi dung dich gém 0,15M NaCl + 0,015M natri xitrat),
50% formamit, 7% natri dodexyl sulfat (SDS), 10X Denhardt, 5% dextran sulfat va
1% ADN tinh c4 hdi; (2) lai hoa trong 20 gio ¢ nhiét do tuy thudc vao dd dai cua
doan do (tirc 1a: 42°C dbi vé6i doan dod c6 d6 dai >100 nucleotit) dugc tiép sau badi hai
14n rira 20 phut & 20°C trong 2X SSC + 2% SDS, mdt 14n rira 20 phut & 20°C trong
0,1X SSC + 0.1% SDS. Lén rira cubi dugc tién hanh trong 0,1X SSC + 0,1% SDS
trong 30 phut & 60°C d6i v6i doan do c6 do dai >100 nucleotit. Cac diéu kié€n lai hda
rit nghiém ngit néu trén dbi véi mot polynucleotit ¢ kich ¢ da xac dinh c6 thé
dugc 1am thich tmg boi ngudi 6 hidu biét trung binh trong linh vire k§ thuat nay cho
céc oligonucleotit dai hon hozc ngén hon, theo cac phuong phép duge mé ta trong 4n
- phim: Sambrook, et al (Molecular cloning: a laboratory manual, Cold Spring Harbor
Laboratory; 3rd edition, 2001).

Sang ché ciing @& cép dén vecto chura axit nucleic nhu duge md ta trong sang
ché.

Sang ché dic biét dé cap dén cic vecto tao dong v tinh vi/hodc biéu hién
chtra trinh tu nucleotit nhur vay.

Tét hon, néu cac vecto theo sang ché chira cic ddu hiéu ma né cho phép bidu
hién va/hodc tiét cac trinh tu nucleotit trong mot té bao chi nhét dinh. Do vay, vecto
nay phai chira gen khéi dau, cac tin hidu khoi dau va két thic dich m4, cling nhu cac
ving diéu hoa phién ma thich hop. N6 c6 thé phai duoc duy trinh mot cach thich hop
trong té bao chu va tuy y co thé c6 céc tin hiéu dic hiéu dic ta su tiét cla protein
dich ma. C4c d4u hiéu khic nhau nay duoc chon loc va duoc téi ru héa boi ngudi c6
hiéu biét trung binh trong linh vwc k§ thuat nay tdy thudc vao té bao chu duge st
dung. Nhim muc dich nay, céc trinh tr nucleotit c6 thé dugc xen chinh trong céc vét
chu dugce chon hodc 1a céc vat cha tich hop cia cac vat chu dugce chon.

Céc vecto nhu vdy dugc diéu ché bing cic phuong phép thudng duoc st
dung bdi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k§ thudt nay va cic dong vo
tinh thu duge c6 thé dugc dua vio vét chu thich hop bing cic phuong phép tiéu
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chudn nhu phuong phép lipofection (boc vét liéu trong mang liposom), phuong
phép duc 16 bang xung dién, cac phuong phap xdc nhiét hodic cic phuong phip hoéa
hoc.

Céac vecto gdm, vi du, cic vecto c6 ngudn gbc plasmit hodc virut. Chiing
thuong duoc ding dé bién nap cac té bao chi dé tao dong vo tinh hoic biéu hién cac
trinh tur nucleotit theo sang ché.

Sang ché con d& xuét cac té bao chu duge bién nap bdi hodc chira vecto nhu
dugc mé ta trong sang ché.

Té bao chu c6 thé dugc chon trong sb cc hé nhén rai rac hodc nhan dién hinh
nhu céc té bao vi khudn, vi du, va ca cac té bao ndm men hodc té bao dong vat, dac
biét 1a té bao dong vat c6 vu (trir ngudi). Té bao con tring hodc thuc vét té bao cling
c6 thé dugc sir dung.

Séang ché ciing dé cap dén dong vat, khong phai ngudi, c6 té bao di duoc bién
nap theo sang ché.

Theo khia canh khéc, sang ché @ cip dén phuong phap san xut protein gin
két khang nguyén theo sang ché, hoic doan gin két khang nguyén clia n6, khac biét
& chd, phuong phap nay bao gdm céc budc sau:

a) nudi cdy trong moi trudng ¢ cac diéu kién nudi cdy thich hop ddi voéi té
bao chu theo sang ché; va

b) thu hdi protein gin két khang nguyén, hodc mdt trong s cac doan gin két
khang nguyén cia nod, di dugc tao ra nhu vy tir mdi trudng nudi ciy hoic tir cac té
bao da duoc nudi cly néu trén.

Céc té bao da bién nap theo sang ché dugc ding trong cic phuong phéap dé
diéu ché cac cac protein gin két khang nguyén tai t6 hop theo sang ché. Cac phuong
phap didu ché cac protein gin két khang nguyén theo sang ché & dang tai t6 hop, dic
trung & chd, cac phuong phap nay sir dung vecto va/hoic té bao dugc bién nap bai
vecto theo sang ché, cling ndm trong pham vi clia sang ché. Tét hon 13, t& bao dugc
bién nap béi vecto theo sang ché dugc nudi cdy dudi cac didu kién cho phép su biéu
hién ctia c4c protein gin két khang nguyén néu trén va thu hdi protein tai té hop néu
trén. '

Nhu néu & trén, té bao chu c6 thé dugc chon trong s6 céc hé nhan rai rac holic
nhan dién hinh. Cu thé 13, c6 thé nhan dién cac trinh ty nucleotit theo sang ché tao
didu kién thuén lgi cho su tiét trong mot hé nhan rai rdc hodc nhan dién hinh nhu

véy. Vit truyén theo sang ché mang mét trinh tir nhu do d6 ¢6 thé dugc sir dung theo
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cach c6 loi @é san xuét cac protein tai td hop can dugc tiét. Qua thuc, viéc tinh ché
céc protein tai t hop duoc quan tim nay s& duogc tao thuin loi nhd viéc ching c6
mit trong dich ndi bén trén ciia mdi trudng nudi ciy té bao thay vi nim bén trong
céc té bao chi.

Cac protein gin két khang nguyén theo sang ché ciing c6 thé duoc didu ché
bang cach tdng hop hoa hoc. Mot phuong phép diéu ché nhu vay ciing 14 mot muc
dich cta sang ché. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ky thuit nay da biét
cac phuong phap dé tbng hop hoa hoc, nhur cac ky thuét pha rén (xem 4n pham:
Steward et al, 1984, Solid phase peptides synthesis, Pierce Chem. Company,
Rockford, 111, 2nd ed., pp 71-95) hodc cac k¥ thuat pha rén mét phin, bing cach
tring ngung cac doan hodc bing phuong phap tdng hop thong thudng trong dung
dich. Cac polypeptit dugc tao ra bing cich tong hop hoa hoc va c6 kha ning chira
cac axit amin khong c6 trong tur nhién tuong tmg cling ndm trong pham vi clia sing

7
A

ché.

Protein gin két khang nguyén, hoic doan gin két khang nguyén ciia né, c6 thé
thu dugc bing phuong phap theo sang ché ciing dugc bao gdm trong sang ché.

Theo khia canh cu thé, sang ché d& cip dén protein gin két khang nguyén,
hoic doan gin két khang nguyén ctia né, nhu néu trén dé ding 1am chat dinh dia chi
dé van chuyén tac nhin gdy doc té bao & vi tri dich trén vét chu, vi tri dich trén vat
chit néu trén bao gdm epitop nim trong mién ngoai bao protein Axl, tt hon 1a mién
ngoai bio protein Axl & ngudi, tot hon nita 1 mién ngoai bao protein Axl & ngubri.cé
trinh ty SEQ ID NO. 31 hodc 32, hoc trinh ty bién thé ty nhién ctia né.

Theo phuong én wu tién, vi tri dich trén vat cht néu trén 1a vi tri dich cla té
bao dong vat cé vu, t5t hon nira 1a cua té bao nguoi, tdt hon nira 14 cac té bao xuit
hién tw nhién hofic béng cch tai t6 hop di tuyén, biéu hién protein Axl.

Sang ché dé cap dén thé tiép hop mién dich bao gbm protein gin két khang
nguyén nhu duge md ta trong ban md ta nay duogc tiép hop véi tac nhan giy doc té
bao. A

Trong ban mé ta ndy, thuét ngir “thé tiép hop mién dich” hoic “thé tiép hop-
mién dich” n6i chung dugce ding dé chi hop chit chira it nhit chit dinh dia chi dugc
lién két vat ly véi mdt hoac nhidu tac nhén tri liéu, do vay tao nén hgp chét dugc

hudng dich & muc dg cao.
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Theo phuong 4n wu tién, cac tic nhan trj liéu nhu vay bao gdm chat gy doc té
bao.

Thuat ngir “tic nhan gy ddc t€ bao” hoic “gdy doc té bao”, duoc ding dé chi
tac nhén, khi dugc cung cép cho dbi twong, c6 tac dung diéu tri hodc ngin ngira su
phat trién ctia qué trinh ting sinh té bao, tot hon 1a sy phat trién clia bénh ung thu
trong co thé cia dbi twong, bing cach rc ché hoic ngin ngira chirc ning té bao
va/hoidc gay chét té bao.

Nhiéu chét gay doc t& bao da dugc phan 14p hodc duge tng hop va dé 1am
cho n6 c6 thé e ché qua trinh tdng sinh cta té bao, hodc pha hoai hodc lam giam,
néu khong hoan toan, thi it nhat ciing 13 dang k& cac t& bao khbi u. Tuy nhién, hoat
tinh gdy doc cuia cac tic nhan nay khéng chi gii han &, cac té bao khéi u, va cac té
bao khong phai 1a khéi u ciing bi tac dong va c¢6 thé bi pha huy. Cu thé hon, cic tic
dung phu dugc quan sét trén cac té bao thay méi nhanh, nhu cac t€ bao tao huyét
hodc cac té bao biéu mo, cu thé & cac mang niém dich. Bﬁng cach minh hoa, céc té
bao thudc dai da day-rudt bj anh huéng 16n do sir dung chét gdy doc té bao nhu vay.

Mot trong nhitng muc dich cia sang ché ciing nhim d& xuét tac nhan giy doc
té€ bao cho phép c6 thé han ché cac tic dung phu dén cac té bao binh thudng trong
khi déng thoi giit duoc doc tinh gy ddc té bao cao dbi véi cac té bao khéi u.

Cu thé hon, t6t hon néu tac nhan gy doc té bao co thé bao gdbm, nhung khong
chi gi¢i han &, thudc (tirc 1 “thé tiép hop khang thé-thudc™), doc t6 (tirc 1a “ddc td
mién dich” hoic “thé tiép hop khang thé-doc t6”), ddng vi phong xa (tirc 12 “thé tiép
hop mién dich phéng xa” hoic “thé tiép hop khang thé-ddng vi phong xa”), v.v..

Theo phuong 4n wu tién thir nhét cia sdng ché, thé tiép hop mién dich bao
gbm protein gan két duoc lién két vai it nhat thudc hodc duge phdm. Thé tiép hop
mién dich nhu vdy duoc goi 1a thé tiép hop khang thé-thudc (hoic “ADC™) khi
protein gén két 1 khang thé, hodc doan gin két khang nguyén cia no.

Theo phuong 4n thtr nhét, thudc nhu vay c6 thé durge md ta theo kiéu tac dung
ctia n6. Dé 1am vi du khong 1am giéi han pham vi ciia sang ché, c6 thé ké dén chét
alkyl héa nhu mu tac nito, alkyl-sulfonat, nitrosoure, oxazophorin, aziridin hodc
imin-etylen, chit chéng chuyén ho4, chét khang sinh khang khéi u, chét @c ché giam
phan, chét trc ché chirc ning nhiém séc, chit chéng tao mach, khang estrogen, khang
androgen, cac tdc nhan chelat ho4a, chit kich thich hép thu iron, chét tc ché

yyclooxyaza, chét trc ché phosphodiesteraza, chit rc ché ADN, chét e ché tong
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hop ADN, cic chét kich thich chét theo chuong trinh, chét trc chés thymidylat, chat
trc ché té bao T, chét cha van interferon, chit trc ché Ribonucleosit triphosphat
reductaza, chit Gc ché aromataza, chéit ddi khéng thu thé estrogen, chit e ché
tyrosin kinaza, chét trc ché chu trinh té bao, Taxan, chit &rc ché Tubulin, chét Gc ché
tao mach, chét kich thich dai thuc bao, chit d6i khang thu thé Neurokinin, chat chi
van thu thé Cannabinoid, chit cha van thu thé Popamin, chét chi van yéu t§ kich
thich bach ciu hat, chit chu van thu thé Erythropoietin, chit chi van thu thé
somatostatin, chit cha vAn LHRH, chit cam ung canxi, chit dbi khang thu thé
VEGF, chit d6i khang thu thé interleukin, chit (rc ché té bao huy xuong, cic chét
kich thich tao gbc, chit dbi khang thu thé endothelin, Vinca alkaloit, khang hormon
hodc cac chit diéu bién mién dich hodc thudc méi khac bit ky dap tmg duoc tiéu
chuén hoat tinh gdy doc té bao hoic doc td.

Céc thudce 13, vi du, dugc trich din trong VIDAL 2010, & trang danh cho cac
hop chét thude ¢t ung thu va huyét hoc “Cytotoxics”, cic hop chit giy doc té bao
dugc trich din trong tai liéu ndy, trong don nay dugc xem nhur 14 chét gdy doc té bao
uu tién.

Cu thé hon, cac thubc duoc wu tién theo sang ché 13, nhung khong chi gidi
han &, cac thuéc sau: mecloetamin, clorambucol, melphalen, clorydrat, pipobromen,
prednimustin, disodic-phosphat, estramustin, xyclophosphamit, altretamin,
trofosfamit, sulfofosfamit, ifosfamit, thiotepa, trietylenamin, altetramin, carmustin,
streptozoxin, fotemustin, lomustin, busulfan, treosulfan, improsulfan, dacarbazin,
cis-platin, oxaliplatin, lobaplatin, heptaplatin, miriplatin hydrat, carboplatin,
metotrexat, pemetrexed, S-floruraxil, floxuridin, S5-flodeoxyuridin, capexitabin,
xytarabin, fludarabin, xytosin arabinosit, 6-mercaptopurin (6-MP), nelarabin, 6-
thioguanin (6-TG), clodesoxyadenosin, 5-azaxytidin, gemxitabin, cladribin,
deoxycoformyxin, tegafur, pentostatin, doxorubixin, daunorubixin, idarubixin,
valrubixin, mitoxantron, dactinomyxin, mithramyxin, plicamyxin, mitomyxin C,
bleomyxin, procarbazin, paclitaxel, doxetaxel, vinblastin, vincristin, vindesin,
vinorelbin, topotecan, irinotecan, etoposit, valrubixin, amrubixin hydroclorua,
pirarubixin, elliptinium axetat, zorubixin, epirubixin, idarubixin va teniposit,
razoxin, marimastat, batimastat, prinomastat, tanomaétat, ilomastat, CGS-27023A,
halofuginon, COL-3, neovastat, thalidomit, CDC 501, DMXAA, L-651582,
squalamin, endostatin, SU5416, SU6668, interferon-alpha, EMD121974, interleukin-
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12, IM862, angiostatin, tamoxifen, toremifen, raloxifen, droloxifen, iodoxyfen,
anastrozol, letrozol, exemestan, flutamit, nilutamit, sprironolacton, xyproteron
axetat, finasterit, ximitidin, bortezomit, Velcade, bicalutamit, xyproteron, flutamit,
fulvestran, exemestan, dasatinib, erlotinib, gefitinib, imatinib, lapatinib, nilotinib,
sorafenib, sunitinib, retinoit, rexinoit, metoxsalen, metylaminolevulinat, aldesleukin,
OCT-43, denileukin diflitox, interleukin-2, tasonermin, lentinan, sizofilan,
roquinimex,’ pidotimod, pegademaza, thymopentin, poly I:C, procodazol, Tic BCG,
corynebacterium parvum, NOV-002, ukrain, levamisol, 1311-chTNT, H-101,
xelmoleukin, interferon alfa2a, interferon alfa2b, interferon gammala, interleukin-2,
mobenakin, Rexin-G, texeleukin, aclarubixin, actinomyxin, arglabin, asparaginaza,
carzinophilin, crommyxin, daunomyxin, leucovorin, masoprocol, neocarzinostatin,
peplomyxin, sarkomyxin, solamargin, trabectedin, streptozoxin, tesfosteron,
kuncafechin, sincatechin, alitretinoin, belotecan hydroclorua, calusteron,
dromostanolon, elliptinium axetat, ethinyl estradiol, etoposit, floxymesteron,
formestane, fosfetrol, goserelin axetat, hexyl aminolevulinat, histrelin,
hydroxyprogesteron, ixabepilon, leuprolit, medroxyprogesteron axetat, megesterol
axetat, metylprednisolon, metyltestosteron, miltefosin, mitobronitol, nadrolon
phenylpropionat, norethindron axetat, prednisolon, prednison, temsirrolimus,
testolacton, triamconolon, triptorelin, vapreotide axetat, zinostatin stimalamer,
amsacrin, arsen trioxit, bisantren hydroclorua, clorambuxil, clortrianisen, cis-
diammindicloplatin,  xyclophosphamit,  dietylstilbestrol, = hexametylmelamin,
hydroxyure, lenalidomit, lonidamin, meclotanamin, mitotan, nedaplatin, nimustin
hydroclorua, pamidronat, pipobroman, porfimer natri, ranimustin, razoxan, semustin,
sobuzoxan, mesylat, trietylenmelamin, axit zoledronic, camostat mesylat, fadrozol
HCI, nafoxidin, aminoglutetimit, carmofur, clofarabin, xytosin arabinosit, dexitabin,
doxifluridin, enoxitabin, fludarabn phosphat, flouraxil, ftorafur, uraxil mustard,
abarelix, bexaroten, raltiterxed, tamibaroten, temozolomit, vorinostat, megastrol,
clodronat dinatri, levamisol, ferumoxytol, sit isomaltosit, xelecoxib, ibudilast,
bendamustin, altretamin, mitolactol, temsirolimus, pralatrexat, TS-1, dexitabin,
bicalutamit, flutamit, letrozol, clodronat dinatri, degarelix, toremifen xitrat, histamin
dihydroclorua, DW-166HC, nitracrin, dexitabin, irinoteacn hydroclorua, amsacrin,
romidepsin, tretinoin, cabazitaxel, vandetanib, lenalidomit, axit ibandronic,

miltefosin, vitespen, mifamurtit, nadroparin, granisetron, ondansetron, tropisetron,
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alizaprit, ramdsetron, dolasetron mesilat, fosaprepitant dimeglumin, nabilon,
aprepitant, dronabinol, TY-10721, lisuride hydro maleat, epixeram, deﬁbrotit,
dabigatran  etexilat, filgrastim, pegfilgrastim, reditux, epoetin, molgramostim,
oprelvekin, sipuleucel-T, M-Vax, axetyl L-carnitin, donepezil hydroclorua, axit 5-
aminolevulinic, metyl aminolevulinat, xetrorelix axetat, icodextrin, leuprorelin,
metbylphenidat, octreotit, amlexanox, plerixafor, menatetrenon, anetol dithiolethion,
doxercalxiferol, xinacalxet hydroclorua, alefaxept, romiplostim, thymoglobulin,
thymalfasin, ubenimex, imiquimod, everolimus, sirolimus, H-101, lasofoxifen,
trilostan, incadronat, gangliosit, pegaptanib octanatri, vertoporfin, axit minodronic,
axit zoledronic, gali nitrat, alendronat natri, etidronat dinatri, dinatri pamidronat,
dutasterit, natri stibogluconat, armodafinil, dexrazoxan, amifostin, WEF-10,
temoporfin, darbepoetin alfa, anxestim, sargramostim, palifermin, R-744,
nepidermin, oprelvekin, denileukin diftitox, crisantaspase, buserelin, deslorelin,
lanreotit, octreotit, pilocarpin, bosentan, calicheamixin, maytansinoit va xiclonicat.

Dé biét day da hon, ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat ndy
c6 thé tham khao tai liu: “Association Francaise des Enseignants de Chimie
Thérapeutique” va “traité de chimie thérapeutique, vol. 6, Médicaments
antitumoraux et perspectives dans le traitement des cancers, edition TEC & DOC,
2003”.

Theo phuong 4n wu tién thir hai ctia sang ché, thé tiép hop mién dich bao gbém
protein gén két dugc lién két vai it nhat ddng vi phong xa. Thé tiép hop mién dich
nhu vdy dugc goi 1a thé tiép hop khang thé-ddng vi phong xa (hodc “ARC”) khi
protein gin két 1a khang thé, hoic doan gin két khang nguyén cua no.

Dé pha huy chon loc khéi u, khang thé ¢ thé chira nguyén tir c6 d6 phong xa
cao. Nhiéu dong vi phéng‘ xa sin c6 dé tao ra ARC nhu, nhung khong chi gi6i han 6,
AR CB NS, 0V 1Y, 1B, 18 1125 1p!11 v Re®. Re!®®, Sm!S?, tc¥m, B2,
P*2, Pb?"2, cac ddng vi phéng xa ciia Lu, gadoli, mangan hogc sit.

Céc phuong phap hodc quy trinh bat ky da biét ddi v6i ngudi c6 hidu biét
trung binh trong linh vuc k¥ thuét ndy c6 thé dugc sir dung dé hop nhit dong vi
phong xa nhu vdy trong ARC (xem, vi du “Monoclonal Antibodies in
Immunoscintigraphy”, Chatal, CRC Press 1989). Pé 1am vi du khéng mang tinh giéi

han, tc”’m hoac 1123, Re186, Re!® va In'!! ¢ thé dugc gan vao qua goc xystein. Y ¢6

-38-



25904

' ¢6 thé dugce gén vao bang cach str dung phuong

~ thé duoc gén vao qua gde lysin.
phép IODOGEN (Fraker et al (1978) Biochem. Biophys. Res. Commun. 80: 49-57).

Mot s6 vi du c6 thé duoc ké dén @& minh hoa kién thirc ciia ngudi c6 hiu biét
trung binh trong linh vgc ARC nhu Zevalin® 13 ARC chtra khang thé don dong
khang CD20 va ddng vi phong xa In'" hodc Y*° dugc gén két bang phan tir lién két-
chét chelat thioure (Wiseman et at (2000) Eur. Jour. Nucl. Med. 27(7):766-77;
Wiseman et al (2002) Blood 99(12):4336-42; Witzig et at (2002) J. Clin. Oncol.
20(10):2453-63; Witzig et al (2002) J. Clin. Oncol. 20(15):3262-69); hoac
Mylotarg® chita khéng thé khang CD33 dugc lién két véi calicheamixin, (US
4,970,198; 5,079,233; 5,585,089; 5,606,040, 5,693,762 5,739,1 16; 5,767,285;
5,773,001). Gan day hon, ciing c6 thé ké dén ADC dugc goi la Adcetris (twong tng
v6i Brentuximab vedotin) ma gin ddy da dugc FDA chip nhin @ diéu tri u bach
huyét Hodgkin (Nature, vol. 476, pp380-381, 25 August 2011).

Theo phuong 4n wu tién thir ba ctia sang ché, thé tiép hop mién dich bao gdbm
protein gan két dugc lién két v6i it nhit doc t6. Thé tiép hop mién dich nhur vay dugc
goi 12 thé tiép hop khang thé-doc t6 (hodc “ATC”) khi protein gin két 1a khang thé,
hoaé doan gén két khang nguyén cua né.

Céc doc tb 1a cac chét doc ddc hicu va cé hi€u qua dugc tao ra tir cac sinh vét
sdng. Chung thudng chira mach axit amin c6 trong lwong phan tir c6 thé thay ddi
trong khoang tir hai trim (peptit) dn m6t trdim nghin (protein). Chiing cfing c6 thé 1a
céc hop chét hitu co phan tir tha“'lp. Céac doc td dugc tao ra béi nhiéu sinh vat, vi du, vi
khuén, nidm, tdo va thuc vat. Nhiéu chét trong sb chung 1a cuc doc, c6 doc tinh 16n
gAp vai 1an so véi cac tac nhan gdy doc thin kinh.

Céc ddc td dugce sir dung trong ATC c6 thé bao gdm, nhung khong chi gi6i

“han ¢, tat ca céc loai doc td co thé gdy ra tac dong gay doc té bao b?mg cac co ché
bao gdm gén két tubulin, gén két ADN, hoic trc ché topoisomeraza.

Céac doc t§ c6 hoat tinh enzym va cac doan ciia né c6 thé duge st dung bao
gdm chudi diphtheria A, céc doan c6 hoat tinh khong gin két c6 doc 6 diphtheria,
chudi exotoxin A (tir Pseudomonas aeruginosa), chudi rixin A, chudi abrin A, chudi
modeccin A, alpha-sarcin, protein Aleurites fordii, protein dianthin, protein
Phytolaca americana (PAPI, PAPII, va PAP-S), chit tc ché momordica charantia,
curcin, crotin, chit (¢ ché sapaonaria officinalis, gelonin, mitogellin, restrictocin,

phenomyxin, enomyxin, va tricothexen.
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Céac doc tb phan tr nho, nhu dolastatin, auristatin, trichothecene, va CC1065,
va cac din xuét cta cic doc tb ndy co6 hoat tinh gdy ddc, cling duge du dinh thugc
pham vi ctia sang ché. Dolastatin va auristatin d4 cho thdy lam 4nh huéng dén chirc
ning vi quéan, qué trinh thily phan GTP, va qua trinh phén chia nhan va té bao va ¢
hoat tinh diéu tri ling thu va khang nim. _

"Phén tir lién két", "don vi lién két", hodc "lién két" duoc ding dé chi gbc hoa
hoc bao gdm lién két cong hoa tri hodc mach gdm cac hguyén tir gn két theo kiéu
cOng hoa tri protein gén két vé6i it nhat mot tic nhan gy doc té bao.

Phan tir lién két c6 thé dugc tao ra bﬁng cach st dung nhiu chit lién hop
protein hai nhém chirc nhu N-sucxinimidyl-3-(2-pyridyldithio) propionat (SPDP),
sucxinimidyl-4-(N-maleimidometyl)xyclohexan-1-cacboxylat (SMCC), iminothiolan
(IT), d4n xuét hai nhém chirc cta imidoeste (nhu dimetyl adipimidat HCI), cAc este
¢6 hoat tinh (nhu disucxinimidyl suberat), cic aldehyt (nhu glutaraldehyt), cac hop
chét bis-azido (nhur bis (p-azidobenzoyl) hexandiamin), dan xuét bis-diazo (nhu bis-
. (p-diazoniumbenzoyl)-etylendiamin), diisoxyanat .(nhu toluen 2,6-diisoxyanat), va
cic hop chit flo c6 hoat tinh bis (nhu 1,5-diflo-2,4-dinitrobenzen). Axit 1-
isothioxyanatobenzyl-3-metyldietylen triaminpentaaxetic dugc danh ddu Cacbon-14
(MX-DTPA) 1a chét chelat hoa duoc 14y 1am vi du dé lién hop céc tac nhan giy doc
té bao v4i hé dinh vi. Céc chét tao lién két ngang khéc c6 thé 1a BMPS, EMCS,
GMBS, HBVS, LC-SMCC, MBS, MPBH, SBAP, SIA, SIAB, SMCC, SMPB,
SMPH, sulfo-EMCS, sulfo-GMBS, sulfo-KMUS, sulfo-MBS, sulfo-SIAB, sulfo-
SMCC, va sulfo-SMPB, va SVSB (sucxinimidyl-(4-vinylsulfon)benzoat) c6 ban trén
thi truong (vi dy, & Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, Ill., U.S.A).

Phan tir lién két c6 thé 13 phén tir lién két “khong phén giai dugc” hoic “c6
thé phan giai duoc”.

Theo phwong 4n wu tién, n6 13 "phan tir lién két c6 thé phan gidi dugce" tao
diéu kién thuan loi cho viéc giai phong tac nhan giy doc té bao trong té bao. Vi du,
phén tir lién két khong bén trong axit, phan tir lién két nhay peptidaza, phan tir lién
két khong bén du6i anh sang, phin tir lién két chira nhom dimetyl hoic phan tir lién
két chira nhom disulfua c6 thé duoc st dung. Theo phuong 4n wu tién, phan tir lién
két c6 thé phén giai dugc trong céc diéu kién néi bao, sao cho su phan giai ciia phﬁn
tir lién két 1am giai phong tac nhan gy doc té bao ra khoi protein gén két trong moi

truong ndi bao.
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Vi du, theo mot s6 phuong 4n, phan tir lién két c6 thé phan giai duoc bing
chét phan giai c¢6 mit trong méi trLrb’ng ndi bao (vi dy, trong lysosom hodc endosom
hodc caveolea). Phan tir lién két c6 thé 13, vi du, phén tir lién két peptidyl dugc phan
giai boi enzym peptidaza hoidc proteaza ndi bao, bao gdm, nhung khong chi giéi han
&, proteaza lysosom hodc endosom. Thong thudng, phin tir lién két peptidyl it nhat
c6 chiéu dai gom hai axit amin hodc it nhit ba axit amin. Chit phan giai c6 thé bao
gbm céc cathepsin B va D va plasmin, tit ca trong s6 chiing déu c6 tac dung thiy
phan cac din xuét thudc dipeptit ddn dén viéc 1am giai phong thube c6 hoat tinh bén
trong cac té bao dich. Vi du, phan tir lién két peptidyl c6 thé phan gidi dugc bai
proteaza cathepsin-B phu thudc thiol, dugc biéu hién & muc do cao trong md ung
thu, c6 thé duge sir dung (vi du, phﬁn ttr lién két Phe-Leu hodc Gly-Phe-Leu-Gly).
Theo cac phuong 4n cu thé, phan tir lién két peptidyl c6 thé phan giai dugc baoi
proteaza ndi bao 1a phan tir lién két Val-Cit hodc phén tir lién két Phe-Lys. Mot uru
diém cta viéc sir dung phén giai protein ndi bao dé giai phong tac nhan gy doc té
bao 12 & chd chét nay thudong suy yéu khi tiép hop va d6 én dinh trong huyét thanh
ctia thé tiép hop nay thuong cao.

Theo phwong 4n khac, phan tir lién két c6 thé phan giai duoc 12 nhay véi pH,
tirc 14 nhay véi qua trinh thity phan & mot sb gia tri pH nhit dinh. Thong thuong,
phén tir lién két nhay v6i pH c6 thé thity phan trong cac diéu kién axit. Vi du, phan
tir lién két khong bén trong axit c6 thé thuy phén trong lysosom (vi du, hydrazon,
semicarbazon, thiosemicarbazon, cis-aconitic amit, orthoeste, axetal, ketal, hoac cac
chét twong tir) c¢6 thé duoc sir dung. Cac phén tir lién két nhu vy 1a twong ddi én
dinh trong cic diéu kién do pH trung tinh, nhu trong méu, nhung khong 6n dinh
trong moi truong c¢6 do pH dudi 5,5 hoac 5,0, xép xi 40 pH cua lysosom. Theo mot
s6 phuong 4n, phéan tir lién két c6 thé thiy phén 1 phén tir lién két thioete (nhu, vi
du, thioete duoc gin vao tac nhén tri liéu théng qua lién két axylhydrazon.

Theo phuong an khac, phan tir lién két c6 thé phan giai dugc trong cac didu
kién khtr (vi du, phan tir lién két disulfua). Nhiéu phdn tir lién két disulfua 1a da biét
trong linh vuc k¥ thuit nay, bao gﬁ‘)m, vi du, phf‘m tr lién két c6 thé dugc tao thanh
bang cach s dung SATA (N-sucxinimidyl-S-axetylthioaxetat), SPDP (N-
sucxinimidyl-3-(2-pyridyldithio)propionat), SPDB (N-sucxinimidyl-3-(2-
pyridyldithio)butyrat) va SMPT (N-sucxinimidyl-oxycarbonyl-alpha-metyl-alpha-(2-
pyridyl-dithio)toluen)- , SPDB va SMPT.
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Pé 1am vi du khéng mang tinh gi6i han v& phén tir lién két khong phan giai
dugc hodc “khong thé khi duge”, co thé k& dén 1a thé tiép hop mién dich
Trastuzumab-DM1 (TDM1) két hop trastuzumab v&i tic nhan héa tri liéu dugce lién
két, maytansin (Cancer Research 2008; 68: (22). November 15, 2008).

Theo phuong 4n wu tién, thé tiép hop mién dich theo sang ché c6 thé dugc tao
ra bing phwong phép bét ky da biét dbi véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc k¥ thuit nay nhu, nhung khong chi gigi han &, i) cho nhém &i nhan cda protein
gén két khang nguyén phan tmg vé6i phén tir lién két héa tri hai, tiép d6 13 phan tmg
v6i tc nhan gdy ddc té bao hodc ii) cho nhém 4i nhén cua tic nhan gy doc té bao
phan tmg v6&i phan tir lién két hoa tri hai tiép d6 1a phan g véi nhém 4i nhan cia
protein gén két khang nguyén.

Céc nhém 4i nhan trén protein gan két khéhg nguyén bao gém, nhung khong
chi giéi han &, nhém amin du tan N, nhém amin mach bén, vi du lysin, nhom thiol
mach bén, va hydroxyl dudng hodc cic nhém amin khi protein gin két khang nguyén
dugc glycosyl hoa. Amin, thiol, va cdc nhém hydroxyl 1a 4i nhan va c6é kha nang
phan tmg dé tao ra lién két cong héa tri v6i cac nhom wa dién tir trén gbc phan tir lién
két va phan tr lién két bao gdm, nhung khong chi giéi han &, cic este ¢6 hoat tinh
nhu cac nhom este NHS, cac este HOBt, haloformat, va axit halogenua; alkyl va
benzyl halogenua nhu haloaxetamit; cac aldehyt, cac keton, cacboxyl, va maleimit.
Protein gén két khang nguyén co thé disulfua gitra mach khir duge, tic 1a lién két ciu
xystein. Protein gin két khang nguyén c6 thé duoc tao kha ning phan tng dé lién
hop v&i phén tir lién két bang cach xir 1y v6i chat kit nhu DTT (dithiotreitol). Do
vy, mdi lién két ciu xystein s& tao ra, vé mit 1y thuyét, hai ai nhén thiol d& phan
mg. C4c nhém 4i nhan bd sung c6 thé dugc dua vao protein gin két khang nguyén
thong qua phan (mg bt ky da biét ddi v6i ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh
vire k¥ thuat nay. Dé 1am vi du khong mang tinh gi6i han, cdc nhém thiol dé phan
mg ¢6 thé duoc da vao protein gin két khang nguyén bing cach dua vao mdt hosdc
nhiéu gdc xystein.

Thé tiép hop mién dich ciing ¢6 thé duoc tao ra bang cach cai bién protein gin
két khang nguyén dé dua vao gbc wa dién tr, gbc nay co6 thé phan g vdi cac phén
tir thé 4i nhan trén phin tir lién két hodc tac nhan gay doc té bao. Cac gde dudng clia
protein gin két khang nguyén di duogc glycosyl hod c6 thé dugc oxy hoa dé tao ra

cac nhom andehit hoic keton ¢6 thé phan tmg v&i nhém amin ciia phan tir lién két
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hodc tac nhéan giy doc té bao. Cac nhém bazo imin Schiff thu dugc c6 thé tao ra lién
két dn dinh, hodc c6 thé dugc khir @ tao ra cac lién két amin 6n dinh. Theo mét
phuong 4n, phan tmg clia phin hydrat cacbon ciia protein gén két khang nguyén da
dugc glycosyl hoa véi galactoza oxidaza hodc natri meta-periodat c6 thé tao ra cac
nhém carbonyl (andehit va keton) trong protein c6 thé phan tmg vé6i cc nhém thich
hop trén thubc. Theo phuwong 4n khéc, cac protein chira cac gbc serin hoic threonin &
dau tan cing N c6 thé phan tmg v6i natri meta-periodat, dé tao ra andehit & vi tri axit
amin thir nhét.

Theo mdt s6 phuong 4n wu tién, don vi lién két ¢6 thé c6 cong thirc tbng quat
sau:

--Ta--Ww--Yy--

trong do:

-T- 14 don vi kéo dai mach;

a bang 0 hoic 1;

-W- 14 don vi axit amin;

w doc 14p 12 s6 nguyén ndm trong khoéang tir 1 dén 12;

-Y- 1a don vi dém;

y bang 0, 1 hoic 2.

Pon vi kéo dai mach (-T-), khi c6 mit, lién két protein gin két khang nguyén
v6i don vi axit amin (-W-). Cac nhém chirc hitu ich c6 thé c6 mit trén protein gin
két khang nguyén, hodc 1a mot cach tw nhién hodc bang phuong phap hoa hoc, bao
gébm nhom sulfhydryl, amin, hydroxyl, anome hydroxyl cta hydrat cacbon, va
cacboxyl. Cac nhém chirc thich hgp 1a sulthydryl va amino. Cdc nhém sulthydryl c6
thé dugc tao ra bang cach khir lién két disulfua giita cc phan tir cia protein gin két
khang nguyén, néu c6. Theo cach khéc, cac nhém sulfhydryl c6 thé dugc tao ra bang
cach cho nhém amin ciia gbc lysin ciia protein gin két khang nguyén phan tmg véi
2-iminothiolan hodc céc chét tao sulfhydryl khac. Theo cic phuong an cu thé,
protein gin két khang nguyén 1a khang thé tai td hop va dugc tao ra bang k¥ thuét di
truyén dé mang mot hodc nhiéu lysin. Tt hon nita 13, protein gin két khang nguyén
¢6 thé duoc tao ra bang k¥ thuét di truyén d& mang mot hodc nhiéu Cystein (xem
ThioMabs).
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Theo mét sé phuong 4n cu thé, don vi kéo dai mach tao ra lién két véi nguyén
tir lru huynh cta protein gén két khang nguyén. Nguyén tir lru huynh nay c6 thé thu
dugc tir nhém sulfhydryl (--SH) ctia protein gén két khang nguyén di dugc khi.

Theo mot sb cac phuong an cu thé khac, don vi kéo dai mach dugc lién két
v6i protein gin két khang nguyén théng qua lién két disulfua gitra nguyén tir luu
huynh cia protein gin két khang nguyén va nguyén tir lvu huynh ciia don vi kéo dai
mach.

Theo cac phuong 4n cu thé khac, nhom dé phan tng cta don vi kéo dai mach
chtra vi tri d& phan mg c6 thé phan tmg v&i nhém amin cia protein gin két khang
nguyén. Nhém amin cé thé 13 nhém amin ctia arginin hoic lysin. Vi tri dé phan tng
ctia amin thich hgp bao gdm, nhung khong chi giéi han &, cic este hoat hoa nhu cac
este suxinimit, cic este 4-nitrophenyl, cac este pentaflophenyl, -anhydrit, clorﬁa axit,
clorua sulfonyl, isoxyanat va isothioxyanat.

Theo khia canh khac, nhém chitc dé phan tmg ctia don vi kéo dai mach chira
vi tri d& phan tmg phan tmg v&i nhém hydrat cacbon d duoc cai bién c6 thé c6 mit
trén protein gin két khang nguyén. Theo phuong 4n cu thé, protein gin két khang
nguyén duoc glycosyl hoa bing enzym dé tao ra gbc hydrat cacbon (luu ¥ rang, khi
protein gin két khang nguyén 1a khang thé, thi khang thé nay ndi chung dugc
glycosyl hod mdt cach tu nhién). Hydrat cacbon ¢6 thé dugc oxy héa & mirc nhe
nhanh bing chit phan g nhu natri periodat va don vi carbonyl thu dugc cia hydrat
cacbon di dugc oxy héa co thé duge ngung tu véi don vi kéo dai mach chira nhém
chitc nhu hydrazit, oxim, amin dé phén Ung, hydrazin, thiosemicarbazit, hydrazin
cacboxylat, hodc arylhydrazit.

Don vi axit amin (-W-) lién két don vi kéo dai mach (-T-) v6i don vi dém (-Y-
) néu don vi dém ndy c6 mit, va lién két don vi kéo dai mach vé6i tdc nhan géy doc té
bao néu don vi dém nay khéng c6 mit.

Nhu néu trén, -Ww- c6 thé 1a don vi dipeptit, tripeptit, tetrapeptit, pentapeptit,
hexapeptit, heptapeptit, octapeptit, nonapeptit, decapeptit, undecapeptit hodc
dodecapeptit.

Theo mdt sé phuong 4n, don vi axit amin c¢6 thé bao gdm gbc axit amin nhur,
nhung khong chi gi6i han &, alanin, valin, loxin, isoloxin, metionin, phenylalanin,
tryptophan, prolin, lysin dugc bao vé bing axetyl hodc formyl, arginin, arginin dugc

bao vé bﬁng cac nhom tosyl hodc nitro, histidin, ornithin, ornithin dugc bao vé b?mg
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axetyl hodic formyl va xitrulin. Cac phan tir 1ién két axit amin duoc 14y 1am vi du bao
gbm, t6t hon 13, dipeptit, tripeptit, tetrapeptit hodc pentapeptit.

Céc dipeptit dugc léy lam vi du bao gém: Val-Cit, Ala-Val, Lys-Lys, Cit-Cit,
Val-Lys, Ala-Phe, Phe-Lys, Ala-Lys, Phe-Cit, Leu-Cit, Ile-Cit, Trp-Cit, Phe-Ala,
Phe-N’-tosyl-Arg, Phe-N°-Nitro-Arg.

Céc tripeptit dugc 1iy 1am vi du bao gdm: Val-Ala-Val, Ala-Asn-Val, Val-
Leu-Lys, Ala-Ala-Asn, Phe-Phe-Lys, Gly-Gly-Gly, D-Phe-Phe-Lys, Gly-Phe-Lys.

Tetrapeptit dugc 14y 1am vi du bao gdm: Gly-Phe-Leu-Gly (SEQ ID NO. 33),
Ala-Leu-Ala-Leu (SEQ ID NO. 34).

Pentapeptit duoc 14y 1am vi du bao gdm: Pro-Val-Gly-Val-Val (SEQ ID NO.
35). | -

G&c axit amin chtra phén tir lién két axit amin bao gdm cac gdc c6 trong tu
nhién, ciing nhu c4c axit amin nhd va cac chit twong tir axit amin khong c6 trong tur
nhién, nhu xitrulin. Phan t& lién két axit amin c6 thé dugc tao ra va dugc 1am t6i vu
ho4 v& kha ning chon loc ctia né trong viéc phan giai enzym bing mét enzym cu thé,
vi du, proteaza lién quan dén khéi u, cathepsin B, C va D, hodc plasmin proteaza.

Pon vi axit amin ctia phan tir lién két c6 thé duoc phan giai bing enzym bao
gdm, nhung khong chi giéi han &, proteaza lién quan dén khdi u dé giai phong tac
nhén gy doc té bao.

Pon vi axit amin ¢6 thé dugc dugc tao ra va duge 1am tdi vu hoa v& kha ning
chon loc ctia n6 trong viéc phan giai enzym bing mét proteaza lién quan dén khéi u
cu thé. Pon vi thich hop 1a don vi c6 qua trinh phén gidi dugc xiic tc bang proteaza,
cathepsin B, C va D, va plasmin.

Pon vi d&m (-Y-), khi c¢6 mat, lién két don vi axit amin vdi tic nhan giy doc
té bao. Pon vi dém c¢6 hai loai chung: ty hy sinh (self-immolative) va khong tu hy
sinh (non self-immolative). Pon vi dm khong tu hy sinh 1a don vi trong d6 mot
phén hoic tit ca don vi dém gitr dugc lién két vai tac nhan gy doc té bao sau khi
phén giai enzym don vi axit amin tir thé tiép hop mién dich. Vi du vé don vi dém
khéng tu hy sinh bao gdm, nhung khéng chi gi6i han &, don vi &ém (glyxin-glyxin)
va don vi dém glyxin. Pé giai phong tac nhan gy doc té bao, phan tng thity phan
doc 14p phai xay ra trong té bao dé phan giai lién két don vi glyxin-thudc.

Theo phuong an khac, don vi d&m khong tu hy sinh (-Y-) 1a -Gly-.
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Theo mét phuong 4n, thé tiép hop mién dich thiéu don vi dém (y=0).
Theo cach khac, thé tiép hop mién dich chira don vi dém tu hy sinh c6 thé giai phong
tac nhan gay doc té bao ma khong cin budc thity phan riéng r&. Theo cac phuong 4n
ndy, -Y- 1a don vi ruou p-aminobenzyl (PAB) lién két v6i -Ww- thdng qua nguyén
tir nito trong nhém PAB, va duge ndi mot cach truc tiép véi -D thong qua nhém
cacbonat, carbamat hoic ete.

Vi du v& khac vé cac don vi dém tur hy sinh bao gbm, nhung khong chi gidi
han &, cac hop chit thom tuwong duong vé mat dién tr v6i nhém PAB nhu céc din
xuét 2-aminoimidazol-5-metanol va ortho hogc para-aminobenzylaxetal. Cac don vi
dém c6 thé duoc sir dung ma da trai qua phan tng viéc déng mach vong dé dang khi
thiy phan lién két amit, nhu cac amit cia axit 4-aminobutyric dugc thé va khong
duge thé, hé vong bixyclo[2.2.1] va bixyclo[2.2.2] dugc thé thich hop va 2- cac amit
clia axit aminophenylpropionic.

Theo m{t phuong &n khéic, don vi dém la don vi bis(hydroxymetyl)styren
(BHMS) mach nhanh, c6 thé duoc sir dung dé dua chit gdy doc té bao bd sung.

Cubi ciing, sang ché d& cap dén thé tiép hop mién dich nhu néu trén ding dé
diéu tri bénh ung thu.

Tét hon, néu cac bénh ung thu c6 thé duoc chon thong qua cic bénh ung thur
c6 lién quan dén Axl bao gE‘)m cac té bao khdi u biéu hién hodc biéu hién qua muc
toan bd hodc mot phén cua protein AxI trén bé mit cla no.

Cu thé hon, cic bénh ung thu néu trén 1a cidc bénh ung thu vu, rudt Kkét, ung
thu thuc quan, té bao gan, da day, u than kinh dém, phéi, u melanin, bénh sacom
xuong, bénh ung thu buéng tring, tuyén tién liét, bénh sacdm co van, than, tuyén
giap, nbi mac tir cung va cac hién tugng khang thube bat ky. Muc dich khac cia sang
ché 1a d& xuét dugc phim chira thé tiép hop mién dich nhu duge mé ta trong ban md
ta nay.

| Cu thé hon, sang ché d& cip dén duoc phim chira thé tiép hop mién dich theo
sang ché véi it nhit ta dugce va/hodc chat dan thude duge dung.

Trong ban mo ta ndy, thuat ngir “chit din thudc dugc dung” hodc “céc ta
dugc” dugc dung dé chi hop chit hodc hon hop chtra cac hgp chét khi dua vao dugc
phédm khéng giy ra cac phan tmg thir cAp va cho phép, vi du, tao diu kién thuén loi
cho viéc dung hoat chét, su tang thoi gian tdn tai ciia n6 va/hodc hiéu qua cua né

trong co thé, su ting do tan cla né trong dung dich hodc cai thién mirc d§ bao toan
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ctia né. Céc chit dan thube duge dung va céac ta dugc nay la da biét va s& duge didu
chinh b&i ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vue ky thudt nay theo ban chit va
kiéu dung hoat chét dugc chon.

Tét hon, néu cac thé tiép hop mién dich nay s& duoc cip theo dudng toan
than, cu thé theo duong tinh mach, trong co, trong da, trong mang bung hodc dudi
da, hoic ding qua dudng miéng. Theo cach duge wu tién hon, ché phim chira khang
thé theo sang ché s& dugc cho dﬁng vai 14n, theo céch tudn tu.

Kiéu ding, lidu lrgng va dang dugc phim ti wu cia ching c6 thé dugc xac
dinh theo céc tiéu chudn néi chung c6 tinh dén trong khi tién hanh diéu tri dugc lam
thich tmg v6i ngudi bénh, vi du nhu d6 tubi hoic thé trong ciia ngudi bénh, mic do
nghiém trong cua tinh trang bénh 1y chung ctia ngudi bénh, sy dung nap trong diéu

tri va céc tac dung thir cap can chu y.

Vi du thwe hién sing ché

Trong c4c vi du sau, thuat ngit khang thé 1613F12 hoic khang thé m1613F12
duoc ding dé chi khang thé 1613F12 & chudt. Dang dugc lam gidng nhu cta ngudi
ctia khang thé 1613F12 dugc goi 1a hz1613F12.

Theo céach nay, khang thé dbi chimg isotyp dugc st dung bao gdbm IgG1 chuét
dugc goi 1a 9G4. Piéu nay c6 nghia 13, trong cac vi du sau, thuat ngit d6i ching
mlgG1 va 9G4 1a tuong tu.

Vi du 1: Noi héa thy thé Axl

Khi phuong 4n thé tiép hop mién dich 14 c6 hiéu qua hon khi khang nguyén
dich 1a protein ndi hoa, nén viéc ndi hoa thu thé Axl b%lng cach st dung thir nghiém
doc tinh gy doc té bao Mab-Zap dén cac dong té bao khébi u ngudi duge nghién ctru.
Mot cach chinh xac hon, chit phan (ng Mab-Zap 1a thé tiép hop hoé hoc bao gdm 4&i
luc cia IgG dé€ khéng chudt tinh ché va protein khir hoat tinh ribosom, saporin. Néu
qué trinh ndi héa phtrc hop mién dich xay ra, saporin tach ra khéi tdc nhan huéng
dich va khtr hoat tinh ribosom, d4n dén viéc tc ché téng hop protein va, cudi cung l1a,
lam chét té bao. Kha ning séng sot cla té bao dugc xac dinh sau 72 gid a véi
1613F12 hoic khang thé dbi ching isotyp mIgG1 trén cac té bao duong tinh véi Axl
cho phép két luan d6i véi qua trinh ndi hoa thu thé Axl do 1613F12 gay ra.
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Déi véi vi du ndy, cac té bao duong tinh manh véi Axl, nhu dugc x4c dinh
bing cach st dung chét phan tng Qifikit (Dako) dwoc sir dung. Dit liéu dugc thé
hién trong bang 5 dudi day.

Bang 5

Kha nang gin két khang nguyén cta khang thé thuong pham MAB154 dugc xac
dinh ddi véi c4c té bao SN12C ung thu than ngudi

RTK AXL
Khang thé
. MABI154
Dong t€ bao
SN12C >100 000

Trong vi du sau céc té Ba‘xo SN12C duogc st dung lam vi du khong lam gidi
han pham vi cia séng ché. Dong té bao khac bat ky biéu hién mic do thich hop thu
thé AxI trén bé mat t& bao cua n6 c6 thé duoc st dung. B

1613F12 hoic khang thé dbi chimg isotyp mIgG1 véi cac ndng d6 dugc 0 so |
bd v6i 100ng khang thé thir cip Mab-Zap (Hé hudng dich cao cép) trong méi trudong
nuéi’céy té bao trong thoi gian 30 phut & nhiét do trong phong. Hon hop niy duoc
nap 1én céc té bao SN12C hop luu phu dugc ddt trong vi dia gém cac dia co 96 16
mau tring. Cac dia nay duge G trong thoi gian 72 gid & nhiét d6 37°C véi su ¢6 mat
clia 5% CO,. Kha ning sdng sét ctia t& bao dugc xac dinh bang cach sir dung phuong
phép ting sinh té bao Cell Titer Glo theo huéng din cia nha sin xuat (Promega).
Mot s6 mau dbi chimg dugce tién hanh: i) khong c6 thé tiép hop mién dich thir cép
bat ky va ii) khong c6 khang thé so cép. Pdng thdi, cac thir nghiém dugc tién hanh
v6i dbi chimg isotyp mIgG1.

Céc két qua thu dugce dugce thé hién trén Fig.1.

1613F12 thé hién tac dong gy doc té bao t6i da trén cac té bao SN12C 1a ~36
%. Khong c6 tac dong gay doc té bao nao dugc quan sat voi sy c6 mit ciia khang thé
9G4, dugc coi 1a d6i chimg isotyp mIgG1 trong thir nghiém nay. Khong c6 ddc tinh
gy doc té bao nao dugc quan sat trong cac 16 chi chira cac khang thé so cap (dir licu
khong thé hién). Do vy, thu thé Axl dudong nhu 1 khang nguyén thich hop déi véi
dich cho phuong 4n thé tiép hop mién dich khi phirc hgp mién dich nay bao gdém
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AxI-1613F12-MabZap giy ra doc tinh giy doc t& bao c6 hiéu qua dbi vai cac té bao
~dich.

Vi du 2: Tao ra khang thé khang ECD rhAxl.

Dé tao ra cac khang thé chudt don dong (Mab) khang mién ngoai bao ngudi
(ECD) ctia thu thé Axl, 5 con chuét BALB/c da dugc gdy mién dich 5 lan tién dudi
da v6i 15-20.10° t& bao CHO-AxI va hai 14n v&i 20pg th ECD Axl. Viéc gdy mién
dich 14n thtr nhit duoc tién hanh véi su c6 mit ciia Chit phu gia Freund hoan chinh
(Sigma, St Louis, MD, USA). Chét phu gia Freund khong hoan chinh (Sigma) dugc
b sung cho céc 1an gay mién dich tiép sau.

Ba ngay trudc khi dung hop, chudt da duge gy mién dich duge ting cudong
bang ca 20.10° t& bao CHO-Ax1 13n 20pug ECD rhAx1 bing IFA.

Pé tao ra céc té bao lai, t& bao lach va céc té bao lympho dugc chuén bi 14n
luot bang cach hat dich 14 lach va bing cach thu ldy cac u bach huyét 1an can, thu
hoach dugc tir 1 trong s& 5 con chudt da duoc gdy mién dich (duoc chon sau khi
chuén d huyét thanh) va duogc dung hop véi SP2/0-Agl4 cac té bao u tuy (ATCC,
Rockville, MD, USA). Quy trinh dung hop dugc mé ta trong 4n phdm: Kohler and
Milstein (Nature, 256:495-497, 1975). Sau d6, cac té bao da duoc dung hop dugc
chon loc HAT. Néi chung, dé diéu ché cac khéng thé don dong hodc cac doan chiic
ndng cua no, nhét 13 ¢6 nguén géc tir chudt, c6 thé tham khao k¥ thuat da mo t4 mot
céch cu thé trong sach huéng din: “Antibodies” (Harlow and Lane, Antibodies: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor NY, pp.
726, 1988) hodc dén ky thuét didu ché tir té bao lai duoc mé ta béi Kohler and
Milstein (Nature, 256:495-497, 1975).

Khoéang 10 ngay sau khi dung hop, cic cum té bao lai dugc sang loc. Pbi véi
viéc sang loc so by, dich ndi bé mat cia cac té bao lai duge danh gia kha ning tiét
ctia Mab khang protein ECD Axl bing cach st dung ELISA. Ddng thoi, phan tich
FACS:dugc tién hanh @ chon Mab cps kha ning gin két véi té bio Axl c6 mit trén
bé mit té bao bing cach st dung ca wt CHO Iin Axl bidu hién céc té bao CHO
(ATCC).

Ngay khi d6, cac té bao lai da duoc chon duoc tach dong bang cach pha lodng
gi6i han va sau d6 dugc sang loc vé kha niang phan tng ciia né khang protein ECD

Axl. Sau d6, Mab dugc tach dong duoc isotyp héa bang cach sir dung kit isotyp héa
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(cat #5300.05, Southern Biotech, Birmingham, AL, USA) Mot dong vo tinh thu
duogc tir mbi té bao lai duge chon va dugc nhan rong.

Céc thtr nghiém ELISA duoc tién hanh nhu dugc néu dudi ddy hodc 1a bﬁng
cach sir dung dich ndi bé mit té bao lai tinh khiét hodc, khi ham luong IgG trong
dich ndi bé& mit dugc xac dinh, chudn do dugc thue hién bit diu & Spg/ml. Sau do,
viéc pha lodng theo ddy duoc tién hanh theo 11 hang sau. Vin tit, dia ELISA 96 15
(Costar 3690, Corning, NY, USA) dugc phu protein rh AxI-Fc (R and D Systems,
cat N° 154-AL) vé6i luong 50 pl/1d6 hoic ECD rhAxl véi lugng 2 pg/ml trong' PBS
qua dém & nhiét @6 4°C. Sau d6, dia ndy dugc phong bé bing PBS chira 0,5% gelatin
(#22151, Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Germany) trong 2 gid & nhiét do
37°C. Mot khi chét dém bdo hoa dugc bo di bing cach bing dia, 50 pl dich ndi bé
mit té bao lai tinh khiét hodc 50 pl dung dich pg/ml duge bb sung vio dia ELISA va
dugc i trong 1 gid & nhiét d6 37°C. Sau ba lan rira, 50 pl IgG dé khang chudt da
dong dugc tiép hop peroxidaza céy cai bc ven bién (#115-035-164, Jackson
Immuno-Research Laboratories, Inc., West Grove, PA, USA ) dugc bd sung & néng
d6 pha loang 1/5000 trong PBS chira 0,1% gelatin va 0,05% Tween 20 (khdi
lugng:khéi lwong) trong 1 gidr & nhiét dd 37°C. Sau d6, dia ELISA duoc rira 3 14n va
co chit TMB (#UP664782, Uptima, Interchim, France) dugc bd sung vao. Sau 10
phut & & nhiét d6 trong phong, phan Gng duoc dimg lai bing cach s dung axit
sulfuric 1M va mat d6 quang & 450 nm dugc do.

Déi véi viéc chon loc bing cach dém té bao theo dong, 10° t& bao (CHO wt
hoic CHO-AxI) duoc cho vao mdi 16 cia dia c6 96 16 trong PBS chira 1% BSA va
0,01% natri azit (chit dém FACS) & nhiét d6 4°C. Sau 2 phut ly tim & téc d6 2000
vong/phut, chat dém duoc loai bo va dich ndi bé mit chira té bao lai hoic Mab da
duoc tinh ché (1 pg/ml) can duge thir nghiém dugc bd sung vao. Sau 20 phit 0 &
nhiét d6 4°C, céc té bao duoc rira hai 14n va khang thé dé khang chudt dugc tiép hop
Alexa 488 dugc pha lodng 1/500° trong chit dém FACS (#A11017, Molecular
Probes Inc., Eugene, USA) dugc bd sung vao va dugc U trong thoi gian 20 phit &
nhiét 6 4°C. Sau khi rira 14n cudi bang chit dém FACS, cac té bao dugc phén tich
bang FACS (Facscalibur, Becton-Dickinson) sau khi bd sung propidi iodua vao mdi
bng v&i néng d6 cubi 40 pg/ml. Cac 16 chira mot minh céc té bao va chira céac té bao
dugc i véi khang thé dugce tiép hop Alexa 488 thir cip dugc bao gdm dudi dang dbi

chimg a4m. Céac dbi ching isotyp dugc sir dung trong mdi thir nghiém (Sigma, ref
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M90351MG). it nh4t 5000 t& bao dugc danh gia dé tinh toan gia tri trung binh cta
cuong do phéat huynh quang (MFI).

Mot cach chinh x4c hon, qu4 trinh dung hop duoc tién hanh véi 300.10° té
bao lach thu hoach dwgc va 300.10° t& bao u tuy (ty 18 1:1). Sau do, 200 té bao trong
huyén phu té bao thu duge duge dan mong véi mét do 2,10° té bao/ml trong 30 dia
c6 96 1.

Viéc sang loc diu tién (khoang vao ngdy 14 sau khi dung hop) ca bing
ELISA trén protein ECD rhAxI 14n bang phén tich FACS bing cach st dung ca cac
té bao wt CHO 1an CHO biéu hién AxI da cho phép chon 10 té bao lai c6 mat do
quang (OD) trén 1 trén 16p phit th AXIECD va MFI duéi 50 trén cac té bao wt CHO
va trén 200 trén c4c té bio CHO-Axl.

10 t€ bao lai ndy duoc nhan rong va duge tach dong bang cach pha lodng gidi
han. Mot dia c6 96 15 dugc chuan bi cho mdi ma. 9 ngay sau khi dan méng, dich nbi
bé mit tir cac dia tich dong dau tién dugc sang loc béng ELISA dé x4c dinh tinh dic
~hiéu gén két ctia n6 dbi voi mién ngoa}i bao cta protein rth AXIECD. Ba dong vo tinh
cia mdi ma duoc nhin rong va duogc isotyp hdéa. Khi dugc tao ra, cic khéng thé
khang Axl dugc nghién ctru tiép vé kha ning cta no trong viée dugc ndi héa sau khi
gdn két AxI trén bé mit té bao.

Vi du 3: Tinh déc hiéu ga“'ln két Axl

Trong vi du ndy, su gin két cia 1613F12 ddu tién duoc nghién ciru trén
protein thAxI-Fc. Sau do, Sl_I gén két ctia né trén hai thanh vién khac thudc ho TAM,
rhDtk-Fc va thMer-Fc, dugc nghién ctru.

Vin tit, cic protein AxI-Fc nguoi tai t6 hop (R and D Systems, cat N°
154AL/CF), rhDtk (R and D Systems, cat N° 859-DK) hoidc rhMer-Fc (R and D
Systems, cat N° 891-MR) dugc phi qua d€m & nhiét 46 4°C trong dia 96 16
Immulon II va, sau 1 gio phong bé bing dung dich 0,5% gelatin, khang thé da dugc
tinh ché 1613F12 dugc bd sung vao trong 1 gid nita & nhiét 4§ 37°C & néng do ban
dau bﬁng 5 ug/ml (3,33 10°*M). Sau d6, viée pha lodng theo diy dugc tién hanh trén
12 cdt. Céc dia dugce rira va IgG-HRP dic hi¢u d€ khang chudt (Jackson) duogc bd
sung trong 1 gio & nhiét d6 37°C. Viéc phit trién ph;ém g duoc tién hanh bang cach
sir dung dung dich co chdt TMB. Khang thé d6i chimng isotyp mIgG1 va khang thé
khéng Ax] Mab 154 thuong phim ciing dugc st dung ddng thoi. Cac ddi chimg phu
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dugc tién hanh véi sy c6 mit ciia huyét thanh da dong dé khang ngudi IgG Fe duoc
danh d4u bang HRP (Jackson, ref 109-035-098) va/hodc v6i su ¢6 mit clia khang thé
khéng Histidin dugc lién hgp HRP (R and D Systems, ref : MABOSOH). Céc két qua
1an lugt dugc thé hién trén Fig.2A, Fig.2B va Fig.2C.

Vi du nay cho thiy rang khang thé 1613F12 chi lién két v6i protein thAxI-Fc
va khong lién két trén hai thanh vién con lai thuoc ho TAM, rhDtk hoic rhMer.
Khong quan sit thiy tinh dic hiéu chéo gin két giita khang thé 1613F12 va céac
thanh vién TAM. Khong quan sat thiy su gin két dic hiéu khi khong c6 mit khang
thé so cdp (chét pha loang). Khong quan sét thiy su gén két khi c6 mit cia khang thé
db6i chting isotyp. '

Vi du 4: 1613F12 ghi nhén dang té bao Ax1 dugc bidu hién trén céc t& bao khéiu

Mirc d6 biu hién AxI trén bé mit té bao trén cac t& bao khdi u nguoi du tién
dugc thiét 13p bing cach sir dung khang thé Axl thuong phim (R and D Systems, ref:
MAB154) song song v6i cac hat hiéu chinh @& cho phép dinh lugng muc d6 biéu
hién Axl. Thir hai 13, viéc gin két cia AxI trén bé mit té bao dugc nghién ciru bang
cach st dung 1613F12. 7

Dbi vai cac nghiéh ctru gén két bé mit té bao, viéc pha loang theo diy gép hai
1in dung dich khang thé so cip c6 ndng d6 10 pg/ml (6,66 10 M) (1613F12, khang
thé MAB154 hoic Mab dbi chimg isotyp mIgG1 9G4) dugc diéu ché va duge dua
1én 2.10° té bao trong thdi gian 20 phit & nhiét d6 4°C. Sau 3 14n rira trong nuée
mudi dém phosphat (PBS) c¢6 bd sung 1% BSA va 0,01% NaNs, cac té bao dugc 1
v6i khang thé thir cp dé khang chudt Alexa 488 (pha lodng 1/500°) trong thoi gian
20 phit & nhiét d6 4°C. Sau 3 14n rira bd sung trong PBS c6 bd sung 1% BSA va
0,1% NaNj, cac té bao dugc phén tich bang FACS (Facscalibur, Becton-Dickinson).
ft nhat 5000 té bao dugc danh gi dé tinh toan gid trj trung binh cta cuong d6 phat
huynh quang.

Pé x4c dinh dinh lugng ABC béng cach sir dung khang thé MAB154, c4c hat
hiéu chinh QIFIKIT® duogc sir dung. Sau d6, cac té bao duge U, song song Vi cac
hat QIFIKIT®, vé6i globulin mién dich/FITC Dé Khang Chudt da dong, F(ab'), Dé, &
ndng d6 bao hoa. Sau d6, sb cac vi tri khang nguyén trén cac té bao miu dugc xac
dinh bang cach ndi suy tir dudng cong hiéu chinh (cudng d6 phat huynh quang cia

nhém hat riéng ré theo s phan tir Mab trén c4c hat.
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4.1. Dinh lugng muc do biéu hién AxI trén bé mit té bao

Mic d6 biéu hién AxI trén bé mit cia cac té bao khdi u ngudi duge xéc dinh
bang cach dém té bao theo dong sir dung thir nghiém mién dich huynh quang gin
tiép (phuong phép QIFIKIT® (Dako, Denmark), kit dinh lwong dém té bao theo
dong dé danh gia khang nguyén bé mit té bao. So sanh cudng do phat huynh quang
trung binh (MFI) ctia cic mirc khdng nguyén da biét trong cac hat qua dd thi hiéu
chinh cho phép xéc dinh kha nang gin két khang thé (ABC) clia cac dong té bao.

Béng 6 thé hién mirc d6 bidu hién Axl dugc phat hién trén bé mit ciia cc
dong té bao khdi u nguoi khéc nhau (SN12C, Calu-1, A172, A431, DU145, MDA-

MB435S, MDA-MB231, PC3, NCI-H226, NCI-H125, MCF7, Pancl) (ATCC, NCI) - .

nhu dugc xac dinh bang cach sir dung QIF IKIT® bang cach sir dung MAB154 khang
thé thuong phim (R and D Systems). Cac gia tri dugc cho dudi dang phirc hop gin
két khang nguyén (ABC).

Bang 6
MCF7 | NCI-H125 | MDA-MB- | Pancl | MDA-MB- | Calu-1 SN12C
435S 231
Loai Nguc | NSCLC Nguc Tuy Nguc Phoi Than
khéi u/co
quan
ABC 71 5540 17 814 36 809 61186 >100 000 | > 100000
(Qifikit)
Al172 A431 DU-145 PC3 NCI-H226
. u .
Loai . caxinom Tuvén tid v
. nguyén . uyen tién en
khéiwco | o> | dangbidu | . YL NscLe
- bao liét tién liét
quan . bi
XOp
ABC
. 52421 3953 55268 8421 32142
(Qifikit)
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Céc két qua thu duoc voi khang thé Axl don dong thuong phdm (MAB154) di cho
thiy thu thé Ax] duoc biéu hién & cac murc khac nhau phu thude vao té bao khéi u

nguoi xem xét.

4.2. Phat hién Axl bang 1613F12 trén céc té bao khéi u nguoi

Cu thé hon, su gin két Ax] dugc nghién ciru bang cach st dung 1613F12.

Puong cong dap tmg ndng dd 1613F12 dwoc dung. MFI thu dugc bang cach
sir dung cac t& bao khéi u ngudi khac nhau sau d6 duge phan tich bing phin mém
Prism. Dir liéu duoc thé hién trén Fig.3.

Dir liéu d3 cho thiy ring 1613F12 gin két ddc hiéu véi thyu thé Axl mang khi
dugc xac nhan bang dic tinh duong co'ng.bio hoa. Tuy nhién, cédc cudong do khac
nhau ciia chit d4nh ddu dugc quan sét, cho thiy cic mirc thay dbi cta thu thé Axl
trén bé mat t& bao cia cac t& bao khéi u ngudi. Khong quan sat thdy su gin két ciua

thu thé Ax1 bing cach sir dung MCF7 dong té bao khéi u v & ngudi.

Vi du 5: Tinh déc hi€u chéo cia 1613F12 gitra céc loai

Pé danh gia tinh dic hiéu chéo ciia 1613F12 giita cac loai, hai loai dugc xem
xét: chuot va khi. Pau tién, su g:?'tn két trén thu thé Axl chudt ti td hop (rm) dugc
nghién ctru bing ELISA (Fig.4). Sau d6, thir nghiém dém té bao theo dong duoc tién
hanh bang céch sir dung céc té bao COS7 khi khi cac té bao nay biéu hién thu thé
AxI trén bé mit cta né (Fig.5). Dong té bao COS7 thu dugc bing cach lam bt tir
dong té bao CV-1 thu duge tir cac té bao than cta khi xanh chau Phi véi phién ban
b6 genSV40 c6 thé tao ra khang nguyén T 16n nhung c6 khiém khuyét vé kha ning

sao chép cua bo gen.

ELISA rmAxl-Fc

Vin tit, cac protein AxI-Fc chudt tai t6 hop (R and D Systems, cat N° 854-
AX /CF) dugc phii qua dém 1én dia c6 96 16 Immulon II & nhiét d9 4°C va, sau 1 gio
phong bé bing dung dich gelatin 0,5%, khang thé 1613F12 da duoc tinh ché duoc b
sung vao trong thoi gian 1 gid nita & nhiét dd 37°C & ndng d6 ban dau 5 pg/ml (3,33
10°® M). Sau d9, viéc pha lodng theo day dugc tién hanh trén 12 cot. Sau d6, cac dia
dugc rira va IgG HRP déc hi€éu dé khang chudt (Jackson) dugce bd sung vao trong 1

gi¢ & nhiét d§ 37°C. Viéc phat trién phéan Gng dugc tién hanh béng céach st dung
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dung dich co chit TMB. Déi ching isotyp mIgG1 va khang thé thuong phim Mab
154 cling dugc st dung d(“)ng thoi. Cac dbi chung phu dugc tién hanh véi su c6 mat
ctia huyét thanh da dong IgG Fc dé khang ngudi duogc lién hop véi HRP (Jackson,
ref 109-035-098) va/hodic véi su c6 mit clia khang thé khang Histidin dugc lién hop
v6i HRP (R and D Systems, ref : MABOS0H). ,

Céc két qua duoc thé hién trén Fig.4. Fig. nay cho thiy ring 1613F12 khong
gén két v6i mién ECD Axl chudt. Khong quan sit thdy sy gin két dac hiu khi
khong c6 khang thé so cép (chét pha loang).

FACS COS7 |

Dbi véi cac nghién ciru gén két t& bao 1613F12 bing cach sir dung cac té bao
COS7, 2.10° t& bao duoc & v6i khang thé c6 khoang ndng do dugc diéu ché bing
cach pha loang theo day (12 didm) dung dich khang thé 10 pg/ml (6,66 10" M) chira
1613F12 hoic Mab dbi chimg isotyp mIgG1 dbi véi 20 phiit & nhiét o 4°C. Sau 3
1an rira trong dung dich nude mubi dugc dém phosphat (PBS) c6 bd sung 1% BSA
va 0,01% NaNj3, cac té bao duoc t v6i khang thé thir cip dé khang chudt Alexa 488
(pha loang 1/500) trong thoi gian 20 phut ¢ nhiét d¢ 4°C. Sau 3 14n rira thém trong
PBS c¢6 bd sung 1% BSA va 0,1% NaNs, cac té bao dugc phan tich bing FACS
(Facscalibur, Becton-Dickinson). {t nh4t 5000 té bao dwgc danh gia dé tinh toan gia
tri trung binh ciia cudng d6 phat huynh quang. Di liéu dugc phan tich bang cich st
dung phin mém Prism.

Céc két qua duoc thé hién trén Fig. 5. Pudng cong chuin d6 duoc thiét lap
trén céc té bao COS7 bang cach st dung 1613F12 khéng dinh ring 1613F12 c6 thé
nhan biét dang thu thé Axl cta té bao khi dugc biéu hién trén bé mit cia cac té bao
COS7. Poan bing trén dudng cong dat duge ddi véi cac ndng @9 1613F12 trén 0,625
pg/ml (4,2 107° M). Khong quan sét thiy su gén két khi c6 mit dbi chung isotyp
mlgG1. |

Vi du nay minh hoa thuc té 1a 1613F12 khong phéan g chéo véi thu thé Axl
chudt. Tréi lai, n6 gin két manh vé6i thu thé Axl khi duge biéu hién trén bé mit cla
cac té bao COS7.

Vi du 6: Thir nghi¢m canh tranh Gas6 dugc tién hanh v6i su ¢6 mat ciia 1613F12

-55-



25904

Dé xéac dinh thém dic diém cta 1613F12, thir nghiém canh tranh Gas6é dugc
tién hanh. Trong thir nghiém nay, protein rhAxI1-Fc tu do va 1613F12 dugc u dé tao
ra phirc hop khang nguyén-khang thé va sau d6 céac phirc hop niy dugc nap 1én bé
mit duoc phi Gas6 trong dia thir nghiém. Céac phic hop khang thé-khang nguyén
khong gin két dugc rira trude khi bd sung khang thé thir cip lién két enzym khang
phén Fc ngudi cia protein rhAxI-Fc. Sau d6, co chét nay dugc bd sung vao va ndng
d6 khang nguyén c6 thé dugc x4ac dinh bang cudng do tin hidu duge gy ra béi phan
g enzym-co cht.

Vin tit, hdn hop phan tng bao gdm protein rhAxI-Fc v6i su ¢6 mit hoic
khong c6 mat ciia Mab khéng Axl can dugc thi nghiém, dugc diéu ché trén dia bio
hoa riéng ré€ (0,5% gelatin trong PBS 1X). Viéc pha lodng theo day 1:2 (bit dau tir
80 pg/ml trén 12 c6t) cia cac khang thé khang Axl chudt dugc tién hanh. Sau do, ,5
ug/ml protein thAxl-Fe dugc bd sung (R and D Systems, ref. 154AL/CF), ngoai trir
dong dbi chimg 4m chi chira chat pha loang ELISA (0,1% gelatin, 0,05% Tween 20
trong PBS 1X). Sau khi lam ddng nhit, cdc mAu canh tranh duoc nap 1én dia dwge
pht Gas6 véi dung dich rthGas6 6 pg/ml trong PBS (R and D Systems cat N° 885-
GS-CS/CF). Sau khi @ va vai 14n rira, cac protein thAxI-Fc gin két bang cach st
dung IgG-HRP dé khang ngudi (Jackson, ref. 109-035-098). Khi gén két, co chit
TMB dugc bd sung vao dia. Phan ung nay duoc ding lai bang cach b sung dung
dich axit H,SO,; 1M va mat d6 quang thu dugc dugc doc & 450nm bang cach st
dung dung cu doc vi dia.

Thir nghiém nay (Fig.6) cho thiy ring 1613F12 c6 thé canh tranh véi thAxI-
Fc gén két trén phéi tir ¢b dinh cia n6. Viée gin két canh tranh véi Gas6 xay ra véi
sw c6 miat cia khang thé 1613F12 véi cac ndéng d6 trén 2,5 pg/ml (1,67 10 M).
Khong quan sat thdy c6 su gin két ndo nira clia thAx1-Fc trén Gas6 ¢ dinh khi c6
mat 1613F12 v6i ndng d6 trén 10 pg/ml (6,67 10 M). 1613F12 phong bé su gin két
Gasb6 véi rhAxI-Fe.

Vi du 7: Nhan biét epitop bang phuwong phép thim tach tay

DPé x4c dinh viéc 1613F12 nhan biét epitop thing hodic ciu hinh, phén tich
thdm tach tay dugc tién hanh b'cllng cach st dung dich tan té bao SN12C. Cac miu
dugc xtt 1y khac nhau trong cac diéu kién khir hoic khong khir. Néu mot dai duge

hién thi voi miu da duogc khir, khang thé dugc thir nghiém huéng dich téi epitop
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thing ciia mién ECD; néu khong, n6 giy ra tic dung khang epitop c4u hinh ctia ECD
Axl.

Céc té bao SN12C dugc cdy vao RPMI + 10 % FBS duoc 1am bt hoat bang
nhiét + 2 mM L-glutamin & méat do 5 .10* cac t& bao/cm? trong binh ciu T162 cm?
trong thoi gian 72 gid & nhiét d6 37°C trong mdi trudong chira 5% CO,. Sau d6 céc té
bao nay dugc rira hai 14n bang dung dich nuéc mudi duoc dém phosphat (PBS) va
dugc phan giai bing 1,5 ml dung dich dém phén giai d dugc 1am lanh bing nudc da
[50 mM Tris-HCI (pH7,5); 150 mM NaCl; 1% Nonidet P40; 0,5% deoxycholat; va 1
vién nén hdn hop chit e ché proteaza hoan chinh céng véi 1% antiphosphatazal.
Dich tan té bao dugc lic trong thoi gian 90 phat & nhiét d 4°C va dugc loc trong &
tbc d6 15000 vong/phut trong 10 phut. Nong do protein duge dinh lwgng bang cach
stt dung BCA. Cac mau khac nhau dugc nap. Dau tién, 10 pg toan bd dich tan té bao
(10 pg trong 20 pl) dwoc didu ché trong cac diéu kién khir (1x miu chit dém
(BIORAD) + 1x chét khir (BIORAD)) va dugc nap 1én SDS-PAGE sau khi 1 2 phiit
& nhiét dd 96°C. Sau d6, hai mau khac, mdi mau 10 pg toan bo dich tan té bao dugc
didu ché trong cac diéu kién khong khir (trong 1x mau chét dém (BIORAD) duy
nhét). Trude khi duge nap 1én gel SDS-PAGE, mét trong sb hai mau cudi nay dugc @
trong thdi gian 2 phut & nhiét d6 96°C; mau con lai duge giit trén nuée da. Sau qua
trinh di tra, protein duoc chuyén dén mang nitroxenluloza. Mang duoc 1am bao hoa ,
trong 1 gior & nhiét d6 trong phong bang TBS-tween 20 0,1% (TBST), 5% sita khong
béo va duge lai thir bang 1613F12 véi ndng d6 10 pg/ml qua dém & nhiét d§ 4°C.
Céc khang thé duoc pha lodng trong dung dich nuéc mudi duge dém Tris-0,1%
tween 20 (thé tich/thé tich) (TBST) véi 5% sita bot khong béo. Sau d6, cic mang
duogc rira bang TBST va duoc U v6i khang thé thi cip duoc tiép hop peroxydaza
(pha loing 1/1000) trong 1 gir & nhiét d6 trong phong. Cac protein phan {mg mién
dich dugc hién thi bang ECL (Pierce #32209). Sau khi hién thi Axl, cac mang dugc
rira thém mot 1dn bang TBST va duoc U trong 1 gid & nhiét d trong phong véi
khang thé chudt khang GAPDH (pha logng 1/200 000). Sau d6, c4c mang dugc rira
trong TBST va dugc U v6i cac khang thé thir cip duoc tiép hop peroxydaza, trong
thoi gian 1 gid & nhiét d trong phong. Cac mang dugc rira va GAPDH dugc phat
hién bing céch sir dung ECL.

Céc két qua duoc thé hién trén Fig. 7.
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1613F12 chu yéu nhan biét epitop cdu hinh dudi dang dai cu thé duge quan
sat chi yéu trong cac diéu kién khong khir. Tuy nhién tin hiéu m& nhat duge phat
hién trong diu kién di tra khong bién tinh cta dich tan t& bao SN12C cho biét ring

~ 1613F12 c6 thé gin két yéu véi epitop thing.

Vi du 8: Po qu4 trinh diéu hoa giam AxI dugc gy ra boi 1613F12 bang phuong
phép thim tach tay
Trong vi du sau, dong té bao caxinom té bao than ngudi SN12C (ATCC)
duoc chon dbi v6i hoat tinh ciia céc khang thé Axl theo mirc d biéu hién clia thy thé
Axl. Dong té bao SN12C biéu hién qua mirc thu thé Axl. Qué trinh diéu hoa giam
Axl duge nghién ctru biang phuong phap thim tach tiy trén toan bd cac phan chiét té
bao trén Fig. 8A-Fig.&B.
Céc té bao SN12C duoc cdy vao RPMI + 10 % FBS dugc 1am bit hoat bang
nhiét + 2 mM L-glutamin & mét d6 6.10* t& bao/cm? trong cac dia c6 6 15 trong thoi
~gian 48 gid & nhiét d6 37°C trong mdi trudng 5% CO,. Sau hai 1an rira b%ing dung
dich nuéc mubi dém phosphat (PBS), cac té bao dugc bod d6i trong huyét thanh trong
mdi trudmg chira 800 ng/ml phdi tir gas6 chudt tai td hop (R and D Systems, ref:
986-GS/CF) hoic 10 pg/ml khang thé @i chimg isotyp mIgG1 (9G4) hoic 10 pg/ml
khang thé Axl theo sang ché va duoc G trong 4 gid hodc 24 gid bd sung. Sau d6, moi
trudmg dugc loai bo nhe nhang va céc té bao dugc rira hai 14n bing PBS lanh. Céc té
bao dugc phan giai bing 200ul dung dich dém phén giai da duoc lam lanh bing
nudc da [S0 mM Tris-HCl (pH=7,5); 150 mM NaCl; 1% Nonidet P40; 0,5%
deoxycholat; va 1 vién nén hdn hop chét trc ché proteaza hoan chinh cong véi 1%
antiphosphataza]. Dich tan té bao dugc Iic trong thoi gian 90 phit & nhiét 6 4°C va
dugce loc trong & tée dd 15000 vong/phut trong 10 phut. Nong dd protein dugce dinh
luong bing cach sir dung phuong phap BCA. Toan bd dich tan té bao (10 pg trong
20 ul) duoc tach ra bing SDS-PAGE va dugc chuyén dén mang nitroxenluloza. Céc
mang dugc lam bao hoa trong 1 gid ¢ nhiét o trong phong véi TBS-Tween 20 0,1%
(TBST), 5% khong béo sita va dugc lai thir bang khang thé Axl M02 thuong phdm
v6i ndng do 0,5 pug/ml (AbNova H00000558-M02) qua dém & nhiét do 4°C. Céc
khang thé nay dugc pha loing trong dung dich nuéc mubi duge dém Tris-0,1%
tween 20 (thé tich/thé tich) (TBST) v6i 5% sita bot khong béo. Sau do6, cdc mang
dugce rira bang TBST va duge G véi thé tiép hop peroxydaza khang thé thir cép (pha
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logng 1/1000) trong 1 gi&r & nhiét d6 trong phong. Cic protein phan tng mién dich
duogc hién thi bang ECL (Pierce #32209). Sau khi hién thi Axl, c4c mang dugc rira
lai mdt 14n bing TBST va dugc 4 trong 1 gid & nhiét d6 trong phong véi khang thé
chudt khang GAPDH (pha lodng 1/200000). Sau do, cdc mang dugc rua trong TBST
va duoc 1 v6i cac khang thé thir clp dugce tiép hop peroxydaza, trong thdi gian 1 gios
& nhiét do trong phong. Cac mang dugc rira vi GAPDH duoc phat hién bang céch sir
dung ECL. Cudng d6 dai dugc dinh lugng bang mat d ké.

Cac két qua duoc thé hién trén Fig.8A va Fig.8B dai dién cho 3 thir nghiém
doc 1ap va chimg to ring 1613F12 c6 kha ning diéu hoa giam Axl & dong té bao
khéi u ngudi bidu hién qua mirc Ax1. O thoi diém 4 gio, 1613F12 1am diéu hoa giam
Ax1 66 %, va tdi 87 % sau khi G 24 giér voi 1613F12.

Vi du 9: Nghién ciru dém té bao theo dong dbi véi tic dung ciia 1613F12 dén mirc
d0 biéu hién Axl trén bé mit té bao

K¥ thuat dém té bao theo dong cho phép danh diu thu thé Axl trén bé mit té
bao. Viée sir dung k¥ thuat nay c¢6 thé 1am ndi bat duge tic dung clia cac khang thé
dén su biéu hién Axl trén mang. Céc t& bao SN12C khéi u than nguoi biéu hién Axl
vGi muc cao duge st dung trong vi du nay.

Dong té bao khéi u SN12C duoc nudi cdy trong RMPI1640 véi 1% L-
glutamin va 10% FCS trong thoi gian 3 ngay trude khi thir nghi€m. Sau do, cac té
bao duoc tach ra bing cach st dung trypsin va dugc dan mong trong dia c6 6 15
trong RPMI1640 v6i 1% L-glutamin va 5% FBS. Ngay hom sau, cic khang thé
quan tAm dugc bd sung & ndng d6 10 pg/ml. Céc 15 khong dugce xir Iy ciing dugc bao
gbm. Cac té bao nay dugc 4 & nhiét d6 37°C, 5% CO,. 24 gid sau, cac t& bao dugc
rira bing PBS, duoc tach ra va dugc U véi cac khang thé quan tim nay trong chit
dém FACS (PBS, 1% BSA, 0,01% natri azit). Cac 16 khéng dugc x@t Iy ciing dugc
nhudm bing khang thé nay dé so sanh cuong 6 tin hidu thu dugc véi cing mot Mab
& cac té bao duge xir Iy va khong dugce xir Iy. Cac té bao duge 4 trong thoi gian 20
phit & nhiét do 4°C va duoc rira ba 14n bang chit dém FACS. Khang thé IgG dé
khang chudt duoc danh diu Alexa 488 duoc 1 trong thoi gian 20 phut va cac té bao
dugc rira ba 14n truéc khi phan tich FACS trén quéan thé té bao 4m tinh véi propidi

iodua.
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Hai thong s duogc x4c dinh: (i) su khac biét vé tin hiéu huynh quang dugc
phat hién trén bé mit ctia cac té bao khéng dugc xir Iy (no Ab) so véi cac té bao
duoc xir Iy bing Ab & T24 gidr va (ii) gid tri phén trim cia Axl con lai trén bé mit té

bao. Gia tri phén tram cua Axl con lai dugc tinh toan nhu sau:
% AxI con 1a1 = (MFI Ab24h / MFI noAb24h) x 100

Dit li¢u tir mdt thir nghi€ém dai dién dugce thé hién trong bang 7. Cac két qua
nay dugc ldp lai trong ba thir nghiém doc 1ap.

Su khéc biét MFI giita viéc nhudm Mab trong céc té bao khong duge xir Iy va
didu kién duoc xir Iy véi cing mot khang thé phan 4nh qua trinh diéu hoa giam cta
protein Axl trén bé mait cia cac t& bao do su gén két cia Mab dugc xem xét. Céc
truong hop ma khéng c6 khang thé cho cac két qua twong tu véi céc trudng hop c6
mit ciia khang thé dbi chimg isotyp (m9G4).

Bang 7

No Ab 938

1613F12 514 45,2
1613F12 424

No Ab 11 '

9G4 -2 117
9G4 13
No Ab - 950

MABI154 ND ND

; 9G4 ND

Céc dir liéu ching t6 rang cudng d6 phat huynh quang trung binh dugc phat
hién trén bé mit cua cac té bao duge xir Iy bing 1613F12 trong thoi gian 24 gior bi
giam (-514) so v6i MFI thu dwogc véi cac té bao khong duge xir 1y duge danh ddu
bing 1613F12. Sau khi 0 tr'ong thoi gian 24 gid v6i khang thé 1613F12, 45,2% thu

thé Axl trén bé mit té bao van & trén bé mit té bao SN12C.

Vi du 10: Nghién ctru n6i héa 1613F12 bang cach danh ddu hda méd mién dich huynh

quang
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Céc két qua ndi hoa bd trg thu dugc bang kinh hién vi dong tiéu sir dung
phuong phap danh diu huynh quang gién tiép.

Vin tit, dong té bao khdi u SN12C dugc nudi ciy trong RMPI1640 vdi 1 %
L-glutamin va 10 % of FCS trong thoi gian 3 ngay trude khi thir nghiém. Sau 496, céc
té bao nay dugc tach ra bing cach sir dung trypsin va dugc dan méng trong tim kinh
pht ¢6 dia c6 6 16 trong RPMI1640 vé6i 1 % L-glutamin va 5 % FCS. ‘Ngay hom
sau, 1613F12 dugc bd sung vao & ndng dd 10 pg/ml. Cac té bao duogc xir Iy bang
khang thé khéng thich hop ciing dugc bao gdm. Sau do, cac té bao niy dugc G trong
1 gior va 2 gid & nhiét d6 37°C, 5% CO,. Pbi véi T 0 gid, cac té bao duogc i trong
thoi gian 30 phit & nhiét do 4°C d& x4c dinh sy gin két cia khang thé trén bé mit té
bao. Céc té bao dugc rira bang PBS va ¢b dinh bing paraformaldehyt trong thoi gian
15 phut. Céc t& bao duge rira va dugc & voi khang thé TeG Alexa 488 dé khang chuét
trong thdi gian 60 phut & nhiét 49 4°C dé x4c dinh khang thé con lai trén bé mat té
bao. D& cho phép khang thé thim thiu vao céc té bao, cac té bao duogc cb dinh va
dugc thdm saponin. IgG Alexa 488 dé khang chudt (Invitrogen) duge sir dung dé
nhudm ci khang thé mang 14n khang thé n6i bao. Céc hat co quan ndi bao sém duoc
xéc dinh bang céach sir dung khang thé da dong ciia tho khang EEA1 dugc biéu 16 vai
khang thé IgG-Alexa 555 dé khang tho (Invitrogen). Cac té bao dugc rira ba 1in va
nhan dugc nhudém bﬁng cach st dung Draq5. Sau khi nhudm, cac té bao duoc dinh vi
trong méi trudng dinh vi Prolong Gold (Invitrogen) va dugc phén tich bing cach st
dung kinh hién vi ddng tiéu Zeiss LSM 510.

Céc anh chup dugc thé hién trén Fig.9A- Fig.9C.

Céc hinh 4nh thu dugc bang kinh hién vi ddng tiéu. Véi su c¢6 mit cia ddi
chimg isotyp mIgG1 (9G4), khong quan sat thiy sy nhuém mang hay sy danh diu
ndi bao nao (Fig.9A). Su mit din cta viéc danh ddu khang AxI trén mang dugc quan
sat ngay sau 1 gio U cac té bao SN12C vé6i 1613F12 (Fig.9B). Sy tich tu ndi bao cia
khang thé 1613F12 dugc quan sat mot cach ro rang & thoi diém 1 gid va 2 gio
(Fig.9C). Khang thé ndi bao cing vi tri véi EEA1, mdt chit danh d4u endosom sém.
Céc anh chup nay khing dinh su ndi hoa ctia 1613F12 trong cac té bao SN12C.

Vi du 11: Hoat tinh khang khéi u do khang AxI gy ra in vitro
Thir nghiém tang sinh SN12C
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Mudi nghin t& bao SN12C trong mdi 15 dugc ciy vao moi trudng khong chira
FCS trén cac dia c6 96 15 qua dém & nhiét @6 37°C trong moi trudng 5% CO,. Ngay
hém sau, cac té bao dugc & so bd v6i mdi khang thé véi néng d6 10 pg/ml trong thoi
gian 1 gid' & nhiét 6 37°C. Cac té bao duoc xir Iy bang hoic khong duge xir 1y
rmGas6 (R and D Systems, cat N°986-GS/CF), bang cach bd sung phdi tir mdt cach
true tiép vao 13, va sau d6 dé cho sinh truéng trong thoi gian 72 gio. Mitc 4 ting
sinh dwoc do theo mirc d hop nhét *H thymidin.

Dit liéu duoc thé hién trén Fig.10. Khong quan sat thiy tac dung nao vdi
1613F12, n6 khong thé hién tac dung gi khi dugc bd sung vao cac té bao SN12C.

Vi du 12: Hiéu luc ddc tinh gy doc té bao.ctia thé tiép hop mién dich 1613F12-
saporin & cac dong té bao khdi u ngudi khéc nhau

Trong vi du nay, hi€u luc ddc tinh gdy doc té bao cua 1613F12 duge lién hop
saporin dugc khao chimg. Nhim muc dich nay, thir nghiém doc tinh gay doc té bao
in vitro truc tiép bing cach sir dung rét nhidu dong té bao khdi u ngudi duge tién
hanh (Fig.11A- Fig.11K). Céc dong té bao khéi u nay cho sy biéu hién Axl trén bé
mit t& bao khéc nhau.

Vin tat, 5000 t& bao dugc cdy trong dia nubi cdy c6 96 16 trong 100 pl moi
trudng nudi cy thich hop chira 5 % FBS (DO0). Sau 24 gid u trong moi trudng 5%
CO, & nhiét d6 37°C, khoang ndng d6 ciia thé tiép hop mién dich (1613F12-saporin
hodc 9G4-saporin hodc chi 1613F12 hodc 9G4) dugc 4p dung cho cic té bao nay.
Sau @6, cac dia nuoi cé'ly dugc U ¢ nhiét do 37°C thiét bi u chira 5% CO, dugc 1am
4m trong thoi gian 72 gio. _

Vao ngay thtr tu (D4), kha ning séng s6t ciia té bao duge danh gia bang cach
str dung bd dung cu CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability kit (Promega Corp.,
Madison, Wis.) cho phép x4c dinh sb té bao c6 kha ning séng sét trong moi trudng
nubi cdy dya trén viéc dinh lugng ATP c6 mit, mot chét chi bao cac té biao ¢6 hoat
dong trao dbi chit. Su phét quang duoc ghi lai bang phat quang ké.

Tir su phét quang, hiéu suat dugc tinh toan béng gi4 tri phin tram cta doc tinh
gay doc té bao bang cach sir dung cong thirc sau:

% ddc tinh gay ddc té bao = 100- [(RLU ap.sp X 100)/ RLU y 5]
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Trén Fig.11A- Fig.11K dugc bd tri cing cac db thi thé hién gia tri phan trim
ddc tinh gy doc té bao theo ndng d6 thé tiép hop mién dich thu dwoc trong cac thir
nghiém ddc tinh gy doc té bao in vitro riéng biét véi cac t& bao khdi u (A) SN12C,
(B) Calu-1, (C) A172, (D) A431, (E) DU145, (F) MDA-MB-435S, (G) MDA-MB-
231, (H) PC3, (I) NCI-H226, () NCI-H125 hoic (K) Pancl dugc xir Iy bing thé tiép
hop mién dich 1613F12-saporin v6i mot khoang ndng dd.

Fig.11A- Fig.11K cho thdy ring thé tiép hop mién dich 1613F12-saporin da
gdy ra doc tinh gdy doc té bao trong cic dong té bao khéi u ngudi khac nhau nay.
Hiéu luc ciia ddc tinh gdy doc té bao thu dugc ty thude vao dong té bao khdi u

nguoi.

Vi dy 13: Lam mién thay déi ciia khang thé 1613F12 giéng nhu clia nguoi

Viéc str dung cac khang thé chudt (Mab) dé diéu tri bénh & ngudi ndi chung
c6 tic dong bét lgi 16n, bénh nhan xuét hién dap tmg khang thé ngudi khang chubt
(HAMA), nho d6 1am giam hiéu qua diéu tri va phong ngira dang duge tiép tuc thuc
hién. Mbt cach dé khic phuc duoc van d& nay 1a 1am cho Mab chudt giéng nhu ciia
ngudi bang cach thay céc trinh tr chudt bang céc trinh ty ngudi cia né nhung khong
lam thay ddi hoat tinh gin két khang nguyén. Piéu nay c6 thé dat dugc bing hai cach
chinh: (i) bang cich xdy dung cac khang thé ghép chudt/ngudi, trong d6 ving thay
dbi & chuot két hop vao ving én dinh & ngudi (Boulianne e al., 1984) va (ii) bing
cach ghép cac ving xac dinh tinh b trg (CDR) tir ving thay d6i & chudt vao ving
thay ddi cua ngudi duge chon mot cach cAn than va sau d6 két hop céc vung thay d6i
O "nguoi da dugc tai dinh hinh" nay véi ving 4n dinh & nguoi (Riechmann ef al.,
1988).

13.1. Thiét ké phién ban khang thé 1613F12 duoc 1am gidng nhu cia ngudi

13.1.1 Lam VL mién thay ddi chudi nhe giéng nhu ctia ngudi

Nhu mdt budc so bd, trinh tur nucleotit cia VL 1613F12 duogc so véi phén
trinh ty gen dong té bao mim & chudt trong dit libu IMGT (http://www.imgt.org).
Céc gen dong té€ bao mam IGKV16-104*01 va IGKJ5*01 chudt dugc x4c dinh. Dé
xé4c dinh ng vién & ngudi t6t nhit dé ghép CDR, gen dong té bao mim & ngudi bidu
hién d6 gidng tdi wu véi trinh tr 1613F12 VL & chudt dugce tra ctru. V6i sy tro gitp

clia cac coéng cu phén tich dir liéu IMGT, cic viing V ngudi tiép nhan c6 thé ddi véi
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CDR VL 1613F12 chudt dugc x4c dinh: IGKV1-27*01 va IGKJ4*02. Dé thuc hién
viéc 1am mién thay ddi chudi nhe giéng nhu ctia ngudi, mdi gde khac nhau gitta cac
trinh tuy nguoi va chudt dugc cho dudi dang mot thir tu xép hang wu tién. Céc thir tu
vu tién nay (1-4) dugc sir dung dé tao ra 11 bién thé dugc lam gidng nhu ciia nguoi

khéc nhau ctia viing thay ddi chudi nhe c6 t6i 14 4ot bién nghich.

FR1-IMGT CDR1-IMGT FR2-IMGT CD
1613F12VL DVQITQSPSYLATSPGETITINCRAS KSI...... SKY LAWYQEKPGKTNKLLIY SG
Homsap IGKV1-27*01 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRAS QGI...... SNY LAWYQQKPGKVPKLLIY AA

viI Y AT P ETI N E ™
Uu tién 11 3 34 4 433 2 3 33
hz1613F12 (VL1) DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRAS KSI...... SKY LAWYQQKPGKVPKLLIY SG
hz1613F12 (VL1I2V) DVOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRAS KSI......SKY LAWYQQKPGKVPKLLIY SG
hz1613F12 (VL1M4I) DIQITQSPSSLSASVGDRVTITCRAS KSI......SKY LAWYQQOKPGKVPKLLIY SG
hz1613F12 (VL2.1) DVQITQSPSSLSASVGDRVTITCRAS KSI......SKY LAWYQQKPGKVPKLLIY SG
hz1613F12 (VL2.1V49T) DVQITQSPSSLSASVGDRVTITCRAS KSI......SKY LAWYQOKPGKTPKLLIY SG
hz1613F12 (VL2.1P50N) DVQITQSPSSLSASVGDRVTITCRAS KSI......SKY LAWYQQKPGKVNKLLIY SG
hz1613F12 (VL2.2) DVQITQSPSSLSASVGDRVTINCRAS KSI......SKY LAWYQOKPGKVPKLLIY SG
hz1613F12 (VL2.2V49T) DVQITQSPSSLSASVGDRVTINCRAS KSI......SKY LAWYQOKPGKTPKLLIY SG
hz1613F12 (VL2.2P50N) DVQITQSPSSLSASVGDRVTINCRAS KSI......SKY LAWYQQOKPGKVNKLLIY SG
hz1613F12 (VL2.3) DVQITQSPSSLSASVGDRVTINCRAS KSI......SKY LAWYQEKPGKTNKLLIY SG
hz1613F12 (VL3) DVQITQSPSYLAASVGDTITINCRAS KSI......SKY LAWYQEKPGKTNKLLIY SG
R2-IMGT FR3-IMGT
1613Fl2vL i S TLQSGVP.SRFSGSG. .SGTDFTLTISSLEPEDFAMYFC
Homsap IGKV1-27*01 e S TLQSGVP.SRFSGSG. .SGTDFTLTISSLOQPEDVATYYC
E FMF
Uu tién 4 442
hz1613F12 (VL1) «ee....S TLOSGVP.SRFSGSG. .SGTDFTLTISSLQPEDVATYYC
hz1613F12 (VL1I2V) = aie.... S TLQSGVP.SRFSGSG. .SGTDFTLTISSLQPEDVATYYC
hz1613F12 (VLIM4I) = ....e... S TLQSGVP.SRFSGSG. .SGTDFTLTISSLQPEDVATYYC
hz1613F12 (vL2.1)  L...... S TLQSGVP.SRFSGSG. .SGTDFTLTISSLQPEDVATYYC
hz1613F12 (VL2.1v49T) = ....... S TLQSGVP.SRFSGSG. .SGTDFTLTISSLOPEDVATYYC
hz1613F12 (VL2.1P50N) ....... S TLQSGVP.SRFSGSG. .SGTDFTLTISSLOPEDVATYYC
hz1613F12 (VL2.2) L..o.... S TLQSGVP.SRFSGSG. .SGTDFTLTISSLQPEDVATYFC
hz1613F12 (VL2.2V49T) ee.....S TLOSGVP.SRFSGSG. .SGTDFTLTISSLOQPEDVATYFC
hz1613F12 (VL2.2P50N) ....... S TLQSGVP.SRFSGSG. .SGTDFTLTISSLQPEDVATYFC
hz1613F12 (VL2.3) e S TLQSGVP.SRFSGSG. .SGTDFTLTISSLQPEDVATYFC
hz1613F12 (VL3) ceeeaa S TLQSGVP.SRFSGSG. .SGTDFTLTISSLQPEDVATYFC
CDR3-IMGT FR4-IMGT
1613F12VL QQOHHEYPLT FGAGTELELK
* Homsap IGKJ4*02 LT FGGGTKVEIK
A EL L
Uu tién 3 334
hz1613F12 (VL1) QQHHEYPLT FGGGTKVEIK
hz1613F12 (VL1I2V) QQHHEYPLT FGGGTKVEIK
hz1613F12 (VLIM4I) QQHHEYPLT FGGGTKVEIK
hz1613F12 (VL2.1) QQHHEYPLT FGGGTKVEIK
hz1613F12 (VL2.1V49T) QQHHEYPLT FGGGTKVEIK
hz1613F12 (VL2.1P50N) QQHHEYPLT FGGGTKVEIK
hz1613F12 (VL2.2) QQOHHEYPLT FGGGTKVEIK
hz1613F12 (VL2.2V49T) OQHHEYPLT FGGGTKVEIK
hz1613F12 (VL2.2P50N) QQHHEYPLT FGGGTKVEIK
hz1613F12 (VL2.3) QOHHEYPLT FGGGTKVEIK
hz1613F12 (VL3) QQHHEYPLT FGAGTELEIK
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13.1.2 Lam VH mién thay déi chudi ning giéng nhu ctia nguoi
Dé xé4c dinh tng vién & ngudi tdt nhit d& ghép CDR, cic gen dong té bao

mam & chudt va ngudi biéu hién twong dong tbi wru véi 1613F12 VH dugc tra clru.

Trinh tu nucleotit ciia 1613F12 VH duoc xép thiang hang véi ca cic trinh tu gen

dong té bao mam & chudt va ngudi bing céch st dung phin mém xép thing hang

trinh ty “IMGT/V-QUEST” 12 m6t phén trong dit liéu IMGT. Viéc xép thing hang

* c4c trinh tr axit amin cfing dugc tién hanh dé x4c minh cac két qua xép thing hang

trinh tu nucleotit bing cach sir dung phin mém “Align X” trong gbi VectorNTL. Viéc

xép thing hang véi chudt cic gen dong té bao mim di cho thiy ring gen V

IGHV14-3*02 va gen J IGHJ2*01 dong té bao maim cta chudt 1a cic gen dong té

bao mim chudt twong ddng nhit. Bang cach sir dung dit liéu IMGT, chudt D-gen

dong té bao mdm IGHD1-1*01 dwgc x4c dinh 14 trinh tu twong dong. Dé chon dong

té bao mam & ngudi thich hop dé ghép CDR, gen dong té bio mdm & ngudi c6 mirc

do giéng cao nhét véi trinh tu chudt VH 1613F12 duge xé4c dinh. V&i su tro gilp cua.
dir liéu IMGT va cac cong cu, gen dong té bao mam IGHV1-2*02 & ngudi va gen

dong té bao mim IGHJ5*01 J & ngudi duge chon 1am cac trinh ty nhan & nguoi dbi

v6i CDR VH 1613F12 chu6t. Dé thuc hién viéc 1am mién thay dbi chudi ning gidng -
nhu cia ngudi, mdi gbe khac nhau giita cac trinh tu ngudi va chudt duge cho trong
mdt khoang wu tién (1-4). Céc gid tri vu tién nay duoc sir dung dé tao ra 20 bién thé
dugc 1am gibng nhu ciia ngudi khac nhau c¢6 ving thay d6i chudi ning c6 dén 18 dot

bién nghich.
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FR1-IMGT CDR1-IMGT

1613F12
Homsap IGHV1-2*02

Priority
hz1613F12
hz1613F12
hz1613F12 (VH1W55RN66K)
hz1613F12 (VH1I84S)
hz1613F12 (VH1S85N)
hz1613F12 (VH1I84NS85N)
hz1613F12 (VH2.1)
hz1613F12 (VH2.1Q3H)
hz1613F12 (VH2.1W55R)
hz1613F12 (VH2.1N66K)
hz1613F12 (VH2.1lW55RN66K)
hz1613F12 (VH2.1R80S)
hz1613F12 (VH2.1N66KR80S)
hz1613F12 (VH2.2)
hz1613F12 (VH2.2M89L)
hz1613F12 (VH2.3)
hz1613F12 (VH2.3W55R)
hz1613F12 (VH2.3Q3HW55R)
hz1613F12 (VH2.4)
hz1613F12 (VH3)

VH1)

(
(VHIM39I)
(
(

(
(
(
(
(
(

1613F12
Homsap IGHV1-2*02

Prority

hz1613F12 (VH1)
hz1613F12 (VHIM39I)
hz1613F12 (VH1W55RN66K)
hz1613F12 (VH1I84S)
hz1613F12 (VH1S85N)
hz1613F12 (VH1I84NS85N)
hz1613F12 (VH2.1)
hz1613F12 (VH2.1Q3H)
hz1613F12 (VH2.1W55R)
hz1613F12 (VH2.1N66K)
hz1613F12 (VH2.1W55RN66K)
hz1613F12 (VH2.1R80S)
hz1613F12 (VH2.1N66KR80S)
hz1613F12 (VH2.2)
hz1613F12 (VH2.2M89L)
hz1613F12 (VH2.3)
hz1613F12 (VH2.3W55R)
hz1613F12 (VH2.3Q3HW55R)
hz1613F12 (VH2.4)
hz1613F12 (VH3)

(
(
(
(

1613F12VH
Homsap IGHJ5*01

Prority

hz1613F12 (VH1)

hz1613F12 (VHIM39I)
hz1613F12 (VHIW55RN66K)
hz1613F12 (VH1I84S)
hz1613F12 (VH1S85N)
hz1613F12 (VH1I84NS85N)
hz1613F12 (VH2.1)
hz1613F12 (VH2.1Q3H)
hz1613F12 (VH2.1W55R)
hz1613F12 (VH2.1N66K)
hz1613F12 (VH2.1W55RN66K)
hz1613F12 (VH2.1R80S)
hz1613F12 (VH2.1N66KR80S)
hz1613F12 (VH2.2)
hz1613F12 (VH2.2 M89IL)
hz1613F12 (VH2.3)
hz1613F12 (VH2.3W55R)
hz1613F12 (VH2.3Q3HWS55R)
hz1613F12 (VH2.4)
hz1613F12 (VH3)

25904

R2-IMGT
56-65)

FR3-IMGT
(66-104)

PA..NGHT KYGPNFQ.GRATMTSDTSSNTAYLQLSSLTSEDTAVYYC
PN..SGGT NYAQKFQ.GRVTMTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYC

K GPN
2 344

A S SN

4 2 11 33

IQ STE
4 4 4

PA..NGHT NYAQKFQ.GRVTMTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYC
PA..NGHT NYAQKFQ.GRVTMTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYC
PA..NGHT KYAQKFQ.GRVTMTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYC
PA..NGHT NYAQKFQ.GRVTMTRDTSSSTAYMELSRLRSDDTAVYYC
PA..NGHT NYAQKFQ.GRVTMTRDTSINTAYMELSRLRSDDTAVYYC
PA..NGHT NYAQKFQ.GRVTMTRDTSSNTAYMELSRLRSDDTAVYYC
PA..NGHT NYAQKFQ.GRVTMTRDTSSNTAYMELSRLRSDDTAVYYC
PA..NGHT NYAQKFQ.GRVTMTRDTSSNTAYMELSRLRSDDTAVYYC
PA..NGHT NYAQKFQ.GRVTMTRDTSSNTAYMELSRLRSDDTAVYYC
PA..NGHT KYAQKFQ.GRVTMTRDTSSNTAYMELSRLRSDDTAVYYC
PA..NGHT KYAQKFQ.GRVTMTRDTSSNTAYMELSRLRSDDTAVYYC
PA..NGHT NYAQKFQ.GRVTMTSDTSSNTAYMELSRLRSDDTAVYYC
PA..NGHT KYAQKFQ.GRVTMTSDTSSNTAYMELSRLRSDDTAVYYC
PA. .NGHT KYAQKFQ.GRVTMTSDTSSNTAYMELSRLRSDDTAVYYC
PA..NGHT KYAQKFQ.GRVTMTSDTSSNTAYLELSRLRSDDTAVYYC
PA..NGHT KYAQKFQ.GRVTMTSDTSSNTAYMELSRLRSDDTAVYYC
PA..NGHT KYAQKFQ.GRVTMTSDTSSNTAYMELSRLRSDDTAVYYC
PA..NGHT KYAQKFQ.GRVTMTSDTSSNTAYMELSRLRSDDTAVYYC
PA..NGHT KYAQKFQ.GRVTMTSDTSSNTAYLELSRLRSDDTAVYYC
PA..NGHT KYGQKFQ.GRVTMTSDTSSNTAYLOLSRLRSDDTAVYYC

CDR3-IMGT

FR4-IMGT

ARGAYYYGSSGLFYFDY

ARGAYYYGSSGLFYFDY
ARGAYYYGSSGLFYFDY
ARGAYYYGSSGLFYFDY
ARGAYYYGSSGLFYFDY
ARGAYYYGSSGLFYFDY
ARGAYYYGSSGLFYFDY
ARGAYYYGSSGLFYFDY
ARGAYYYGSSGLFYFDY
ARGAYYYGSSGLFYFDY
ARGAYYYGSSGLFYFDY
ARGAYYYGSSGLFYFDY
ARGAYYYGSSGLFYFDY
ARGAYYYGSSGLFYFDY
ARGAYYYGSSGLFYFDY
ARGAYYYGSSGLFYFDY
ARGAYYYGSSGLFYFDY
ARGAYYYGSSGLFYFDY
ARGAYYYGSSGLFYFDY
ARGAYYYGSSGLFYFDY
ARGAYYYGSSGLFYFDY
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WGQGTTLSVSS

WGQGTLVTVSS
TLS
444

WGQGTLVTVSS
WGQGTLVTVSS
WGQGTLVTVSS
WGQGTLVTVSS
WGQGTLVTVSS
WGQGTLVTVSS
WGQGTLVTVSS
WGQGTLVTVSS
WGQGTLVTVSS
WGQGTLVTVSS
WGQGTLVTVSS
WGQGTLVTVSS
WGQGTLVTVSS
WGQGTLVTVSS
WGQGTLVTVSS
WGQGTLVTVSS
WGQGTLVTVSS
WGQGTLVTVSS
WGQGTLVTVSS
WGQGTLVTVSS

FR2-IMGT =~ CD
(1-26) (27-38) (39-55)

EVHLQQSGA.ELVKPGASVKLSCTAS GFNI....RDTY IHWVKQRPEQGLEWIGR
QVQLVQSGA.EVKKPGASVKVSCKAS GYTF....TGYY MHWVRQAPGQGLEWMGW
EHQ v L T I KRE IR
323 33 3 3 1 3414 32
QVQLVQSGA .EVKKPGASVKVSCKAS GFNI....RDTY MHWVRQAPGQGLEWMGW
QVQLVQSGA.EVKKPGASVKVSCKAS GFNI....RDTY IHWVRQAPGQGLEWMGW
QVQLVQSGA .EVKKPGASVKVSCKAS GFNI....RDTY MHWVRQAPGQGLEWMGR
QVQLVQSGA .EVKKPGASVKVSCKAS GENI....RDTY MHWVRQAPGQGLEWMGW
QVQLVQSGA.EVKKPGASVKVSCKAS GFNI....RDTY MHWVRQAPGQGLEWMGW
QVQLVQSGA.EVKKPGASVKVSCKAS GFNI....RDTY MHWVRQAPGQGLEWMGW
QVQLVOSGA .EVKKPGASVKVSCKAS GFNI....RDTY IHWVRQAPGQGLEWMGW
QVHLVQSGA .EVKKPGASVKVSCKAS GFNI....RDTY IHWVRQAPGQGLEWMGW
QVQLVQSGA .EVKKPGASVKVSCKAS GFNI....RDTY IHWVRQAPGOGLEWMGR
QVQLVQSGA.EVKKPGASVKVSCKAS GFNI....RDTY IHWVRQAPGQGLEWMGW
QVQLVQSGA.EVKKPGASVKVSCKAS GFNI....RDTY IHWVRQAPGQGLEWMGR
QVQLVQSGA.EVKKPGASVKVSCKAS GFNI....RDTY IHWVRQAPGQGLEWMGW
QVQLVQSGA.EVKKPGASVKVSCKAS GFNI....RDTY IHWVRQAPGQGLEWMGW
QVHLVQSGA.EVKKPGASVKVSCKAS GENI....RDTY IHWVRQAPGQGLEWMGW
QVHLVQSGA.EVKKPGASVKVSCKAS GFNI....RDTY IHWVRQAPGQGLEWMGW
QVQLQOQOSGA .EVKKPGASVKLSCTAS GFNI....RDTY IHWVRQAPGQGLEWMGW
QVQOLQOSGA .EVKKPGASVKLSCTAS GENI....RDTY IHWVRQAPGQGLEWMGR
QVHLQQOSGA . EVKKPGASVKLSCTAS GFNI....RDTY IHWVRQAPGQGLEWMGR
QVQLQQOSGA.EVKKPGASVKLSCTAS GFNI....RDTY IHWVRQAPGQGLEWIGR
EVHLQQOSGA .ELVKPGASVKLSCTAS GENI.. THWVKQAPGQGLEWIGR



25904

13.2. Déanh gid hz1613F12 khang m1613F12

Pé xem lidu 1613F12 duoc lam gidng nhu ciia ngudi twrong duong véi dang
1613F12 chudt ctia n6, cac thir nghiém gén két duoc tién hanh ca bing ELISA bing
cach sir dung cac thir nghiém protein thAxI-Fc va bing FACS bang cach st dung cac
té bao SN12C. Dé bd trog, thir nghiém doc tinh gy doc t& bao in vitro truc tiép dugc
tién hanh bang cach st dung cac té bao khdi u than ngudi SN12C va dong té bao
caxinom phdi ngudi Calu-1.

Truédc ti€n, cac thir nghiém dugce thyc hién. Trong thir nghiém nay, dia c6 96
16 (Immulon II, Thermo Fisher) dugc pht bang 5 pg/ml dung dich 1613F12 trong 1x
PBS, qua dém ¢ nhié¢t 4 4°C. Sau budc 1am bao hoa, khoang ndng d6 clia protein rh
Axl-Fc (R and D Systems, ref: 154-AL) (tir 5. pg/ml dén 0,02 pg/ml) duge  trong
~ thoi gian 1 gid' & nhiét 46 37°C trén cic dia da dugc phi. Ddi v6i bude hién thi,
khang thé Ax] di duoc biotinyl hoa (trong san phdm hop) dugc bd sung véi luong
0,85 pg/ml trong thoi gian 1 gio & nhiét do 37°C. Khang thé Axl nay thudc nhém
epitop riéng biét. Sau d6, dung dich avidin-peroxidaza cdy cai 6c ven bién & ndng do
1/2000° trong dung dich dém pha loang dugc bd sung vao céac 18. Sau do6, dung dich
co chit TMB dugc bd sung véo trong thdi gian 5 phut. Sau khi bd sung, dung dich
1am ngimg peroxydaza, dd hdp phu & 405 nm dugc do bing bd doc vi dia.

Fig.12 cho thdy ring ca cac khang thé 1613F12 chudt 13n duoc 1am gidng nhu
ctia ngudi déu gin két twong tur véi protein rthAxI-Fe.

Péi vé6i phan tich FACS, cac t& bao SN12C duoc nudi cdy trong méi trudng
RPMI 1640 + 2 mM L-glutamin + 10% huyét thanh. Céc té bao dugc tach ra bang |
cach sir dung trypsin va ndng d té bao dugc diu chinh & mirc 1 x 10° t& bao / ml
trong dung dich dém FACS. Thé tich 100pL hén dich té bao duoc U vé6i cac dbi
chimg isotyp hoic céc khang thé khang Axl v6i cac ndng do ting dan trong thoi gian
20 phiit & nhiét d6 4°C. Sau d6, cac té bao nay duoc rira ba 14n bang chit dém FACS
va duge 1 trong thdi gian 20 phat nita bing cach st dung khang thé thir cdp IgG
Alexa488 khang chudt hogc khang thé thir cip IgG Alexa488 khang ngudi & nhiét do
4°C trong béng t6i. Cac té bao nay duoc rira ba 14n biang dung dich dém FACS va
dugc tai tao huyén phi bang 100p] dung dich dém FACS truée khi b sung propidi
iodua.

Cac té bao nay dugc @ vé6i dbi chimg isotyp hodc cac khang thé khang Axl vé6i
ndng d9 ting din. m1613F12 twong tmg véi 1613F12 chudt, c1613F12, tuong ung
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v6i 1613F12 thé ghép va hz1613F12 tuong tmg véi khang thé dugc 1am gidng nhu
ctia ngudi. ECso dugc xac dinh bang cach st dung phan mém Prism.

Nhu duge minh hoa trén Fig. 13, dang duoc 1am giéng nhu clia ngudi cia
1613F12 gén két cac t& bao SN12C c6 ECs, twong duong véi 1613F12 & dang thé
ghép va & dang & chudt. Cac két qua nay da chi ra ring hz1613F12 da nhin biét
khang nguyén Axl véi cac dic tinh gin két trong t voi 1613F12 chudt.

Céc cach thirc tién hanh thir nghiém doc tinh gy doc té bao in vitro truc tiép
da dugc mo ta trude d6 trong Vi du 12. Trong vi du nay, 4 thé tiép hop mién dich
saporin dugc diu ché: m9G4-saporin, ch9G4-saporin, 1613F12-saporin va
hz1613F12-saporin va duoc thir nghiém trong hai kiéu té bao (cac té bao khdi u than
SN12C ngudi va cac té bao caxinom phdi Calu-1 ngudi).

Fig.14 cho thiy ring ca hai ddi chimg isotyp m9G4-saporin va ch9G4-saporin
déu cam, va khéng thé Axl 1613F12-saporin dugc lam gidng nhu ciia ngudi giy ra
cac tac dung gdy ddc té bao twong tu trén cac t& bao SN12C nhu thé tiép hop mién
- dich 1613F12-saporin chudt.

Fig.15 cho thay rang thé tiép hop mién dich 1613F12-saporin duoc 1am gidng
nhu cia ngudi gdy ra tac dung gy doc té bao twong trr dén cac té bao Calu-1 nhu thé
tiép hop mién dich 1613F12-saporin & chudt. Trai lai, ca hai ddi ching isotyp m9G4-
saporin 14n ch9G4-saporin déu cho thiy hoat tinh yéu (ddc tinh gy doc té bao ti da
~ 10 %) d6i v6i cac ndng d6 khang thé trén 10 M.

Vi du 14: Pong hoc gin két ciia 1613F12 véi ECD AxI ngudi

Viéc do ai luc cua 1613F12 sau d6 dugc xac dinh bfmg cach st dung Biacore.
Biacore X dugc st dung dé do dong hoc gén két ctia 1613F12 trén ECD AxI ngudi.

Dung cu nay dua trén co s& hién tugng quang hoc cdng huéng plasmon bé
mit (SPR) dugc sir dung bing hé Biacore cho phép phat hién va do su twong tac
protein-protein trong thdi gian thuc, ma khong sir dung céc nhan danh diu.

Vin tit, cac thir nghiém duoc thuc hién bing cach sir dung chip cam bién
CMS5 1am b cam bién sinh hoc. IgG thé duge cb dinh trén cac té bao dong chay 1 va
2 (FC1 va FC2) cua chip cam bién CM5 & mirc 9300-10000 don vi d4p tmg (RU)
bang céch sir dung héa hoc lién hop amin dé hip thu cac khang thé.

Viéc gén két duoc danh gia bang cach sir dung nhiéu chu trinh. Mbi chu trinh
do duoc tién hanh bing cach sir dung tdc do dong bing 30ul/phut trong chit dém
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HBS-EP. Sau d6, khang thé Axl dé thir nghiém dugc hip thu trén chip nay trong thoi
gian 1 phut chi trén FC2 dé dat gia tri hip thu trung binh bang 311,8 RU (SD=5,1
RU) d6i véi 1613F12. Chat phan tich (khang nguyén ECD Axl) dugc phun bit dau &
200 nM va st dung viéc pha lodng theo day hai 14n @ do so bd cac gia tri ka va kd
trong thoi gian thuec.

Khi két thiic mdi chu trinh, cic bé mat dugc tai sinh bang cach phun dung
dich glyxin hydroclorua 10mM c6 d6 pH=1,5 & loai b6 cac phirc hop khang thé-
khang nguyén ciing nhu khang thé hdp thu. Tin hiéu dugc cin nhéc tuong tmg véi
su chénh 1éch vé& céc tin hiéu duge quan sat gitta FC1 va FC2 (FC2-FC1). Ty 1& Kkét
hop (ka) va ty 1& phéan ly (kd) dugc tinh toan bing cich sir dung md hinh gén két
Langmuir 1-1. Hing s phan ly can bing (KD) duoc xac dinh 1a ty 1& ka/kd. Cac gi4
tri thir nghiém dugc phan tich bang phin mém Biaevaluation phién ban 3,0. Phan
tich 2 s& duoc tién hanh dé danh gia d6 chinh x4c caa dir lidu.

Dit liéu duge tom tit trong bang dudi déy 8.

Bang 8
Khang thé ka (1/Ms) kd(1/s) KD (M) Chi?
1613F12 1,06 10° 2,42 10™ 2,29 107 0,71 (0,6%)

Pé tao ra mién ngoai bao ngudi (ECD) cia Axl, ADN b tro ngudi ma hoa
thu thé AXL tan & ngudi dau tién duoc tach dong thanh vecto biéu hién pCEP4 bing
PCR. Sau d6, san phdm dd dugc tinh ché duge phan giai bang cic enzym gi6i han
HindIII va BamHI va dugc budc vao vecto biéu hién pCEP4 ma da dugc cit trudce
bang cic enzym nay. Cubi cing, plasmit tai t& hop xac dinh dugc pCEP[AXL]Hise
con dugc xac nhan béng cac lap trinh tuy ADN.

Sau d6, cac t& bao HEK293E thich tmg hén dich duoc nudi cy trong moi
truong Ex-cell 293 (SAFC Biosciences) véi 4 mM glutamin. T4t ca cac 14n chuyén
nhiém déu dugc tién hanh bang cach sir dung polyetylenimin mach thing dai 25 kDa
(PEI). Cac té bao da duoc chuyén nhiém duoc duy tri & 37°C trong may lic G nhiét
V6i 5% CO, va lic & tbe d6 120 vong/phut trong thoi gian 6 ngay. Cac té bao dugc
thu gom bing cach ly tdm, va dich ndi bé mit chira protein dwoc danh ddu His tai tb

hop dugc xir Iy dé tinh ché trén cot Ni-NTA agaroza.
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YEU CAU BAO HQ

1. Protein gin két khang nguyén, hoic doan gin két khang nguyén cia nd, trong do
protein gin két khang nguyén hodic doan gin két khang nguyén nay: i) gén két dic
hiéu véi protein Axl & ngudi va ii) dugc ndi héa sau khi gin két vai protein Axl &
ngudi néu trén, va trong d6 protein gin két khang nguyén nay 1a khang thé, khang
thé nay bao gém ba ving x4c dinh tinh bd trg (CDR) chudi nhe CDR-L1, CDR-L2,
va CDR-L3 bao gém lan lugt céac trinh ty SEQ ID NO. 1, 2, va 3; va ba vung xéc
dinh tinh b4 trg (CDR) chudi ning CDR-H1, CDR-H2, va CDR-H3 bao gbém lin
luot c4c trinh tu SEQ ID NO. 4, 5, va 6.

2. Protein gén két khang nguyén, hoiic doan gin két khang nguyén cia no, theo diém
1, trong d6 protein gin két khang nguyén hodc doan gin két khang nguyén nay giy
ra viéc lam gidm cudng do phéat huynh quang trung binh (MFI - Mean Fluorescence
Intensity) do dugc bing k§ thuat phan loai t& bao hoat héa huynh quang (FACS -

Florescence-activated cell sorting) it nhét 1 200.

3. Protein gin két khang nguyén, hoic doan gin két khang nguyén ciia n6, theo diém

1, trong d6 protein gin két khang nguyén nay 12 khang thé don dong.

4. Protein gan két khang nguyén, hoic doan gin két khang nguyén cia né, theo diém
1, trong d6 protein gin két khang nguyén hoic doan gin két khang nguyén nay chua
mién thay dbi chudi nhe dwoc chon tir nhém bao gdm:

i) mién thay ddi chudi nhe c6 trinh ty SEQ ID NO. 7 hoic trinh trr bét ky
c6 d6 gidng véi trinh tr SEQ ID NO.7 it nhét 1a 80%,

ii) mién thay ddi chudi nhe c6 trinh tr SEQ ID NO. 36 hodc trinh tir bt ky
c6 d6 gidng véi trinh ty SEQ ID NO. 36 it nhét 12 80%; va

iii) mién thay d6i chudi nhe c6 trinh ty SEQ ID NO. 37 dén 47 hojc trinh
tu bat ky c6 d6 giéng véi cac trinh ty SEQ ID NO. 37 dén 47 it nhét 13 80%.
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5. Protein gén két khang nguyén, hoiic doan gin két khang nguyén cia no, theo diém
1, trong d6 protein gén két khang nguyén hoic doan gin két khang nguyén nay chira
mién thay d6i chudi ning dugc chon tir nhém bao gom:

i) mién thay dbi chudi ning c6 trinh ty SEQ ID NO. 8 hoic trinh tir bét ky
¢ d6 gidng véi SEQ ID NO.8 it nhét 1a 80%;

ii) mién thay ddi chudi ning c6 trinh ty SEQ ID NO. 48 hoic trinh tur bét
ky c6 d6 giéng véi SEQ ID NO. 48 it nhét 12 80%; va

iii) mién thay d6i chudi nang c6 trinh twr SEQ ID NO. 49 dén 68 hoic trinh
tur bat ky c6 do gidng véi cac trinh tw SEQ ID NO. 49 dén 68 it nhit 13 80%.

6. Protein gén két khéng nguyén, hoic doan gin két khang nguyén clia no, theo diém
1, trong d6 protein gin két khang nguyén hodc doan gin két khang nguyén nay bao
gE‘)m: ,

i) mién thay d6i chudi nhe c6 trinh ty SEQ ID NO. 7, 36 hodc 37 dén 47
hoic trinh tw bét ky c6 do gidng véi cac trinh tu SEQ ID NO.7, 36 hoic 37 d&én 47 it
nhét 13 80%; va

| ii) mién thay d6i chudi ning c6 trinh tr SEQ ID NO. 8, 48 hoic 49 dén 68
hoic trinh tu bat ky c6 d¢ gidng véi cac trinh ty SEQ ID NO.8, 48 hoic 49 dén 68 it
nhét 12 80%.

7. Protein gin két khang nguyén theo diém 1, trong d6 protein gin két khang nguyén
nay bao gdm khang thé don dong 1613F12 duoc san xut boi té bao lai 1-4505 dugc
lwu gitr tai Trung tdm suu tip giéng nudi cdy vi sinh vat qubc gia (Collection
Nationale de Cultures de Microorganismes - CNCM), Vién Pasteur, Phap, vao ngay

28 thang bay nam 2011, hodc doan gin két khang nguyén cta né.

8. Té bao lai I-4505 & chudt duoc luu giir tai CNCM, Vién Pasteur, Phép, vao ngiy
28 thang bay nam 2011.

9. Thé tiép hop mién dich, bao gdm protein gin két khang nguyén, hodc doan gin két

khéang nguyén ctia nd, theo diém 1 duoc tiép hop véi tic nhan gay doc té bao.
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10. Dugc phim, chira thé tiép hop mién dich theo diém 9 va it nhat mot ta dugc

va/hoic chét din thude duoc dung.

11. Protein gin két khang nguyén, hoic doan gin két khang nguyén ctia né, theo
diém 1, trong d6 protein Ax1 & ngudi theo diém 1 ¢6 trinh tu nhu duge thé hién trong
SEQ ID NO. 29 hogc 30, hogc trinh tu bién thé tw nhién cta no.

12. Protein gin két khang nguyén, hosic doan gin két khang nguyén cia né, theo
diém 1, trong d6 protein gin két khang nguyén hodc doan gin két khang nguyén nay
gin két ddc hiéu véi epitop ndm trong mién ngoai bao protein Axl & ngudi cé trinh

tr SEQ ID NO. 31 hoic 32 hoic trinh tir bién thé tu nhién ctia né.

13. Protein gén két khang nguyén, hoic doan gin két khang nguyén cia no, theo v
diém 1, trong do protein gin két khang nguyén hodc doan gin két khang nguyén nay
chira mién thay @i chudi nhe c6 trinh tr SEQ ID NO. 47 va mién thay dbi chudi
ndng co trinh tg SEQ ID NO 68.

14. Thé tiép hop mién dich, bao gdm protein gén két khang nguyén, hoic doan gin

két khang nguyén ciia no, theo diém 13 dugc tiép hop v6i tic nhan gy ddc té bao.

15. Duoc phém, chira thé tiép hop mién dich theo diém 14 va it nhit mot ta duogc

va/hodc chét dan thude duoc dung.

-73-



25904

Thir nghiém doc tinh gy doc t€ bao SN12C ctia 1613F12
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FIG. 1
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rhAxI-Fc ELISA - 1613F12
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rhDtk-Fc ELISA - 1613F12
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Thr

Asn

Thr

Asn

205

Thr

Ala

Pro

Leu

Ala

285

Val

Ala

Ala

Arg

Val

Leu

110

Ala

Glu

Ala

Lys

Thr

190

Leu

Pro

Val

Pro

Arg

270

Cys

Glu

Thr

Pro

Ile

Phe

95

Glu

Ala

Pro

Pro

Thr

175

Ser

His

Gly

Leu

Glu

255

Leu

Thr

Thr

Arg’

Leu
335

Thr
80

Leu
Gly
Asn
Val
Gly
160
Ser
Arg
Leu
Leu
Ser
240
Glu
Gly
Ser
Pro
Asn

320

Gln



25904

Gly Thr Leu Leu Gly Tyr Arg Leu Ala Tyr Gln Gly Gln Asp Thr Pro
340 345 350

Glu Val Leu Met Asp Ile Gly Leu Arg Gln Glu Val Thr Leu Glu Leu
355 360 365

Gln Gly Asp Gly Ser Val Ser Asn Leu Thr Val Cys Val Ala Ala Tyr
370 375 380

Thr Ala Ala Gly Asp Gly Pro Trp Ser Leu Pro Val Pro Leu Glu Ala
385 390 395 400

Trp Arg Pro Gly Gln Ala Gln Pro Val His Gln Leu Val Lys Glu Pro
405 410 415

Ser Thr Pro Ala Phe Ser Trp Pro Trp Trp
420 425

<210> 33
<211> 4
<212> PRT

<213> nhén tao

<220>
<223> Tetrapeptit

<400> 33

Gly Phe Leu Gly

1

<210> 34
<211> 4
<212> PRT

<213> nhéan tao

<220>
<223> Tetrapeptit

<400> 34

Ala Leu Ala Leu

1

<210> 35
<211> 5
<212> PRT

<213> nhén tao

<220>
<223> Pentapeptit

<400> 35

Pro Val Gly Val Val

1 5
<210> 36
<211> 107

-105-



<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>

PRT
nhédn tao

Mién thay 4&bi

misc_feature
(2)..(2)
X cé thé& thay

misc_feature
(4)..(4)
X cb6 th& thay

misc_feature
(10) .. (10)
X cé thé thay

misc_feature
(12) ..(12)
X cbé th& thay

misc_feature
(18)..(18)
X cé th& thay

misc_feature
(19)..(19)
X cé thé& thay

misc feature
(22) .. (22)
X c6 thé thay

misc_feature
(38)..(38)
X cbé th& thay

misc_feature
(43)..(43)
X cé thé& thay

misc_feature
(44)..(44)
X cé thé thay

misc_feature
(87)..(87)
X cb6 thé thay

misc_feature
(100) .. (100)
X cbé thé thay

25904

Hz ctia chudi nhe

thé

thé

the

thé

hoac

hodc

hodc

hoéc

hodc

hoéc

-106-



misc_feature
(103) ..(103)

X cé thé& thay thé

misc_feature
(104) .. (104)

X c6 thé thay thé

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400> 36

Asp Xaa Gln

1

Asp Xaa Xaa

Leu Ala Trp
35

Tyr Ser Gly

50

Ser Gly Ser

65

Glu Asp

Thr Phe

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

<220>
<223>

<400>

Val

Gly

37
107
PRT
nhén

37

Asp Ile Gln

1

Asp Arg

Leu Ala

Tyr Ser

50

Ser Gly

65

Val

Trp

Gly

Ser

Xaa

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Xaa
100

tao

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Xaa

Xaa

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

thay db4i Hz

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp
70

K hodc

V hodc

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Xaa

Xaa

cua

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Xaa

25904

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Xaa Leu
10

Ser Lys

Lys Xaa

Val Pro

Thr Ile
75

Gln His
90

Ile Lys

chudi nhe

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Ser Leu
10

Ser Lys
Lys Val

Val Pro

Thr Ile
75

-107-

Xaa

Ser

Xaa

Ser

60

Ser

His

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Val

15

Lys

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Val

15

Lys

Leu

Ser

Gln

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Leu

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
80



Glu Asp Val

Thr Phe Gly

<210> 38
<211> 107
<212> PRT
<213> nhén
<220>
<223> Mién
<400> 38

Asp Val Gln
1

Asp Arg Val
Leu Ala Trp
35
Tyr Ser Gly
50
Ser Gly Ser
65
Glu Asp Val
Thr Phe Gly
<210> 39
<211> 107
<212> PRT
<213> nhéan
<220>
<223> Mién
<400> 39

Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Leu Ala Trp
35

25904

Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln His

85

90

Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100

tao

thay d&8i Hz

Met Thr Gln

Thr
20

Ile Thr

Tyr Gln Gln

Ser Thr Leu

Gly Thr Asp

70

Ala Thr

85

Tyr

Gly Thr

100

Gly

tao

thay d&bi Hz

Ile Thr Gln
5

Thr Ile Thr
20

Tyr Gln Gln

cua

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Ser

Cys

Lys

105

chudi nhe

Ser Leu

10

Pro Ser

Ala
25

Arg Ser Lys

Pro Val

40

Gly Lys

Ser Gly Val Pro

Thr Thr Ile

75

Leu

Gln
90

Cys Gln His

Val Glu

105

Ile Lys

chudi nhe

Pro Ser Ser Leu
10

Arg Ala Ser Lys
25

Pro Gly Lys Val
40

-108-

His Glu Tyr Pro Leu

Ser Ala Ser

Ile Ser

30

Ser

Pro Lys Leu

45

Ser Phe

60

Arg

Ser Ser Leu

His Glu Tyr

Ser Ala Ser

95

Val

15

Lys

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Val
15

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Leu

Gly

Ser Ile Ser Lys Tyr

30

Pro Lys Leu Leu Ile

45



Tyr Ser Gly
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Val

Thr Phe Gly
<210> 40
<211> 107
<212> PRT
<213> nhé&n
<220>

<223> Mién
<400> 40

Asp Val Gln
1

Asp Arg Val
Leu Ala Trp
35
Tyr Ser Gly
50
Ser Gly Ser
65
Glu Asp Val
Thr Phe Gly
<210> 41
<211> 107
<212> PRT
<213> nhéan
<220>
<223> Mién
<400> 41

Asp Val Gln
1

Ser Thr Leu

Gly Thr Asp
70

Ala Thr Tyr
85

Gly Gly Thr
100

tao

thay dbi Hz

Ile Thr Gln

Thr
20

Ile Thr

Tyr Gln Gln

Ser Thr Leu

Gly Thr Asp

Ala Thr

85

Tyr

Gly Gly Thr

100

tao

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Ser

Thr

Cys

Val

25904

Gly Val

Leu Thr

75

Gln Gln

90

Glu Ile

105

Lys

ctia chudi nhe

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Ser Leu

10

Ser

Ala
25

Ser Lys

Gly Lys Val

Gly Val Pro

Thr Ile

75

Leu

Gln
90

Gln His

Glu Ile

105

Lys

thay dbi Hz ctia chudi nhe

60

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

His

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

95

Val

15

Lys

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Pro Ser Arg Phe Ser Gly

Ile Ser Ser Leu Gln Pro

80

His His Glu Tyr Pro Leu

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Leu

Ile Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

5

10

-109-

15



Asp Arg Val
Leu Ala Trp
35
Tyr Ser Gly
50
Ser Gly Ser
65
Glu Asp Val
Thr Phe Gly
<210> 42
<211> 107
<212> PRT
<213> nhéan
<220>
<223> Mién
<400> 42

Asp Val Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Phe

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

Val

Trp

35

Gly

Ser

Val

Gly

43
107
PRT
nhan

Thr Ile Thr
20

Tyr Gln Gln

Ser Thr Leu

Gly Thr Asp

Ala Thr Tyr
85

Gly Gly Thr
100

tao

thay &8i Hz

Ile Thr Gln

Thr Ile Thr
20

Tyr Gln Gln

Ser Thr Leu

Gly Thr Asp
70

Ala Thr Tyr
85

Gly Gly Thr
100

tao

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

25904

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

chudi nhe

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Lys

Thr

Pro

Ile

75

His

.Lys

Leu

Lys

Val

Pro

Ile

75

His

Lys

-110-

Ser

Pro

Ser

60

Ser

His

Ser

Ser

Asn

Ser

60

Ser

His

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Lys

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Val

15

Lys

Leu

Ser

Gln

Pro
95

fyr
Ile
Gly
Pro

80

Leu

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80

Leu



<220>
<223> Mién

<400> 43
Asp Val Gln
1

Asp Arg Val

Leu Ala Trp
35

Tyr Ser Gly
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Val

Thr Phe Gly

<210> 44
<211> 107
<212> PRT
<213> nhéan
<220>

<223> Mién
<400> 44

Asp Val Gln
1

Asp Arg Val

Leu Ala Trp

Tyr Ser Gly
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Val

Thr Phe Gly

thay d4i Hz

Ile Thr
Thr Ile
20

Tyr Gln
Ser Thr
Gly Thr
Ala Thr

85

Gly Gly
100

tao

Gln

Asn

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

thay dbéi Hz

Ile Thr

Thr Ile

20

Tyr Gln

Ser Thr

Gly Thr

Ala Thr

85

Gly Gly

Gln

Asn

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Phe

Lys

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Phe

Lys

25904

chudi nhe

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

chudi nhe

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Lys

Val

Pro

Ile

75

His

Lys

Leu

Lys

Thr

Pro

Ile

75

His

Lys

-111-

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

His

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

His

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Val

15

Lys

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Val

15

Lys

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Leu

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Leu



<210> 45
<211> 107
<212> PRT
<213> nhén
<220>

<223> Mién
<400> 45

Asp Val Gln
1

Asp Arg Val
Leu Ala Trp
35
Tyr Ser Gly
50
Ser Gly Ser
65
Glu Asp Val
Thr Phe Gly
<210> 46
<211> 107
<212> PRT
<213> nhén
<220>
<223> Mién
<400> 46

Asp Val Gln
1

Asp Arg Val

Leu Ala Trp
35

Tyr Ser Gly
50

Ser Gly Ser

100

tao

thay ¢di Hz

Ile Thr Gln

Thr
20

Ile Asn

Tyr Gln Gln

Ser Thr Leu

Gly Thr Asp

70

Ala Thr

85

Tyr

Gly Thr

100

Gly

tao

thay &bi Hz

Ile Thr Gln

Thr
20

Ile Asn

Tyr Gln Glu

Ser Thr Leu

Gly Thr Asp

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Phe

Lys

cua

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

25904

105

chudi nhe

Ser
10

Pro Ser

Ala
25

Arg Ser

Pro
40

Gly Lys

Ser Gly Val

Thr Leu Thr

Gln Gln

90

Cys

Val Glu

105

Ile

chudi nhe

Ser
10

Pro Ser

Ala
25

Arg Ser

Pro
40

Gly Lys

Ser Gly Val

Thr Leu Thr

Leu

Lys

Val

Pro

Ile

75

His

Lys

Leu

Lys

Thr

Pro

Ile

-112-

Ser

Ser

Asn

Ser

60

Ser

His

Ser

Ser

Asn

Ser

60

Ser

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Val

15

Lys

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Val

15

Lys

Leu

Ser

Gln

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Leu

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro



65

70

25904

75

Glu Asp Val Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gln His

Thr Phe Gly

<210> 47
<211> 107
<212> PRT
<213> nhéan
<220>

<223> Mién
<400> 47

Asp Val Gln
1

Asp Thr Ile

Leu Ala Trp

Tyr Ser Gly
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Val

Thr Phe Gly
<210> 48
<211> 124
<212> PRT
<213> nhéan
<220>

<223> Mién
<220>

<221>

<222> (1)..
<223>

<220>

<221>

<222> (3)..
<223>

85

90

Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100

tao

thay &8i Hz

Ile

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ala
100

tao

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Asn

Glu

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Phe

Glu

105

chudi nhe

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Tyr Leu
10

Ser Lys

Lys Thr

Val Pro

Thr Ile
75

Gln His
90

Ile Lys

thay d8i Hz ctia chudi nidng

(1)

(3)

misc_feature

misc_feature

X cb6 th& thay thé

X cbé thé thay thé

Q hoac E

Q hodc H

-113-

80

His Glu Tyr Pro Leu

Ala

Ser

Asn

Ser

60

Ser

His

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

Ser

Ser
30

Leu I

Phe

Leu

Tyr

95

Val
15

Lys

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Leu



<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

25904

misc_feature
(3)..(5)
X c6 thé& thay th& V hodc Q

misc_feature
(11)..(11)
X c6 thé& thay th& V hodc L

misc_feature
(12) .. (12)
X cé6 thé thay thé K hodc V

misc_feature
(20) .. (20)
X cé thé thay thé V hodc L

misc_feature
(23) ..(23)
X c6 théd thay th& K hodc T

misc_feature
(34) ..(34)
X c6 thé thay thé M hodc I

misc_feature
(38) ..(38)
X cé thé thay thé R hoic K

misc_feature
(48) ..(48)
X cé thé thay thé M hodc I

misc_feature
(50) ..(50)
X cb6 thé thay th& W hodc R

misc_feature
(59)..(59)
X c6 thé thay thé N hodc K

misc_feature
(61)..(61)
X cé thé thay thé A hodc G

misc_feature
(72) .. (72)
X c6 thé thay th& R hodc S

misc_feature
(76) .. (76)
X cé6 thé thay thé I hodc S

misc_feature
(77) ..(77)

-114-



25904

<223> X c6é6 th& thay th& S hodc N
<220>
<221> misc_feature
<222> (81)..(81)
<223> X c6 thd thay th& M hodc L
<220>
<221> misc_feature
<222> (82)..(82)
<223> X cbé th& thay th& E hodc Q
<400> 48
Xaa Val Xaa Leu Xaa Gln Ser Gly Ala Glu Xaa Xaa Lys
1 5 10
Ser Val Lys Xaa Ser Cys Xaa Ala Ser Gly Phe Asn Ile
20 25
Tyr Xaa His Trp Val Xaa Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu
35 40 45
Gly Xaa Leu Asp Pro Ala Asn Gly His Thr Xaa Tyr Xaa
50 55 60
Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Xaa Asp Thr Ser Xaa Xaa
65 70 75
Xaa Xaa Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val
85 90
Ala Arg Gly Ala Tyr Tyr Tyr Gly Ser Ser Gly Leu Phe
100 105
Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 49
<211> 124
<212> PRT
<213> nhén tao
<220>
<223> Mién thay &8i Hz cua chudi ning
<400> 49

Gln Val Gln Leu Val Gln
1 5

Ser Val Lys Val Ser Cys
20

Tyr Met His Trp Val Arg
35

Ser

Lys

Gln

Gly Ala Glu Val Lys Lys
10

Pro

Arg

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Phe

Ala

Thr

Xaa

Phe

Tyr

80

Cys

Asp

Pro Gly Ala

15

Ala Ser Gly Phe Asn Ile Arg Asp Thr

25

30

Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met

40 45

-115-



Gly

Gln

65

Met

Ala

Tyr

Trp

50

Gly

Glu

Arg

Trp

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

<220>
<223>

<400>

Leu

Arg

Leu

Gly

Gly
115

50
124
PRT
nhan

Mién

50

Gln Val Gln

1

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Met

Ala

Tyr

Val

Ile

Trp

50

Gly

Glu

Arg

Trp

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

<220>

Lys

His
35

Leu

Arg

Leu

Gly

Gly
115

51
124
PRT
nhan

Asp

Val

Ser

Ala

100

Gln

tao

Pro

Thr

Arg

85

Tyr

Gly

Ala

Met

70

Leu

Tyr

Thr

thay &di Hz

Leu

Val

20

Trp

Asp

Val

Ser

Ala

100

Gln

tao

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Arg

85

Tyr

Gly

Gln

Cys

Arg

Ala

Met

70

Leu

Tyr

Thr

Asn
55

Thr
Arg

Tyr

Leu

cua
Ser
Lys
Gln
Asn
55

Thr
Arg

Tyr

Leu

Gly

Arg

Ser

Gly

Val
120

25904

His

Asp

Asp

Ser

105

Thr

Thr

Thr

Asp

90

Ser

Val

chudi ning

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Gly

Val
120

Ala

Ser

25

Pro

His

Asp

Asp

Ser

105

Thr

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Ser

Val

Asn

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Val

Phe

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Gly

Ser

-116-

Tyr

60

Ile

Ala

Leu

Ser

Lys

Asn

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Leu

Ser

Ala

Ser

Val

Phe

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Ser

Val

Phe

Gln

Thr

Tyr

Tyr
110

Pro

Arg

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr
110

Lys

Ala

Tyr

95

Phe

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Phe

Phe

Tyr

80

Cys

Asp

Ala

Thr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Asp



<223> Mién

<400>

51

Gln Val Gln

1

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Met

Ala

Tyr

val

Met

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Trp

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

<220>
<223>

<400>

Gln

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Met

val

Val

Met

Trp

50

Gly

Glu

Lys

His

35

Leu

Arg

Leu

Gly

Gly

115

52
124
PRT
nhéan

52

Gln

Lys

His

35

Leu

Arg

Leu

thay ddi Hz

Leu

Val

20

Trp

Asp

Val

Ser

Ala

100

Gln

tao

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Arg

Tyr

Gly

Gln

Cys

Arg

Ala

Met

70

Leu

Tyr

Thr

thay &di Hz

Leu

Val

20

Trp

Asp

Val

Ser

val

Ser

vVal

Pro

Thr

Arg
85

Gln

Cys

Arg

Ala

Met

70

Leu

cua

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Tyr

Leu

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

25904

chudi n

Gly Ala

Ala Ser
25

Ala Pro
40

Gly His

Arg Asp

Ser Asp

Gly Ser

105

Val Thr
120

chudi n

Gly Ala

Ala Ser

25

Ala Pro

40

Gly His

Arg Asp

Ser Asp

dng

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Ser

Val

dng

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp
90

Val

Phe

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Gly

Ser

val

Phe

Gln

Asn

Ser

75

Thr

-117-

Lys

Asn

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Leu

Ser

Lys

Asn

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Ser

val

Phe

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Ser

Val

Pro

Arg

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr
110

Pro

Arg

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Phe

Gly

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Ala
Thr
Met
Phe
Tyr
80

Cys

Asp

Ala
Thr
Met
Ehe
Tyr

80

Cys



Ala Arg Gly

Tyr Trp Gly

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

<220>
<223>

<400>

115

53
124
PRT
nhén

53

Gln Val Gln

1

Ser Val Lys

Tyr Met His

35

Gly Trp Leu

Gln Gly Arg

65

Met Glu Leu

Ala Arg Gly

Tyr Trp

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

<220>
<223>

<400>

Gly
115

54
124
PRT
nhén

Mién

54

Gln Val Gln

1

Ser Val Lys

Ala Tyr Tyr Tyr

100

Gln Gly Thr Leu

tao

thay @i Hz

Leu Val

Val Ser

20

Trp Val

Asp Pro

Val Thr

Ser Arg

Ala Tyr

100

Gln Gly

tao

Gln

Cys

Arg

Ala

Met

70

Leu

Tyr

Thr

ctua

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Tyr

Leu

thay &bi Hz cia

Leu Val Gln Ser

5

Val Ser Cys Lys

20

25904

Gly Ser Ser Gly

105

Val Thr Val Ser

120

chudi n#ng

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Gly

Val
120

Ala

Ser

25

Pro

His

Asp

Asp

Ser

105

Thr

Glu Vval
10

Gly Phe

Gly Gln

Thr Asn

Thr Ser

75

Asp Thr
90

Ser Gly

Val Ser

chudi ning

Leu Phe Tyr Phe Asp

Ser

Lys

Asn

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Leu

Ser

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Asn

val

Phe

110

Pro

Arg

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Phe

Ala

Thr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Asp

Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

10

15

Ala Ser Gly Phe Asn Ile Arg Asp Thr

25

-118-

30



Tyr

Gly

Gln

65

Met

Ala

Tyr

Met

Trp

50

Gly

Glu

Arg

Trp

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

<220>
<223>

<400>

Gln

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Met

Ala

Tyr

Val

Val

Ile

Trp

Gly

Glu

Arg

Trp

His

35

Leu

Arg

Leu

Gly

Gly
115

55
124
PRT
nhén

55

Gln

Lys

His

35

Leu

Arg

Leu

Gly

Gly
115

Trp Val Arg Gln

Asp Pro Ala Asn
55

Val Thr Met Thr
70

Ser Arg Leu Arg
85

Ala Tyr Tyr Tyr
100

Gln Gly Thr Leu

tao

thay &bi Hz cua

Leu Val Gln Ser

Val Ser Cys Lys
20

Trp Val Arg Gln

Asp Pro Ala Asn
55

Val Thr Met Thr
70

Ser Arg Leu Arg
85

Ala Tyr Tyr Tyr
100

Gln Gly Thr Leu

25904

Ala Pro Gly
40

Gly His Thr

Arg Asp Thr

Ser Asp Asp
90

Gly Ser Ser
105

Val Thr Val
120

chudi ning

Gly Ala Glu
10

Ala Ser Gly
25

Ala Pro Gly
40

Gly His Thr

Arg Asp Thr

Ser Asp Asp
90

Gly Ser Ser
105

Val Thr Val
120

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Val

Phe

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Gly

Ser

-119-

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Leu

Ser

Lys

Asn

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Leu

Ser

Leu

45

Ala

Asn

Val

Phe

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Asn

Val

Phe

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr
110

Pro

Arg

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr
110

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Phe

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Phe

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Asp

Ala

Thr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Asp



<210> 56
<211> 124
<212> PRT

<213> nhan tao

<220>
<223> Mién thay ddi Hz cla

<400> 56
Gln Val His Leu Val Gln Ser

1 5

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys
20

Tyr Ile His Trp Val Arg Gln
35

Gly Trp Leu Asp Pro Ala Asn

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr
65 70

Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg

Ala Arg Gly Ala Tyr Tyr Tyr
100

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu

115
<210> 57
<211> 124
<212> PRT

<213> nhan tao

<220>
<223> Mién thay &bi Hz clia

<400> 57
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser

1 5

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys
20

Tyr Ile His Trp Val Arg Gln
35

Gly Arg Leu Asp Pro Ala Asn
50 55

25904

chudi ning

Gly Ala Glu Val
10

Ala Ser Gly Phe
25

Ala Pro Gly Gln
40

Gly His Thr Asn

Arg Asp Thr Ser
75

Ser Asp Asp Thr

Gly Ser Ser Gly
105

Val Thr Val Ser
120

chudi ning

Gly Ala Glu Val
10

Ala Ser Gly Phe
25

Ala Pro Gly Gln
40

Gly'His Thr Asn

-120-

Lys

Asn

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Leu

Ser

Lys

Asn

Gly

Tyr
60

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Asn

Val

Phe

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Pro

Arg

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr
110

Pro

Arg

30

Glu

Gln

Gly Ala

Asp Thr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr

80

Tyr Cys
95

Phe Asp

Gly Ala

15

Asp Thr

Trp Met

Lys Phe



Gln Gly Arg

65

Met Glu Leu

Ala Arg Gly

Tyr Trp Gly

115
<210> 58
<211> 124
<212> PRT
<213> nhén
<220>
<223> Mién
<400> 58
Gln Val Gln
1
Ser Val Lys
Tyr Ile His
35
Gly Trp Leu
50
Gln Gly Arg
65
Met Glu Leu
Ala Arg Gly
Tyr Trp Gly
115
<210> 59
<211> 124
<212> PRT
<213> nhén
<220>
<223> Mién
<400> 59

Val Thr Met
70

Ser Arg Leu
85

Ala Tyr Tyr
100

Gln Gly Thr

tao

thay dbi Hz

Leu Val Gln

Val
20

Ser Cys

Trp Val Arg

Asp Pro Ala

Val Thr Met

70

Ser Arg Leu

Ala
100

Tyr Tyr

Gln Gly Thr

tao

Thr

Arg

Tyr

Leu

ctua

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Tyr

Leu

25904

Arg Asp Thr

Ser Asp Asp
90

Gly Ser Ser
105

Val Thr Val
120

chudi ning

Ala Glu

10

Gly

Ala Ser

25

Gly

Ala
40

Pro Gly

Gly His Thr

Arg Asp Thr

Ser Asp Asp

90

Ser Ser

105

Gly

Val
120

Thr Vval

thay ddi Hz cta chudi ning

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Val

Phe

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Gly

Ser

-121-

Ser Asn Thr

Ala Val Tyr

Leu Phe Tyr
110

Ser

Lys Lys Pro

Asn Ile Arg

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala Gln

60

Ser Asn Thr

Ala Val Tyr

Leu Phe Tyr

110

Ser

Ala

Tyr

95

Phe

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Phe

Tyr
80

Cys

Asp

Ala

Thr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Asp



Gln

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Met

Ala

Tyr

Val

Val

Ile

Arg

Gly

Glu

Arg

Trp

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln

Lys

His
35

Leu

Arg

Leu

Gly

Gly
115

60
124
PRT
nhan

Mié&n

60

Gln Val Gln

1

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Met

Ala

Val

Ile

Trp

50

Gly

Glu

Arg

Lys

His

35

Leu

Arg

Leu

Gly

Leu

Val

20

Trp

Asp

Val

Ser

Ala

100

Gln

tao

Val

Ser

val

Pro

Thr

Arg

Tyr

Gly

Gln

Cys

Arg

Ala

Met

70

Leu

Tyr

Thr

thay @8i Hz

Leu

Vval

20

Trp

Asp

val

Ser

Ala
100

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Arg

85

Tyr

Gln

Cys

Arg

Ala

Met

70

Leu

Tyr

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Tyr

Leu

cua

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Tyr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Gly

val
120

25904

Ala

Ser

25

Pro

His

Asp

Asp

Ser

105

Thr

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Ser

val

chudi ning

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ser

Ser

Gly

Ala

Ser

25

Pro

His

Asp

Asp

Ser
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Ser

Val

Phe

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Val

Phe

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Gly

-122-

Lys

Asn

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Leu

Ser

Lys

Asn

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Leu

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Asn

Val

Phe

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Asn

Val

Phe

Pro

Arg

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr
110

Pro

Arg

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Phe

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Phe

Ala

Thr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Asp

Ala

Thr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Asp



Tyr Trp Gly
115
<210> 61
<211> 124
<212> PRT
<213> nhén
<220>
<223> Mién
<400> 61
Gln Val Gln
1
Ser Val Lys
Tyr Ile His
35
Gly Trp Leu
50
Gln Gly Arg
65
Met Glu Leu
Ala Arg Gly
Tyr Trp Gly
115
<210> 62
<211> 124
<212> PRT
<213> nhén
<220>
<223> Mién
<400> 62

Gln Val His

1

Ser Val Lys

Tyr Ile His

35

25904

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser

tao

thay déi Hz

Leu Val Gln

Val Ser Cys
20

Trp Val Arg

Asp Pro Ala

Val Thr Met
70

Ser Arg Leu

Ala Tyr Tyr
100

Gln Gly Thr

tao

thay @&di Hz

Leu Val Gln
5

Val Ser Cys

20

Trp Val Arg

cua

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Tyr

Leu

ctua

Ser

Lys

Gln

120

chudi ning

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ser

Ser

Gly

val
120

Ala

Ser

25

Pro

His

Asp

Asp

Ser

105

Thr

Glu Vval

10

Gly Phe

Gly Gln

Thr Lys

Thr Ser

75

Asp Thr

Ser Gly

Val Ser

chudi ning

Gly Ala Glu Val

10

Ala Ser Gly Phe

25

Ala Pro Gly Gln

40

-123-

Ser

Lys

Asn

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Leu

Ser

Lys

Asn

Gly

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Asn

Val

Phe

Lys

Pro

Arg

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr
110

Pro

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Phe

Gly
15

Ala

Thr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Asp

Ala

Ile Arg Asp Thr

30

Leu Glu Trp Met

45



Gly

Gln

65

Met

Ala

Tyr

Trp
50

Leu

Gly Arg

Glu

Arg

Trp

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

<220>
<223>

<400>

Leu

Gly

Gly
115

63
124
PRT
nhén

63

Gln Val His

1

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Leu

Ala

Tyr

Val

Ile

Trp

50

Gly

Glu

Arg

Trp

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

Lys

His
35

Leu

Arg

Leu

Gly

Gly
115

64
124
PRT
nhén

Asp

Val

Ser

Ala

100

Gln

tao

Pro

Thr

Arg

85

Tyr

Gly

Ala

Met

70

Leu

Tyr

Thr

thay &8i Hz

Leu

Val

20

Trp

Asp

Val

Ser

Ala

100

Gln

tao

val

Ser

Val

Pro

Thr

Arg

Tyr

Gly

Gln

Cys

Arg

Ala

Met

70

Leu

Tyr

Thr

Asn

55

Thr

Arg

Tyr

Leu

cua

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Tyr

Leu

Gly

Ser

Ser

Gly

Val
120

25904

His

Asp

Asp

Ser

105

Thr

Thr

Thr

Asp

90

Ser

Val

chudi ning

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ser

Ser

Gly

Val
120

Ala

Ser

25

Pro

His

Asp

Asp

Ser

105

Thr

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Ser

Val

Lys

Ser

75

Thr

Gly

Ser

val

Phe

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Gly

Ser

-124-

Tyr

60

Ser

Ala

Leu

Ser

Lys

Asn

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Leu

Ser

Ala

Asn

Val

Phe

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Asn

Val

Phe

Gln

Thr

Tyr

Tyr
110

Pro

Arg

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr
110

Lys

Ala

Tyr

95

Phe

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Phe

Phe

Tyr

80

Cys

Asp

Ala

Thr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Asp



<220>
<223> Mién

<400>

64

Gln Val Gln

1

Ser Val Lys

Tyr Ile His
35

Gly Trp Leu

50

Gln Gly Arg

65

Met Glu Leu

Ala Arg Gly

Tyr Trp Gly
115

<210> 65

<211> 124

<212> PRT

<213> nhén

<220>

<223> Mién

<400> 65

Gln Val Gln

1

Ser Val Lys

Tyr Ile His

35

Gly Arg Leu

50

Gln Gly Arg

65

thay dbi Hz

Leu Gln Gln

Leu Ser Cys

20

Trp Val Arg

Asp Pro Ala

Val Thr Met

70

Ser Arg Leu

Ala Tyr Tyr

100

Gln Gly Thr

tao

thay ddi Hz

Leu Gln Gln

Leu Ser Cys

20

Trp Val Arg

Asp Pro Ala

Val Thr Met
70

cua

Ser

Thr

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Tyr

Leu

cua

Ser

Thr

Gln

Asn

55

Thr

25904

chudi ning

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Ser
Ser
Gly

Val
120

Ala

Ser

25

Pro

His

Asp

Asp

Ser

105

Thr

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Ser

Val

chudi ning

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ser

Ala

Ser

25

Pro

His

Asp

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Val

Phe

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Val

Phe

Gln

Lys

Ser
75

-125-

Lys

Asn

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Leu

Ser

Lys

Asn

Gly

Tyr

60

Ser

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Asn

val

Phe

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Asn

Pro

Arg

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr
110

Pro

Arg

Glu

Gln

Thr

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Phe

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Ala

Thr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Asp

Ala

Thr

Met

Phe

Tyr
80



Met Glu Leu

Ala Arg Gly

Tyr Trp Gly

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

<220>
<223>

<400>

115

66
124
PRT
nhan

Mién

66

Gln Val His

1

Ser Val

Tyr Ile

Lys

His
35

Gly Arg Leu

Gln Gly Arg

65

Met Glu Leu

Ala Arg Gly

Tyr Trp

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

<220>
<223>

<400>

Gly
115

67
124
PRT
nhéan

67

Gln Val Gln

1

Ser

Ala

100

Gln

tao

25904

Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr

85

90

Tyr Tyr Tyr Gly Ser Ser Gly

105

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser

thay déi Hz

Leu

Leu

20

Trp

Asp

Val

Ser

Ala

100

Gln

tao

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Arg

Tyr

Gly

Gln

Cys

Arg

Ala

Met

70

Leu

Tyr

Thr

cua

Ser

Thr

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Tyr

Leu

120

chudi ning

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ser

Ser

Gly

Val
120

Ala

Ser

25

Pro

His

Asp

Asp

Ser

105

Thr

Glu Vval
10

Gly Phe

Gly Gln

Thr Lys

Thr Ser

75

Asp Thr
90

Ser Gly

Val Ser

thay &bi Hz ctia chudi ning

Ala Val Tyr Tyr Cys

95

Leu Phe Tyr Phe Asp

Ser

Lys

Asn

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Leu

Ser

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Asn

Val

Phe

110

Pro

Arg

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr
110

Gly
15

Asp
Trp
Lys

Ala

Tyr
95

Phe

Ala

Thr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Asp

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

5

10

-126-

15



Ser Val

Tyr Ile

Lys

His
35

Gly Arg Leu

50

Gln Gly Arg

65

Leu Glu Leu

Ala Arg Gly

Tyr Trp

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

<220>
<223>

<400>
Glu Vval

1

Ser Val

Tyr Ile

Gly Arg

50

Gln Gly

65

Leu Gln

Ala Arg

Tyr Trp

Gly
115

68
124
PRT
nhén

Mié&n

68

His

Lys

His

35

Leu

Arg

Leu

Gly

Gly
115

Leu

20

Trp

Asp

Val

Ser

Ala

100

Gln

tao

Ser

Val

Pro

Thr

Arg

85

Tyr

Gly

Cys

Arg

Ala

Met

70

Leu

Tyr

Thr

thay @i Hz

Leu

Leu

20

Trp

Asp

Val

Ser

Ala

100

Gln

Gln

Ser

val

Pro

Thr

Arg

Tyr

Gly

Gln

Cys

Lys

Ala

Met

70

Leu

Tyr

Thr

Thr

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Tyr

Leu

cua

Ser

Thr

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Tyr

Leu

Ala

Ala

40

Gly

Ser

Ser

Gly

Val
120

25904

Ser

25

Pro

His

Asp

Asp

Ser

105

Thr

Gly Phe

Gly Gln

Thr Lys

Thr Ser

75

Asp Thr
90

Ser Gly

Val Ser

chudi ning

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ser

Ser

Gly

Val
120

Ala

Ser

25

Pro

His

Asp

Asp

Ser

105

Thr

Glu Leu
10

Gly Phe
Gly Gln
Thr Lys
Thr Ser

75

Asp Thr

Ser Gly

Val Ser

-127-

Asn

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Leu

Ser

Val

Asn

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Leu

Ser

Ile

Leu

45

Ala

Asn

Val

Phe

Lys

Ile

Leu

45

Gly

Asn

Val

Phe

Arg

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr
110

Pro

Arg

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr
110

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Phe

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Phe

Thr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Asp

Ala

Thr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Asp



<210> 69

<211> 321
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 69
gatattcaaa

atcacttgcc
ggcaaggtcc
cggttcagtg
gaggacgtcg
ggaaccaagg
<210> 70

<211> 321
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 70
gacgttcaaa

attacttgca
ggcaaagtgc
cgattcagcg
gaggatgtcg
ggcaccaaag
<210> 71

<211> 321
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 71
gacatccaaa

attacttgca
ggcaaagtgc
cgattcagcg
gaggatgtcg

ggcaccaaag

nhédn tao

tgacacagtc
gcgccagcaa
ctaaactgct
gaagtggctc
ctacatatta

tggagatcaa

nhédn tao

tgacacagtc
gagccagtaa
ccaagctgct
gaagcggctc
ccacctacta

tggaaatcaa

nhé&n tao

tcacacagtc
gagccagtaa
ccaagctgct
gaagcggctc
ccacctacta

tggaaatcaa

tccaagctcc
aagcatctcc
catttattcc
cggtaccgac
ctgtcagcag

g

ccctagttcc
gtcaatttca
tatctacagt
cgggaccgac
ttgccagcag

g

ccctagttecce
gtcaatttca
tatctacagt
cgggaccgac
ttgccagcag

g9

25904

Mi&n thay d3i Hz cfia chudi nhe

ctttctgcat
aaatacctcg
ggcagtaccc
tttaccctga

caccatgaat

Mién thay &di Hz cta chudi nhe

ctctctgett
aagtatcttg
ggtagcacac
ttcactctga

caccatgagt

Miédn thay &&i Hz cta chudi nhe

ctctctgett
aagtatcttg
ggtagcacac
ttcactctga

caccatgagt

-128-

cagtgggcga
cttggtacca
tgcagtctgg
ctataagctc

atcctctgac

ccgtgggcga
cttggtacca
ttcaatctgg
ctatcagctc

atcccctcac

ccgtgggcga
cttggtacca
ttcaatctgg
ctatcagctc

atcccctcac

tagagtaacc
gcagaagcca
ggtgccttct
actccagccc

attcggtgga

tagggtgaca
gcagaaacca
agtcccttct
tctgcagcca

ctttggaggt

tagggtgaca
gcagaaacca
agtcccttct
tctgcagcca

ctttggaggt

60

120

240

300

321

60

120

180

240

300

321

60

120

180

240

300

321



25904

<210> 72

<211> 321

<212> ADN

<213> nhédn tao

<220>

<223> Mién thay &8i Hz ctia chudi nhe

<400> 72

gacgtgcaaa tcacacagtc ccctagttcc ctctctgcectt
attacttgca gagccagtaa gtcaatttca aagtatcttg
ggcaaagtgc ccaagctgct tatctacagt ggtagcacac
cgattcagcg gaagcggctc cgggaccgac ttcactctga
gaggatgtcg ccacctacta ttgccagcag caccatgagt
ggcaccaaag tggaaatcaa g

<210> 73

<211> 321

<212> ADN

<213> nhén tao

<220>

<223> Mién thay &3i Hz ctia chudi nhe

<400> 73

gacgtgcaaa tcacacagtc ccctagttcc ctctctgett
attacttgca gagccagtaa gtcaatttca aagtatcttg
ggcaaaaccc ccaagctgct tatctacagt ggtagcacac
cgattcagcg gaagcggctc cgggaccgac ttcactctga
gaggatgtcg ccacctacta ttgccagcag caccatgagt
ggcaccaaag tggaaatcaa g

<210> 74

<211> 321

<212> ADN

<213> nhén tao

<220>

<223> Mién thay d8i Hz cia chudi nhe

<400> 74

gacgtgcaaa tcacacagtc ccctagttcc ctctctgcectt
attacttgca gagccagtaa gtcaatttca aagtatcttg
ggcaaagtga acaagctgct tatctacagt ggtagcacac
cgattcagcg gaagcggctc cgggaccgac ttcactctga
gaggatgtcg ccacctacta ttgccagcag caccatgagt
ggcaccaaag tggaaatcaa g

<210> 75

<211> 321

-129-

ccgtgggcga
cttggtacca
ttcaatctgg
ctatcagctc

atcccctcac

ccgtgggcga
cttggtacca
ttcaatctgg
ctatcagctc

atcccctcac

ccgtgggcga
cttggtacca
ttcaatctgg
ctatcagctc

atcccctcac

tagégtgaca
gcagaaacca
agtcccttet
tctgcagcca

ctttggaggt

tagggtgaca
gcagaaacca
agtcccttct
tctgcagcca

ctttggaggt

tagggtgaca
gcagaaacca
agtcccttct
tctgcagcca

ctttggaggt

60
120
180
240
300

321

60
120
180
240
300

321

60
120
180
240
300

321



<212> ADN

<213> nhén tao

<220>

<223>

<400> 75

gatgtgcaaa ttacacagtc
atcaactgcc gcgccagcaa
ggcaaggtcc ctaaactgct
cggttcagtg gaagtggctc
gaggacgtcg ctacatattt
ggaaccaagg tggagatcaa
<210> 76

<211> 321

<212> ADN

<213> nhén tao

<220>

<223>

<400> 76

gacgtgcaaa tcacacagtc
attaactgca gagccagtaa
ggcaaaaccc ccaagctgct
cgattcagcg gaagcggctc
gaggatgtcg ccacctactt
ggcaccaaag tggaaatcaa
<210> 77

<211> 321

<212> ADN

<213> nhén tao

<220>

<223>

<400> 77

gacgtgcaaa tcacacagtc
attaactgca gagccagtaa
ggcaaagtga acaagctgct
cgattcagcg gaagcggctc
gaggatgtcg ccacctactt
ggcaccaaag tggaaatcaa
<210> 78

<211> 321

<212> ADN

<213> nhéan tao

tccaagctce
aagcatctcc
caﬁttattcc
cggtaccgac
ttgtcagcag

g

ccctagttcece
gtcaatttca
tatctacagt
cgggaccgac
ctgccagcag

g

ccctagttce
gtcaatttca
tatctacagt
cgggaccgac
ctgccagcag

g

25904

Mié&n thay dbi Hz cl@ia chudi nhe

ctttctgcat
aaatacctcg
ggcagtaccc
tttaccctga

caccatgaat

Mién thay dbi Hz cuia chudi nhe

ctctctgcett
aagtatcttg
ggtagcacac
ttcactctga

caccatgagt

Mién thay d8i Hz cta chudi nhe

ctctctgett
aagtatcttg
ggtagcacac
ttcactctga

caccatgagt

-130-

cagtgggcga
cttggtacca
tgcagtctgg
ctataagctc

atcctctgac

ccgtgggcga
cttggtacca
ttcaatctgg
ctatcagctc

accccctcac

ccgtgggcga
cttggtacca
ttcaatctgg
ctatcagctc

accccctcac

tagagtaacc
gcagaagcca
ggtgccttct
actccagccc

attcggtgga

tagggtgaca
gcagaaacca
agtcccttct
tctgcagcca

ctttggaggt

tagggtgaca
gcagaaacca
agtcccttct
tctgcagcca

ctttggaggt

60

120

180 -

240

300

321

60

120

180

240

300

321

60

120

180

240

300

321



<220>

25904

<223> Mién thay dbi Hz cfia chudi nhe

<400> 78
gacgtgcaaa

attaactgca
ggcaaaacca
cgattcagcg
gaggatgtcg
ggcaccaaag
<210> 79

<211> 321
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 79
gacgtccaga

ataaactgca
gggaaaacca
cggttttcag
gaagacgtag
gggacagagc
<210> 80

<211> 372
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 80
caggtgcagc

tcttgtaagg
ccaggccagg
gcccaaaagt
atggagctga
tattactacg
acagtttcat
<210> 81

<211> 372

<212> ADN
<213>

tcacacagtc
gagccagtaa
acaagctgct
gaagcggctce
ccacctactt

tggaaatcaa

nhédn tao

tcacacagtc
gggcttcaaa
ataagctcct
gcagtggtag
ctacatactt

tggagatcaa

nhan tao

tggtgcagag
catccgggtt
gtctggaatg
ttcaggggcg
gccgactcecg
gcagtagcgg

ca

nhédn tao

ccctagttcc
gtcaatttca
tatctacagt
cgggaccgac
ctgccagcag

g

tccttectat
gagcatcagc
gatctactcc
tggaactgac
ctgtcagcag

a

tggtgctgag
taacatccgg
gatgggatgg
cgtaaccatg
tagcgacgat

actcttctac

ctctct§ctt
aagtatcttg
ggtagcacac
ttcactctga

caccatgagt

Mién thay dbi Hz citia chudi nhe

ctggccgect
aagtacctgg
ggctctactt
tttactctga

caccatgaat

Mién thay dbi Hz cta chubi ning

gtgaaaaagc
gacacataca
cttgaccctg
accagagata
accgccgtgt

ttcgactatt

-131-

ccgtgggcga
cttggtacca
ttcaatctgg
ctatcagctc

accccctcac

ctgtgggcga
catggtatca
tgcagtccgg
ccattagctc

atccactgac

ccggagccte
tgcactgggt
ctaacggcca
ctagcatatc
attattgcgc

gggggcaagg

tagggtgaca
ggagaaacca
agtcccttcet
tctgcagcca

ctttggaggt

taccattacc
ggagaagccc
agtgcccage
tctgcaaccce

cttcggtgcee

tgtcaaagtc
taggcaggct
cactaattac
cactgcatac

aaggggagcc

caccctggte

60

120

180

240

300

321

60

120

180

240

300

321

60

120

180

240

300

360

372



<220>

25904

<223> Mién thay d8i Hz cta chudi ning

<400> 81
caggttcagc

tcctgcaaag
cctggtcaag
gctcagaaat
atggagcttt
tactattatg
acagtgagct
<210> 82

<211> 372
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 82
caggttcagc

tcctgcaaag
cctggtcaag
gctcagaaat
atggagcttt
tactattatg
acagtgagct
<210> 83

<211> 372
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 83
caggttcagce

tcctgcaaag
cctggtcaag
gctcagaaat
atggagcttt
tactattatg

acagtgagct

tcgttcagag
ccagcgggtt
gactggaatg
tccaggggag
ctcgcttgag
gatcttccgg

ca

nhan tao

tcgttcagag
ccagcgggtt
gactggaatg
tccaggggag
ctcgcttgag
gatcttccgg

ca

nhé&n tao

tcgttcagag
ccagcgggtt
gactggaatg
tccaggggag
ctcgcttgag
gatcttccgg

ca

tggcgecgag
caacatacgg
gatgggctgg
agtcaccatg
gagtgatgac

cctgttctac

tggcgceccgag
caacatacgg
gatgggcagg
agtcaccatg
gagtgatgac

cctgttctac

tggcgccgag
caacatacgg
gatgggctgg
agtcaccatg
gagtgatgac

cctgttctac

gtgaagaagc
gatacctaca
ctggacccag
acccgggaca
acagctgtgt

tttgactact

Mié&n thay ddi Hz ctia chudi n#ng

gtgaagaagc
gatacctaca
ctggacccag
acccgggaca
acagctgtgt

tttgactact

Mién thay ddi Hz cl@ia chudi n#ng

gtgaagaagc
gatacctaca
ctggacccag

acccgggaca

acagctgtgt

tttgactact

-132-

ccggtgctag
ttcactgggt
caaacggcca
cctcaatctce
attattgtgce

gggggcaggg

ccggtgcetag
tgcactgggt
caaacggcca
cctcaatctc

attattgtgc

gggggcaggg

ccggtgcectag
tgcactgggt
caaacggcca
cctcaagctce

attattgtgce

gggggcaggg

tgtcaaggtg
gaggcaagcc
cacaaattac
cactgcatac
cagaggagca

aaccttggtc

tgtcaaggtg
gaggcaagcc
cacaaaatac
cactgcatac
cagaggagca

aaccttggtc

tgtcaaggtg
gaggcaagcc
cacaaattac
cactgcatac
cagaggagca

aaccttggtc

60

120

180

240

300

360

372

60

120

180

240

300

360

372

60

120

180

240

300

360

372



25904

<210> 84

<211> 372

<212> ADN

<213> nhan tao

<220>

<223> Mién thay &di Hz ciia chudi ning
<400> 84

caggttcagc tcgttcagag tggcgccgag gtgaagaagce
tcctgcaaag ccagcgggtt caacatacgg gatacctaca
cctggtcaag gactggaatg gatgggctgg ctggacccag
gctcagaaat tccaggggag agtcaccatg acccgggaca
atggagcttt ctcgcttgag gagtgatgac acagctgtgt
tactattatg gatcttccgg cctgttctac tttgactact
acagtgagct ca

<210> 85

<211> 372

<212> ADN

<213> nhén tao

<220>

<223> Mién thay ddi Hz ciia chudi n#ng
<400> 85

caggttcagc tcgttcagag tggcgccgag gtgaagaagce
tcctgcaaag ccagcgggtt caacatacgg gatacctaca
cctggtcaag gactggaatg gatgggctgg ctggacccag
gctcagaaat tccaggggag agtcaccatg acccgggaca
atggagcttt ctcgcttgag gagtgatgac acagctgtgt
tactattatg gatcttccgg cctgttctac tttgactact
acagtgagct ca

<210> 86

<211> 372

<212> ADN

<213> nhan tao

<220>

<223> Mién thay d&di Hz ctia chudi ning
<400> 86

caggtgcagc tggtgcagag tggtgctgag gtgaaaaagc
tcttgtaagg catccgggtt taacatccgg gacacataca
ccaggccagg gtctggaatg gatgggatgg cttgaccctg
gcccaaaagt ttcaggggcg cgtaaccatg accagagata
atggagctga gccgactccg tagcgacgat accgccgtgt
tattactacg gcagtagcgg actcttctac ttcgactatt

-133-

ccggtgctag
tgcactgggt
caaacggcca
cctcaatcaa
attattgtgc

gg9999caggg

ccggtgctag
tgcactgggt
caaacggcca
cctcaagcaa

attattgtgc

gggggcaggg

ccggagcectc
tacactgggt
ctaacggcca
ctagctccaa

attattgcge

gggggcaagg

tgtcaaggtg
gaggcaagcc
cacaaattac
cactgcatac
cagaggagca

aaccttggtc

tgtcaaggtg
gaggcaagcc
cacaaattac
cactgcatac
cagaggagca

aaccttggtc

tgtcaaagtc
taggcaggct
cactaattac
tactgcatac

aaggggagcc

caccctggtce

60

120

180

240

300

360

372

60

120

180

240

300

360

372

60

120

240

300

360



25904

acagtttcat ca

<210> 87

<211> 372

<212> ADN

<213> nhén tao

<220>

<223> Mién thay &3i Hz cta chudi ning
<400> 87

caggttcacc tcgttcagag tggcgccgag gtgaagaagc
tcctgcaaag ccagcgggtt caacatacgg gatacctaca
cctggtcaag gactggaatg gatgggctgg ctggacccag
gctcagaaat tccaggggag agtcaccatg acccgggaca
atggagcttt ctcgcttgag gagtgatgac acagctgtgt
tactattatg gatcttccgg cctgttctac tttgactact
acagtgagct ca

<210> 88

<211> 372

<212> ADN

<213> nhén tao

<220>

<223> Mién thay d8i Hz cta chudi ning
<400> 88

caggttcagc tcgttcagag tggcgccgag gtgaagaagc
tcctgcaaag ccagcgggtt caacatacgg gatacctaca
cctggtcaag gactggaatg gatgggcagg ctggacccag
gctcagaaat tccaggggag agtcaccatg acccgggaca
atggagcttt ctcgcttgag gagtgatgac acagctgtgt
tactattatg gatcttccgg cctgttctac tttgactact
acagtgagct ca

<210> 89

<211> 372

<212> ADN

<213> nhén tao

<220>

<223> Mién thay @&4i Hz ctia chudi ni3ng
<400> 89

caggttcagc tcgttcagag tggcgccgag gtgaagaagc
tcctgcaaag ccagcgggtt caacatacgg gatacctaca
cctggtcaag gactggaatg gatgggctgg ctggacccag
gctcagaaat tccaggggag agtcaccatg acccgggaca

-134-

ccggtgctag
ttcactgggt
caaacggcca
cctcaagcaa
attattgtgc

gggggcaggg

ccggtgctag
ttcactgggt
caaacggcca
cctcaagcaa
attattgtgc

gggggcaggg

ccggtgctag
ttcactgggt
caaacggcca

cctcaagcaa

tgtcaaggtg
gaggcaagcc
cacaaattac
cactgcatac
cagaggagca

aaccttggtc

tgtcaaggtg
gaggcaagcc
cacaaattac
cactgcatac
cagaggagca

aaccttggtc

tgtcaaggtg
gaggcaagcc
cacaaagtac

cactgcatac

372

60

120

240

300

360

372

60

120

240

300

360

372

60

120

180

240



25904

atggagcttt ctcgcttgag gagtgatgac acagctgtgt attattgtgc cagaggagca

tactattatg gatcttccgg cctgttctac tttgactact gggggcaggg aaccttggtc

acagtgagct ca

<210> 90

<211> 372

<212> ADN

<213> nhén tao

<220>

<223>

<400> 90

caggttcagc tcgttcagag
tcctgcaaag ccagcgggtt
cctggtcaag gactggaatg
gctcagaaat tccaggggag
atggagcttt ctcgcttgag
tactattatg gatcttccgg
acagtgagct ca

<210> 91

<211> 372

<212> ADN

<213> nhan tao

<220>

<223>

<400> 91

caggttcagc tcgttcagag
tcctgcaaag ccagcgggtt
cctggtcaag gactggaatg
gctcagaaat tccaggggag
atggagcttt ctcgcttgag
tactattatg gatcttccgg
acagtgagct ca

<210> 92

<211> 372

<212> ADN

<213> nhén tao

<220>

<223>

<400> 92

tggcgecgag
caacatacgg
gatgggcagg
agtcaccatg
gagtgatgac

cctgttctac

tggcgeccgag
caacatacgg
gatgggctgg
agtcaccatg
gagtgatgac

cctgttctac

Mién thay &8i Hz cua chudi ning

gtgaagaagc
gatacctaca
ctggacccag
acccgggaca
acagctgtgt

tttgactact

Mién thay d8i Hz cta chudi n3ng

gtgaagaagc
gatacctaca
ctggacccag
accagcgaca
acagctgtgt

tttgactact

Miédn thay d3i Hz cta chudi ning

ccggtgctag
ttcactgggt
caaacggcca
cctcaagcaa

attattgtgce

gggggcaggag

ccggtgctag
ttcactgggt
caaacggcca
cctcaagcaa

attattgtgc

gggggcaggg

tgtcaaggtg
gaggcaagcc
cacaaagtac
cactgcatac
cagaggagca

aaccttggtc

tgtcaaggtg
gaggcaagcc
cacaaattac
cactgcatac
cagaggagca

aaccttggtc

caggttcagc tcgttcagag tggcgccgag gtgaagaagc ccggtgctag tgtcaaggtg

tcctgcaaag ccagcgggtt caacatacgg gatacctaca ttcactgggt gaggcaagcc

-135-

300

360

372

60

120

180

240

300

360

372

60

120

180

240

300

360

372

60

120



cctggtcaag
gctcagaaat
atggagcttt
tactattatg
acagtgagct
<210> 093

<211> 372
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 93
caggtgcatc

tcttgtaagg
ccaggccagg
gcccaaaagt
atggagctga
tattactacg
acagtttcat
<210> 94

<211> 372
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 94
caggttcacc

tcctgcaaag
cctggtcaag
gctcagaaat
ctggagcttt
tactattatg
acagtgagct
<210> 095

<211> 372
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

gactggaatg
tccaggggag
ctcgcttgag
gatcttccgg

ca

nhan tao

tggtgcagag
catccgggtt
gtctggaatg
ttcaggggcg
gccgactccg
gcagtagcgg

ca

nhédn tao

tcgttcagag
ccagcgggtt
gactggaatg
tccaggggag
ctcgcttgag

gatcttccgg

Cca

nhén tao

gatgggctgg
agtcaccatg
gagtgatgac

cctgttctac

tggtgctgag
taacatccgg
gatgggatgg
cgtaaccatg
tagcgacgat

actcttctac

tggcgecgag
caacatacgg
gatgggctgg
agtcaccatg
gagtgatgac

cctgttctac

25904

ctggacccag
accagcgaca
acagctgtgt

tttgactact

Mién thay d8i Hz ctia chudi ning

gtgaaaaagc
gacacataca
cttgaccctg
acctctgata
accgccgtgt

ttcgactatt

Mién thay ddi Hz ciia chudi ning

gtgaagaagc
gatacctaca
ctggacccag
accagcgaca
acagctgtgt

tttgactact

Miédn thay d4i Hz cta chudi ning

-136-

caaacggcca
cctcaagcaa
attattgtgce

gggggcaggg

ccggagcecte
tacactgggt
ctaacggcca
ctagctccaa

attattgcgce

gggggcaagg

ccggtgctag
ttcactgggt
caaacggcca
cctcaagcaa
attattgtgce

gggggcaggg

cacaaagtac
cactgcatac
cagaggagca

aaccttggtc

tgtcaaagtc
taggcaggct
cactaagtac
tactgcatac

aaggggagcc

caccctggte

tgtcaaggtg
gaggcaagcc
cacaaagtac
cactgcatac
cagaggagca

aaccttggtc

180

240

300

360

372

60

120

180

240

300

360

372

60

120

240

300

360

372



<400> 95
caggttcagc

tcctgcaccg
cctggtcaag
gctcagaaat
atggagcttt
tactattatg
acagtgagct
<210> 96

<211> 372
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 096
caggttcagc

tcctgcaccg
cctggtcaag
gctcagaaat
atggagcttt
tactattatg
acagtgagct
<210> 97

<211> 372
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 97
caggttcacc

tcctgcaccg
cctggtcaag
gctcagaaat
atggagcttt
tactattatg
acagtgagct
<210> 98

<211> 372

<212> ADN
<213>

tccagcagag
ccagcgggtt
gactggaatg
tcecaggggag
ctcgcttgag
gatcttccgg

ca

nhén tao

tggcgccgag
caacatacgg
gatgggctgg
agtcaccatg
gagtgatgac

cctgttctac

25904

gtgaagaagc
gatacctaca
ctggacccag
accagcgaca
acagctgtgt

tttgactact

Mién thay d8i Hz cua chudi ning

tccagcagag tggcgccgag gtgaagaagc

ccagcgggtt
gactggaatg
tccaggggag
ctcgcttgag
gatcttccgg

ca

nhdn tao

caacatacgg
gatgggcagg
agtcaccatg
gagtgatgac

cctgttctac

gatacctaca
ctggacccag
accagcgaca
acagctgtgt

tttgactact

Mién thay &8i Hz cua chudi ning

tccagcagag tggcgccgag gtgaagaagce

ccagcgggtt
gactggaatg
tccaggggag
ctcgcttgag
gatcttccgg

ca

nhé&n tao

caacatacgg

gatgggcagg

agtcaccatg
gagtgatgac

cctgttctac

gatacctaca
ctggacccag
accagcgaca
acagctgtgt

tttgactact

-137-

ccggtgctag
ttcactgggt
caaacggcca
cctcaagcaa
attattgtgc

gggggcaggg

ccggtgctag
ttcactgggt
caaacggcca
cctcaagcaa

attattgtgc

gggggcaggg

ccggtgctag
ttcactgggt
caaacggcca
cctcaagcaa
attattgtgc

gggggcaggg

tgtcaagctg
gaggcaagcc
cacaaagtac
cactgcatac
cagaggagca

aaccttggte

tgtcaagctg
gaggcaagcc
cacaaagtac
cactgcatac
cagaggagca

aaccttggtc

tgtcaagctg
gaggcaagcc
cacaaagtac
cactgcatac
cagaggagca

aaccttggtc

60

120

180

240

300

360

372

60

120

180

240

300

360

372

60

120

180

240

300

360

372



<220>

25904

<223> Mién thay ddi Hz caa chudi ning

<400> 098
caggttcagc

tcectgecacceg
cctggtcaag
gctcagaaat
ctggagcttt
tactattatg
acagtgagct
<210> 99

<211> 372
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 99

tccagcagag
ccagcgggtt
gactggaatg
tccaggggag
ctcgcttgag
gatcttccgg

ca

nhé&n tao

tggcgecgag
caacatacgg
gatcggcagg
agtcaccatg
gagtgatgac

cctgttctac

gaagttcact tgcagcagtc aggcgccgag

tcctgtaccg
ccagggcagg
ggtcagaagt
ctgcagctga
tactactacg

acagtgtcaa

ctagtggatt
gattggagtg
tccaagggag
gccgtcttag
ggtccagtgg

gt

caatattcgg
gatcggacgc
ggtgacaatg
atctgacgac

tctgttttac

gtgaagaagc
gatacctaca
ctggacccag
accagcgaca
acagctgtgt

tttgactact

Mién thay ddi Hz cua chudi ning

cttgtgaaac
gacacctata
ctggat cccg
acctctgata
acagctgtct

ttcgattatt

-138-

ccggtgctag
ttcactgggt
caaacggcca
cctcaagcaa
attattgtge

gggggcaggyg

ctggagccag
tccactgggt
ccaacggtca
ccagctccaa
actattgcge

ggggccaggg

tgtcaagctg
gaggcaagcc
cacaaagtac
cactgcatac
cagaggagca

aaccttggtc

cgtcaaactg
aaagcaagca
tactaagtac
caccgcatat

taggggcgcce

cactctcgtg

60

120

180

240

300

360

372

60

120

180

240

300

360

372





