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(57) Sang ché dé cap dén thu thé khang nguyén dang kham (CAR) dic hiéu CD19. Cac

CAR c6 thé 1am chuyén huéng tinh dic hiéu va kha ning phan tng cua t& bao mién dich

theo hudng dén mot muyc tiéu chon loc loi dung dic tinh cua ving lién két v6i phdi tir. Cu

the sang ché dé cap dén mot thy the khang nguyén dang kham trong dé ph01 tor ngoai bao
gan duoc 14 mot scFV ¢6 ngudn gdc tir mot khang thé don dong CD19, t6t hon 1a 4G7.

Sang ché ciing dé cap dén cac polynucleotit, cic vecto mad hoa CAR ndi trén va cac té bao

dugc phan 1ap biéu hién CAR trén bé mat cua ching. Sang ché ciing dé& cap dén cac

phuong phap thiét ké cac té bao mién dich biéu hién 4G7-CAR trén bé mit ma tao ra trang
thai “hoat hoa” kéo dai ¢ té bao tai nap. Sang ché dic biét hitu dung dé diéu tri bénh ung

thu hach bach huyét véa bénh bach cau té bao B.
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Linh vuwe k¥ thuit dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén cac thyu thé khang nguyén dang kham (CAR) dic hiéu
CD19. Céc CAR c6 thé 1am chuyén huéng déc hiéu va kha ning phan tng cia té bao
mién dich theo huéng dén mot muc ti€u chon loc lgi dung dac tinh ving lién két véi
phéi tir. Cu thé, sang ché dé cap dén thy thé khang nguyén dang kham trong d6 phéi tir
ngoai bao gin dugc 1a khang thé mach don (scFv) c6 ngudn gbc tir khang thé don
dong CD19, tét nhit 1a 4G7. Sang ché ciing d& cép dén cac polynucleotit, cic vecto ma
héa CAR noi trén va cac té bao da duoc phan 14p biéu hién CAR trén bé mat clia
ching. Séng ché ciing dé cap dén cac phuong phép thiét ké cac t& bao mién dich in
vitro hodc ex vivo biéu hién 4G7-CAR trén bé mdt ma tao ra trang thai “hoat hoa” kéo
dai ¢ té bao tai nap. Sdng ché dic biét hitu ich cho viéc didu tri bénh ung thu hach

bach huyét va bénh bach ciu té bao B.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Liéu phap mién dich d4p tmng, trong d6 bao gbm viéc van chuyén ctia cac té bao
T ddc hiéu khang nguyén ty than dugce tao ra ngoai co thé, 1a mot chién luoc day hira
hen @& diéu tri cac bénh truyén nhiém do virut va bénh ung thu. Cac té bao T duogc st
dung cho liéu phdp mién dich d4p tng c6 thé dugc tao ra bang cach phat trién cac té
bao T ddc hiéu khang nguyén hoic chuyén huéng cua cac té bao T thong qua k§ thuat
gen (Park, Rosenberg va cong su 2011). Viéc chuyén nap céc t& bao T dic hiéu khang
nguyén virut la mét phurong thirc d ton tai tir 1au duoge st dung cho viéc diéu tri nhifm
virut sau cdy ghép va cac khdi u 4c tinh lién quan dén virut hiém. Tuwong tu nhu vay,
viéc phan 14p va chuyén nap céc té bao T dic hiéu v6i khéi u da dugc chimg minh 1a
thanh cong trong viéc diéu tri u 4c tinh.

Cac dic tinh méi cta cac té bao T da duoc tao ra mot cach thanh cong thong

qua viéc chuyén gen ciia céc thu thé t& bao T chuyén gen hoic cac thu thé khang
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nguyén dang kham (CAR) (Jena, Dotti va cong sy 2010). Cac CAR la cic thu thé tong
hop bao gdm mot nhom chirc nhim dich lién két voi mot hodc nhiéu vung tin hi€u
trong mdt phan tir dung hop don. N6i chung, nhém chirc lién két cia mot CAR bao
gdm mot ving lién két khang nguyén cta mot khang thé mach don (scFv), bao gbm
cac chudi nhe va cic doan bién dbi ciia mot khéang thé don dong duoc nbi lai béi mot
mbi lién két linh hoat. Viéc két ndi cac nhém chirc dua trén cac vung thu thé hoac phéi
ttr cling d4 dugc st dung thanh cdng. Céc ving tin hiéu ciia cac CAR thé hé thi nhét
c6 ngudn gdc tir ving té bao chét ciia CD3zeta hodc chudi gamma ciia thy thé Fc. Cac
CAR thé hé thir nhét da dwoc chi ra 1a chuyén hudng thanh cong kha nang giy doc cua
té bao T, tuy nhién chung da khong tao ra sy phat trién kéo dai va hoat dong chéng lai
khdi u trong co thé. Cac ving tin hiéu tir cic phan tir ddng kich thich bao gdm CD28,
OX-40 (CD134), va 4-1BB (CD137) dugc thém vao mot cach don 1& (thé hé thir hai)
hoic két hop (thé hé thir ba) dé nang cao ty 1¢ sdng va gia ting sy tang sinh cta céc té
bao T dugc bién déi CAR. Cac CAR da cho phép céc té bao T chuyén hudng chéng lai
c4c khang nguyén biéu hién trén bé mit cac té bao ung thu tir cac khéi u 4c tinh khac
nhau bao gE‘)m ung thu hach bach huyét va cac khéi u ran (Jena, Dotti va cong su
2010).

CD19 12 mot myc tiéu hip din cho liéu phap mién dich vi phin 16n bénh bach
cdu lympho bao cép tinh B (B-ALL) d&u biéu hién CD19, trong khi d6 su biéu hién
ndy khong c6 & cac té bao khong tao mau, cling nhu céc t& bao tiy, t& bao héng ciu, té
bao T va céc té bao gde tiy xwong. Cac thir nghiém 14m sang nhim d&n CD19 trén cac
khéi u 4c tinh té bao B duogc tién hanh véi viée kich thich cac phan img chéng lai khéi
u. Phan 16n dugc truyén cac té bao T duge bién ddi gen dé dé bidu hién mot thu thé
khang nguyén dang kham (CAR) véi tinh dic hiéu c6 ngudn gbc tir ving scFv ciia mot
khang thé don dong tir chuot FMC63 déc hiéu CD19 (Nicholson, Lenton va cdng su
1997; Cooper, Topp va cong su 2003; Cooper, Jena va cong su 2012) (Pon ding ky
quéc té: W02013/ 126712). Tuy nhién, van tdn tai mot nhu cdu cai thién ciu trac cla
cdc CAR ma cho thdy kha ning twong thich t6t hon véi su tang sinh té bao T, dé cho

phép cac té bio bidu hién cac CAR nhu vay dat duoc loi ich 14m sang dang ké.
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Ban chit ky thuit ciia sang ché

Muc dich cia sang ché 1a tao ra thu thé dang kham dic hiéu CD19 (4G7-CAR)
bao gébm mét scFv ¢6 ngudn gbc tir khang thé don dong dic hidu CD19, 4G7, va bt
ngd phat hién ra ring viéc dem 4G7-CAR tao ra vao céc té bao T nguyén thity c6 thé
tao ra trang thai “hoat hoa” kéo dai & té bao tai nap ddc 1ap véi viée lién két véi khang
nguyén. Sau khi hoat héa khong dic hiéu trong éng nghiém (vi du nhu véi cac hat phu
anti-CD3/CD28 va IL2 tai t6 hop), cac t& bao nay da boc 16 kich thude té bao ting
(dang blast) ciing nhu biéu hién céc chi thi hoat hoa (CD25) trong mot khoang thoi
gian kéo dai so véi cac té bao dwoc tai nap véi mot CAR trong tu bao gébm scFv
FMC63. Viéc kich hoat dai han cho phép su ting sinh kéo dai va tao ra mdt co ché
khong phu thudc khang nguyén cho sy ting sinh cia cac té bao 4G7-CAR trong dng
nghiém.

Pé dat duoc muyc dich trén day, theo mdt khia canh, sang ché dé xuit thy thé
khang nguyén dang kham bao gdm it nhit mot ving lién két phdi ttr ngoai bao, mot
viing xuyén mang va it nhit mot viing chuyén ddi tin hiéu, trong do ving lién két phébi
tlr ngoai bao bao gdbm mdt scFv ¢o ngudn gbc tir khang thé don dong dac hiéu, 4G7.
bic bict, CAR theo sang ché ngay khi dugc tai nap vao mot té bao mién dich s€ tao ra
hoat tinh khong phu thudc vao khang thé va sy tang sinh cua té bao. Sang ché ciing d&
xuit dén axit nucleic, cac vecto ma héa cho CAR bao gébm mot scFv ¢6 ngudn gbe tir
khang thé don dong dic hidéu CD19, 4G7 va phuong phap tao ra cac té bao mién dich
bao gdm dwra 4G7 CAR vao céc té bao nay. Sang ché ciing dé xudt dén cac té bao min
dich dugc bién dbi gen biéu hién 4G7 trén bé mat, dic biét 14 cac té bao mién dich ma
tang sinh ddc 1ap véi co ché khang nguyén. Cac t& bao mién dich dugc bién ddi gen
theo sang ché dic biét hiru dung trong tng dung diéu tri bénh ung thu hach bach huyét

va bénh bach ciu té bao B.

M5 ta vin tit cac hinh vé
Fig.1: Sy ting sinh clia clia c4c té bao T bat hoat TCR alpha (KO) dugc tai nap
vecto tir lentivirut mang 4G7-CAR so véi cac té bao T KO khong duogc tai nap (NTD).
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Su ting sinh dugc theo ddi trong vong 30 ngay sau khi té bao mang (IL2+CD28) hodc
(IL2) tai hoat hoa v6i anti-CD28 hoa tan.

Fig.2: Phan tich su biéu hién ciia marker ciia su hoat héa CD25 & bé mit cia
cac t& bao T bét hoat TCR alpha dugc tai nap vecto lentivirut mang 4G7-CAR, dya
trén co s& su biéu hién ciia 4G7-CAR (CAR+, CAR-) va so sénh v6i su biéu hién cua
CD25 & cac té bao khong xung dién TCR alpha duong (NEP) hodc cac té baoTCR
alpha bi dut doan nhung khong duoc ti nap (NTD). Su biéu hién ciia CD25 duge
phén tich sau khi té bao mang (IL2+CD28) hozc (IL2) tai hoat hoéa véi anti-CD28 hoa
tan.

Fig.3: Phan tich sy biéu hién cua CAR trén bé mat cac té bao T duoc tai nap vecto
lentivirut ma héa 4G7-CAR hoic FMC63-CAR. Viéc phén tich dugc thye hién 3, 8 va 15
ngay sau khi tai nap thong qua phén tich té bao theo dong chay. NT dung @& chi cac té bao
T khong tai nap.

Fig.4: Phan tich sy biéu hién ctia CD25 trén bé mat cac té bao T dugc tai nap vecto
lentivirut ma hoa 4G7-CAR hoic FMC63-CAR. Viéc phan tich dugc thuc hién 3, 8 va 15
ngay sau khi tai nap thong qua phén tich té bao theo dong chay. NT dung d& chi cac té bao
T khong tai nap.

Fig.5: Phén tich kich thudc cta cac té bao T dugc tai nap véi vecto lentivirut ma
héa 4G7-CAR hoic FMC63-CAR. Viéc phén tich dugc thyc hién 3, 8 va 15 ngay sau khi
t4i nap thong qua phan tich t€ bao theo dong chay. NT ding dé chi céc t€ bao T khong tai
nap.

Fig.6: Su tang sinh cua cic té bao T duoc tai nap vecto lentivirut mé hoa 4G7-
CAR so v6i té bao T tai nap vecto lentivirut ma hoa FMC63. Su ting sinh duge theo
ddi trong vong 20 ngay sau khi té bao mang (CD28) hoic khong mang (-) tai hoat héa
v6i anti-CD28 hoa tan. NTD ding d& chi cac té bao T khong tai nap.

M5 ta chi tiét sang ché

Trir khi duge dinh nghia dic biét trong tai li€u nay, tit ca cac thuat ngit khoa
hoc va k¥ thuat dugc st dung c6 y nghia twong tw nhu hiéu biét thong thudng clia
ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc liéu phap gen, hda sinh va sinh hoc phan

tu.
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T4t ca cac phuong phap va vat liéu twong tu hodc twong duong véi phuong
phép va vét li€u dugc mo ta trong tai li€u nay co thé duoc sir dung trong thuc hanh
hodc thir nghiém sang ché nay, véi cac phuong phap va vit liéu thich hop duge mo ta
trong tai liéu nay. T4t ca cic cong bd, don ding ky séng ché, bang doc quyén sang ché,
va céc tai liéu tham khao khac dugc dé cap dén trong tai liu nay duogc Kkét hop béng
cach tham khao & trang thai nguyén ban ciia ching. Trong trudng hgp ¢6 mau thuin,
ban mo ta ndy, bao gdm cac dinh nghia, s& wu tién 4p dung. Ngoai ra, cac vat lidu,
phuong phap, va céac vi du chi mang tinh minh hoa va khong c6 y dinh han ché, trir khi
duoc chi dinh rd.

Viéc thuc hién sang ché s& sir dung, trir khi c6 chi dinh khéc, cac k¥ thuét thong
thuong cua sinh hoc té bao, nudi céy té bao, sinh hoc phan tr, sinh hoc bién dbi gen, vi
sinh vat hoc, ADN t4i td hop, va mién dich hoc, trong pham vi k§ ning nghién ciru.
Cac k¥ thuat ndy dugc phan anh ddy da trong cac tai liéu chuyén nganh. Vi dy, xem
Current Protocols in Molecular Biology (Frederick M. AUSUBEL, 2000, Wiley and
son Inc, Library of Congress, USA); Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Third
Edition, (Sambrook va cdng su, 2001, Cold Spring Harbor, New York: Cold Spring
Harbor Laboratory Press); Oligonucleotide Synthesis (Chu bién M. J. Gait, 1984);
Mullis et al. Sang ché My sb 4,683,195; Nucleic Acid Hybridization (Chu bién B. D.
Harries va S. J. Higgins 1984); Transcription And Translation (Chu bién B. D. Hames
va S. J. Higgins, 1984); Culture Of Animal Cells (R. I. Freshney, Alan R. Liss, Inc.,
1987); Immobilized Cells And Enzymes (IRL Press, 1986); B. Perbal, A Practical
Guide To Molecular Cloning (1984); the series, Methods In ENZYMOLOGY (Chu
bién J. Abelson va M. Simon, Academic Press, Inc., New York), dic bi€t 1a cac tap
154 va 155 (Chu bién Wu va cong su ) va Vol. 185, "Gene Expression Technology"
(Chu bién D. Goeddel); Gene Transfer Vectos For Mammalian Cells (Chu bién J. H.
Miller va M. P. Calos, 1987, Cold Spring Harbor Laboratory); Immunochemical
Methods In Cell And Molecular Biology (Chu bién Mayer va Walker, Academic
Press, London, 1987); Handbook Of Experimental Immunology, Volumes I-IV (Chu
bién D. M. Weir va C. C. Blackwell, 1986); va Manipulating the Mouse Embryo,
(Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y ., 1986).
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Thu thé khang nguyén dang kham dic hiéu CD19

Sang ché dé cap dén mot thu thé khéang nguyén dang kham (CAR) bao gdm mdt
ving lién két phdi tir ngoai bao, mot ving xuyén mang va mot ving chuyén dbi tin
hiéu.

Thuat ngit “viing lién két phéi tir ngoai bao” dugc ding trong ban md ta dugc
dinh nghia 12 mot oligo- hoic polypeptit ma cé kha ning lién két v6i mot phéi tir. Tt
hon, viing ndy c6 kha ning twong tic véi mot phén tir & bé mit t€ bao. Vi du, ving lién
két phéi t&r ngoai bao ¢o thé dugc chon dé nhan ra mot phéi tr hoat dong nhu mot chi
thi & bé mit té bao & té bao dich ma lién quan dén mot bénh 1y cu thé.

Trong mdt phwong 4n wu tién, ving lién két phdi tir ngoai bao néi trén bao gdm
mdt mdt doan khang thé mach don (scFv) chira chudi nhe (7) va chudi nang (V) cia
khang thé don dong dic hiéu khang nguyén muc tiéu duoc ndi lai béi mot méi lien két
linh hoat. Trong mot phuong 4n wu tién, scFv néi trén c¢6 ngudn gde tir khang thé don
dong 4G7 dac hiéu CD19 (Peipp, Saul va cong sy 2004), tot hon scFv néi trén theo
sang ché bao gdm mét phan ctia chudi ning gamma 1 ciia phan tir globulin mién dich
ctia khang thé don dong 4G7 dic hiéu CD19 (Ngan hang Gen: CAD88275.1; Trinh tu
nhan dang sd: 1) va mot phan ctia chudi nhe kappa cuiia phan tir globulin mién dich cua
khéng thé don dong 4G7 dac hiéu CD19 (Ngan hang Gen: CAD88204.1; Trinh tu
nhén dang sb: 2), t6t hon 1a lién két v6i nhau bdi mot lién két linh hoat. Trong mot
phwong 4n wu tién, scFv néi trén theo sang ché bao gébm cac doan bién ddi ciia chudi
ning gamma 1 ciia phén tir globulin mién dich cta khang thé don dong 4G7 dic hiéu
CD19 (Trinh tr nhan dang sd: 3) va cac doan bién dbi ctia chudi nhe kappa ciia phan
tr globulin mién dich cta khéang thé don dong 4G7 dac hiéu CD19 (Trinh ty nhan
dang s6: 4 hodc 5) duoc lién két boi mdt mbi ndi linh hoat. Trong phuong an dic biét
mdi lién két linh hoat néi trén c6 mot trinh tr axit amin (Trinh tu nhin dang s: 6).

N6i cach khac, CAR noi trén bao gdm mot ving lién két phéi tir ngoai bao ma
chita mot doan FV mach don cé nguﬁ”)n géc tr khiang thé don dong 4G7 déc hi¢u
CD19. Trong mdt phuong an dic biét, scFv néi trén bao gdm mdt phan cia trinh tur
axit amin dugc chon trong nhém bao gém: Trinh ty nhén dang tir 1 dén 5. Trong mot

phwong 4n wu tién, scFv ndi trén bao gdm it nhat 70%, t6t hon 1a 80%, t6t hon nita 12 it
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nhit 90%, 95%, 97% hodc 99% trinh ti twong ddng v6i trinh tur axit amin dwoc chon
trong nhém gém trinh ty nhén dang 7 va 8.

Ving chuyén ddi tin hiéu hay ving tin hiéu ndi bao ciia CAR theo sang ché co
nhiém vu truyén céac tin hidu ndi bao sau khi lién két voi ving lién két phéi tir ngoai
bao v6i muc tidu din dén sy hoat héa ciia céc té bao mién dich va dap tng mién dich.
Noéi céch khéc, ving chuyén dbi tin hidu c6 nhiém vu hoat héa it nhit mot trong sb cac
chirc ning dap tng théng thuong cia té bao mién dich ma CAR duoc biu hién. Vi dy,
chic nang dép ing cia mdot té bao T c6 thé 1a hoat dong gay doc hoac hoat dong ho tro
bao gbém su tiét cytokin. Do d6, thuit ngit “ving chuyén ddi tin hiéu” ding dé chi mot
phan clia mot protein ma chuyén ddi tin hiéu dap tmg thanh tin hidu chirc ning va chi
dao cac té bao thuc hién mét chirc nédng chuyén biét.

Céc vi du uu tién cta ving chuyén ddi tin hiéu dé str dung trong mot CAR c6
thé 1a cac trinh tu gdy doc cua thu thé hodc déng thu thé t& bao T ma hoat dong phéi
hop dé bat dau chuyén dbi tin higu theo sau sy khép ndi thu thé khang nguyén, ciing
nhu bét ky su din xuét hoc bién ddi clia céc trinh tw nay va bat ky trinh tu téng hop
nao ¢6 kha ning twong ty. Ving chuyén ddi chirc niang bao gbém hai loai trinh chudi tin
hidu ctia té bao chit, chiing khoi phét sy hoat héa ban du doc 1p khang nguyén, va
chiing hoat dong theo cach djc 1ap khang nguyén dé tao ra tin hiéu thu cép hoac tin
hidu ddng kich thich. Chudi tin higu t& bao chat so cép c6 thé bao gdm cac mo-tip tin
hiéu duoc biét dén nhu céc md-tip hoat héa dya trén tyrosin cia thu thé mién dich -
ITAM. Céc ITAM ciing duge xac dinh rd 13 cic mo-tip tin hidu duoc tim thiy trong
phé‘m dudi bén trong t€ bao chit ciia mot loat cac thu thé dugc sir dung nhu vi tri lién
két cho tyrosin kinase loai syk/zap70. Cac vi du vé ITAM dugc sir dung trong sang
ché c6 thé bao gdm, vi du khong han ché, cac ITAM c6 ngudn gbc tir TCRzeta,
FcRgamma, FcRbeta, FcRepsilon, CD3gamma, CD3delta, CD3epsilon, CD5, CD22,
CD79a, CD79b va CD66d. Trong mdt phuong 4n wu tién, ving chuyén ddi tin hiéu
ciia CAR c6 thé bao gém vung tin hi€u CD3zeta ¢ trinh tu axit amin v4i d tuong
dbng it nhit 70%, t6t hon 1a it nhit 80%, t&t hon nira 14 it nhit 90%, 95%, 97% hoic
99 % so v6i trinh ty axit amin dugce lya chon trong nhém bao gém trinh ty nhan dang

sb 10.
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Trong mot phuong 4n dic biét, ving chuyén ddi tin hidu cia CAR theo sang
ché bao gdm mot phén tir tin hiéu ddng kich thich. M6t phan tir déng kich thich 13 mot
phén tir & bé mat té bao khac voi mot thu thé khang nguyén hodc phéi t&r cua ching
cin cho mot dap ng mién dich hiéu qua. “Phdi tir ddng kich thich” dung dé chi mot
phan tir trén mot té bao trinh dién khang nguyén ma lién két dic hidu voi mot phén tir
ddng kich thich c6 ciing ngudn gbc trén mot té bao T, do d6 tao ra mot tin hidu, ngoai
nhitng tin hi€u so cép duoc tao ra bdi, vi du, su lién két cua phic TCR/CD3 v6i mét
phan tt MHC duoc két hop véi peptit, mang lai mét d4p tmg té bao T, bao gdm nhung
khong gioi han, kich hoat sy ting sinh, biét hoa va cac phan ting twong tw. Mot phdi tir
ddng kich thich c¢6 thé bao gdbm nhung khong gi¢i han CD7, B7-1 (CD80), B7-2
(CD86), PD-L1, PD-L2, 4-1BBL, OX40L, phdi tir d6ng kich thich cam &g (ICOS-L),
phén tr két dinh gian bao (ICAM, CD30L, CD40, CD70, CD83, HLA-G, MICA,
MICB, HVEM, thu thé lymphotoxin beta, 3/TR6, ILT3, ILT4, mdt chit dong van
hodc mot khang thé lién két voi thy thé phéi tr Toll va mot phdi tir lién két dac hidu
v6i B7-H3. Mot phdi tir ddng kich thich ciing bao gbm, nhung khéng giéi han & do,
mdt khang nguyén lién két dic hiéu v6i mot phan tir ddng kich thich c6 mit trén té bao
T, vi du nhung khong giéi han, CD27, CD28, 4-1BB, 0X40, CD30, CD40, PD-1,
ICOS, khéng nguyén-1 li€n quan dén chirc ning lympho bao (LFA-1), CD2, CD7,
LTGHT, NKG2C, B7-H3, m{t phdi tir lién két ddc hiéu véi CDS3.

Mot “phén tir ddng kich thich” ding @ chi d6i tac lién két cing ngudn gbc trén
té bao T ma lién két dic hiéu véi mot phéi tir ddng kich thich, do d6 din dén mét phan
trng ddng kich thich bai té bao, vi du, nhung khéng gi6i han, sy ting sinh. Cac phéan tir
ddng kich thich bao gém, nhung khéng gidi han, mét phan t¢ MHC loai I, BTLA va
thu thé cta phdi tir Toll. Céc vi du vé phan tir ddng kich thich bao gdm CD27, CD28,
CDg, 4-1BB (CD137), 0X40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, khang nguyén-1 li€én quan
dén chirc nang lympho bao (LFA-1), CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3 va mét phéi
tir lién két dic hidu v6i CD83 va cac phan tir trong tu.

Trong mdt phuong 4n wu tién, ving chuyén dbi tin hiéu ciia CAR theo sang ché
bao gdm mét phan ciia phan tir ddng kich thich dugc chon tir nhém bao gbm cac doan
ctia 4-1BB (GenBank: AAA53133.) va CD28 (NP_006130.1). DBéc biét ving chuyén

dbi tin hiéu cia CAR theo sang ché bao gbém trinh tu axit amin c6 do tuong dong it
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nhét 70%, tot hon 1a it nhat 80%, tét hon nita 1a it nhit 90%, 95%, 97% hoic 99% so
v0i trinh tu axit amin dugc lya chon trong nhém bao gém trinh tw nhan dang s6 11 va
12.

CAR theo sang ché duoc biéu hién trén mang bé& mit cua té bao. Do do, CAR
c6 thé bao gébm ving xuyén mang. C4c tinh ning phan biét clia viing xuyén mang thich
hop bao gdm kha ning duoc bidu hién trén bé mit t& bao, theo sang ché nay 1a mot té
bao mién dich, dac biét 1 céc té bao lympho hogc cac té bao tiéu diét ty nhién (NK),
va twong tdc v6i nhau dé diéu khién phan tng cua té bao mién dich chéng lai té bao
muc tiéu di xac dinh trude. Ving xuyén mang c6 thé cé ngudn gbe tir tu nhién hodc
téng hop. Ving xuyén mang c6 thé co ngudn gbc tir bét ky protein lién két mang hoic
protein xuyén mang nao. Nhu cac vi du khong gidi han, polypeptit xuyén mang c6 thé
14 mot tiéu phan cua thy thé té bao T nhu a, B, v hodc &, polypeptit ciu thanh phirc
CD3, thu thé IL2 p55 (chudi a), p75 (chudi B) hodc chudi y, chudi tiéu phin ciia cac
thu thé Fc, diic biét 1a thu thé Fey IIT hogc cac protein CD. Ngoai ra ving xuyén mang
c6 thé 1a tong hop va c6 thé chia chu yéu 1a cac gbe ky nuéc nhu leucin va valin.
Trong mét phuong 4n wu tién, cic ving xuyén mang néi trén cé ngudn gde tir chudi
alpha CD8 cua ngudi (vi du nhu NP_001139345.1). Ving xuyén mang c6 thé bao gdm
thém mot phan cubng & gitra viing lién két phéi tir ngoai bao va ving xuyén mang noi
trén. Thuat ngit “phin cudng” dugce st dung trong tai li¢u nay noéi chung c6 nghia la
bt cir oligo- hay polypeptit dugc sir dung nao c6 chirc ning ndi viing xuyén mang véi
vung lién Két phéi t ngoai bao. Pic biét, phén cuéng dugc st dung dé tao ra tinh linh
hoat va kha ning tiép cn cho ving lién két phdi tir ngoai bao. Mot phan cudng c6 thé
chira t6i 300 axit amin, tot hon tir 10 dén 100 axit amin va t6t nhat tir 25 dén 50 axit
amin. Phan cuéng c6 thé ¢6 nguc“m géc tr toan b hodac mot phﬁn cac phén tlr xuét hién
tur nhién, chéng han nhu toan b6 hoic mdt phén vung ngoai bao cia CD8, CD4 hoidc
CD28, hodc tir toan by hodc mot phan ving hing dinh cua khang thé. Ngoai ra phin
cudng c6 thé 1a mot trinh tu téng hop tyong tng v6i mot trinh tu cudng xuét hién trong
tw nhién, hodc c6 thé 1a mot trinh tu cudng hoan toan tong hgp. Trong mdt phuong 4n
vu tién, phin cudng 1a mot phin cta chudi alpha CD8 & ngudi (vi du nhu
NP_001139345.1). Trong phwong an cu thé khac, cac ving xuyén mang va ving nbi

bao gdm mot phan chudi alpha CD8 & ngudi, tot hon c6 it nhat 70%, t6t hon 1a it nhét
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80%, tot hon nita 14 it nhat 90%, 95% 97% holic 99% trinh tw twong ddng véi trinh tu
axit amin dugc lya chon tir nhém bao gbm trinh ty nhan dang sb 13.

Trong mdt phuong 4n cu thé, thu thé khang nguyén dang khdm theo sang ché
bao gdm mot scFv ¢6 ngudn gdc tir khang thé don dong 4G7 ddc hiéu CD19, mot viing
nbi va xuyén mang alpha CD8, vung tin hiéu zeta CD3 va vung tin hiéu 4-1BB. Tét
hon, 4G7-CAR theo sang ché c6 it nhit 70%, t5t hon 1a it nhit 80%, t5t hon nira 12
90%, 95%, 97 % hodc 99% trinh ty tuong déng vO1i trinh ty axit amin dwogc lya chon
trong nhém bao gbm trinh tw nhan dang sb 14 va 15.

Diéu hoa giam hodc dot bién cac khéng nguyén muc tiéu thudng ton tai & cac té
bao ung thu, tao ra cic bién thé mét thiéu khang thé. Do 6, @& bu lai su mAt nay & cac
khéi u va 1am cho cac t& bao miédn dich ddc hi€u hon véi muc tiéu, CAR dic hiéu
CD19 ¢6 thé chira cac ving lién két phdi tir ngoai bao khac, dé lién két ddng thoi vei
cac yéu tb khac trén muc tiéu, do d6 lam tdng hoat tinh va chirc ning cta t& bao mién
dich. Trong mdt phuong 4n, ving lién két phéi tir ngoai bao c6 thé dat song song trén
cung mot polypeptit xuyén mang, va dugc phan chia ngiu nhién béi mot méi lién két.
Trong phuong 4n khic, ving lién két phdi tir ngoai bao c6 thé dit trén polypeptit
xuyén mang chira CAR. Theo phuong 4n khéc, sang ché @& cip dén mot tap hop cac
CAR ma mbdi CAR ¢6 ving lién két phéi tir ngoai bao khac nhau. Dic biét, sang ché
dé cap dén phuong phap thiét ké cac t& bao min dich bao gdm tao ra mot té bao mién
dich va biéu hién trén bé mit ctia t& bao nay mot tap hop cdc CAR ma mdi CAR co
ving lién két phdi tir ngoai bao khac nhau. Trong mdt phuong 4n cu thé khac, sang ché
dé cap dén phuong phap thiét ké mot t& bao mién dich bao gdm tao ra mot t& bao mién
dich va dua vao polypeptit ciia t& bao néi trén cac polypeptit ma héa bao gdbm mdt tap
hop CAR ma mdi CAR c6 ving lién két phdi tir ngoai bao khac nhau. V&i tap hop cac
CAR, ¢6 nghia 14 it nhat hai, ba, bén, nam, sau hogc nhidu CAR m&i CAR c6 céc ving
lién két phdi tir ngoai bao khac nhau. Céc viing lién két phdi tir ngoai bao theo sang
ché c6 thé ddng thoi gin véi cac yéu t6 khéc trén muc tiéu do d6 lam tdng hoat tinh va
chuc nang cia té bao mién dich. Sang ché cling dé cap dén mot t& bao mién dich da
dugc phén 1ap ma chira tp hop cac CAR mdi CAR c6 céc ving lién két phéi tir ngoai

bao khac nhau.
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Polynucleotit, vecto

Séng ché ciing dé cap dén cac polynucleotit, cac vecto ma hdéa cho cac CAR
dugc md ta & trén theo sang ché. Trong mot phuong 4n wu tién, sang ché dé cap dén
mot polynucleotit bao gdm tfnh tu axit nucleic sé 17. Trong mot phuong an wu tién,
polynucleotit ¢6 it nhat 70%, t6t hon 14 it nhit 80%, t6t hon nita 1a 90%, 95%, 97%
hodc 99% trinh tu twong dong vai trinh ty axit nucleic duoc lya chon trong nhém bao
gém trinh tu nhan dang sb 17.

Polynucleotit c¢6 thé bao gdbm mdt cassette bidu hién hodc mét vecto biéu hién
(vi du nhur mot plasmit d& dua vao mot té bao chu vi khudn, hodc mot vecto virut
che:mg han nhu vecto baculovirut dé chuyén nap vao mot t€ bao chu con trung, hodc
mot plasmit hodc mot vecto virut nhu lentivirut dé chuyén nap vao mét t& bao chi
dong vat).

Trong mdt phuwong an cu thé, cac trinh tu axit nucleic khac nhau cé thé duoc
bao gbém trong mot polypeptit hodc vecto ma chira trinh ty axit nucleic ma hoa trinh tu
bo qua clia ribosom ching han nhur trinh t ma hoa peptit 2A. Peptit 2A, dugc xac dinh
trong phén nhém Aphthovirut clia picornavirut, gdy ra mot "su bé qua" ciia ribosom tir
mot codon dén mot codon tiép theo ma khong c6 su hinh thanh mot lién két peptit gitra
hai axit amin dugc ma héa bdi cac codon dé (Xem (Donnelly va Elliott 2001; Atkins,
Wills va cong sy 2007; Doronina, Wu va cong sy 2008)). "Codon" c6 nghia 1a ba
nucleotit trén mdt mARN (hodc trén mach mang mé cia mdt phan tt ADN) dugc dich
ma boi mot ribosom tao thanh moét don phén axit amin. Do d6, hai polypeptit c6 thé
dugc tdng hop trén mot khung doc mé don, lidn ké trong mot mARN khi polypeptit
duoc chia béi trinh tyr oligopeptit 2A trong khung doc mé. Co ché b6 qua cia ribosom
nhu vay da dugc biét dén trong nghién ciru va duoc biét dén 1a da duge sir dung trong

mot vai vecto de bicu hién mot s6 protein dugc ma hoa bdi mot ARN thong tin don.

pé dua polypeptit xuyén mang vio qué trinh tiét cia mot té bao vat chi, mot
trinh ty tin higu tiét (cling dugc biét dén nhu trinh ty din, trinh ty diu tién hoic trinh
tu trude) duge tao ra trong mot trinh tu polynucleotit hodc trinh ty vecto. Trinh tu tin
hiéu tiét dwogc lién két véi trinh tu axit nucleic xuyén mang, cu thé 13 hai trinh tu dugc

ghép vao khung doc dung va duge dit vao vi tri & dua polypeptit dugc téng hop méi
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vao qué trinh tiét cta t& bao vat chi. Cac trinh tu tin hiéu tiét thudong & vi tri 5' cua
trinh ty axit nucleic ma hoa polypeptit quan tdm, mic du céc trinh tu tin hiéu tiét nhét
dinh c6 thé dugc dat & bét ky vi tri ndo trén trinh ty axit nucleic quan tdm (xem, vi du
nhu, Welch va cong su, Sang ché My s6 5,037,743; Holland va cong su, Sang ché My
s6 5,143,830). Trong mdt phuong an wu tién, peptit tin hiéu bao gdm trinh ty axit amin
c6 trinh tu nhan dang sb 18 val9.

Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vire k§ thuat s& nhén ra rang, theo quan
diém cua sy thoai héa ctia ma di truyén, bién dbi trinh tu dang ké 13 c6 thé c6 trong céc
phan tit polynucleotit. Tt hon, cAc trinh tur axit nucleic theo sang ché dugc tdi wu héa
codon d biéu hién & té bao dong vat, tét hon 14 dé bidu hién & t& bao ngudi. Téi wu
hoa codon diing @& chi sy thay ddi trong mot trinh ty quan tam cua cac codon ma noi
chung 14 ¢6 nhiéu trong cic gen c¢6 muc dd biéu hién cao cua cac loai do, cac codon
nhu vdy mi héa cac axit amin gidng nhu cic codon dang bi thay dbi.

Trong mot phuong 4n wu tién, polynucleotit theo sang ché bao gdm trinh tu axit
nucleic dugc chon trong nhém bao gdm trinh tu nhan dang sb 17. Sang ché ciing dé
cap dén cac polynucleotit chira trinh ty axit nucletic c6 it nhit 70%, tdt hon 1a it nhat
80%, t6t hon nita 13 it nhit 90%, 95%, 97% hodc 99% trinh tu twong ddng véi trinh tu
axit nucleic duoc lua chon tir nhom bao gf‘)m trinh ty nhan dang s617.

Céc phuong phap thiét ké mot té bao mién dich

Trong phuong an cu thé, sang ché d& cap dén phuong phép tao ra cac té bao
mién dich cho liéu phép mién dich bao gdm dua vio cac té bao mién dich trén cac
CAR theo sang ché va phat trién cac té bao nay. Trong phwong 4n cu thé, sang ché dé
cap dén phuong phap thiét ké mot té bao mién dich bao gdm viéc tao ra mot té bao va
biéu hién trén bé mat cua té bao nay it nhit mot CAR nhu dd mod td & trén. Trong
phuong 4n cu thé, phuong phap bao gém viéc bién nap vao té bao it nhit mot
polynucleotit ma héa CAR nhu dugc mé ta & trén, va biéu hién cac cac polypeptit nay
& cac té bao noi trén.

Trong mdt phuong 4n wu tién, cic polypeptit dd noéi dén co trong cc vecto
lentivirut dugc biéu hién bén viing trong cac té bao.

Trong phuong 4an khéc, phuong phap néi trén bao gdm thém mot bude bién dbi

di truyén céc té bao noi trén bing cach bt hoat it nhit mot gen bidu hién mot thanh
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phén ctia TCR, mot muc tiéu cho tic nhan tc ché mién dich, gen HLA va/hoac mdt
gen kiém soat mién dich ching han nhu PDCD1 hodc CTLA-4. Trong mét phwong 4n
uu ti€n, gen noi trén duogc lya chon trong nhém bao g(“)m TCRalpha, TCRbeta, CD52,
GR, PD1 va CTLA-4. Trong mét phwong 4n wu tién, phuwong phép néi trén bao gdm
thém viéc dua vao cac t& bao T mdt endonucleaza cét hiém c6 thé bét hoat chon loc
boi su phin cit ADN cua cic gen néi trén. Trong modt phuong 4n wu tién hon
endonucleaza noéi trén 1a TALE-nucleaza hoic endonucleaza Cas9.
Céc phuong phép dua vao té bao

Céac phuong phap khac nhau dugc md ta & trén lién quan dén viéc dua CAR vao
mot té bao. Nhu mot vi du khong han ché, CAR néi trén c6 thé duge dwa vao nhu cac
gen chuyén dugc ma héa bdi mot vecto plasmid. Plasmid nay ciing c6 thé chira mét
chi thi chon loc d& nhén dang va/hoic chon loc céc té bao ma dd nhan vecto noi trén.

Céc polypeptit c6 thé duoc tdng hop tai chd trong t& bao nhu 12 két qua cua viée
dua cac polypeptit noi trén vao t& bao. Ngoai ra, cac polypeptit néi trén c6 thé duogc
san xuit bén ngoai té bao va sau d6 dua vao bén trong. Cac phuong phap dua mot cdu
tric polynucleotit vao trong té bao da dugc biét dén rong rai trong nghién ciru c6, vi du
khong han ché, cac phuong phap bién nap dn dinh trong d6 céu tric polynucleotit
duoc tich hop vao hé gen ciia té bao, cac phwong phap bién nap tam thoi trong d6 céu
trac polypeptit khong dugc tich hgp vao hé gen ciia té bao va cac phwong phap qua
trung gian virut. Cac polypeptit noi trén c6 thé duoc dua vao trong mot té bao qua, vi
du cac vecto virut tai td hop (vi du nhu céc retrovirut, adenovirut), liposom va céc
vecto twong tw. Vi du, cc phuong phéap bién nap tam thoi bao gdm vi du nhu vi tiém,
xung dién hodic ban pha hat. Cac polypeptit néi trén c6 thé duge bao gdm trong cic
vecto, cu thé hon 12 céac plasmid hodc virus, dugc biéu hién trong cac té bao.
Céc té bao mién dich dugc thiét ké

Sang ché ciing @ cép dén céc té bao hodc dong té bao dugc phan lap c6 thé co
dugc bang cac phuwong phap thiét ké té bao néi trén. Cu thé cac té bao duge phan 1ap
no6i trén chtra it nht moét CAR nhu di mé ta & trén. Trong phuong an khéc, té bao
duoc phan lap néi trén chira mot tp hop cic CAR mdi CAR chira cac viing lién két

phéi tor ngoai bao khiac nhau. Cu thé, t& bao phan 1dp dugc ndi trén chira trinh ty
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polypeptit ngoai sinh md héa CAR. Céc té bao mién dich theo sang ché dwoc hoat hoa
va tdng sinh mdt cach ddc 1ap véi co ché lién két khang nguyén.

Trong pham vi ciia sang ché ciing bao gdbm mot té bao mién dich duge phén lap,
t6t hon 13 mot té bao T thu dugc theo bét ky mdt phuong phép nao da dugc mé ta
truge ddy. Té bao mién dich da néi trén dung dé chi mot té bao gbc tao mau c6 lién
quan vé mit chirc ning dén viéc bit diu va/hodc thuc hién dap tng mién dich bdm
sinh va/hodc dép tng mién dich thich tmg. Té bao mién dich néi trén theo sang ché co
thé c6 ngudn g tir mot t& bao gbe. Cac té bao gbe c6 thd 1a cac té bao gbc trudng
thanh, té bio gdc phoi khong phai tir ngudi, cu thé hon 1a cac té bao gbe khong phai tir
ngudi, cac t& bao gbc mau cubng rén, té bao tién sinh, té bao gbc tiy xuong, t& bao
gbc da ning cam tng, t& bao gbe toan ning hoic té bao gbc mau. Cac té bao nguoi ti€u
biéu 13 céc t& bao CD34+. Té bao dugc phéan 1ap noi trén ciing cb thé 1a mot té bao tua,
té bao tua giét, té bao mast, té bao NK, té bao B hoic té bao T dugc lya chon trong
nhém bao gdm lympho T viém, lympho T gy doc, lympho T diéu hoa hodc lympho T
hd trg. Trong phuong 4n khac, té bao néi trén ¢ thé ¢6 ngudn gbc tir nhém bao gdm
lympho T CD4+ va lympho T CD8+. Trudc khi phat trién va bién dbi di truyén cac té

bao theo sang ché, mot ngudn té bao c6 thé duge thu lai tir mot dbi tugng thong qua

7
A

mot loat cac phuong phap khong giéi han. Céc té bao c6 thé dugc thu vé tir mot sb
ngudn khong gi6i han, bao gém cac té biao mau don nhan thudc ving ngoai vi, tiy
xwong, mo hach bach huyét, cuéng rén, mod tuyén {rc, mo tr vi tri nhiém trung, tran
dich mang bung, tran dich mang phdi, mé 14 lach va cac khdi u. Trong cac phuong 4n
nhét dinh ctia sang ché, bit ky dong té bao T nio c6 sin va da dugc biét dén boi nguoi
c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuét, déu c6 thé dugc st dung. Trong
phuong an khéc, té bao néi trén c6 thé c6 ngudn gbc tir mot ngudi hién ting khoe
manh, tir mdt bénh nhan d4 duoc chin doan ung thu hodc tir mot bénh nhan da duge
chin doan bj nhidm tring. Trong phwong 4n khac, t& bao noi trén 1a mot phén ctia mot
tap hop hdn hop céc té bao c6 dic diém kiéu hinh khac nhau. Trong pham vi clia séng
ché ciing gdm c6 mot dong té bao thu dwogc tir mot té bao T dugc bién nap theo
phuong phap dd mo ta trude d6. Céc té bao da bién ddi khang lai su didu tri @c ché
mién dich va c6 thé thu duge nhd cac phwong phép trude do da bao gdm trong pham

vi cla sang cheé.
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Trong phuong an khéc, té bao duoc phan 14p noi trén theo sang ché bao gébm
mot polynucleotit md héa CAR.
Hoat hoa va phat trién cac té bao T

Cho dil truée hay sau khi bién ddi di truyén céc té bao T, tham chi néu céc té
bao mién dich da bién dbi di truyén theo sang ché dugc hoat héa va ting sinh dc 1ap
v6i co ché lién két khang nguyén, thi cac té bao mién dich, dic biét 1a té bao T theo
sang ché co thé dugc hoat héa thém va phat trién thudng sir dung cac phuong phap
nhu duge mo ta trong, vi du nhu céc sang ché M§ $6 6,352,694; 6,534,055; 6,905,680;
6,692,964; 5,858,358; 6,887,466; 6,905,681; 7,144,575; 7,067,318; 7,172,869;
7,232,566; 7,175,843; 5,883,223; 6,905,874; 6,797,514; 6,867,041; va Cong bd don
dang ky sang ché & My s6 20060121005. Cac t& bao T c6 thé dugc phat trién trong
6ng nghiém hogc trong co thé.

N6i chung, cic té bao T theo sang ché dugc phat trién bing cach tiép xtic v6i
mot thc nhén kich thich phirc hgp CD3 TCR va mdt phan tir ddng kich thich trén bé
miit céc té bao T dé tao ra tin hiéu hoat héa cho té bao T.

Vi du, cac chat hoa hoc nhu canxi ionophore A23187, phorbol 12-myristate 13-
axetat (PMA), hodc cac lectin gdy phan bao nhu phytohemagglutinin (PHA) co6 thé
duoc st dung dé tao ra tin hiéu hoat hoa té bao T.

Nhu trong cac vi du khong han ché, cac tap hop té bao T ¢6 thé dugc kich thich
trong 6ng nghiém ching han nhu qua tiép xtic véi mot khang thé khang CD3, hoic
doan lién két khang nguyén cla n6, hodc khang thé khang CD2 duoc c¢b dinh trén bé
mit, hodc qua tiép xtic véi chét hoat hoa protein kinaza C (vi dy nhu bryostatin) két
hop v6i mot canxi ionophore. Péi voi viée ddng kich thich cac phan tir phy trén bé
mit c4c té bao T, mot phdi tir gén vé6i phan tir phy nay duogc sir dung. Vi du, mot tap
hop cdc té bao T ¢6 thé duge tiép xic voi mot khang thé khang CD3 va mot khang thé
khang CD28, trong diéu kién thich hop cho viéc kich thich sy tang sinh cia cac té bao
T. Céc didu kién thich hgp cho viéc nuéi cdy té bao T bao gdm mot mdi trudng thich
hop (vi du nhu moi trudng t81 thiéu MEM ho#ic méi truong RPMI 1640 hodc X-vivo
5, (Lonza)) ma c6 thé chra cac yéu to can thiét cho viéc ting sinh va tdn tai, bao gdbm
huyét thanh (vi dy nhu huyét thanh bd mang thai hodc huyét thanh ngudi), interleukin-
2 (IL-2), insulin, IFN-g , 1L-4, 1L-7, GM-CSF, -10, - 2, 1L-15, TGFp, va TNF- hodc
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bat ky chét phu gia khic cho su ting trudng cia cac té bao da dugc biét dén boi nguoi
c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat. Cac chit phu gia khac cho su tang
truéng cia cac té bao bao gdm nhung khong giéi han bdi chit hoat dong bé mit,
protein phan doan plasma, va cidc tdc nhén khr nhu N-acetyl-cystein va 2-
mercaptoethanoi. Méi truong co thé c6 RPMI 1640, AIM-V, DMEM, MEM, a-MEM,
F-12, X-Vivo 1, va X-Vivo 20, Optimizer, véi thém vao céc axit amin, natri pyruvat,
va cac vitamin, hodc khong chira huyét thanh hozic dugc bd sung mot lwong thich hop
huyét thanh (hodc huyét teong) hodc mot by hormon xéc dinh, va/hodc mdt lugng
cytokin dii cho su ting trudng va phat trién ciia cac té bao T. Cac chat khang sinh, vi
du nhu, penicillin va streptomycin, chi ¢ trong cdc mdi trudng nudi cdy thir nghiém,
ma khong c6 trong mdi truong nudi cdy cac té bao ma duge dua vao mot dbi tugng.
Céc té bao muc tiéu duoc duy tri & diéu kién can thiét d& hd trg cho su tang trudng, vi
du nhu mdt nhiét do thich hop (ching han 37° C) va ap suét thich hop (ching han
khong khi cong 5% CO,). Cac té bao T ma c6 sb 1an kich thich khac nhau c6 thé bdc
16 cac dac tinh khac nhau.

Trong phuong 4n cu thé khac, cac té bao néi trén c6 thé dugc phét trién bang
cach ciing nudi ciy véi mo hodc cac t€ bao. Cac té bao noi trén ciing c6 thé dugc phat
trién trong co thé, vi du trong mau ctia d6i tugng sau khi dua té bao trén vao dbi tuong
nay.

Ung dung trj liéu

Trong phuong 4n khéc, té bao dugc phan 1ap dwoc thu lai bang cic phwong
phap khéc nhau hogc dong té€ bao c6 ngudn gbc tir t& bao dugc phan 14p noéi trén nhu
da mo ta truge d6 ¢ thé dugc sir dung nhu mot duge phim. Trong phuong 4n khéc,
dugce phém noi trén c6 thé duge si dung dé diéu tri ung thu, cu thé 1a diéu tri bénh ung
thu hach bach huyét va bénh bach céu té bao B & mdt bénh nhan c¢6 nhu ciu. Trong
phuong 4n khac, t& bao duge phan 1ap noi trén ¢ thé duge sir dung trong nha may san
xuét dugc phém diu tri bénh ung thu & bénh nhéan cé nhu cAu.

O mét khia canh khac, sang ché dwa trén cac phuong phéap diéu tri cho cac bénh
nhan c6 nhu ciu, cac phuong phap noéi trén bao gbdm it nhat mot trong cic budc sau

day:
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(a) tao ra mot té bao mién dich c6 thé thu lai duoc béng bét ky mét phuong
phép ndo trong sd céac phuong phap mo ta trude day;
(b) dua céc té bao mién dich da bién nap noi trén vao co thé ngudi bénh.

Trong mdt phuong 4n, cac t& bao T theo sang ché c6 thé phat trién manh mé
trong co thé va c6 thé ton tai trong mot thoi gian dai.

Su diéu tri néi trén c6 thé 1a cai thién, chita khoi hén hodc phong bénh. C6 thé
Ia mot phf‘m ciia mot liéu phap mién dich tu than hodc mdt phén cia liéu phap mién
dich di ghép. Véi tu than, c6 nghia 1a céc t€ bao, dong t& bao hodc tap hep cac té bio
dugc str dung dé diéu tri cho bénh nhén cé nguén géc tr bénh nhén d6 hoidc tir nguoi
hién tang c6 khang nguyén bach cau ngudi (HLA) tuong thich. Véi di ghép c6 nghia 1a
cac té bao hoic dong té bao duge st dung dé diéu tri cho bénh nhan khong c¢6 ngudn
gdc tir ngudi bénh d6 ma tir nguoi hién ting.

Céc té bao c6 thé duogce st dung v6i cac phuong phap da duoc boc 16 duge md
ta trong phén truge. Su diéu tri noi trén c6 thé dugc st dung dé didu tri cho cac bénh
nhan dugc chin doan ung thu. C4c bénh ung thu c6 thé duge didu tri bao gém cac khoi
u khong & dang ran (ching han cac khéi u huyét hoc, bao gdm nhung khong gigi han
tién bach cu lympho bao cAp tinh B (chi dinh & tré em), bach ciu lympho bao & nguoi
16n (adult-ALL), lympho t€ bao v6, u lympho té bao B 16n lan téa va cdc bénh tuong
tu. Céc loai ung thu c6 thé diéu tri voi CAR theo sang ché bao gdm nhung khong gidi
han nhu céc bénh bach cau 4c tinh hogic u lympho 4c tinh nhat dinh. Céc khéi u/ung
thu & ngudi 16n va cac khbi u/ung thu & tré em clng duge bao gdm.

C6 thé diéu trj két hop véi mot hogc nhidu liéu phap chéng ung thu dwoc lva
chon trong nhom liéu phap khang thé, hoa trj lidu, lidu phép cytokin, liéu phap té bao
tua, li€u phap gen, li¢u phap hormone, liéu phap tia laze va xa tri.

Theo mét phuong 4n wu tién clia sang ché, sy diéu tri néi trén c6 thé ap dung
cho c4c bénh nhin dang diéu tri rc ché mién dich. That vay, sang ché wu tién dya trén
cac té bao hoic tap hop céc té bao, ma khéng lai it nhat mot tac nhan trc ché mién dich
do su bt hoat gen ma héa cho thu thé cua tac nhan trc ché midn dich d6. O khia canh
ndy, diéu tri trc ché mién dich da hd tro viéc chon loc va phét trién cac té bao T theo

sang ché bén trong bénh nhan.
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Viéc dua vao céac té bao hodc tép hop té bao theo sang ché c6 thé dugc thuc
hién theo bét ky céach nao thuin tién, bao gém hit binh xit, tiém, uéng, truyén, céy hoac
ghép. Céc ché phdm duogc md ta trong tai liéu ndy c6 thé dugc dua vao ngudi bénh
bang cach tiém dudi da, trong da, qua da, trong mét, tiém tiy sdng, tiém bép, tiém tinh
mach hodc ti€ém vao mach bach huyét, hodc tiém mang bung. Trong mdt phuong an,
cac ché phim té bao theo sang ché dugc dwa vao bang cach tiém tinh mach.

Viéc dua vao céc té bao hoic tap hop céc té bao c6 thé bao gbm dua vao10*-10°
té bao trén mdi kg trong lugng co thé, tot hon 13 10° dén 10° t& bao trén mdi kg trong
luong co thé bao gdm toan bd céc gia tri 13 s6 nguyén cua sb luong té bao trong gidi
han d6. Céc té bao hodc tap hop céc té bao c6 thé dugc dua vio & mdt hay nhidu lidu.
Trong mdt phuong &n, lugng higu qua cac té bao néi trén duge dua vao nhu mdt liéu
duy nhét. Trong phuong an khéc, lugng hidu qua céc té bao noi trén dugc dua vio
nhidu hon mot lidu trong mot khoang thoi gian. Thoi diém dua vao 1a thudc quyét dinh
cua bac st quan ly va phy thudc vao tinh trang 14m sang cta bénh nhan. Cac té bao
hoic tap hop céc té bao c6 thé thu dugc tir bt ky ngudn nao, ching han nhu ngén hang
mau hogc tir ngudi hién ting. Trong khi cac nhu cu c4 nhan khac nhau, viéc x4c dinh
pham vi t6i vu clia lugng hidu qua ciia mot loai t& bao nhét dinh cho mdt bénh cu thé
hoic cac diéu kién trong pham vi k§ néing nghién ctiru. Mt lugng hiéu qua c6 nghia la
mot luong tao ra mot loi ich diéu tri hodc dy phong. Liéu lrong duoc dua vao s&€ phu
thudc vao tudi tac, strc khée va can nang cua ngudi nhan, loai diéu tri déng thoi, néu
co, thn suét diéu tri va tinh chét cia hiéu qua mong mudn.

Trong phuong 4n khac, lugng hiéu qua céc t& bao hoic ché phdm bao gdm céc
té bao nay dugc dua vao ngoai duodng tiéu hoa. Viéc dua vao co thé qua tiém tinh
mach. Viéc dua vao ciing c6 thé truc tiép qua tiém vao trong mo.

Trong c4c phuong an nhit dinh cia sang ché, cac t& bao duge dua vao nguoi
bénh cung véi (vi du, trude, d6ng thoi hodc sau) bét ky mdt s6 lrong nao céc phuong
thirc diéu tri lién quan, bao gdm nhung khéng giéi han viéc diéu trji véi cac tac nhan
nhu liéu phép khang virut, cidofovir va interleukin-2, Cytarabine (con duoc goi 1a
ARA-C) hogc diéu tri nataliziimab cho cac bénh nhan MS hoc diéu trj efaliztimab
cho cac bénh nhan vay nén hoic cic phwong phép didu tri khac cho céc bénh nhan

PML. Trong cac phwong 4n khac nita, cic té bao T theo sang ché c6 thé dugc st dung
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Két hop véi hoa tri, xa tri, cac tidc nhan tc ché mién dich, chéng han nhu cyclosporin,
azathioprine, methotrexate, mycophenolate, va FK506, cic khang thé, hodc céc tac
nhén loai bé mién dich khac nhu céc khang thé CAM PATH, anti-CD3 hoic cac liéu
phép khéng thé Kkhac, cytoxin, fludaribine, cyclosporin, FK506, rapamycin,
axit mycoplienolic, cac steroit, FR901228, céc cytokin, va chiéu xa. Céc loai thudc trc
ché hoic phosphatase calcineurin phu thudc canxi (cyclosporine va FK506) hoic trc
ché p70S6 kinase ma quan trong ddi véi yéu td tang truong gly ra tin hiéu (rapamycin)
(Henderson, Naya va cong su 1991; Liu, Albers va cOng su 1992; Bierer, Hollander va
cong su 1993). Trong modt phuong én khéc, cac ché phdm té bao theo sang ché duoc
dua vao cung voi (vi dy, truéce, ddng thoi hodc sau) cdy ghép tiy xwong, liéu phap loai
b6 t& bao T st dung hodc céc tac nhan héa tri chﬁng han nhu fludarabin, liéu phép xa
tri v6i ngudn tia tir bén ngoai vao (XRT), cyclophosphamit, hoic céc khéng thé nhu
OKT3 hay CAMPATH. Trong phuong 4n khéc, cic ché pham té bao theo sang ché
duoc dua vao sau liéu phép loai bé té bao B ching han nhu céc téc nhan phan tmg véi
CD20, vi dy, Rituxan. Vi du, trong mdt phwong an, cac dbi tuong c6 thé phai trai qua
diéu tri tiéu chuln véi héa tri liéu cao theo sau ghép té bao gbc mau ngoai vi. Trong
cac phuong an cu thé, tiép theo cdy ghép, cac dbi tuong nhan theo dudng truyén cac té
bao mién dich d& phat trién theo sang ché. Trong mét phuong an bd sung, cac té bao
da phat trién dugc dwa vao trude hodc sau phiu thuit.

Cac dinh nghia khac

- Trir khi dugc dinh nghfa khac, "mot" va "it nhit mot" dugc dung thay thé cho
nhau va ¢6 nghia 12 mot hodc nhiéu hon mét. Cac don phén axit amin trong mot trinh
tu polypeptit dugc goi tén trong tai liéu nay theo ma mot chit cai, trong do, vi du Q ¢o
nghia la Gln hogdc don phan Glutamin, R c¢6 nghia 4 Arg hodc don phén Arginine va D
6 nghia 1a Asp hodc don phan axit Aspartic.

- Phép thé axit amin c6 nghia 13 sy thay thé mot don phén axit amin biang mot
don phén axit amin khac, vi du nhu sy thay thé don phan Arginin v6i don phéan
Glutamin trong mét trinh tur peptit 13 mot sy thay thé axit amin.

- Céac nucleotit dugc goi tén nhu sau: ma mot chit cai duoc st dung dé goi tén
bazo ciia mot nucleosit: a 13 adenin, t 13 thymin, ¢ 12 cytosin, va g 1a guanin. Déi véi

cac nucleotit bi thodi hoéa, , r dai dién cho g hoic mot nucleotit nhém purin, k dai dién
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cho g hodc t, s dai dién cho g hodc ¢, w dai dién cho a hodc t, m dai dién cho a hodc c,
y dai dién cho t hodc mét nucleotit thugc nhom pyrimidin, d dai dién cho g, ahodct, v
dai dién cho g, a hodc ¢, b dai dién cho g, t hodc c, h dai dién cho a, t hodc ¢, va n dai
dién cho g, a, t hodc c.

- Nhu dugc st dung trong tai li€u nay, “axit nucleic” hodc “polynucleotit”
ding @ chi cac nucleotit va/hogc polynucleotit, chéng han nhu axit deoxyribonucleic
(ADN) ho#c axit ribonucleic (ARN), oligonucleotit, cac doan tao ra tir phan Ung
khuéch dai gen (PCR), va cac doan tao ra boi su ndi, su cit, hoat dong cua
endonucleaza, va hoat dong ctia exonucleaza. Cac phén tir axit nucleic ¢ thé bao gdm
cac don phan ma 1a cac nucleotit trong tu nhi€n (ching han nhu ADN va ARN), hoic
cac phin tir twong ty cac nucleotit trong tu nhién (vi du, dang ddng phéan ctia céc
nucleotit trong tu nhién), hodc két hop ca hai. C4c nucleotit bi bién dbi co thé co su
thay ddi trong cac gbc duong va/hodc trong cac gbc bazo pyrimidin hosc purin. Bién
dbi duong bao gdm, vi du, thay thé mot hodc nhiéu nhoém hydroxyl béi cac halogen,
nhom alkyl, cidc amin, va cac nhom azido, hodc cdc duong co thé dugc thuc hién chirc
nang nhu cic ete hodc este. Hon nita, gbc dudng nguyén ven co thé bi thay thé bang
cac cAu tric twong tw v& su b tri cac nguyén tir trong khong gian va dién ti, chéng
han nhu cac dudng aza va cac chét tuong tu dudng carbocyclic. Cac vi du vé su bién
dbi & mot gdc bazo bao gdm cac purin va pyrimidin alkyl hoa, cac purin va pyrimidin
acyl hoa, hodc céc thay thé di vong da duoc biét dén rong rai khac. Cac don phén axit
amin c6 thé ndi véi nhau béi lién két photphodieste hodc cac lién két twong tu. Cac
axit nucleic ¢ thé 1a mach don hodc mach kép.

- Thu thé khang nguyén dang kham (CAR) la cac phan tir dugc chi dinh ¢ ndi
mot vung lién két v6i mot thanh phﬁn c6 mat trén té bao muc tiéu, vi du mot khang thé
- dua trén tinh dac hi€u véi mot khang nguyén mong mudn (vi dy, khang nguyén ung
thu) véi mot thu thé té bao T - hoat héa ving ndi bao dé tao ra cac protein khdm ma
boc 16 cac hoat dong mién dich té bao chdng lai cac muc tiéu dic hidu. No6i chung,
CAR bao gém mot thu thé mach don ngoai bao (scFvFc) lai v6i vang tin hiéu ndi bao
ctia chudi zeta cta thu thé khang nguyén té bao T (scFvFc:{) va c6 kha ning, khi dugc
bidu hién & té bao T, didu khién viéc nhan biét khang nguyén dya trén sy dic hiéu cia

khang thé don dong. Mot vi du vé CAR duoc st dung trong sang ché 1a mot CAR
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nhim dén khang nguyén CD19 va bao gdm nhung khong gi6i han trinh tw axit amin c¢6
trinh ty nhén dang sb 14.

- Thuét ngit “endonucleaza” ding dé chi bat ky enzym tu nhién hoic bién dbi
nao c6 kha ning xic tac viéc phan huy (cit) cac lién két giita cic axit nucleic trong
mot phan tir ADN hozc ARN, t6t hon 12 mét phan tit ADN. Cac endonucleaza khong
cit phan tor ADN hodc ARN ma khong phéan biét
trinh tu cla né, ma nhan biét va cét phan tir ADN hodc ARN tai cac trinh tu dac hiéu,
goi 13 “trinh tur muc tiéu” hodc “vi tri myc tiéu”. Cac endonucleaza ¢ thé duoc xép
loai vao cac endonucleaza cit hiém khi c6 vi tri nhan dang polynucleotit dién hinh dai
hon 12 ciip bazo, tt hon 13 14/55 cép bazo. Cac endonucleaza cét hiém ting dang ké
tdc d6 phan hiy HR bing cach 1am dut giy mach kép ADN (DSB) tai mét locut xac
dinh (Perrin, Buckle va cdng su 1993; Rouet, Smih va cdng sy 1994; Choulika, Perrin
va cong sy 1995; Pingoud va Silva 2007). Cac endonucleaza cat hiém co thé 13, vi duy,
mdt homing endonuclease (Paques va Duchateau 2007), mdt nucleaza Zinc-Finger
dang kham (ZFN) d4n dén su lién hop ctia cac ving zinc-finger dugc thiét ké véi ving
xuc tac cia mot enzym gidi han nhu Fokl (Porteus va Carroll 2005), mot endonucleaza
Cas9 tir hé théng CRISPR (Gasiunas, Barrangou va cong su 2012; Jinek, Chylinski va
cong sy 2012; Cong, Ran va cong su 2013; Mali, Yang va cong sy 2013) hodc mdt
endonucleaza héa hoc (Eisenschmidt, Lanio va cdng su 2005; Arimondo, Thomas va
cdng su 2006). Trong cac endonucleaza héa hoc, mot phén tir phan cit hoa hoc hay
peptit duoc két hop véi hodc 1a mdt polyme clia cac axit nucleic hodc 1a mot ADN
khéc nhan biét trinh ty dich dic hiéu, do d6 nhim muc tiéu ctia hoat dong cét dén trinh
tu dic hiéu. Céac endonucleaza hoa hoc ciing bao gdbm cac nucleaza téng hop gibng
nhu lién hop cda orthophenanthroline, mgt phan ti cit ADN, va cac oligonucleotit
dang bac ba (TFO), dugc biét dén dé lién két cac trinh ty ADN dic hidu (Kalish va
Glazer 2005). Cac endonucleaza héa hoc nhu vy dugc bao gdm trong thuét ngir
“endonucleaza” theo sang ché.

- Mot “TALE-nucleaza” (TALEN) ding dé chi mdt protein lai bao gdbm mot
vung lién két vé6i axit nucleic thuong c6 ngudn gdc tir mot Bo phéan tac dong gidng
chét kich hoat phién ma (TALE) va mét viing xtic tc nucleaza dé cit mot trinh ty axit

nucleic muc tiu. Vung xuc tac tot hon 12 mdt ving nucleaza va t6t hon nita 1a mot
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vung c6 hoat tinh endonucleaza, nhu I-Tevl, ColE7, NucA va Fok-I. Trong mdt
phuong 4n cu thé, ving TALE c6 thé dugc lién hgp véi mot meganucleaza nhu I-Crel
va I-Onul hoidc bién d6i chirc ning cua ching. Trong mdt phuong 4n wu tién hon,
nucleaza néi trén 13 mot TALE-Nucleaza don thé. Mot TALE-Nucleaza don thé 1a mot
TALE-Nucleaza ma khong doi héi dime héa cho vi¢c nhin biét dic hiéu va cit, nhu
cac lién hop cua doan ldp TAL duogc thiét ké voi ving xtc tac cia I-Tevl duge md ta
trong tai liéu W0O2012138927. BO phan tic dong gidng chit kich hoat phién ma
(TALE) la céc protein tir cac loai vi khudn Xanthomonas bao gdm mét sb cac trinh ty
13p, mdi trinh tu 13p bao gém hai don phén & vi tri 12 va 13 (RVD) ma déc hi¢u véi
mdi bazo nucleotit ctia trinh tw axit nucleic duge nhim muc tiéu. Ving lién két véi cac
dic tinh lién két axit nucleic bazo-vdi-bazo véi mo-dun twong tw (MBBBD) c6 thé ¢6
ngudn gbc tir cac protein md-dun méi dugc phat hién gin day béi tac gia & cac lodi vi
khuén khéac nhau. Céc protein md-dun méi cé wu diém 12 boc 10 sy bién dbi nhiéu hon
cac doan 1ap TAL. Tét hon, cac RVD két hop véi sy nhén biét cua cac nucleotit khéc
nhau 12 HD d& nhén biét C, NG d& nh4n biét T, NI dé nhan biét A, NN d nhan biét G
hodc A, NS d& nh4n biét A, C, G hoic T, HG dé nhan biét T, IG @€ nhéan biét T, NK dé
nhan biét G, HA dé nh4n biét C, ND dé nhén biét C, HI dé nhan biét C, HN @ nh4n
biét G, NA dé nhan biét G, SN dé nhan biét G hodc A va YG dé nhén biét T, TL dé
nhén biét A, VT dé nhén biét A hosic G va SW dé nhan biét A. Trong phuong 4n khic,
c4c axit amin quan trong 12 va 13 c6 thé bi dot bién theo huéng cac nhom axit amin dé
diéu chinh tinh dic hiéu cia chiing dbi v6i cac nucleotit A, T, C va G va cu thé 1a tang
cuong tinh dic hiéu nay. TALE-nucleaza da dugc mo ta va st dung dé kich thich viéc
nhim muc tiéu va bién d6i gen (Boch, Scholze va cong sy 2009; Moscou va
Bogdanove 2009; Christian, Cermak va cong sy 2010; Li, Huang va cong sy 2011).
Cac TAL-nucleaza dugc thiét ké dugc thuong mai hoa duéi tén thuong mai TALEN™
(Cellectis, 8 rue de la Croix Jarry, 75013 Paris, France).

Endonucleaza cét hiém theo sang ché c6 thé 1a mot endonucleaza Cas9. Gén
day, mot cong cu thiét ké hé gen moéi duge phat trién dua trén enzym ARN-guided
Cas9 nucleaza (Gasiunas, Barrangou va cong su 2012; Jinek, Chylinski va cOng su
2012; Cong, Ran va cdng sy 2013; Mali, Yang va cong su 2013) tir CRISPR loai II

(nhém céc doan ngin d6i xtmg 13p lai thudng xuyén) clia hé théng mién dich dap ting
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& prokaryote (xem tdng quan (Sorek, Lawrence va cong su 2013)). Hé théng lién két
v6i CRISPR (Cas) déu tién dugc phat hién ¢ vi khuan va cé chirc ning bao vé khéi cac
ADN ngoai lai, hodc do virut hoic plasmid. Thiét ké hé gen qua trung gian CRISPR
duge thuc hién dau tién 1a chon loc trinh ty muc tiéu thuong ndm canh mdt mo-tip
trinh tu ngén, goi l1a cac mo-tip 1ién k& v&i doan dém dau tién (PAM). Sau budc chon
loc trinh tu muc ti€u, mot crARN dac hiéu, bd sung v6i trinh ty muc ti€u dugc thiét ké.
crARN hoat tinh trans (tractrARN) dugc yéu cu trong hé théng CRISPR loai II bt cap
v6i crARN va lién két voi protein Cas9 dugc tao ra. Cas9 hoat dong nhu mét céi neo
phan tr tao thuan lgi cho viéc bét cdp bazo gilta tracARN vdi cARN (Deltcheva,
Chylinski va cong su 2011). Trong phirc béc ba nay, chu triic tracrARN:crARN kép
hoat dong nhu ARN din duong dé dinh huéng endonucleaza Cas9 dén trinh ty muc
tiéu cung ngudn gbc. Nhan biét muc tiéu béi phirc Cas9-tracrARN:crARN dugc bét
du bang viéc quét trinh tw muc tiéu @& tim sy twong dong giita trinh ty muc tiéu va
crARN. Ngoai su bd sung gitra trinh ty muc tiéu va crARN, viéc nhdm muc tiéu vao
ADN con doi héi sy c6 mat mdt mo-tip ng'fm 1ién k& voi doan dém dau tién (mo-tip
lién k& voi doan dém ddu tién - PAM). Tiép sau su bét cap gitta ARN kép va trinh tu
muc tiéu, Cas9 tao ra sy bé gdy mach kép & 3 bazo & dau cia mé-tip PAM (Garneau,
Dupuis va cong su 2010).

Endonucleaza cét hiém co thé 1a mot homing endonucleaza, con dugc biét dén
dudi tén meganucleaza. Cac homing endonucleaza dugc biét dén rong rai trong nghién
ctru (Stoddard 2005). Cac homing endonucleaza nhén biét mot trinh ty ADN muc tiéu
va tao ra mot sy bé gdy mach don hodc kép. Cac homing endonucleaza c6 tinh dic
hiéu cao, nhan biét vi tri muc tiéu trén ADN trong pham vi chiéu dai tir 12 dén 45 cap
bazo, thuong chidu dai tir 14 dén 40 cip bazo. Cac homing endonucleaza theo sang
ché c6 thé twong ung véi, vi dy, mot LAGLIDADG endonucleaza, mot HNH
endonucleaza, hoic mdt GIY-YIG endonucleaza. Homing endonucleaza dugc uu tién
theo sang ché c6 thé 1a mot bién thé I-Crel.

- “Vecto van chuyén” hodc “cic vecto van chuyén” ding dé chi bét ky vecto
van chuyén ma dugc sir dung trong sang ché @ dua vao té bao qua tiép xuc (tirc 1a
“tiép xac”) hoic van chuyén trong céc té bao hoic cic bo phan dudi té bao (tic 14

“dua vao”) cac tac nhan/cac hda chét va cac phén tir (cac protein hodc céc axit nucleic)
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can thiét trong sang ché. Bao gdm, nhung khong han ché, cac vecto van chuyén
liposom, vecto vin chuyén virut, vecto van chuyén thudc, chit mang hoa chit, chit
mang polyme,céc lipoplex, cac polyplex, cac dendrimer, cac vi bot khi (cac chét trong
phan siéu 4m), cac hat nano, nhii twong hodc cac vecto van chuyén khac. Cac vecto
van chuyén nay cho phép vén chuyén cac phan tir, cac chéit hoa hoc, cac dai phan tir
(cac gen, cac protein), hodc cac vecto nhu cic plasmid, cac peptit dugce phat trién boi
Diatos. Trong céc trudng hop nay, cic vecto van chuyén 1a chit mang phan tir. “Vecto
véan chuyén” hodc “cc vecto van chuyén” ciing dé chi cac phuong phap van chuyén
dé thuc hién chuyén nap.

- Céac thuét ngit "vecto" hodc “cic vecto” dung dé chi mot phan tir axit nucleic
¢6 kha néng van chuyén axit nucleic khic ma n6 dugc lién két. Mot “vecto” theo sang
ché bao gém, nhung khong gi6i han, mft vecto virut, mot plasmid, mot vecto ARN
ho#ic mot phin tt ADN hodc ARN mach théng hoic mach vong ma co thé chira cac
axit nucleic nhi®m séc thé, khong nhiém sic thé, ban tbng hop hoic tdng hop. Céc
vecto dugc wu tién 14 cac vecto c6 kha nang tu nhan 1én (vecto episome) va/hodc biéu
hién céc axit nucleic ma dugc lién két (cac vecto biéu hién). Mot sb lugng 16n céc
vecto thich hop da dugc biét dén boi ngudi c6 hiu biét trung binh trong linh vuc ky
thuét va sin c6 trén thi truong.

Céc vecto virut bao gém retrovirut, adenovirut, parvovirut (vi du nhu adeno-
associated viruses), coronavirut, virut ARN s¢i 4&m nhu orthomyxovirut (vi dy nhu
virut cam), rhabdovirut (vi du nhu virut dai va virut viém miéng muyn nudc), para-
myxovirut (vi du nhu virut bénh séi va virut Sendai), cac virut ARN soi duong chéng
han nhu picornavirut va alphavirut, va cac virut ADN mach kép bao gbm adenovirut,
herpesvirut (vi du nhu virut Herpes Simplex tuyp 1 va 2, virut Epstein-Barr,
cytomegalovirut), va poxvirut (vi du nhu virut ddu mua, ddu ga). Cac virut khéc bao
gbm, vi dy, Norwalk virut (virut gdy ti€u chdy), togavirut, flavivirut, reovirut,
papovavirut, hepadnavirut, va virut viém gan. Céc vi du cho retrovirut bao gbm: ung
thu mb lién két - mau tring & gia cdm, avian leukosis-sarcoma, cac virut tuyp C, tuyp
B, tuyp D & ddng vét cé vi, nhém HTLV-BLV, lentivirut, spumavirut (Coffin, J. M.,

Retroviridae: The viruses and their replication, In Fundamental Virology, Xuét ban 1an

-25-



26353

thir ba, B. N. Fields, va cong su, Eds., Nha xuét ban Lippincott-Raven, Philadelphia,
1996).

- “Vecto lentivirut” c6 nghia 1a cic vecto lentivirut dua trén HIV ma rét c6 trién
vong trong viéc van chuyén gen vi kha ning dong goi twong dbi 16n cua né, tinh sinh
mién dich gidm va kha nédng tai nap dn dinh v&i hidu suét cao va pham vi rng cac loai
té bao khac nhau. Céc vecto lentivirut thudmg duoc tao ra sau chuyén nap tam thoi cia
ba (d6ng g6i, tao vé va chuyén di) hodc nhidu plamid vao cac t& bao san xuét. Gibng
nhu HIV, c4c vecto lentivirut xdm nhap vao té bio muc tiéu thong qua twong tac cta
cac glycoprotein bé mit virut véi cac thu thé trén bé mit té bao. Khi tiép nhan, ARN
cua virut tradi qua phién ma ngugc, duge thyc hién qua trung gian 1a phirc phién ma
nguoc clia virut. San phdm clia qua trinh phién ma nguoc 13 ADN kép mach thing cua
virut, ma 13 co chit cho s tich hop cia virut vao ADN ciia cac té bao bi truyén nhiém.
“Céc vecto lentivirut tich hgp (hodc LV)”, c6 nghia la cac vecto nhu vi du khong han
ché, ma c6 kha ning tich hop vao hé gen cia mét té bao muc tiéu. Nguoc lai 13 “cac
vecto lentivirut khong tich hop (hoic NILV)” 1a cic vecto van chuyén gen hiéu qua
ma khéng tich hop véi hé gen cua té bao muc tiéu thong qua hoat dong tich hop cia
virut.

- Céc vecto van chuyén va céc vecto c6 thé lién két hodc két hop voi bat ky k§
thuat thim thu t& bao ndo nhu sy tao 18 tam thoi trén mang béi séng 4m hodic xung
dién hodc cac din xuét ctia cac k¥ thuét nay.

- Té bao hoic cac té bao dé chi bat ky té bao séng nhan chuin nao, t& bao so cép
va dong té bao ¢6 ngudn gdc tir cc sinh vat ndy cho viéc nudi cdy in vitro.

- “Té bao so cap” hoic “céc t& bao so cip” dé chi cac té bao dugc 14y truc tiép
tir md séng (vi du nhu miu sinh thiét) va dugc dua vao dé sinh trudng trong éng
nghiém, ma da trai qua mot vai thé hé nhan dbi va do d6 biéu hién nhiéu hon c4c thanh
phén chirc ning chinh va cac dic tinh clia cac md ma chiing c¢6 ngudn gde tir do, so véi
céc dong té bao tao ra khéi u lién tuc hodc cc dong té bao bét tr nhan tao.

Nhu cac vi du khong han ché, cac dong t€ bao co thé duoc lua chon tir nhém
bao gém cac t& bao CHO-K1; cac t& bao HEK293; cac té bao Caco2; cac té bao U2-
OS; cac té bao NIH 3T3; cac té bao NSO; cac té bao SP2; céac té bao CHO-S; cac té
bao DG44; céc té bao K-562; cac té bao U-937; cac té bao MRCS; cac té bao IMRIO;
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cac té bao Jurkat; cac té bao HepG2; céac té bao HeLa; céac té bao HT-1080; cac té bao
HCT-116; céc té bao Hu-h7; céc té bao Huvec; céc té bao Molt 4.

Tét ca cac dong té bao nay c6 thé bi bién dbi bang cac phuong phép theo sang
ché dé tao ra cac mod hinh dong té bao dé tao ra, biéu hién, dinh lugng, phat hién,
nghién ctru mdt gen hodc mét protein quan tdm; cic mod hinh nay c6 thé duoc sir dung
dé sang loc cac phén tir c6 hoat tinh sinh hoc quan tdm trong nghién ctru va san xuét va
cac linh vyc khac nhau nhu hoéa hoc, nhién liéu sinh hoc, tri 1li€u va ndng hoc nhu cac
vi du khong han ché.

- “dot bién” dé chi su thay thé, x6a bo, chén thém mot, hai, ba, bdn, nam, sau,
bay, tdm, chin, muoi, mudi mot, mudi ha, mudi ba, mudi bdn, mudi lim,hai muoi, hai
lam, ba muoi, bdn muoi, ndm muoi hodc nhiu hon céac nucleotit/axit amin trong mot
polynucleotit (cADN, gen) hodc mdt trinh tu polypeptit. Dot bién c6 thé anh hudng
dén trinh tr ma héa ctia mdt gen hodc trinh ty diéu hoa ctia né. Ciing c6 thé anh hudng
dén cAu tric cua trinh tu hé gen hoic cAu truc/dd bén cia mARN dugc mi hoa.

- “bién thé” dung dé chi mot bién thé lip, mot bién thé, mot bién thé lien két
ADN, mdt bién thé TALE-nucleaza, mét bién thé polypeptit thu dugc nho sy dot bién
hoic thay thé it nhit mot don phén trong trinh ty axit amin ctia phan tir ban dau.

- “bién thé chtrc ning” @& chi mot dot bién hoat héa xic tic clia mot protein
hodc mdt ving ciia protein; cic dot bién nay co6 thé c6 cing hoat tinh so v6i protein
ban dau hoic vung protein ban dau hodc thém cac dic tinh, hoic hoat tinh cao hon
hoic thip hon.

~“trong ddng” dung @& chi sy gidng nhau trong trinh tu gifta hai phan tir axit
nucleic hodc polypeptit. Su twong ddng c6 thé duoc x4c dinh bang cach so sanh mot vi
tri & mdi trinh ty ma bét cap cho muc dich so sanh. Khi mot vi tri trong trinh tu so
sanh duogc gilt bdi cung bazo, thi cac phén tir 1a tuong ddng & vi tri d6. Mtrc do twong
tu hodc tuong déng gifta céc trinh ty axit nucleic hodc axit amin 1a mgt ham sb cua sd
lwong céc nucleotit twong ddng hoic bét cip & cac vi tri gidng nhau trong céc trinh tu
axit nucleic. Cac thudt toan va/hodac chuong trinh bét cap trinh tu c6 thé dugc sir dung
dé tinh toan d6 tuong dé)ng gitra hai trinh ty, bao gém FASTA, hoac BLAST ma c6
sin nhur mdt phan trong géi phan tich trinh tv GCG (Trudng Pai hoc Wisconsin,

Madison, Wis.), va c6 thé dugc st dung vd6i, vi du nhu, thiét lap méc dinh. Vi du, céc
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polypeptit c6 do tuong df‘mg it nhat 70%, 85%, 90%, 95%, 98% hodc 99% véi céc
trinh ty dic hiéu dugc mo ta trong tai li€u nay va tdt hon 1a bdc 16 cac chirc nang
tuong tu, cling nhu polynucleotit ma hoa cac polypeptit nhu vy, duge du tinh.

- “trong tu” mod ta mbi quan hé giita cac trinh tu axit amin cta hai hay nhiéu
polypeptit. BLASTP ciing c6 thé duge st dung dé nhan dang mdt trinh tw axit amin c6
it nht 70%, 75%, 80%, 85%, 87.5%, 90%, 92.5%, 95%, 97.5%, 98%, 99% trinh tu
tuong ty véi mot trinh ty tham khdo st dung mdt ma tuong déng nhu BLOSUM45,
BLOSUMS62 hoic BLOSUMSO0. Trir khi c6 chi thi khac, mot diém tuong tu s€ dua
trén viéc str dung. Khi sir dung BLASTP, phin trim tuwong tu dua trén s diém duong
BLASTP va d¢ tuong ddng cua trinh ty theo phan tram dua trén sd diém twong ddng
BLASTP. “Tuong ddng” BLASTP chi sé luong va mot phan trong téng sé don phén
trong cac cap trinh ty twong ddng diém sé cao; va BLASTP “duong” chi sé luong va
mdt phin trong téng s6 don phan ma sé diém bit cip 1a gia tri dwong va twong tu véi
nhau. Céc trinh ty axit amin c6 mirc do tuong déng hodc twong tu nay hoic bit ky
mirc d6 twrong ddng hoic bat ky mirc do twong dong hoic twong tu trung gian nao véi
cac trinh ty axit amin dugc bdc 10 trong tai li€¢u nay dugce du tinh va bao gém boi su
bdc 16 nay. Céc trinh tu polynucleotit clia céc trinh tu polypeptit trong déng duoc suy
ra bing cach st dung ma di truyén va c6 thé thu dugc bang céc cach thong thuong.
Mot polynucleotit ma hoa cho mét bién thé chirc ning nhu vay c6 thé dugc tao ra bang
cach dich ma nguoc trinh ty axit amin ciia n6 st dung ma di truyén.

- “yiing chuyén ddi tin hiéu” hoic “phdi tir déng kich thich” ding dé chi mot
phan tir trén mot té bao trinh dién khang nguyén ma lién két dic hidu véi mot phén tir
d6ng kich thich ciing ngudn gdc trén mot té bao T, do vy tao ra mot tin hiéu, ngoai tin
hiéu so cép dugc tao ra bdi, vi dy, su lién két ciia mot phic TCR/CD3 véi mét phan tir
MHC duoc két hop vé6i peptit, mang lai mét dap ung té bao T, bao gdbm nhung khong
gidi han, kich hoat su ting sinh, biét héa va cac phan ung tuong tu. Mot phéi to déng
kich thich c6 thé bao gdm nhung khong gi¢i han CD7, B7-1 (CD80), B7-2 (CD86),
PD-L1, PD-L2, 4-1BBL, OX40L, phdi tir ddng kich thich cam tng (ICOS-L), phan tir
két dinh gian bao (ICAM, CD30L, CD40, CD70, CD83, HLA-G, MICA, MICB,
HVEM, thu thé lymphotoxin beta, 3/TR6, ILT3, ILT4, mdt chat ddng van hoic mdt
khang thé lién két v6i thu thé phdi tir Toll va mét phdi tir lién két dic higu véi B7-H3.
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Mbt phéi tir ddng kich thich ciing bao gbm, nhung khong giéi han & d6, mot khang
nguyén lién két dac hiéu véi mot phan tir dong kich thich ¢6 mit trén té bao T, vi du
nhung khong gi6i han, CD27, CD28, 4-1BB, 0X40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, khang
nguyén-1 lién quan dén chic ning lympho bao (LFA-1), CD2, CD7, LTGHT,
NKG2C, B7-H3, mot phdi tir lién két ddc hiéu véi CD83.

Mot “phén tir ddng kich thich” ding d8 chi déi tac lién két cing ngudn gdc trén
té bao T ma lién két diic hiéu véi mot phéi tir ddng kich thich, do d6 dn dén mot phan
ttng ddng kich thich béi té bao, vi du, nhung khong gi6i han, sy ting sinh. Cac phén tir
ddng kich thich bao gdm, nhung khong gi6i han, mot phan tir MHC loai I, BTLA va
thu thé ctia phéi tr Toll.

Mot “tin hiéu ddng kich thich” dugc dung trong tai liéu nay dé chi mot tin hiéu,
ma duoc két hop véi tin hiéu so cdp, ching han nhu ghép ndi TCR/CD3, din dén sy
tang sinh té bao T va/hodc didu hoa tang hoic diéu hoa giam cac phan ti quan trong.

-Thuét ngit “ving lién két phdi tir ngoai bao” dugc st dung trong tai liéu nay
dugc dinh nghia nhu mdt oligo- hodc polypeptit ma c6 kha nang lién két v6i mot phdi
tir. Tét hon, viing ndy c6 kha ning twong tic v6i mot phan tir trén bé mat té bao. Vi du,
ving lién két phdi tir ngoai bao c6 thé dugc lya chon d& nhén biét mot phdi tir hoat
dong nhu mot chi thi & bé mit té bao & té bao dich ma lién quan dén mot bénh ly cu
thé. Do d6 vi du vé cac chi thi bé mit té bao hoat dong nhu cac phéi tir bao gdm cac
chi thi lién quan dén nhidm trung do virut, vi khun va ky sinh tring, bénh ty mién va
cac té bao ung thu.

Thudt ngit "36i twong" hodc “ngudi bénh” dugc dung trong tai li¢u nay bao
gdm tét ca cac lodi dong vat bao gbm ca dong vat linh trudng va con ngudi.

Ban md ta sang ché dé xuét cach thirc va quy trinh tao ta va st dung sang ché
ma bat cir ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc ky thuat déu c6 kha ning tao ra
va st dung séng ché, kha ndng nay c6 thé thuc hién duge dic biét véi céc dbi twong
cia cac didm yéu cau bao ho, ma 1a mot phén ciia ban mo ta ban dau.

Truong hop mdt gidi han hodc pham vi vé tri s6 dugc néu trong tai li€u nay, cac
diém gi6i han dugce tinh dén. T4t ca cac tri s va pham vi con trong mdt gii han hogc

pham vi v€ trj s0 dugc tinh dén néu dugc mo ta rd rang.
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Phin mé ta néu trén dugc trinh bay dé nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc k§ thuat co thé tao ra va st dung séng ché, va duoc tao ra trong mot bdi canh cu
thd ciia mot tng dung cu thé va cic yéu cAu ctia n6. Su bién dbi khac nhau dén céc
phuong an uu tién s€ 16 rang véi nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thut,
va cc nguyén tic chung dugc quy dinh trong tai liéu nay c6 thé dugc ap dung cho cac
phuong an va cac tng dung khac ma khong nim ngoai pham vi cla sang ché. Do vay,
sang ché khong dy tinh gi6i han cac phwong an da d& xuét, ma c6 pham vi rong nhét
phu hop véi cac nguyén tdc va ddu hiéu da duogc boc 10 trong tai lidu nay.

Sang ché d3 dugc mo ta téng quat, mQt sy hiéu biét sdu hon c6 thé co dugc
bang cach tham khao cac vi du cu thé nhit dinh, 13 cac vi du dugc dua ra trong tai liéu
ndy chi v6i muc dich minh hoa, ma khong du tinh gigi han sang ché trir khi c6 md ta
cu thé khéc.

Vi du thye hién sang ché
Vi du 1: Su ting sinh cta céc té bao bit hoat TCRalpha biéu hién 4G7-CAR.

TALE-nucleaza di dime nhim muc tiéu dén 2 trinh tw dai 17 bp (dwoc goi la
cac muc tiéu phan d6i) dugc ngin cach bdi mot doan dém 15 bp trong vung héng dinh
clia gen clia chudi alpha ciia thu thé t& bao (TRAC) duoc thiét ké va san xuat. M&i muc
tiéu phan d6i dugc nhan biét boi cac doan lip ctia TALE-nucleaza phéan d6i dugc liét
ké trong Bang 1.

Bang 1

Muc tiéu Trinh ty muc tiéu Trinh tw lap TALE-nucleaza phan

deéi

TRAC_T0 | TTGTCCCACAGATATCC Lip TRAC_TO01-L TRAC_T01-L TALEN

1 Agaaccctgaccctg (Trinh tw nhan dang s&: | (Trinh ty nhan dang sb:
CCGTGTACCAGCTGAGA 21) 23)

(trinh tw nhan dang sb: 20) Lap TRAC_TO01-R TRAC_TO01-R TALEN

(Trinh ty nhén dang s6: | (Trinh ty nhan dang sd:
22) 24)

MB3i ciu tric TALE-nucleaza dugc tao dong thuan st dung viéc cit cia enzym

gi¢i han trong mot vecto biéu hién ¢ dong vét c6 vi dudi sy kiém soat clia promoter
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T7. mARN mi hoa TALE-nucleaza cit trinh twv TRAC trén hé gen dugc téng hop tir
plasmid mang trinh tir ma héa & cudi promoter T7.

Céc t€ bao T duogc tinh sach dwgc tai hoat héa trong 72 gid vdi cac hat phu
antiCD3/CD28 duoc chuyén nap v6i mbi phan tir trong hai mARN m3 hoa cho ca hai
nucleaza TRAC_TO1 TALE phén d6i. 48 gid sau chuyén nap, cac té bao T duogc tai
nap véi vecto lentivirut ma héa 4G7-CAR (Trinh ty nhan dang s6: 14). 2 ngdy sau tai
nap, cac té bao CD3ngg dugce tinh sach st dung céc hat tir tinh anti-CD3 va 5 ngay sau
tai nap cac té bao dugc tai hoat hoa véi anti-CD28 hoa tan (5 pg/ml).

Su ting sinh té bao dugc theo ddi trong 30 ngay sau khi tai hoat hoa bang cach
dém t& bao 2 1an mdi tudn. Hinh 1 chi ra sy cdm tng theo cdp s6 nhan trong s6 lwong
té bao lién quan dén luong té bao c6 mit & ngdy 2 sau khi tai hoat héa cho hai nguoi
hién tang khac nhau. Sy tang sinh ting lén & cac té bao bat hoat TCR alpha biéu hién
4G7-CAR, ddc biét khi tai hoat hoa véi anti-CD28, dugc quan sét so véi cac té bao
khong tai nap.

Pé nghién ctru xem céc té bao T & ngudi biéu hién 4G7-CAR cb boc 19 trang
théi hoat héa hay khong, su biéu hién cia chi thi hoat héa CD25 dugc phén tich boi
FACS 7 ngay sau khi tai nap. Nhu biéu thj trong Hinh 2, cac té bao da tinh sach dugc
tai nap voi vecto lentivirut ma hoéa 4G7-CAR da biéu hién CD25 trén bé mit nhiéu
hon dang k& so véi céc té bao khong tai nap. Biéu hién CD25 ting dwoc quan sat & ca
didu kién t4i hoat hoa CD28 va khong téi hoat héa.

Vi du 2: So sanh sy hoat héa co ban cia cac té bao T so ca“ip & nguoi biéu hién 4G7-
CAR va FMC63-CAR cb dién.

Pé x4c dinh xem 4G7 scFv c6 tao ra trang thai “hoat héa” kéo dai & té bao tai
nap hay khong, sy hoat hoa co ban cua té bao T dugc tai nap CAR chira 4G7 scFv
(Trinh ty nhan dang sb: 17 ma héa Trinh ty nhin dang sé: 15) hoic FMC63 scFv cb
dién (Trinh tw nhan dang s6: 16) dugc so sanh.

Céc té bao T & ngudi dugc tinh sach duoc tai nap theo quy trinh sau: tom tat,
1x10° CD3+ céc té bao da dugce hoat hoa trudc trong 3 ngdy véi cac hat phi anti
CD3/CD28 va IL2 tai tb hop duoc ti nap cling vecto lentivirut ma héa 4G7-CAR (Trinh
tir nhan dang sb: 15) va FMC63-CAR (Trinh ty nhan dang sd: 16) & mot gia tri MOI ctia 5

trong dia nudi cdy mé 12 giéng phii 30pg/ml retronectin. 24 gidr sau khi ti nap moi trudng
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dugc loai b va thay thé bang méi truong méi. Céc té bao dugc duy tri & ndng do 1x10° t&
bao/ml trong sudt thoi gian nudi chy bing cach dém té bao mdi 2-3 ngay.

3, 8 va 15 ngay sau khi tai nap voi vecto lentivirut ma héa hodc 4G7-CAR hodc
FMC63-CAR, phén trim céc té bao bidu hién CAR dugc danh gia bang phan tich t€ bao
theo dong chay. Quan sat thdy ring hiéu qua tai nap 1a twong d6i bang nhau véi hai vecto
lentivirut Hinh 3.

Sau d6 c6 diéu tra xem céc t& bao T & ngudi biéu hién 4G7-CAR c6 bdc 10 trang
thai hoat hoa dai hon so vdi cac té bao T & nguoi biéu hién FMC63-CAR. Vi muc dich nay
su biéu hién ciia chi thi hoat héa CD25 dugc so sanh & bé mit ciia té bao T dugc téi nap 2
vecto lentivirut & cac thoi diém khéc nhau. Nhu duoc biéu thi trong Hinh 4, 3 va 8 ngay
sau khi tai nap, cac t€ bao duogc tai nap v6i vecto lentivirut ma hoa 4G7-CAR biéu hién
CD25 nhiéu hon déng ké so véi cac té bao dwgc tai nap véi vecto lentivirut ma hoa
FMC63-CAR.

Kich thudc cia céc té bao dugc tai nap 4G7-CAR hodc FMC63-CAR ciing dugc
danh gi4 bing phan tich t& bao theo dong chay & céc thdi diém khac nhau. Quan sat thiy
ring céc té bao bidu hién 4G7-CAR 16n hon céc té bao biéu hién FMC63-CAR 3, 8 va 15
ngay sau khi tai nap Hinh 5.

Sau khi hoat hoa khdong dédc hi¢u trong 6ng nghiém, cac té bao tai nap 4G7-
CAR bdc 19 kich thuée t& bao ting (tao dang blast) ciing nhu biéu hién céc chi thi
(CD25) trong mdt khoang thoi gian kéo dai. Sy hoat héa trong thoi gian dai cho phép
tang sinh kéo dai so vdi cac té bao duoc tai nap mot CAR tuong ty chira FMC63 ScFv.
Vi du 3: So sanh su ting sinh cta céc té bao T so cép & ngudi biéu hién 4G7-CAR va
FMC63-CAR cb dién.

Pé x4c dinh xem 4G7 scFv c6 tao ra hoat dong ting sinh cao hon hay khong, su
tang sinh cua té bao T dugc tai nap CAR chira 4G7 scFv (Trinh ty nhén dang s6: 17
rnﬁhéatﬁnhhgnhéndangsé:15)hoacchﬁthAC63scFvcé(ﬁén(TﬁnhUunhéndang
s6: 16) duge theo ddi 20 ngay béng cach dém té bao hai 14n mdi tudn. Cac té bao T &
ngudi da dugc tinh sach dugc tai nap theo cdc quy trinh sau: tom tat, 1x10° CD3+ céac
té bao d3 hoat hoa trudc trong 3 ngay voi cac hat phi anti CD3/CD28 va IL2 tai t6 hop
duogc tai nap véi cac vecto lentivirut md hoa 4G7-CAR (Trinh ty nhén dang s6: 15) va
FMC63-CAR (Trinh tu nhan dang sé: 16). Cac té bao dugc duy tri & céc diéu kién ¢b
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dién va duoc tai hoat hoa & ngay thtr 12. Cac té bao dugc cr?iy & mat do tuong tu nhau
va dugc dém 2 14n mdi tudn trong 20 ngay. Nhu duoc thé hién trong Hinh 6, hoat dong
tang sinh clia cac té bao T biéu hién 4G7-CAR cao gip hai 14n so véi cac té bao biéu

hién FMC63-CAR cb dién.
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YEU CAU BAO HO

1. Thu thé khang nguyén dang khiam d#c hiéu CD19 bao gbm it nhit mot ving lién két
phbi tir ngoai bao, mot viing xuyén mang va it nhét mot ving tin hiéu ndi bao trong d6
ving ngoai bao ndi trén bao gbm doan FV mach don bit ngudn tir khang thé don dong
4G7, dic hiéu cho CD19, doan FV mach don nay bao gdm céc doan bién ddi ciia chudi
ning gamma 1 globulin mién dich 4G7 khang thé don dong CD19 c6 SEQ ID NO: 3
va cac doan bién dbi cta chudi nhe kappa globulin mién dich 4G7 khang thé don dong
CD19 ¢6 SEQ ID NO: 4 hodc SEQ ID NO: 5.

2. Thy thé khang nguyén dang kham dic hiéu CD19 theo diém 1, trong d6 doan FV
mach don néi trén bao gém trinh tu axit amin SEQ ID NO: 7 hoac 8 .

3. Thuy thé khang nguyén dang kham dic hiéu CD19 theo diém 1 hodc 2, trong d6 viing
tin hiéu ndi bao néi trén bao gc‘Bm vung tin hi¢u zeta CD3.

4. Thu thé khang nguyén dang kham dac hiéu CD19 theo diém bét ky trong s cac
diém tir 1 dén 3, trong d6 vung tin hi¢u ni bao ndi trén bao gém ving 4-1BB.

5. Thy thé khang nguyén dang kham dic hiéu CD19 theo diém bat ky trong sb cac
didm tr 1 dén 4, trong d6 thu thé nay bao gbm ving xuyén mang chudi alpha CD8 clia
ngudi va phin cudng.

6. Thu thé khang nguyén dang kham dic hi¢u CD19 theo diém bét ky trong sb cac
diém tir 1 dén 5, trong d6 thu thé nay bao gém trinh tu axit amin SEQ ID NO: 14 hodc
15.

7. Thu thé khang nguyén dang kham dac hiéu CD19 theo diém bét ky trong sb cac
diém tir 1 dén 6, trong do thu thé nay bao gém vung lién két phéi tr ngoai bao khac
khong dac hi€u véi CD19.

8. Polynucleotit ma hoa thu thé khang nguyén dang kham theo diém bt ky trong sb
céc didm tir 1 dén 7.

9. Vecto biéu hién bao gdm polynucleotit theo diém 8.

10. Té bao min dich duogc thiét k& di truyén bidu hién trén bé mat mang té bio thu thé

khang nguyén dang kham dic hiéu CD19 bao gdm it nhdt m¢t ving lién két phéi tir
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ngoai bao va it nhat mot vung tin hi€u ndi bao trong dé vung ngoai bao noi trén bao
gdm doan FV mach don c¢6 ngudn gdc tir khang thé don dong 4G7, ddc hidu cho
CD19, doan FV mach don nay bao gém cac doan bién d6i chia chudi ning gamma 1
globulin mién dich 4G7 khang thé don dong CD19 c¢6 SEQ ID NO: 3 va cic doan bién
d6i cua chudi nhe kappa globulin mién dich 4G7 khang thé don dong CD19 c6 SEQ
ID NO: 4 hodc SEQ ID NO: 5.

11. Té bao mién dich duoc thiét ké di truyén theo diém 10, trong d6 doan FV mach

don néu trén bao gém trinh tu axit amin SEQ ID NO: 7 hoac 8.

12. Té bao mién dich dugc thiét ké di truyén biéu hién trén bé mat mang té bao thu thé
khéng nguyén dang kham ddc hiéu CD19 theo diém bét ky trong sd cac diém tir 1 dén
7.

13. Té bao mién dich duoc thiét ké di truyén theo diém bat ky trong sd cac diém tir 10
dén 12, trong do t& bao nay con bao gbm thu thé khang nguyén dang kham khéac khong
déc hi¢u véi CD19.

14. Té bao mién dich duoc thiét ké di truyén theo diém bat ky trong sd cac diém tir 10
dén 13, trong d6 t€ bao nay c6 ngudn gde tir cac té bao lympho T viém, lympho T giy

doc, lympho T diéu hoa hodc lympho T hd tro.
15. Phuong phép thiét ké t€ bao mién dich in vitro hodc ex vivo bao gdm cac budc:
(a) tao ra t& bao mién dich,

(b) biéu hién trén bé mit t& bao néu trén it nhit mot thu thé khang nguyén dang

kham dic hiéu CD19 theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 7.

16. Phuong phép thiét ké té bao mién dich in vitro hodc ex vivo theo diém 15, trong do

phuong phap niy bao gdm cac budc:
(a) tao ra té bao mién dich,

(b) dua vao t& bao néu trén it nhit mot polynucleotit ma héa cho thu thé khang

nguyén dang kham déc hi¢u CD19,
(c) biéu hién polypeptit néu trén trong té bao.

17. Phuong phép thiét ké té bao mién dich in vitro hozc ex vivo theo diém 15, trong d6

phuong phap nay bao gdm cac budc:
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(a) tao ra té bao mién dich,

(b) dwa vao té bao néu trén it nhét mot polynucleotit ma hoa cho thu thé khang

nguyén dang kham dic hiéu CD19,

(¢) dua vao it nhit mot thy thé khang nguyén dang dang kham khong dic hiéu
CD19.
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DANH MUC TRINH TU
Cellectis

THU THE KHANG NGUYEN DANG KHAM PAC HIEU CD19,
POLYNUCLEOTIT, VECTO BIEU HIEN MA HOA CHO THU THE NAY,
TE BAO MIEN DICH BIEU HIEN THU THE NAY TREN BE MAT VA
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PCT/US2013/040766
2013-05-13

Us 13/892,805
2013-05-13

USP 61/888,259
2013-10-08

24
PatentIn version 3.5
1

464

PRT
chudét nhit nha

Chudi ning gamma 1 ctia phan ti@r globulin mi&n dich cua
thé don dong 4G7 d&c hiéu CD19 khang ngudi

1

Met Glu Trp Ser Trp Ile Phe Leu Phe Leu Leu Ser Gly Thr
Ala Gly

1

5 10 15

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

20 25 30

Pro Gly Ala Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr
Thr Phe

35 40 45

Thr Ser Tyr Val Met His Trp Val Lys Gln Lys Pro Gly Gln
Gly Leu

50

55 60

Glu Trp Ile Gly Tyr Ile Asn Pro Tyr Asn Asp Gly Thr Lys Tyr
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65

Glu

Ser

Thr
Val

Tyr
Asp

Tyr
Thr

Pro
Asn
145

160

Ser

Pro

Val
Thr

Phe
Val

Thr
Val

Ala
Arg
225

240

Asp

Lys

Ala

Tyr

Trp

130

Pro

Met

Thr

Pro

Val

210

His

Cys

Phe

Tyr

Cys

115

Gly

Ser

Val

Val

Ala

195

Pro

Pro

Gly

Lys

Met

100

Ala

Gln

Val

Thr

Thr

180

Val

Ser

Ala

Cys

Gly

85

Glu

Arg

Gly

Tyr

Leu

165

Trp

Leu

Ser

Ser

Lys

70

Lys

Leu

Gly

Thr

Pro

150

Gly

Asn

Gln

Thr

Ser

230

Pro
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Ala

Ser

Thr

Thr

135

Leu

Cys

Ser

Ser

Trp

215

Thr

Cys

Thr Leu

Ser Leu

105

Tyr Tyr

120

Leu Thr

Ala Pro

LeuVal

Gly Ser

185

Asp Leu

200

Pro Ser

Lys Vval

IleCys
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Thr

90

Thr

Tyr

Val

Gly

Lys

170

Leu

Tyr

Glu

Asp

Thr

15

Ser

Ser

Gly

Ser

Ser

155

Gly

Ser

Thr

Thr

Lys

235

Val

Asp

Glu

Ser

Ser

140

Ala

Tyr

Ser

Leu

Val

220

Lys

Pro

Lys

Asp

Arg

125

Ala

Ala

Phe

Gly

Ser

205

Thr

Ile

Glu

Ser

Ser

110

Val

Lys

Gln

Pro

Val

190

Ser

Cys

Val

Val

Ser

95

Ala

Phe

Thr

Thr

Glu

175

His

Ser

Asn

Pro

Ser

80



Ser

Val

Leu

Thr

Pro

Glu
Ala

Gln
Val
305

320

Ser

Phe

Lys
Thr

Ile
Ile

Pro
Cys

Met
Trp
385

400

Asn

Asp

Thr

Phe

Pro

Val

290

Thr

Glu

Cys

Ser

Pro

370

Ile

Gly

Asp

Ile Phe

260

Lys Val

275

Gln Phe

Gln Pro

Leu Pro

Arg Val

340

Lys Thr

355

Pro Lys

Thr Asp

Gln Pro

Gly Ser

245

Pro Pro

Thr Cys

Ser Trp

Arg Glu

310

Ile Met

325

Asn Ser

Lys Gly

Glu Gln

Phe Phe

390

Ala Glu

405

Tyr Phe

Lys

Val

Phe

295

Glu

His

Ala

Arg

Met

375

Pro

Asn

Val
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Pro

Val

280

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

360

Ala

Glu

Tyr

Tyr

250

Lys Asp

265

Val Asp

Asp Asp

Phe Asn

Asp Trp

330

Phe Pro

345

Lys Ala

Lys Asp

Asp Ile

Lys Asn

410

Ser Lys
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255

Val Leu Thr Ile Thr

270

Ile Ser Lys Asp Asp

285

Val Glu Val His Thr

300

Ser Thr Phe Arg Ser

315

Leu Asn Gly Lys Glu

335

Ala Pro Ile Glu Lys

350

Pro Gln Val Tyr Thr

365

Lys Val Ser Leu Thr

380

Thr val Glu Trp Gln

395

Thr Gln Pro Ile Met

415

Leu Asn Val Gln Lys
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Ser
420 425 430

Asn Trp Glu Ala Gly Asn Thr Phe Thr Cys Ser Val Leu His
Glu Gly
435 440 445

Leu His Asn His His Thr Glu Lys Ser Leu Ser His Ser Pro
Gly Lys
450 455 460

<210> 2

<211> 239

<212> PRT
<213> chudt nhit nha

<220>

<223> Chudi nhe kappa cta phan tu glolubin mié&n dich caa khang
th& don dong 4G7 dic hiéu CD19 khang ngudi

<400> 2

Met Arg Cys Leu Ala Glu Phe Leu Gly Leu Leu Val Leu Trp
Ile Pro

1 5 10 15

Gly Ala Ile Gly Asp Ile Val Met Thr Gln Ala Ala Pro Ser Ile

Pro
20 25 30

Val Thr Pro Gly Glu Ser Val Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Lys

Ser
35 40 45

Leu Leu Asn Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Tyr Trp Phe Leu Gln
Arg

50 55 60

Pro Gly Gln Ser Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Arg Met Ser Asn Leu
Ala

65 70 75 80

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

Phe
85 90 95

Thr Leu Arg Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val
Tyr Tyr
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100 105 110

Cys Met Gln His Leu Glu Tyr Pro Phe Thr Phe Gly Ala Gly Thr

Lys
115 120 125

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

130 135 140

Pro Ser Ser Glu Gln Leu Thr Ser Gly Gly Ala Ser Val Vval Cys
Phe
145 150 155

160

Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Lys Asp Ile Asn Val Lys Trp Lys Ile

Asp
165 170 175

Gly Ser Glu Arg Gln Asn Gly Val Leu Asn Ser Trp Thr Asp Gln

Asp
180 185 190

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

Lys
195 200 205

Asp Glu Tyr Glu Arg His Asn Ser Tyr Thr Cys Glu Ala Thr His
Lys

210 215 220

Thr Ser Thr Ser Pro Ile Val Lys Ser Phe Asn Arg Asn Glu Cys
225 230 235

<210> 3

<211> 121

<212> PRT
<213> chudt nhit nha

<220>

<223> phé&n doan cla chudi ndng gamma 1 cua phan tu globulin
mién dich cta khang th& don dong 4G7 ddc hiéu CD19 khéng phai
ngudi (phadn coén lai 20-140)

<400> 3
Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Ile Lys Pro Gly
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Ala

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

Tyr
20 25 30

Val Met His Trp Val Lys Gln Lys Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp
Ile

35 40 45

Gly Tyr Ile Asn Pro Tyr Asn Asp Gly Thr Lys Tyr Asn Glu Lys
Phe :

50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ser Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala
Tyr

65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr

Cys
85 90 95

Ala Arg Gly Thr Tyr Tyr Tyr Gly Ser Arg Val Phe Asp Tyr Trp

Gly
100 105 110

Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 4

<211> 115

<212> PRT

<213> chudt nhit nha
<220>

<223> phén doan cta chudi nhe kappa cta phan t@ globulin midn
dich cha khang thé don dong 4G7 dic hiéu CD19 khdng ngudi
(phdn con lai 21-130)

<400> 4

Asp Ile Val Met Thr Gln Ala Ala Pro Ser Ile Pro Val Thr
Pro Gly

1 5 10 15

Glu Ser Val Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Lys Ser Leu Leu Asn

-52-
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Ser
20 25 30

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Tyr Trp Phe Leu Gln Arg Pro Gly Gln

Ser
35 40 45

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Arg Met Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val
Pro

50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ala Phe Thr Leu Arg
Ile

65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Met Gln
His
85 90 95

Leu Glu Tyr Pro Phe Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu

Lys
100 105 110

Arg Ala Asp
115

<210> 5
<211> 116

<212> PRT
<213> trinh tu nhan tao

<220>

<223> phan doan ctia chudi nhe kappa cta phan ti globulin mién
dich cua khédng thé& don dong 4G7 d&c hiéu CD19 khang nguoi
(phdn con lai 21-130)

<400> 5

Asp Ile Val Met Thr Gln Ala Ala Pro Ser Ile Pro Val Thr
Pro Gly

1 5 10 15

Glu Ser Val Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Lys Ser Leu Leu
Asn Ser
20 25 30

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Tyr Trp Phe Leu Gln Arg Pro Gly Gln

-53-
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Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Arg Met Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val
Pro

50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ala Phe Thr Leu Arg
Ile

65 70 75

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Met Gln
His
85 90 95
Leu Glu Tyr Pro Phe Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu
Lys
100 105 110

Arg Ser Asp Pro

115
<210> 6
<211> 15
<212> PRT
<213> +trinh ty nhan tao

<220>

<223> md tad trinh ty nhan tao: oligopeptit tdng hop
<220>

<223> Linker

éfgogly6Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15
<210> 7

<211> 252

<212> PRT

<213> +trinh ty nhan tao

<220>

<223> md tad trinh ty nhadn tao: polypeptit tdng hop

<220>
<223> scFV 4G7 version 1

<400> 7

Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Ile Lys Pro
Gly Ala
1 5 10 15



Ser

Tyr

Val
Ile

Gly
Phe

Lys
Tyr

65

Met
Cys

Ala
Gly

Gln
Gly

Gly
Ala

Pro
Arg
145

160
Ser

Trp

Phe
Met

Val

Met

Tyr

50

Gly

Glu

Arg

Gly

Gly

130

Ser

Ser

Leu

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Gly

Thr

115

Ser

Ile

Lys

Gln

Met

20

Trp

Asn

Ala

Ser

Thr

100

Thr

Gly

Pro

Ser

Arg

180

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Leu

Gly

Val

Leu

165

Pro

Cys

Lys

Tyr

Leu

70

Leu

Tyr

Thr

Gly

Thr

150

Leu

Gly

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Tyr

Val

Gly

135

Pro

Asn

Gln

26353

Ala

Lys

40

Asp

Ser

Ser

Gly

Ser

120

Ser

Gly

Ser

Ser

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Ser

105

Ser

Asp

Glu

Asn

Pro

185

-55-

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Arg

Gly

Ile

Ser

Gly

170

Gln

Tyr

Gln

Lys

Ser

75

Ser

Val

Val

Val

155

Asn

Leu

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Phe

Gly

Met

140

Ser

Thr

Leu

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Asp

Gly

125

Thr

Ile

Tyr

Ile

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Tyr

110

Ser

Gln

Ser

Leu

Tyr

190

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Trp

Gly

Ala

Cys

Tyr

175

Arg

80



26353

Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro
Gly Ser

195 200
Gly Thr Ala Phe Thr Leu Arg Ile
Asp Val

210 215
Gly Val Tyr Tyr Cys Met Gln His
Phe Gly
225 230
240
Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
245
<210> 8
<211> 251
<212> PRT
<213> trinh ty nhadn tao
<220>
<223> mbd td trinh tuyu nhén tao:
<220>
<223> scFV 4G7 version 2
<400> 8
Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro
Gly Ala
1 5
Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser
Ser Tyr
20 25

Val Met His Trp Val Lys Gln Lys Pro
Trp Ile

35 40
Gly Tyr Ile Asn Pro Tyr Asn Asp Gly
Lys Phe

50 55

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ser Asp
Ala Tyr

-56-

235

250

Glu Leu

10

Gly Tyr

Gly Gln

Thr Lys

Lys Ser

Asp Arg Phe Ser

Ser Arg Val Glu

220

Leu Glu Tyr Pro

Arg Ser Asp Pro

polypeptit tdng

Ile

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Gly

205

Ala

Phe

hop

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

15



65

Met
Cys

Ala
Gly

Gln
Gly

Gly
Ala

Pro
Arg
145

160

Ser

Trp

Phe
Met

Ser

Ser

Gly
Val

Gly
Gly
225

240

Ala

Glu

Arg

Gly

130

Ser

Ser

Leu

Asn

Thr

210

Val

Gly

Leu

Thr

115

Ser

Ile

Lys

Gln

Leu

195

Ala

Tyr

Thr

Ser

Thr

100

Thr

Gly

Pro

Ser

Arg

180

Ala

Phe

Tyr

Lys

Ser

85

Tyr

Leu

Gly

Val

Leu

165

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

245

70

Leu

Tyr

Thr

Gly

Thr

150

Leu

Gly

Gly

Leu

Met

230

Glu

26353

Thr

Tyr

Val

135

Pro

Asn

Gln

Val

Arg

215

Gln

Leu

Ser Glu

Gly Ser

105
Ser Ser

120

Ser Asp

Gly Glu

Ser Asn

Ser Pro

185

Pro Asp

200

Ile Ser

His Leu

Lys Arg

-57-

Asp

90

Arg

Gly

Ile

Ser

Gly

170

Gln

Arg

Arg

Glu

Ala
250

75

Ser

Val

Gly

Val

Val

155

Asn

Leu

Phe

Val

Tyr

235

Asp

Ala

Phe

Gly

Met

140

Ser

Thr

Leu

Ser

Glu

220

Pro

Val

Asp

Gly

125

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

205

Ala

Phe

Tyr

Tyr

110

Ser

Gln

Ser

Leu

Tyr

190

Ser

Glu

Thr

Tyr

95

Trp

Gly

Ala

Cys

Tyr

175

Arg

Gly

Asp

Phe

80



Gln

Ser

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Gly

Gln

<210> 9
<211> 250
<212> PRT
<213> trinh tyu nhén tao
<220>
<223>
<220>
<223> scFV FMC63
<400> 9
Asp Ile Gln Met Thr
Gly
1 5
Asp Arg Val Thr Ile
Tyr
20
Leu Asn Trp Tyr Gln
Ile
35

Tyr His Thr Ser Arg
Gly

50
Ser Gly Ser Gly Thr
Gln
65
Glu Asp Ile Ala Thr
Tyr

85
Thr Phe Gly Gly Gly
Gly
100
Gly Ser Gly Gly Gly
Gly
115

Ser Glu Val Lys Leu
Ser

Thr

Cys

Lys

His

55

Tyr

Phe

Lys

Ser

Glu

26353

mdé tad trinh ty nhan tao:

Thr

Arg

Pro

40

Ser

Ser

Cys

Leu

Gly

120

Ser

polypeptit tdng

Ser

Ala

25

Asp

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Gly

Gly

-58-

Ser

10

Ser

Gly

Val

Thr

Gln

90

Ile

Gly

Pro

Leu

Gln

Thr

Pro

Ile

75

Gly

Thr

Gly

Gly

Ser

Asp

Val

Ser

60

Ser

Asn

Lys

Ser

Leu

hop

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Asn

Thr

Ala

Gly

125

Val

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Leu

Gly

110

Gly

Ala

Leu

15

Lys

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Gly

Gly

Pro

80
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130 135 140

Gln Ser Leu Ser Val Thr Cys Thr Val Ser Gly Val Ser Leu Pro
Asp
145 150 155

160

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

Trp
165 170 175

Leu Gly Val Ile TrpGly Ser Glu Thr Thr Tyr Tyr Asn Ser Ala

Leu
180 185 190

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

Phe
195 200 , 205

Leu Lys Met Asn Ser Leu Gln Thr Asp Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr
Cys

210 215 220

Ala Lys His Tyr Tyr Tyr Gly Gly Ser Tyr Ala Met Asp Tyr Trp
Gly
225 230 235

240

Gln Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser Asp

245 250
<210> 10
<211> 112
<212> PRT
<213> ngudi tinh khén
<220>

<223> phan doan cua chudi CD3 zeta cua glycoprotein bé& mit té
bao T

<400> 10

Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr Gln
Gln Gly

1 5 10 15

Gln Asn Gln Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu
Glu Tyr

-50-



Asp
Lys

Pro
Lys

Asp
Arg

65
Arg

Ala

Thr
Arg

Val Leu

35

Arg Arg

50

Lys Met

Arg Gly

Lys Asp

<210> 11

<211> 42
<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 11

Lys
Phe
1

Arg
Arg

Pro

Arg Gly Arg Lys Lys Leu Leu

Met

Pro Val Gln Thr Thr Gln Glu

Phe

20

Asp Lys Arg Arg

Lys Asn Pro Gln

55

Ala Glu Ala Tyr

70

Lys Gly His Asp

85

Thr Tyr Asp Ala

100

ngudi tinh khén

Phan doan cua 4-1BB (phin

5

20

26353

25
Gly Arg Asp
40

Glu Gly Leu

Ser Glu Ile

Gly Leu Tyr

90

Leu His Met

105

10

25

Glu Glu Glu Glu Gly Gly Cys Glu Leu

35

<210> 12

40

-60-

Pro Glu Met

45

Tyr Asn Glu

60

Gly Met Lys

75

Gln Gly Leu

Gln Ala Leu

con lai 214-255)

30

Gly

Leu

Gly

Ser

Pro

110

Tyr Ile Phe Lys Gln Pro

Glu Asp Gly Cys Ser Cys

30

Gly

Gln

Glu

Thr

95

Pro

15

80



26353

<211> 41

<212> PRT

<213> ngudi tinh khén
<220>

<223> Phén doan cua CD28 cua glycoprotein bé mit té& bao dich
T

<400> 12

Arg Ser Lys Arg Ser Arg Gly Gly His Ser Asp Tyr Met Asn
Met Thr
1 5 10 15

Pro Arg Arg Pro Gly Pro Thr Arg Lys His Tyr Gln Pro Tyr
Ala Pro

20 25 30

Pro Arg Asp Phe Ala Ala Tyr Arg Ser

35 40
<210> 13
<211> 69
<212> PRT
<213> nguoi tinh khén

<220>

<223> Phan doan cua tién chdt cla chdt déng phan 1 cua chudi
alpha CD3 cua glycoprotein bé mit té bao T (phdn coéon lai 138-
206)

<400> 13

Thr Thr Thr Pro Ala Pro Arg Pro Pro Thr Pro Ala Pro Thr
Ile Ala
1 5 10 15

Ser Gln Pro Leu Ser Leu Arg Pro Glu Ala Cys Arg Pro Ala
Ala Gly
20 25 30

Gly Ala Val His Thr Arg Gly Leu Asp Phe Ala Cys Asp Ile
Tyr Ile
35 40 45

Trp Ala Pro Leu Ala Gly Thr Cys Gly Val Leu Leu Leu Ser
Leu Val
50 55 60

Ile Thr Leu Tyr Cys

-61-



trinh ty nhén tao

4G7-CAR version 1

65
<210> 14
<211> 495
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<220>
<223>
<400> 14
Met Ala Leu Pro
Leu
1
His Ala Ala Arg
Leu
20
Ile Lys Pro Gly
Tyr
35

Thr Phe Thr Ser
Gln

50
Gly Leu Glu Trp
Lys
65
Tyr Asn Glu Lys
Ser
Ser Ser Thr Ala
Ser

100
Ala Val Tyr Tyr
Val
115

Phe Asp Tyr Trp

Val

Pro

Ala

Tyr

Ile

Phe

85

Tyr

Cys

Gly

Thr

Glu

Ser

Val

Gly

70

Lys

Met

Ala

Gln

26353

Ala

Val

Val

Met

55

Tyr

Gly

Glu

Arg

Gly

mé td trinh ty nhdn tao:

Leu

Gln

Lys

40

His

Ile

Lys

Leu

Gly

120

Thr

-62-

polypeptit tdng

Leu

Leu

25

Met

Trp

Asn

Ala

Ser

105

Thr

Thr

Leu

10

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

90

Ser

Tyr

Leu

Pro

Gln

Cys

Lys

Tyr

75

Leu

Leu

Tyr

Thr

Leu

Ser

Lys

Gln

60

Asn

Thr

Thr

Tyr

Val

hop

Ala

Gly

Ala

45

Lys

Asp

Ser

Ser

Gly

125

Ser

Leu

Pro

30

Ser

Pro

Gly

Asp

Glu

110

Ser

Ser

Leu

15

Glu

Gly

Gly

Thr

Lys

95

Asp

Arg

Gly

80



Gly

Gly
Val
145

160

Met
Val

Ser

Asn

Thr

Leu

Leu
Phe

Ser
Val
225

240
Glu

Tyr

Pro

Asp

Thr
Ala

Ser
Gly

Gly

130

Gly

Thr

Ile

Tyr

Ile

210

Gly

Ala

Phe

Thr

Gln

290

Ala

Ser

Gln

Ser

Leu

195

Tyr

Ser

Glu

Thr

Thr

275

Pro

Val

Gly

Ala

Cys

180

Tyr

Arg

Gly

Asp

Phe

260

Pro

Leu

His

Gly

Ala

165

Arg

Trp

Met

Ser

Val

245

Gly

Ala

Ser

Thr

135

Gly Gly

150

Pro Ser

Ser Ser

Phe Leu

Ser Asn

215

Gly Thr

230

Gly Val

Ala Gly

Pro Arg

Leu Arg

295

Arg Gly

26353

Ser Gly

Ile Pro

Lys Ser

185

Gln Arg

200

Leu Ala

Ala Phe

Tyr Tyr

Thr Lys
265

Pro Pro

280

Pro Glu

Leu Asp

-63-

Gly

Val

170

Leu

Pro

Ser

Thr

Cys

250

Leu

Thr

Ala

Phe

Gly

155

Thr

Leu

Gly

Gly

Leu

235

Met

Glu

Pro

Cys

Ala

140

Gly

Pro

Asn

Gln

Val

220

Arg

Gln

Leu

Ala

Arg

300

Cys

Ser

Gly

Ser

Ser

205

Pro

Ile

His

Lys

Pro

285

Pro

Asp

Asp

Glu

Asn

190

Pro

Asp

Ser

Leu

Arg

270

Thr

Ala

Ile

Ile

Ser

175

Gln

Arg

Glu

255

Ala

Ile

Ala

Tyr



Ile
305

320

Trp
Val

Ile
Phe

Lys
Gly

Cys
Arg

Val
Gln
385

400

Asn

Asp

Val

Pro

Arg
Asp

Lys
Arg

Arg
Thr
465

480

Ala

Thr

Gln

Ser

370

Lys

Gln

Leu

Arg

Met

450

Gly

Pro

Leu

Pro

355

Cys

Phe

Leu

Asp

Lys

435

Ala

Lys

Leu

Tyr

340

Phe

Arg

Ser

Lys

420

Asn

Glu

Gly

Ala

325

Cys

Met

Phe

Arg

Asn

405

Arg

Pro

Ala

His

310

Gly

Lys

Arg

Pro

Ser

390

Glu

Arg

Gln

Tyr

Asp

470

26353

Thr

Arg

Pro

Glu

375

Ala

Leu

Gly

Glu

Ser

455

Gly

Cys

Gly

Val

360

Glu

Asp

Asn

Arg

Gly

440

Glu

Leu

-64-

Gly

Arg

345

Gln

Glu

Ala

Leu

Asp

425

Leu

Ile

Tyr

Val

330

Lys

Thr

Glu

Pro

Gly

410

Pro

Tyr

Gly

Gln

315

Leu Leu

Lys Leu

Thr Gln

Gly Gly

380

Ala Tyr

395

Arg Arg

Glu Met

Asn Glu

Met Lys

460

Gly Leu

475

Leu

Leu

Glu

365

Gln

Glu

Gly

Leu

445

Gly

Ser

Ser

Tyr

350

Glu

Glu

Gln

Glu

Gly

430

Gln

Glu

Thr

Leu

335

Ile

Asp

Leu

Gly

Tyr

415

Lys

Lys

Arg

Ala



26353

Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg

485 490 495
<210> 15
<211> 495
<212> PRT

<213> trinh tu nhén tao

<220>

<223> mdé ta& trinh ty nhan tao: polypeptit tdng hop
<220>

<223> 4G7-CAR version 2

<400> 15

Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val
Pro

1 5 10 15

Gly Ser Thr Gly Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu

Ile
20 25 30

Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr

Thr
35 40 45

Phe Thr Ser Tyr Val Met His Trp Val Lys Gln Lys Pro Gly Gln
Gly

50 55 60

Leu Glu Trp Ile Gly Tyr Ile Asn Pro Tyr Asn Asp Gly Thr Lys
Tyr

65 70 75

Asn Glu Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ser Asp Lys Ser

Ser
85 90 95

Ser Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser

Ala
100 105 110

Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Thr Tyr Tyr Tyr Gly Ser Arg Val

Phe
115 120 125

-65-



Asp
Gly

Gly
Met
145

160

Thr

Ser

Ile
Thr

Tyr

Leu

Ile
Ser

Gly
Glu
225

240

Ala

Pro

Phe

Pro

Thr
Ala

Ser
Gly

Tyr

130

Ser

Gln

Ser

Leu

Tyr

210

Ser

Glu

Thr

Thr

Gln

290

Trp

Gly

Ala

Cys

Tyr

195

Arg

Gly

Asp

Phe

Thr

275

Pro

Gly

Gly

Ala

Arg

180

Trp

Met

Ser

Val

Gly

260

Pro

Leu

Gln

Gly

Pro

165

Ser

Phe

Ser

Gly

Gly

245

Ala

Ala

Ser

Gly Thr

135

Gly Ser

150

Ser Ile

Ser Lys

Leu Gln

Asn Leu

215

Thr Ala

230

Val Tyr

Gly Thr

Pro Arg

Leu Arg

295

26353

Thr

Gly

Leu

Gly

Pro Val

Ser

Arg

200

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

280

Pro

-66-

Leu

185

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

265

Pro

Glu

Thr

Gly

Thr

170

Leu

Gly

Gly

Leu

Met

250

Glu

Thr

Ala

Val

Gly

155

Pro

Asn

Gln

Val

Arg

235

Gln

Leu

Pro

Cys

Ser

140

Ser

Gly

Ser

Ser

Pro

220

Ile

His

Lys

Ala

Arg

300

Ser Gly

Asp Ile

Glu Ser

Asn Gly

190

Pro Gln

205

Asp Arg

Ser Arg

Leu Glu

Arg Ser

270

Pro Thr

285

Pro Ala

Gly

Val

Val

175

Asn

Leu

Phe

val

Tyr

255

Asp

Ile

Ala



Gly
Ile
305

320

Trp
Val

Ile
Phe

Lys
Gly

Cys
Arg

Val
Gln
385

400

Asn

Asp

Val

Pro

Arg
Asp

Lys
Arg

Arg
Thr
465

480

Ala

Ala

Thr

Gln

Ser

370

Lys

Gln

Leu

Arg

Met

450

Gly

Val

Pro

Leu

Pro

355

Cys

Phe

Leu

Asp

Lys

435

Ala

Lys

His

Leu

Tyr

340

Phe

Arg

Ser

Tyr

Lys

420

Asn

Glu

Gly

Thr

Ala

325

Cys

Met

Phe

Arg

Asn

405

Arg

Pro

Ala

His

Arg

310

Gly

Lys

Arg

Pro

Ser

390

Glu

Arg

Gln

Tyr

Asp

470

26353

Gly

Thr

Arg

Pro

Glu

375

Ala

Leu

Gly

Glu

Ser

455

Gly

Leu

Cys

Gly

Val

360

Glu

Asp

Asn

Arg

Gly

440

Glu

Leu

-67-

Asp

Gly

Arg

345

Gln

Glu

Ala

Leu

Asp

425

Leu

Ile

Tyr

Phe

Val

330

Lys

Thr

Glu

Pro

410

Pro

Tyr

Gly

Gln

Ala Cys

315

Leu Leu

Lys Leu

Thr Gln

Gly Gly

380

Ala Tyr

395

Arg Arg

Glu Met

Asn Glu

Met Lys

460

Gly Leu

475

Asp

Leu

Leu

Glu

365

Cys

Gln

Glu

Gly

Leu

445

Gly

Ser

Ile

Ser

Tyr

350

Glu

Glu

Gln

Glu

Gly

430

Gln

Glu

Thr

Tyr

Leu

335

Ile

Asp

Leu

Gly

Tyr

415

Lys

Lys

Arg

Ala



26353

Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg

trinh tu nhén tao

485

mé td trinh ty nhén tao:

<210> 16
<211> 494
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<220>
<223> FMC63-CAR
<400> 16
Met Glu Thr Asp
Pro
1
Gly Ser Thr Gly
Ser
20
Ala Ser Leu Gly
Asp
35
Ile Ser Lys Tyr
Val
50
Lys Leu Leu Ile
Ser
65
Arg Phe Ser Gly
Ser
Asn Leu Glu Gln
Asn
100
Thr Leu Pro Tyr
Lys
115

Thr

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

85

Glu

Thr

Leu

Ile

Arg

Asn

His

70

Gly

Asp

Phe

Leu

Gln

Val

Trp

55

Thr

Ser

Ile

Gly

Leu

Met

Thr

40

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

120

490

polypeptit tdng

Trp

Thr

25

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

105

Gly

-68-

val

10

Gln

Ser

Gln

Leu

Asp

90

Tyr

Thr

Leu

Thr

Cys

Lys

His

75

Tyr

Phe

Lys

Leu

Thr

Arg

Pro

60

Ser

Ser

Cys

Leu

hop

Leu

Ser

Ala

45

Asp

Gly

Leu

Gln

Glu

125

Trp

Ser

30

Ser

Gly

Val

Thr

Gln

110

Ile

495

Val

15

Leu

Gln

Thr

Pro

Ile

95

Gly

Thr

80



Ala
- Ser

Gly
Leu
145

160

Val
Val

Ser

Lys

Gly
Tyr

Asn
Lys

Ser
Ala
225

240

Ile
Met

Asp
Thr

Thr

Ser

Gln
Gly

Gly

130

Gly

Ala

Leu

Leu

Ser

210

Gln

Tyr

Tyr

Thr

Pro

290

Gly

Gly

Pro

Pro

Glu

195

Ala

Val

Tyr

Trp

Pro

275

Leu

Gly

Gly

Ser

Asp

180

Trp

Leu

Phe

Cys

Gly

260

Ala

Ser

Gly

Ser

Gln

165

Tyr

Leu

Lys

Leu

Ala

245

Gln

Pro

Leu

Ser Gly

135

Glu Val

150

Ser Leu

Gly Val

Gly Vval

Ser Arg

215

Lys Met

230

Lys His

Gly Thr

Arg Pro

Arg Pro

295

26353

Gly

Lys

Ser

Ser

Ile

200

Leu

Asn

Tyr

Ser

Pro

280

Glu

Gly

Leu

Val

Trp

185

Trp

Thr

Ser

Tyr

Val

265

Thr

Ala

-69-

Gly

Gln

Thr

170

Ile

Gly

Ile

Leu

Tyr

250

Thr

Pro

Cys

Ser

Glu

155

Cys

Arg

Ser

Ile

Gln

235

Gly

Val

Ala

Arg

Gly

140

Ser

Thr

Gln

Glu

Lys

220

Thr

Gly

Ser

Pro

Pro

300

Gly

Gly

Val

Pro

Thr

205

Asp

Asp

Ser

Ser

Thr

285

Ala

Gly

Pro

Ser

Pro

190

Thr

Asn

Asp

Tyr

Asp

270

Ile

Ala

Gly

Gly

Gly

175

Arg

Tyr

Ser

Thr

Ala

255

Pro

Ala

Gly



Ala
Trp
305

320

Ala
Ile

Thr
Lys

Gln
Cys

Ser
Val

Lys
Asn
385

400

Gln
Val

Leu

Arg

Arg
Lys

Met
Arg

Gly
Lys
465

480

Val

Pro

Leu

Pro

Cys

370

Phe

Leu

Asp

Lys

Ala

450

Lys

His

Leu

Tyr

Phe

355

Arg

Ser

Tyr

Lys

Asn

435

Glu

Gly

Thr

Ala

Cys

340

Met

Phe

Arg

Asn

Arg

420

Pro

Ala

His

Arg

Gly

325

Lys

Arg

Pro

Ser

Glu

405

Arg

Gln

Tyr

Asp

Gly

310

Thr

Arg

Pro

Glu

Ala

390

Leu

Gly

Glu

Ser

Gly

470

Leu

Cys

Gly

Val

Glu

375

Asp

Asn

Arg

Gly

Glu

455

Leu

26353

Asp

Gly

Arg

Gln

360

Glu

Ala

Leu

Asp

Leu

440

Ile

Tyr

-70-

Phe Ala

Val Leu

330

Lys Lys

345

Thr Thr

Glu Gly

Pro Ala

Gly Arg

410

Pro Glu

425

Tyr Asn

Gly Met

Gln Gly

Cys Asp

315

Leu Leu

Leu Leu

Gln Glu

Gly Cys

380

Tyr Gln

395

Arg Glu

Met Gly

Glu Leu

Lys Gly

460

Leu Ser

475

Ile

Ser

Tyr

Glu

365

Glu

Gln

Glu

Gln

445

Glu

Thr

Tyr

Leu

Ile

350

Asp

Leu

Gly

Tyr

Lys

430

Lys

Arg

Ala

Ile

Val

335

Phe

Arg

Gln

Asp

415

Pro

Asp

Arg

Thr



26353

Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg

<210>

<211>
<212>

<213>
<220>

<223>
<220>
<223>

<400> 17

atggagaccg
cagcaccggce
gaggtgcagc
cgtgaagatg
agctgcaagg
gaagcagaag
ccaggccagg
caccaagtac
aacgagaagt
caccgcctac
atggagctga
cagaggcacc
tactactacg
gaccgtgagc
tctggcggag
catcgtgatg
acccaggctg
cagctgccgg
agcagcaaga
cctgcagcgg
ccaggccaga
cggcgtgccece
gaccggttca
ccgggtggag
gccgaggacyg
caccttcgga
gccggcacca
cccacggccea
cctacccctg
agcctgcagg
cctgccgecg
catctatatc
tgggcccceccecce
ccctggtgat
tgcaaacggg
agcccttcat
cagaccaccc

17

1488
DNA

485

acaccctgcect
60
tgcagcagag
120
ccagcggcta
180
gcctggagtyg
240
tcaagggcaa
300
gcagcctgac
360
gcagccgggt
420
gcggctctgg
480
cccceccageat
540
gcctgctgaa
600
gcccccagcet
660
gcggcagcegyg
720
tgggcgtgta
780
agctggagct
840
ccccaaccat
900
gaggagccgt
960
tggccgggac
tacactgtat
gccggaagaa
gcggceccgtyg
aggaggagga

trinh ty nhéan tao

4G7-CAR version 2

gctgtgggtg
cggacccgag
caccttcacc
gatcggctac
ggccaccctg
cagcgaggac
gttcgactac
cggaggcggce
cccecgtgacce
cagcaacggc
gctgatctac
cagcggcacce
ctactgcatg
gaagcggtcg
cgccagccag
gcacacaagg

atgcggggtg
1020
gctgctgtac
1080
cggctgcagc

-71-

490

ctgctgctgt
ctgatcaagc
agctacgtga
atcaacccct
accagcgaca
agcgccgtgt
tggggccagg
tctggcggag
ccaggcgaga
aacacctacc
cggatgagca
gccttcaccc
cagcacctgg
gatcccacca
cccctgagcece
ggcctggact
ctgctgctgt
atcttcaagc

tgccggttcece

md ta trinh ty nhédn tao: polypeptit téng hop

gggtgccagg
caggcgccag
tgcactgggt
acaacgacgg
agagcagcag
actactgcgc
gcaccaccct
gcggcagcega
gcgtgagcat
tgtactggtt
acctggccag
tgcggatcag
agtacccctt
ccaccccagc
tgcggcctga

tcgcctgega

ccgaggaaga



ggaaggcggce
tgcgagctgce
cagcctacca
aaccagctgt
agtacgacgt
cggcggggac
ggaagaatcc
ctgtacaacg
acagcgagat
ggcgagcggce
agggcctgag
aaggacacct

1140

gggtgaagtt
gcagggccag
acaacgagct
gctggacaag
gggaccccga
ccaggagggc
agctgcagaa
cggcatgaag
gccggggcaa
caccgccacc
acgacgccct

cccggtga 1488

<210>

<211>
<212>

<213>
<220>
<223>
<220>
<223>
<400>

18

20
PRT

18

Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Tr

Val Pro
1

peptit tin hiéu

5

Gly Ser Thr Gly

<210>

<211>
<212>

<213>
<220>
<223>
<220>
<223>
<400>

19

21
PRT

19

Met Ala Leu Pro Val Thr Ala Leu Leu Leu Pro Leu Ala Leu

Leu Leu
1

20

peptit tin hiéu

5

His Ala Ala Arg Pro

26353

cagccggagce
1200
gaacctggga
1260
gatgggcggce
1320
ggacaagatg
1380
gggccacgac
1440
gcacatgcag

trinh tu nhan tao

trinh ty nhan tao

gccgacgecce
cggcgggagg
aagcctcgcecc
gccgaggcect
ggcctgtacc

gccctgccac

mdé td trinh tu nhan tao: oligopeptit téng hop

10

mé td trinh ty nhan tao: oligopeptit tdng hop

10

-72-

p Val Leu Leu Leu Trp



26353

20
<210> 20
<211> 49
<212> DNA
<213> Nguoi tinh khén
<400> 1

ttgtcccaca gatatccaga accctgaccc tgccgtgtac cagctgaga
49

<210> 21

<211> 530

<212> PRT

<213> +trinh tu nhén tao
<220>

<223> md td trinh ty nhédn tao: polypeptit tdng hop
<220>

<223> Ldp lai TRAC TO01l-L

<400> 21

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

1 5 10 15

Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gln

Ala
20 25 30

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

Gly
35 40 45

Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Arg Leu Leu Pro Val Leu
Cys

50 55 60

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

65 70 75

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

Val
85 90 95

-73-



Leu

Ala

Ser

Leu

Pro
Ala

Ile
Arg
145

160

Leu

Val

Val
Val

Gln
Glu

Gln
Glu

Thr
Thr
225

240
Pro

Ala

Leu

Gly

Cys

His

Val

130

Ala

Leu

Ala

Arg

Val

210

vVal

Glu

Glu

Gln Ala

Asp

115

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

195

Val

Gln

Gln

Thr

100

Gly

Cys

His

Val

Ala

180

Leu

Ala

Ala

Val

Val

260

His Gly

Gly Lys

Gln Ala

Asp Gly

150

Leu Cys

165

Ser His

Pro Val

Ile Ala

Leu Leu

230

Val Ala

245

Gln Arg

Leu

Gln

His

135

Gly

Gln

Asp

Leu

Ser

215

Pro

Ile

Leu

26353

Thr Pro

105
Ala Leu
120

Gly Leu

Lys Gln

Ala His

Gly Gly

185
Cys Gln
200

Asn Ile

Val Leu

Ala Ser

Leu Pro

265

-74-

Glu

Glu

Thr

Ala

Gly

170

Lys

Ala

Gly

Cys

His

250

Val

Gln

Thr

Pro

Leu

155

Leu

Gln

His

Gly

Gln

235

Asp

Leu

Val

Val

Glu

140

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

220

Ala

Gly

Cys

Val

Gln

125

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

205

Gln

His

Gly

Gln

Ala

110

Arg

Val

Val

Glu

Glu

190

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

270

Ile

Leu

Val

Gln

Gln

175

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

255

His



Leu

Lys

Gln
Ala

His
Gly
305

320

Gly
Cys

Gln

Asn

Ile
Val

Leu
Ala

Ser
Leu
385

400
Pro

Ala

Ile
Ala

Leu

Val

Thr

Ala

290

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

370

Asn

Val

Ala

Leu

Pro

275

Leu

Leu

Gln

His

Gly

355

Gln

Gly

Leu

Ser

Pro

435

Glu

Glu

Thr

Ala

Gly

340

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

420

Val

Gln

Thr

Pro

Leu

325

Leu

Gln

His

Gly

Gln

405

Ile

Leu

Val

Val

Gln

310

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

390

Ala

Gly

Cys

26353

Val AlaIle

280

Gln Ala Leu
295

Gln Val Val

Thr Val Gln

Pro GluGln

345

Leu Glu Thr

360

Leu Thr Pro

375

Gln Ala Leu

His Gly Leu

Gly Lys Gln
425
Gln AlaHis

440

-75-

Ala

Leu

Ala

Arg

330

Val

Val

Gln

Glu

Thr

410

Ala

Gly

Ser

Pro

Ile

315

Leu

Val

Gln

Gln

Thr

395

Pro

Leu

Leu

Asn

Val

300

Ala

Leu

Ala

Ala

Val

380

Val

Glu

Glu

Thr

Ile

285

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

365

Val

Gln

Gln

Thr

Pro

445

Gly

Cys

Asn

Val

Ala

350

Leu

Ala

Arg

Val

Val

430

Gln

Gly

Gln

Asn

Leu

335

Ser

Pro

Ile

Leu

Val

415

Gln

Gln



26353

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

450 455 460

Gln Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr Pro
Glu
465 470 475

480

Gln Val Val Ala Ile Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gln Ala Leu
Glu

485 490 495

Thr Val Gln Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gln Ala His Gly Leu

Thr
500 505 510

Pro Gln Gln Val Val Ala Ile Ala Ser Asn Gly Gly Gly Arg Pro

Ala
515 520 525

Leu Glu

530
<210> 22
<211> 530
<212> PRT
<213> +trinh tuy nhan tao
<220>

<223> md tad trinh tu nhan tao: polypeptit tdng hop
<220>
<223> L&p lai TRAC TO1l-R

<400> 22
Leu Thr Pro Glu Gln Val Val Ala Ile Ala Ser His Asp Gly Gly
Lys

1 5 10 15

Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gln

Ala
20 25 30

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

Gly
35 40 45

-76-



Gly
Cys

Gln
His
65

Asp
Val

Leu

Ala

Ser

Leu

Pro
Ala

Ile
Arg
145

160
Leu

Val

Val
Val

Gln
Gln

Gln
Glu

Lys

50

Ala

Gly

Cys

Asn

Val

130

Ala

Leu

Ala

Arg

Val

210

Gln

His

Gly

Gln

Ile

115

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

195

Val

Ala

Gly

Lys

Ala

100

Gly

Cys

Asn

Val

Ala

180

Leu

Ala

Leu

Leu

Gln

85

His

Gly

Gln

Asn

Leu

165

Ser

Pro

Ile

26353

Glu Thr

55

Thr Pro

70

Ala Leu

Gly Leu

Lys Gln

Ala His

135

Gly Gly

150

Cys Gln

His Asp

Val Leu

Ala Ser

215

Val Gln

Glu Gln

Glu Thr

Thr Pro

105

Ala Leu

120

Gly Leu

Lys Gln

Ala His

Gly Gly
185
Cys Gln

200

Asn Gly

-77-

Arg

Val

Val

90

Glu

Glu

Thr

Ala

Gly

170

Lys

Ala

Gly

Leu

Val

75

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

155

Leu

Gln

His

Gly

Leu

60

Ala

Arg

Val

Val

Gln

140

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

220

Pro Val Leu

Ile Ala Ser

Leu Leu Pro

95

Val Ala Ile

110

Gln Ala Leu

125

Gln Val val

Thr Val Gln

Pro Glu Gln

175

Leu Glu Thr

190

Leu Thr Pro

205

Gln Ala Leu

80



Thr
Thr
225

240

Pro

Ala

Leu

Gly

Leu

Lys

Gln
Ala

His
Gly
305

320

Gly
Cys

Gln

Asn

Ile
Val

Leu
Ala

Ser
Leu
385

400

Val

Gln

Glu

Thr

Ala

290

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

370

His

Gln

Gln

Thr

Pro

275

Leu

Leu

Gln

His

Gly

355

Gln

Asp

Arg

Val

Val

260

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

340

Lys

Ala

Gly

Leu

Val

245

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

325

Leu

Gln

His

Gly

Leu

230

Ala

Arg

Val

Val

Gln

310

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

390

Pro

Ile

Leu

Val

Gln

295

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

375

Gln

26353

Val

Ala

Leu

Ala

280

Arg

Val

Val

Glu

Glu

360

Thr

Ala

-78-

Leu Cys

Ser Asn

250

Pro Val

265

Ile Ala

Leu Leu

Val Ala

Gln Arg

330

Gln Val

345

Thr Val

Pro Glu

Leu Glu

Gln Ala

235

Asn Gly

Leu Cys

Ser Asn

ProVal

300

IleAla

315

Leu Leu

Val Ala

Gln Ala

Gln Val

380

Thr Val

395

His

Gly

Gln

Asn

285

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

365

Val

Gln

Gly

Lys

Ala

270

Gly

Cys

Asn

Val

Ala

350

Leu

Ala

Arg

Leu

Gln

255

His

Gly

Gln

Gly

Leu

335

Ser

Pro

Ile

Leu



Pro

Ala

Ile
Ala

Leu

Val

Val
Val

Gln
Gln
465

480
Gln

Glu

Thr
Thr

Pro

Ala

Leu

Val

Ala

Leu

Ala

450

Arg

Val

Val

Gln

Glu
530

<210>

<211>
<212>

<213>
<220>
<223>

<220>

26353

Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr Pro Glu Gln Val Val
405 410 415
Ser Asn Ile Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln
420 425 430
Pro Val Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr Pro Glu Gln
435 440 445
Ile Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr
455 460

Leu Leu Pro Val Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr Pro

470 475

Val Ala Ile Ala Ser Asn Asn Gly Gly Lys Gln Ala Leu

485 490 495

Gln Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gln Ala His Gly Leu
500 505 510

Gln Val Val Ala Ile Ala Ser Asn Gly Gly Gly Arg Pro

515 520 525

23

2814
DNA

trinh ty nhédn tao

mdé td trinh ty nhan tao: polynucleotit tdng hop

-79-



26353

<223> TRAC _TO01-R TALEN

<400> 23

atgggcgatc ctaaaaagaa
tccagattac 60
gctatcgata tcgccgatct
ggagaagatc 120
aaaccgaagg ttcgttcgac
ccacgggttt 180
acacacgcgc acatcgttgc
cgtcgctgtce 240
aagtatcagg acatgatcgc
cgttggcgtc 300
ggcaaacagt ggtccggcgc
gggagagttg 360
agaggtccac cgttacagtt
acgtggcggc 420
gtgaccgcag tggaggcagt

acgtaaggtc
acgcacgctc
agtggcgcag
gttaagccaa
agcgttgcca
acgcgctctg
ggacacaggc

gcatgcatgg

atcgattacc
ggctacagcc
caccacgagg
cacccggcag
gaggcgacac
gaggccttgc
caacttctca

cgcaatgcac

catacgatgt
agcagcaaca
cactggtcgg
cgttagggac
acgaagcgat
tcacggtggce

agattgcaaa

tgacgggtgc

cccgctcaac

480

ttgacccecce agcaggtggt

ggcgctggag

540

acggtccagc ggctgttgcc

ccagcaggtg

600

gtggccatcg ccagcaataa

gcggctgttg

660

ccggtgctgt gccaggccca

cgccagcaat

720

ggcggtggca agcaggcgct

gtgccaggcc

780

cacggcttga ccccggagca

caagcaggcg

840

ctggagacgg tccagcggct

gaccccggag

900

caggtggtgg ccatcgccag

ggtccagcgg
ctgttgccgg
agcaggtggt
agccacgatg
ggctgttgcc
caggcccacg
ccagcaatat
caggcgctgg
gccaggccca
ccggagcagg
agcaggcgct
cagcggctgt
ccccggagcea
atcgccagca
tgcaggcgct
ctgtgccagg
ccatcgccag
ggcaagcagg
tgctgtgcca
ttgaccccgg
gtggcaagca

acggtgcagg cgctgttgcc ggtgctgtgc caggcccacg gcttgacccce

960
tgctgtgcca
ggccatcgcc
gcggcaagca
ggtgctgtgce
gcttgacccc
tggtggcaag
agacggtgca
cggcttgacc
tggtggccat
ggagacggtc
tgccggtgcet
ggtggtggcc
atattggtgg
gttgccggtyg
cccacggctt
caataatggt
cgctggagac
ggcccacggce
agcaggtggt
ggcgctggag

ggccatcgcc
ggtgctgtgce
tggtggcaag
cggcttgacc
ggagacggtc
ggtggtggcc
gttgccggtg
ccacgatggc

ggcccacggc
1020
ggcgctggag
1080
ggagcaggtg
1140
ggcgctgttg
1200
cgccagccac
1260
gtgccaggcc
1320
caagcaggcg
1380
gaccccccag
1440
ggtccagcgg
1500
ggccatcgcc
1560

-80-

agcaatggcg
caggcccacg
caggcgctgg
ccccagcagg
cagcggctgt
atcgccagcecc
ctgtgccagg

ggcaagcagg

ttgaccccgg
acggtccagc
gtggccatcg
ccggtgcetgt
gatggcggca
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgccgg

agcaatattg

gtggcaagca
gcttgacccc
agacggtcca
tggtggccat
tgccggtgcet
acgatggcgg
cccacggctt

cgctggagac
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ccagcaggtg 1620

gtggccatcg ccagcaatgg cggtggcaag caggcgctgg
agacggtcca gcggctgttg 1680

ccggtgctgt gccaggccca cggcttgacc ccggagcagg
tggtggccat cgccagcaat 1740

attggtggca agcaggcgct ggagacggtg caggcgctgt
tgccggtget gtgccaggec 1800

cacggcttga ccccccagca ggtggtggcc atcgccagca
atggcggtgg caagcaggcg 1860

ctggagacgg tccagcggct gttgccggtg ctgtgccagg
cccacggctt gaccccggag 1920

caggtggtgg ccatcgccag ccacgatggc ggcaagcagg
cgctggagac ggtccagcgg 1980

ctgttgccgg tgctgtgcca ggcccacggce ttgacccctce
agcaggtggt ggccatcgcc 2040

agcaatggcg gcggcaggcc ggcgctggag agcattgttg
cccagttatc tcgccctgat 2100

ccggcgttgg ccgcgttgac caacgaccac ctcgtcgcect
tggcctgect cggcgggegt 2160

cctgcgctgg atgcagtgaa aaagggattg ggggatccta
tcagcecgttce ccagctggtg 2220

aagtccgagc tggaggagaa gaaatccgag ttgaggcaca
agctgaagta cgtgccccac 2280

gagtacatcg agctgatcga gatcgcccgg aacagcaccc
aggaccgtat cctggagatg 2340

aaggtgatgg agttcttcat gaaggtgtac ggctacaggg
gcaagcacct gggcggctcc 2400

aggaagcccg acggcgccat ctacaccgtg ggctccccca
tcgactacgg cgtgatcgtg 2460

gacaccaagg cctactccgg cggctacaac ctgcccatcg
gccaggccga cgaaatgcag 2520

aggtacgtgg aggagaacca gaccaggaac aagcacatca
accccaacga gtggtggaag 2580

gtgtacccct ccagcgtgac cgagttcaag ttcctgttcg
tgtccggcecca cttcaagggc 2640

aactacaagg cccagctgac caggctgaac cacatcacca
actgcaacgg cgccgtgctg 2700

tccgtggagg agctcctgat cggcggcgag atgatcaagg
ccggcaccct gaccctggag 2760

gaggtgagga ggaagttcaa caacggcgag atcaacttcg cggccgactg
ataa 2814

<210> 24

<211> 2832

<212> DNA

<213> trinh ty nhan tao

<220>

<223> md ta trinh tu nhan tao: polynucleotit tdng hop

<400> 24

atgggcgatc ctaaaaagaa acgtaaggtc atcgataagg agaccgccgc
tgccaagttc 60
gagagacagc acatggacag catcgatatc gccgatctac gcacgctcgg
ctacagccag 120
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cagcaacagg agaagatcaa

ccacgaggca

180

ctggtcggcc acgggtttac

cccggcagceg

240

ttagggaccg tcgctgtcaa

ggcgacacac

300

gaagcgatcg ttggcgtcgg

ggccttgctce

360

acggtggcgg gagagttgag

acttctcaag

420

attgcaaaac gtggcggcgt

caatgcactg

480

acgggtgccc cgctcaactt

ccacgatggc

540

ggcaagcagg cgctggagac

ggcccacggce

600

ttgaccccece agcaggtggt

ggcgctggag

660

acggtccagc ggctgttgcc

ggagcaggtg

720

gtggccatcg ccagccacga

gcggctgttg

780

ccggtgctgt gccaggccca

cgccagcaat

840

attggtggca agcaggcgct

gtgccaggcc

900

cacggcttga ccccccagca

caagcaggcg
ctggagacgg
cccacggcett
caggtggtgg
cgctggagac
ctgttgccgg
agcaggtggt
agcaatggcg
ggctgttgcc
caggcccacg
ccagcaataa
caggcgctgg
gccaggccca
ccccagcagg
agcaggcgct
cagcggctgt
ccccccagca
atcgccagca
tccagcggcet
ctgtgccagg
ccatcgccag
ggcaagcagg
tgctgtgcca
ttgaccccgg
gcggcaagca
acggtccagc
gcttgacccc
gtggccatcg
agacggtgca

ccggtgctgt gccaggccca cggcttgacc ccggagcagg tggtggccat

960
tccagcggcet
gaccccggag
ccatcgccag
ggtccagcgg
tgctgtgcca
ggccatcgcc
gtggcaagca
ggtgctgtgc
gcttgacccc
tggtggcaag
agacggtcca
cggcttgacc
tggtggccat
ggagacggtc
tgccggtgcet
ggtggtggcc
atggcggtgg
gttgccggtg
cccacggctt
caatattggt
cgctggagac
ggcccacggce
agcaggtggt
ggcgctggag
ggctgttgcc
ggagcaggtg
ccagcaatat
ggcgctgttg
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accgaaggtt

acacgcgcac
gtatcaggac
caaacagtgg
aggtccaccg
gaccgcagtg
gaccccggag
ggtccagcgg
ggccatcgcc
ggtgctgtgc
tggcggcaag
cggcttgacc

ggagacggtg

ggtggtggcc atcgccagca

gttgccggtg
1020
ccacgatggc
1080
ggcccacggce
1140
ggcgctggag
1200
ccagcaggtg
1260
gcggctgttg
1320
cgccagcaat
1380
gtgccaggcc
1440
caagcaggcg
1500
gaccccggag
1560
ggtgcaggcg
1620
ggccatcgcc
1680
ggtgctgtgc
1740
tggtggcaag
1800
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cgttcgacag

atcgttgcgt
atgatcgcag
tccggcgcac
ttacagttgg
gaggcagtgc
caggtggtgg
ctgttgccgg
agcaatggcg
caggcccacg
caggcgctgg
ccggagcagyg

caggcgctgt

ctgtgccagg
ggcaagcagg
ttgacccccce
acggtccagc
gtggccatcg
ccggtgcectgt
aatggtggca
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgccgg
agccacgatg
caggcccacg

caggcgctgg

tggcgcagca

taagccaaca
cgttgccaga
gcgctctgga
acacaggcca
atgcatggcg
ccatcgccag
tgctgtgcca
gtggcaagca
gcttgacccc
agacggtcca
tggtggccat
tgccggtgcet

ataatggtgg



cgccagccac

gatggcggca
tgccggtgcet
cacggcttga
ataatggtgg
ctggagacgg
cccacggctt
caggtggtgg
cgctggagag
cagttatctc
acgaccacct
gcctgcectceg
agggattggg
agccgttccc
aatccgagtt
ctgaagtacg
tcgceccggaa
gaccgtatcc
aggtgtacgg
aagcacctgg
acaccgtggg
gactacggcg
gctacaacct
caggccgacg
ccaggaacaa
cccaacgagt
agttcaagtt
tcecggceccact
ggctgaacca
tgcaacggcg
gcggcgagat
ggcaccctga
caacttcgcg
gccgactgat
2832

1860

agcaggcgct
gtgccaggcc
ccccccagcea
caagcaggcg
tccagcggcet
gacccctcag
ccatcgccag
cattgttgcc
gccctgatcc
cgtcgccttg
gcgggcgtece
ggatcctatc
agctggtgaa
gaggcacaag
tgccccacga
cagcacccag
tggagatgaa
ctacaggggc
gcggctccag
ctcccccatc
tgatcgtgga
gcccatcggce
aaatgcagag
gcacatcaac
ggtggaaggt
cctgttcgtg
tcaagggcaa
catcaccaac
ccgtgctgtce
gatcaaggcc

ccctggagga ggtgaggagg aagttcaaca acggcgagat

2820
aa

26353

ggagacggtc
1920
ggtggtggcc
1980
gttgccggtg
2040
caatggcggc
2100
ggcgttggcc
2160
tgcgctggat
2220
gtccgagcetg
2280
gtacatcgag
2340
ggtgatggag
2400
gaagcccgac
2460
caccaaggcc
2520
gtacgtggag
2580
gtacccctcc
2640
ctacaaggcc
2700
cgtggaggag
2760

cagcggctgt
atcgccagca
ctgtgccagg
ggcaggccgg
gcgttgacca
gcagtgaaaa
gaggagaaga
ctgatcgaga
ttcttcatga
ggcgccatct
tactccggceg
gagaaccaga
agcgtgaccg
cagctgacca

ctcctgatcg
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