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(57) Sang ché dé cap dén phan tr lién két B7-H3 1 khang thé va manh khang thé ma phan
mg mién dich véi thy thé B7-H3 ciia dong vat c6 vi, va cu thé hon 1a thu thé B7-H3 cia
nguoi dé sir dung trong diéu tri bénh ung thu va chimg viém. Do do, sang ché dé cap cu thé
dén khang thé c6 phan ung véi B7-H3 duoc bién doi glong nhu cua nguoi va manh phan
tng mien dich cua khang thé nay ma c6 kha nang diéu tiét, va tot hon nira néu tang cuong
qua trinh hoat hod h¢ mién dich nham khang té bao ung thu co lién quan dén nhiéu bénh
ung thu khac nhau & ngudi. Ngoai ra, sang ché con dé cip dén duoc pham chira phan tir
lién két B7-H3 nay.
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Linh vie k§ thuit dwoc dé cip

Sang ché dé cap dén khang thé va manh khéng thé ma phan g mién dich véi
thu thé B7-H3 cta dong vat c6 vi, va cu thé hon 1a thy thé B7-H3 cua ngudi va viéc st
dung ching, cu thé 1a trong diéu tri bénh ung thu va chimg viém. Do do, sang ché dé
cap cu thé khang thé c6 phan tmg véi B7-H3 dugc bién ddi gibng nhu cia ngudi va
ménh phan tmg mién dich ctia khang thé ndy ma c6 kha ning diéu tiét, va tét hon nita
néu ting cudng qua trinh hoat hoa hé mién dich nhim khéng té bao ung thu ¢6 lién quan

dén nhiéu bénh ung thu khac nhau & ngudi.
Tinh trang k§ thuat ciia sang ché

Su phat trién va di cin cta khéi u phu thude nhidu vao kha ning ciia khéi u trong
viéc l4n tranh sy gidm sat mién dich ciia vt chi va vuot qua 16p phong thi ciia vat chiL.
Hau hét cac khdi u biéu hién khang nguyén cé thé dugc nhan biét & cac mirc do khac
nhau b&i hé mién dich ciia vét chil, nhung trong nhidu trudng hop xay ra dap Gng min
dich khong dy du do qué trinh hoat hoa té bao T tac dong khong hiéu qua (Khawli,
L.A. et al. (2008) “Cytokine, Chemokine, and Co-Stimulatory Fusion Proteins for the
Immunotherapy of Solid Tumors”, Exper. Pharmacol. 181:291-328).

Lympho bao T CD4+ 1a yéu t6 cu tao quan trong trong hau hét cac dép Gng
mién dich va ty mién & dong vat ¢6 vii (Dong, C. et al. (2003) “Immune Regulation by
Novel Costimulatory Molecules”, Immunolog. Res. 28(1):39-48). Qua trinh hoat hoa té
bao T hd trg CD4+ da dwoc phat hién 1a dugc diéu tiét qua twong t4c kich thich ddng
thoi gitra té bao trinh dién khang nguyén va lympho bao T CD4+ non. Hai twong tac 12
bt budc (Viglietta, V. et al. et al. (2007) “Modulating Co-Stimulation”,
Neurotherapeutics 4:666-675; Korman, A.J. et al. (2007) “Checkpoint Blockade in
Cancer Immunotherapy”, Adv. Immunol. 90:297-339). Trong twong tac thir nhat, té bao
trinh dién khang nguyén phai biéu 16 khang nguyén dich lién quan dugc lién két véi
phitc hop twong thich mé chinh ciia t€ bo sao cho né c6 thé lién két vai thy thé t bao

T (“TCR”) cta lymphd bao T CD4+ non. Trong twong tic thir hai, phbi tir cua té bao
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trinh dién khéng nguyén phai lién két v6i thu thé CD28 ctia lympho bao T CD4+ (Dong,
C. etal. (2003) “Immune Regulation by Novel Costimulatory Molecules”, Immunolog.
Res. 28(1):39-48; Lindley, P.S. et al. (2009) “The Clinical Utility Of Inhibiting CD28-
Mediated Costimulation”, Immunol. Rev. 229:307-321). Té bao T hd tr¢ CD4+ nhan
biét dugc ca hai tin hiéu kich thich sau dé c6 kha nang dép ung voi xytokin (nhu
Interleukin-2 va Interleukin-12 dé phét trién thanh t& bao Thl. Té bao nay tao ra
interferon-gama (IFN-y) va yéu t gy hoai tir khdi u alpha (TNF-a), didu tiét cac dap
g viém véi té bao dich biéu hién khang nguyén dich. Qua4 trinh hoat hoa va tdng sinh
té bao B ciing x4y ra, dAn dén viéc tao ra khang thé dic hiéu déi voi khang nguyén dich
(BeARNTrd, A. et al. (2005) “T and B Cell Cooperation: A Dance of Life and Death”,
Transplantation 79:58-S11). Khi khong c6 ca hai tin hiéu kich thich ddng thoi trong qué
trinh gin TCR, té bao T tién vao trang thai khong dép Gng chtc ning, duge goi 12 tinh
khong di Gng vo tinh (Khawli, L.A. et al. (2008) “Cytokine, Chemokine, and Co-
Stimulatory Fusion Proteins for the Immunotherapy of Solid Tumors”, Exper.
Pharmacol. 181:291-328). Theo céc tinh trang bénh 1y, t€ bao Th1 12 nhan t§ quan trong
& nhiéu bénh tu mién dic hiéu di véi co quan khac nhau, nhu bénh déi thao dudng typ
I, viém da khép dang thdp va bénh da xo cing (Dong, C. et al. (2003) “Immune
Regulation by Novel Costimulatory Molecules”, Immunolog. Res. 28(1):39-48).

I. Ho chung B7 va B7-H3

Viéc nghién ctru vé phdi tir ctia thy thé CD28 da din dén viéc mé ta dic diém
nhém cac phén i lién quan di dugc biét dén 13 ho chung B7 (Coyle, A.J. et al. (2001)
“The Expanding B7 Superfamily: Increasing Complexity In Costimulatory Signals
Regulating T Cell Function”, Nature Immunol. 2(3):203-209; Sharpe, A.H. et al. (2002)
“The B7-CD28 Superfamily”, Nature Rev. Immunol. 2:116-126; Greenwald, R.J. et al.
(2005) “The B7 Family Revisited”, Ann. Rev. Immunol. 23:515-548; Collins, M. et al.
(2005) “The B7 Family Of Immune-Regulatory Ligands”, Genome Biol. 6:223.1-223.7,
Loke, P. et al. (2004) “Emerging Mechanisms Of Immune Regulation: The Extended
B7 Family And Regulatory T Cells.” Arthritis Res. Ther. 6:208-214; Korman, A.J. et
al. (2007) “Checkpoint Blockade in Cancer Immunotherapy”, Adv. Immunol. 90:297-
339; Flies, D.B. et al. (2007) “The New B7s: Playing a Pivotal Role in Tumor
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Immunity”, J. Immunother. 30(3):251-260; Agarwal, A. et al. (2008) “The Role Of
Positive Costimulatory Molecules In Transplantation And Tolerance”, Curr. Opin.
Organ Transplant. 13:366-372; Lenschow, D.J. et al. (1996) “CD28/B7 System of T
Cell Costimulation”, Ann. Rev. Immunol. 14:233-258; Wang, S. et al. (2004) “Co-
Signaling Molecules Of The B7-CD28 Family In Positive And Negative Regulation Of
T Lymphocyte Responses”, Microbes Infect. 6:759-766). Hién nay c6 bay thanh vién
thudc ho nay: B7.1 (CD80), B7.2 (CD86), phdi tit kich thich ddng thoi cam Gmg duge
(ICOS-L), phéi tir gdy chét theo chwong trinh 1 (PD-L1), phéi ti gy chét theo chwong
trinh 2 (PD-L2), B7-H3 va B7-H4 (Collins, M. et al. (2005) “The B7 Family Of
Immune-Regulatory Ligands”, Genome Biol. 6:223.1-223.7).

Céc thanh vién thudc ho B7 1a c4c thanh vién thudc ho chung véi mién gidng
globulin mién dich V va globulin mién dich C (vi dy, IgV-IgC) (Sharpe, A.H. et al.
(2002) “The B7-CD28 Superfamily”, Nature Rev. Immunol. 2:116-126). M&i mién IgV
va IgC ciia c4c thanh vién thudc ho B7 dugc ma hod bdi mdt exon, véi cic exon bd sung
m3 hod trinh ty din diu, mién xuyén mang va thudc chit t& bao. Mién thudc chét té bao
nay ngan, c6 d dai tir 19 dén 62 gbc axit amin va c6 thé dugc ma hoa béi nhidu exon
(Collins, M. et al. (2005) “The B7 Family Of Immune-Regulatory Ligands”, Genome
Biol. 6:223.1-223.7). B7-H3 dic trung & chd dang chinh & ngudi chtra hai mién IgV-
IgC néi tiép ngoai bao (tic 13 IgV-IgC-IgV-IgC) (Collins, M. et al. (2005) “The B7
Family Of Immune-Regulatory Ligands”, Genome Biol. 6:223.1-223.7). C4c thanh vién
cua ho B7 dugc du doén s€ tao ra dime cung loai lién tiép, khong cdng hoa tri & bé mat

té bao, va dime nay da dugc phat hién theo B7-1 (CD80) va B7-2 (CD86).

B7-1 (CD80) va B7-2 (CD86) c6 tinh dic hiéu kép dbi voi thu thé CD28 kich
thich va thy thé CTLA-4 (CD152) trc ché (Sharpe, A.H. et al. (2002) “The B7-CD28
Superfamily”, Nature Rev. Immunol. 2:116-126).

Mic dit ban dAu cho rang chi ¢6 2 mién Ig (IgV-IgC) (Chapoval, A. et al. (2001)
“B7-H3: A Costimulatory Molecule For T Cell Activation and IFN-y Production”,
Nature Immunol. 2:269—274; Sun, M. et al. (2002) “Characterization of Mouse and
Human B7-H3 Genes”, J. Immunol. 168:6294-6297), bién thé cia mién ngoai bao chira
bbn globulin mién dich (“4Ig-B7-H3”) d dugc nhan dang va duoc phat hién 13 dang



30003

protein & ngudi phd bién (Sharpe, A.H. et al. (2002) “The B7-CD28 Superfamily”,
Nature Rev. Immunol. 2:116-126). Khéng c¢6 su khéc biét v& mit chirc ning gitta hai
dang nay, do dang chudt tu nhién (2Ig) va dang 4Ig cua ngudi bidu hién chic ning
tuong tu nhau (Hofmeyer, K. et al. (2008) “The Contrasting Role Of B7-H3”, Proc.
Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 105(30):10277-10278). Phan tir 4Ig-B7-H3 trc ché qué trinh
ly giai té bao ung thu qua trung gian té bao diét ty nhién (Castriconi, R. “Identification
Of 4Ig-B7-H3 As A Neuroblastoma-Associated Molecule That Exerts A Protective
Role From An NK Cell-Mediated Lysis”, Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 101(34):
12640-12645). B7-H3 ctia ngudi (dang 2Ig) da duoc phat hién 13 thuc ddy qua trinh
hoat ho4 t& bao T va tao ra IFN-y bang cach lién két v6i thu thé gia dinh trén té bao T
da hoat hod (Chapoval, A. et al. (2001) “B7-H3: A Costimulatory Molecule For T Cell
Activation and IFN-y Production”, Nature Immunol. 2:269-274; Xu, H. et al. (2009)
“MicroRNA miR-29 Modulates Expression of Immunoinhibitory Molecule B7-H3:
Potential Implications for Immune Based Therapy of Human Solid Tumors”, Cancer
Res. 69(15):5275-6281). Ca B7-H4 va B7-H1 déu 14 chét &c ché hiéu nghiém c6 chirc
ning mién dich khi dugc biéu hién trén té bao u (Flies, D.B. et al. (2007) “The New
B7s: Playing a Pivotal Role in Tumor Immunity”, J. Immunother. 30(3):251-260).

Co ché hoat dong ctia B7-H3 12 ¢ dang phtrc hop do protein diéu tiét ca qua trinh
kich thich ddng thdi va qué trinh &c ché ddng thoi té bao T (Hofmeyer, K. et al. (2008)
“The Contrasting Role Of B7-H3”, Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 105(30):10277-
10278; Martin-Orozco, N. et al. (2007) “Inhibitory Costimulation And Anti-Tumor
Immunity”, Semin. Cancer Biol. 17(4):288-298; Subudhi, S.K. et al. (2005) “The
Balance Of Immune Responses: Costimulation Verse Coinhibition”, J. Mol. Med.
83:193-202). B7-H3 khéng nhitng lién két v6i san phidm phién ma giéng (TREM) 2
(TLT-2) va kich thich dong thdi qué trinh hoat hoé té bao T, ma con lién két véi (cac)
thu thé chua duoc nhin dang dé diéu tiét qua trinh &rc ché ddng thoi té bao T. Ngoai ra,
qua tuong tac véi (céc) thu thé chua biét, B7-H3 1a chét wrc ché cua té bao diét ty nhién
va té bao nguyén bao xuong (Hofmeyer, K. (2008) “The Contrasting Role Of B7-H3”,
Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 105(30):10277-10278). Qué trinh trc ché c6 thé thuc
hién qua twong tic v6i thanh vién cia con dwdng truyén tin hiéu chinh ma qua d6 thu

thé t€ bao T (TCR) diéu hoa qua trinh phién ma gen (vi du, cac yéu t6 NFTA, NF-«xB



30003

hodc AP-1).

B7-H3 kich thich ddng thoi qua trinh ting sinh té bao T CD4+ va CD8+. B7-H3
cling kich thich qua trinh tao ra IFN-y va hoat tinh ly gidi CD8+ (Chapoval, A. et al.
(2001) “B7-H3: A Costimulatory Molecule For T Cell Activation and IFN-y
Production”, Nature Immunol. 2:269-274; Sharpe, A.H. et al. (2002) “The B7-CD28
Superfamily”, Nature Rev. Immunol. 2:116-126). Tuy nhién, protein nay ciing cé kha
ning hoat dong qua cic yéu t6 NFAT (véu t6 nhan cho té bao T da hoat hoa), NF-«xB
(yéu t6 nhan kapa B), va AP-1 (protein hoat hoé 1) dé trc ché qua trinh hoat hoa té bao
T (Yi. K.H. et al. (2009) “Fine Tuning The Immune Response Through B7-H3 And B7-
H4”, Immunol. Rev. 229:145-151). B7-H3 is also believed to inhibit Th1, Th2, or Th17
in vivo (Prasad, D.V. et al. (2004) “Murine B7-H3 Is A Negative Regulator Of T Cells”,
J. Immunol. 173:2500-2506; Fukushima, A. et al. (2007) “B7-H3 Regulates The
Development Of Experimental Allergic Conjunctivitis In Mice”, Immunol. Lett.
113:52-57; Yi. K.H. et al. (2009) “Fine Tuning The Immune Response Through B7-H3
And B7-H4”, Immunol. Rev. 229:145-151). C4c nghién ctru doc 1ap da cho thiy té bao
u 4c tinh & nguoi thé hién sy gia ting rd rét vé su biéu hién protein B7-H3 va su biéu
hién gia ting nay c6 lién quan dén mirc trAm trong clia bénh ting 1én (Zang, X. (2007)
“The B7 Family And Cancer Therapy: Costimulation And Coinhibition”, Clin. Cancer
Res. 13:5271-5279), @ xuét rang B7-H3 dugc khdi u lgi dung 1am con dudng 14n tranh
mién dich (Hofmeyer, K. (2008) “The Contrasting Role Of B7-H3”, Proc. Natl. Acad.
Sci. (U.S.A.) 105(30):10277-10278).

Phan t ma phong bé kha ning lién két cta phan tir B7 véi thy thé t& bao T (vi
du, CD28) trc ché hé mién dich va da duogc dé xudt 1am phuong phép diéu tri bénh tyu
mién (Linsley, P.S. et al. (2009) “The Clinical Utility Of Inhibiting CD28-Mediated Co-
Stimulation”, Immunolog. Rev. 229:307-321). Té bao u nguyén bao than kinh biéu hién
41g-B7-H3 d dugc xit Iy v6i khang thé khang 41g-B7-H3 min cim hon véi té bao NK.
Tuy nhién, khong r li€u hoat tinh nay c6 thé 1a chi do khang thé khang dang 41g-B7-
H3 hay khong vi tt ca cac khang thé d3 bao céo dugc lam khang 4Ig-B7-H3 cling lién
két v6i dang gibng hai Ig cia B7H3 (Steinberger, P. et al. (2004) “Molecular
Characterization of Human 4Ig-B7-H3, a Member of the B7 Family with Four Ig-Like
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Domains”, J. Immunol. 172(4): 2352-2359 va Castriconi et al. (2004) “Identification
Of 41g-B7-H3 As A Neuroblastoma-Associated Molecule That Exerts A Protective
Role From An NK Cell-Mediated Lysis”, Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.)
101(34):12640-12645).

B7-H3 khong dugc biéu hién trén t& bao B hoic t& bao T nghi, bach cu don
nhén to hoic t& bao dudi gai, nhung n6é dwgc cam Gng trén t€ bao dudi gai boi IFN-y va
trén bach cAu don nhan to bdi GM-CSF (Sharpe, A.H. et al. (2002) “The B7-CD28
Superfamily”, Nature Rev. Immunol. 2:116-126). (Cac) thu thé lién két véi B7-H3
khong duge mo ta ddy du. Nghién ctu trude ddy di dé xudt ring mot thy thé nhu vay
s& cin phai dugc diéu hoa ting nhanh va ngin trén t& bao T sau khi hoat hod (Loke, P.
et al. (2004) “Emerging Mechanisms Of Immune Regulation: The Extended B7 Family
And Regulatory T Cells.” Arthritis Res. Ther. 6:208-214). Géan déy, thu thé phién ma
giéng (TREM) 2 (TLT-2 hoic TREML2) (King, R.G. et al. (2006) “Trem-Like
Transcript 2 Is Expressed On Cells Of The Myeloid/Granuloid And B Lymphoid
Lineage And Is Up-Regulated In Response To Inflammation”, J. Immunol. 176:6012-
6021; Klesney-Tait, J. et al. (2006) “The TREM Receptor Family And Signal
Integration”, Nat. Immunol. 7:1266-1273; Yi. K.H. et al. (2009) “Fine Tuning The
Immune Response Through B7-H3 And B7-H4”, Immunol. Rev. 229:145-151), dugc
bidu hién trén tiy bao da dwoc cho thiy 1a c6 kha nang lién két v6i B7-H3, va nho d6
kich thich ddng thoi qua trinh hoat ho4 té bao T CD8+ mdt cach cu thé (Zang, X. et al.
(2003) “B7x: A Widely Expressed B7 Family Member That Inhibits T Cell Activation”,
Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 100:10388-10392; Hashiguchi, M. et al. (2008)
“Triggering Receptor Expressed On Myeloid Cell-Like Transcript 2 (TLT-2) Is A
Counter-Receptor For B7-H3 And Enhances T Cell Responses”, Proc. Natl. Acad. Sci.
(U.S.A.) 105(30):10495-10500; Hofmeyer, K. et al. (2008) “The Contrasting Role Of
B7-H3”, Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 105(30):10277-10278).

Ngoai sy biéu hién ctia né trén té bao u nguyén bao than kinh, B7-H3 cla nguoi
con duoc biét 1a duge biéu hién trén nhiéu té bao ung thu khac nhau (vi dy, ung thu da
day, ung thu budng tring va ung thu phéi té bao khong nhd). Sy biéu hién protein B7-

H3 da duge phat hién theo cich md mién dich ¢ dong té bao u (Chapoval, A. et al.
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(2001) “B7-H3: A Costimulatory Molecule For T Cell Activation and IFN-y
Production”, Nature Immunol. 2:269-274; Saatian, B. et al. (2004) “Expression Of
Genes For B7-H3 And Other T Cell Ligands By Nasal Epithelial Cells During
Differentiation And Activation”, Amer. J. Physiol. Lung Cell. Mol. Physiol. 287:L217-
1.225; Castriconi et al. (2004) “Identification Of 4Ig-B7-H3 As A Neuroblastoma-
Associated Molecule That Exerts A Protective Role From An NK Cell-Mediated
Lysis”, Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 101(34):12640-12645); Sun, M. et al. (2002)
“Characterization of Mouse and Human B7-H3 Genes”, J. Immunol. 168:6294-6297).
Su biéu hién mARN d3 dugc phat hién & té bao tim, than, tinh hoan, phéi, gan, tuy,
tuyén tién liét, rudt két va nguyén bao xuong (Collins, M. et al. (2005) “The B7 Family
Of Immune-Regulatory Ligands”, Genome Biol. 6:223.1-223.7). O murc d0 protein, B7-
H3 dugce tim thiy & gan, phdi, bang quang, tinh hoan, tuyén tién liét, vii, nhau thai va
cac co quan bach huyét cia ngudi (Hofmeyer, K. et al. (2008) “The Contrasting Role
Of B7-H3”, Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 105(30):10277-10278).

IL. Khang thé tri liu

Ngoai tic dung da biét ciia ching trong chdn doan, khang thé da dugc cho thay
1a hitu dung duéi dang chét trj liéu. Vi dy, liéu phap mién dich, hodc viéc sir dung khang
thé cho muc dich trj lidu d4 dugc st dung trong nhitng ndm gln day dé didu tri bénh
ung thu. Liéu phap mién dich thy dong bao gdm viéc st dung khang thé don dong trong
diéu tri bénh ung thu (vi dy, xem tai liéu DEVITA, HELLMAN, VA ROSENBERG'S CANCER:
PRINCIPLES & PRACTICE OF ONCOLOGY, EIGHTH EDITION (2008), DeVita, V. et al. Eds.,
Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia, PA, pp. 537-547, 2979-2990). Khang thé
nay co thé c6 hoat tinh sinh hoc tri liéu ¢b hiru nho ca su tc ché truc tiép qua trinh phat
tridn hodc sbng sot cia té bao u va kha nang cua khang thé nay trong viéc thu dugc hoat
tinh tiéu diét té bao ty nhién cta hé mién dich cta co thé. Cac chét nay c6 thé dugc sir
dung riéng hodc két hop v6i chéat phéng xa hodc hod tri. Rituximab va Trastuzumab,
dugc phé duyét dé diéu tri u bach huyét khong phai dang Hodgkin va ung thu vi, lan
luot 12 vi du vé cac chét tri liéu nay. Theo cach khac, khang thé c6 thé duoc sir dung dé
tao ra thé tiép hop khang thé trong d6 khang thé dugc lién két v6i chat doc va dinh

huéng chét nay dén khdi u bing cach lién ket dic hiéu v6i khoéi u nay. Gemtuzumab
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ozogamicin 13 vi du vé thé tiép hop khéng thé da phé duyét duge sit dung dé diéu tri
bénh bach cau.

Khang thé don dong ma lién két v6i té bao ung thu va c6 phwong phép sit dung
tiém nadng trong chin doan va tri liéu da duoge boc 10 (vi du, xem céc don yéu cu cép
patent sau day, khong ké truong hop khac, boc 16 mot s6 phén tir khéi ctia céc protein
dich: Patent My s 6,054,561 (c-erbB-2 (Her2) c6 kich thuéc 200 kD va cac khéng
nguyén chua biét khac c6 kich thugc tir 40 dén 200 KD) va Patent M sb 5,656,444
(protein bao thai ung thu cé kich thuéc 50 kD va 55 kD)). Vi du vé khéang thé trong cac
thir nghiém 1am sang vad/hodc dugc phé duyét dé didu tri khdi u rén bao gdm:
Trastuzumab (khang nguyén: 180 kD, HER2/neu), Edrecolomab (khang nguyén: 40-50
kD, Ep-CAM), khang thé khang tiéu cdu chét béo trong sita ngudi (HMFGI) (khéng
nguyén &gt; 200 kD, HMW Mucin), Cetuximab (khang nguyén: 150kD va 170kD, thu
thé EGF), Alemtuzumab (khédng nguyén: 21-28 kD, CD52), va Rituximab (khang
nguyén: 35 kD, CD20).

Khang nguyén dich cla trastuzumab (thu th8 Her-2) dugc st dung dé diéu tri
bénh ung thu vu va cetuximab (thu thé EGF) trong thir nghiém 14m sang dé diéu tri cac
bénh ung thu ¢6 mat vai mirc phéat hién dwoc nao do & s6 lugng 16n mo ciia ngudi trudng
thanh binh thudng bao gdm da, rudt két, phdi, budng tring, gan va tuy. Bién d6 an toan
trong qué trinh sir dung cac chit tri liéu nay c6 thé dugc dua ra nho chénh léch vé mirc
d6 biéu hién khang nguyén hoiic vé su tiép can hodc hoat tinh ctia khang thé tai cac vi
tri nay.

Mot loai liéu phap mién dich khac 1a liéu phap mién dich chi dong, hodc dung
vacxin, voi khang nguyén xuét hién & (c4c) bénh ung thu cu thé hodc ciu tric ADN ma
diu khién qua trinh bidu hién khang nguyén, ma sau d6 gay ra dép ung mién dich & c4
thé, tirc 12 khién cho c4 thé nay chii dong tao ra khing thé chéng ung thu cta chinh
minh. Mién dich chi dong khong dugc st dung mot cach thuong xuyén nhu liéu phap
mién dich thu dong hoic doc t6 mién dich.

Cé4c m6 hinh v& tién trinh bénh (bao gdm bénh ung thu) dugce dé xuét. Ly thuyét
bao gdm tlr nguyén nhan bdi mot bién ¢ 1ay nhidm/bién nap dén su tién trién cua loai

md “gidng bénh” hodic “giong bénh ung thu” ting dan cudi ciing 1a dan dén m6 hinh ¢6
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kha ning hoan toan gy bénh hoic 4c tinh. Mot s& ngudi tranh luan rang v6i bénh ung
thw, vi dy, mot bién cb dot bién 1 dt dé gy 4c tinh, trong khi nhitng ngudi khéc tranh
ludn ring c4c thay dbi tiép d6 ciing 14 can thiét. Mot s6 khac dé xuét rang can phai lam
ting tai trong dot bién va phan hang khéi u cho qua trinh khéi phét ciing nhu tién trinh
cia bénh ung thu qua céc bién cb chon loc dot bién lién tuc & mirc do té bao. Mot sb
dich ung thu chi dugc phat hién & md u, trong khi cac dich khic c6 mét & cadc md thudong
va dugc didu hoa tang va/hodc dugc biéu hién qua mirc & md u. Trong nhiing trudng
hop nay, mdt s6 nha nghién ctru d& xut rang sy biéu hién qua mirc c6 lién hé véi viéc
méc phai bénh 4c tinh, trong khi nhitng ngudi khac d& xuét ring sy biéu hién qui mic

chi 14 danh d4u xu hudng trén con dudng din dén tinh trang bénh ngdy cang gia tang.

Trong mdt sb truong hop, dich ung thu, nhu céc protein gdy ung thu
(oncoprotein) dugc bidu hién hodc dugce bidu hién qua muc & khdi u, da dugc cho thiy
13 c6 mit trong qué trinh phat trién phoi va bio thai va déng vai trd 1am chit diéu hoa
qua trinh sinh trudng va biét hod. Mot s6 nha nghién ctru da phét hién ra rang su biéu
hién c4c protein giy ung thu nay trong qué trinh phat trién phoi thai va bao thai dugc
xem 12 bj gi6i han & cac md cu thé va ciing bi gi6i han & cac giai doan cu thé ctia qua
trinh phét trién. Tréi lai, su biéu hién cAc protein giy ung thu ndy & ngudi trudng thanh
da dugc cho théy 1a c6 lién quan dén sy biéu hién qua mirc trong qua trinh phat trién

khoi u va/hodc sy sai hong cia céac protein e ché khoi u.

Khang thé chin doan va/hodc tri lidu Iy twdng sé& 1a déc hiéu d6i voi khang nguyén
¢6 mit & s& lwong 16n bénh ung thu, nhung khong c6 hodc chi c6 mit & mirc thép & mod
thuong bit ky. Viéc phét hién, md ta dic diém va phén lap khang thé méi c6 kha ning
lién két v6i khang nguyén ma lién quan dic biét dén (cac) bénh ung thu ¢ thé hitu dung
theo nhiéu cach. Trudce tién, khang thé cAn mang hoat tinh sinh hoc khéng té bao ung
thu nay va c6 thé thu dugc dép tmg mién dich dé tir 46 didu tri bénh. Khang thé nay c6
thé dugc sir dung 1am chét tri liéu duy nhét hozic két hop véi cac phuong phap diéu tri
hién nay hodc dugc sir dung dé tao ra th& tiép hop mién dich dugc lién két véi chét doc.
Khéng thé c6 ciing do dic hiéu nhung khdng c6 hodic ¢6 hoat tinh sinh hoc thip khi
duoc dung riéng cling co thé hitu dung & chd khang thé c6 thé dugc sir dung dé tao ra

thé tiép hop mién dich véi chét ddng vi phéng xa, doc t6 hodc chét hod tri hodc liposom
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chtra chét ho4 tri, v&i dang tiép hop nay mang hoat tinh sinh hoc nh¢ viéc khang thé

dinh hudng doc t6 dén té bao chira khang nguyén.

Nhu néu trén, khang thé va cac phan tir khéc lién két dic hiu véi B7-H3 da duoc
mo ta (xem Patent My s6 7,527,969; 7,368,554; 7,358,354; va 7,279,567; Cong b6 don
sang ché My s6 US 20090087416; US 20090022747, US 20090018315;
US2008116219;  US20080081346;  US  20050202536;  US20030103963;
US20020168762; Cong bd don PCT s6 WO 2008/116219; WO 2006/016276; WO
2004/093894; WO 04/001381; WO 2002/32375; WO 2002/10187 va WO
2001/094413; EP 1292619B; Modak, S. et al. (March 1999) “Disialoganglioside GD2
And Antigen 8H9: Potential Targets For Antibody-Based Immunotherapy Against
Desmoplastic Small Round Cell Tumor (DSRCT) And Rhabdomyosarcoma (RMS)”,
Proceedings Of The American Association For Cancer Research Annual Meetiﬁg, Vol
40:474 (90" Annual Meeting Of The American Association For Cancer Research;
Philadelphia, Pennsylvania, US; April 10-14, 1999; Modak, S. et al. (March 2000)
“Radioimmunotargeting To Human Rhabdomyosarcoma Using Monoclonal Antibody
8H9”, Proc. Am. Assoc. Cancer Res.41:724; Modak, S. et al. (2001) “Monoclonal
Antibody 8H9 Targets A Novel Cell Surface Antigen Expressed By A Wide Spectrum
Of Human Solid Tumors”, Cancer Res. 61(10):4048-4054; Steinberger, P. et al. (2004)
“Molecular Characterization of Human 4Ig-B7-H3, a Member of the B7 Family with
Four Ig-Like Domains”, J. Immunol. 172(4):2352-2359; Xu, H. et al. (2009)
“MicroRNA miR-29 Modulates Expression of Immunoinhibitory Molecule B7-H3:
Potential Implications for Inmune Based Therapy of Human Solid Tumors”, Cancer

Res. 69(15):5275-6281).

Tuy nhién, mdt khia canh mong muén v& khang thé chin doén va/hodc tri liéu Ly
tudng s& 1a phét hién va mo ta dac diém cua khang thé méi c6 kha ning didu tiét va dac
biét 13 tang cudng qua trinh hoat hoa h¢ mién dich khang té bao ung thw (dic biét 1 t&
bao ung thu ciia ngudi) ma li€n quan dén nhiéu bénh ung thu. Cac ché phdm nhur vay
cling hitu dung trong viéc phat trién thubc (vi dy, phan tir nho) va con md ta dic diém

clia qué trinh didu hoa, phat trién va qua trinh biét hod té bao.

Do d6, mic du ¢6 cac wu diém trude diy, van c6 nhu cau vé che pham cai tién
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¢6 kha nang lién két véi té bao ung thur va tao didu kién thuén loi hoic diéu tiét dap tng
mién dich khang té bao ung thu. Céc ché phdm niy c6 thé dugc sit dung dé chin doan
va didu tri bénh ung thu. Dua trén cac phét hién duge boc 1§ ¢ day, con tdn tai nhu ciu
v& ché phdm m&i nhéan dang hai dich trén bé mit t& bao mdt cach dic hidu va nho d6 c6
thé didu bién, bang cach lam gidm hoic ting cudng, kha nang cua B7-H3 trong viéc
didu tiét qua trinh hoat ho4 té bao T hoic bing cach nhan dang va tiéu diét té bao ung
thu ma biéu hién B7-H3. Muc dich cta sang ché 1a xac dinh céc ché phim nay. Muc
dich khac cua sang ché 14 dé xuit hop chit méi d8 sir dung trong thir nghiém biéu hién

B7-H3.

Nhu duge néu chi tiét dudi ddy, sang ché dé cap dén khang thé méi, cu thé 1a
bao gdm chét phan tmg ddi muc tiéu c6 4i lyc kép (“DART™Ss”) bao gbm tac nhan diéu
bién qua trinh hoat hoa té bao T B7-H3, ma c6 kha ning anh hudng dén qué trinh hoat
ho# t& bao T ciing nhu khang thé méi lién két véi thu thé B7-H3 cia té bao ung thw va
tao diéu kién thuan loi hoic didu tiét qua trinh chét cua t& bao. Sang ché @& xuét ché

pham nay va viéc st dung chung trong chén doén va diéu tri bénh nhu bénh ung thu,
Bién chét k§y thuit ciia sing ché

Sang ché d& xuét khang th8 va manh khang thé ma phan tmg mién dich véi thu
thd B7-H3 ctia dong vat c6 vi, va cu thé hon 1a thu thé B7-H3 cla ngudi va viée st
dung chiing, cu thé 1a trong diéu tri bénh ung thu va chiing viém. Do d6, sang ché dé
cap cu thé khang thé c6 phan tng véi B7-H3 duge bién dbi gidng nhu cla nguvi va
manh phan tng mién dich cua khang thé nay ma c6 kha ning diéu tiét, va tot hon nita
néu ting cudng qua trinh hoat hoa hé mién dich nhdm khéng té bao ung thu c6 lién quan

dén nhiéu bénh ung thu khic nhau & ngudi.

Cu thé, sang ché dé xuét khang thd dugc phén l4p hodc manh phan tmg mién
dich cta khang thé, trong d6 khang thé dugc phan lap hodic manh nay chira mién bién
ddi lien két dic hiu véi mién ngoai bao cua B7-H3, trdng d6 khéng thé nay canh tranh
@8 lién két voi B7-H3 v6i khang thé bét ky trong sb cic khang thé: BRCA69D,
BRCAZ84D hodc PRCA157.

Sang ché ciing dé xuét khang thé dugc phan 1ap néu trén hodc manh phan tng

mién dich cta khang thé, trong d6 khéng thé hodc manh nady gém mién bién doi chua:
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(A) CDR: (SEQID NO: 21), CDR: (SEQ ID NO: 23) va CDR3 (SEQ ID NO:
25) cia chudi nhe cia BRCA69D va CDR; (SEQ ID NO: 29), CDR: (SEQ ID NO: 31)
va CDR3 (SEQ ID NO: 33) ciia chudi ning cia BRCA69D;

(B) CDR: (SEQ ID NO: 5), CDR: (SEQ ID NO: 7) va CDR3 (SEQ ID NO:
9) ctia chudi nhe cia BRCA84D va CDR; (SEQ ID NO: 13), CDR: (SEQ ID NO: 15)
va CDR3 (SEQ ID NO: 17) cua chudi niing cia BRCA84D; hoic

(C) CDR; (SEQID NO: 37), CDR2 (SEQ ID NO: 39) va CDR3 (SEQ ID NO:
41) ctia chudi nhe ciia PRCA157 va CDR; (SEQ ID NO: 45), CDR2 (SEQ ID NO: 47)
va CDR3 (SEQ ID NO: 49) ctia chudi ning ctia PRCA157.

Séang ché con dé xut khang thé duoc phan 14p hodic méanh phan tng mién dich
bét ky trong s cac khang thé duoc phan 1ap hogic cdc méanh khang thé néu trén, trong
d6 khang thé nay lién két véi B7-H3 dugc biéu hién ndi sinh trén bé mit ctia té bao ung

thu.

Sang ché con dé xuét bat ky trong sd cac khéng thé duoc phan 1ap hodc cac manh
phén tmg mién dich cia khang thé néu trén, trong d6 khang thé nay lién két véi B7-H3

ma duoc thu nhan khi lién két véi B7-H3 dugc bidu hién trén bé mit cia té bao ung thur.

Séang ché ciing d2 xuét bét ky trong sd cic khang thé duoc phan 14p hodc cac
manh phan tng mién dich ciia khéng thé néu trén, 12 khang thé don dong dugc bién ddi

giong nhu clia nguoi.

Sang ché con dé xuét bat ky trong sd cac khéng thé dugc phan 1ap hodic cdc manh
phan tmg mién dich cua khang thé néu trén, trong d6 khang thé nay 1a khéng thé bién
dbi chtra ving IgG1 Fc bién thé ctia ngudi, trong d6 ving IgG1 Fc bién thé cua ngudi
nay bao gbm it nhat mot bién ddi axit amin so véi ving Fec cia khang thé gbc, bién dbi
axit amin nay bao gdm (c4c) bién dbi axit amin 1am thay dbi 4i lyc hodc tdng 4i luc ciia
viing Fc bién thé @& lién két voi FeyR sao cho khang thé bién ddi biéu hién chire nang

tac dong duoc cai thién so voi khang the gbe.

Sang ché ciing @& xuét bt ky trong sb cac khang thé duogc phan 14p hodc céac
manh khéang thé phan tng mién dich cta khang thé néu trén, trong d6 bién ddi viing Fc

bao gom:
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A) it nhit mét dot bién thé dugc chon tir nhém bao gém:
(1) F243L; (5) Y300L;
(2) D270E; (6) V305I;
(3) R292P; (7)  A330V;va
(4) S298N; (8) P396L;
B) it nhét mot dot bién thé hai géc axit amin, dot bién thé nay duoc chon tir nhém
bao gdm:
(1) F243L vaP396L;
(2) F243L vaR292P; va
(3) R292P va V305I;
C it nhét mot dot bién thé ba géc axit amin, dot bién thé nay dugc chon tir nhém
bao gdm:
(1)  F243L, R292P va Y300L;
(2) F243L,R292P va V3051,
(3) F243L,R292P va P396L; va
(4 R292P, V3051 va P396L;
(D) it nhAt mdt dot bién thé bbn gbc axit amin, dot bién thé ndy dugc chon tir nhém
bao gbm:
(1) F243L,R292P, Y300L va P396L; va
(2) F243L,R292P, V3051 va P396L;
hoac
(E)  dotbién thé it nhit 1a nam gdc axit amin: F243L, R292P, Y300L, V3051 va P396.
Sang ché ciing dé xuét khang thé néu trén, trong d6 khang thé nay bao gdm dot
bién thé:

(A) F243L, R292P va Y300L;
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(B) L235V,F243L, R292P, Y300L va P396L; hodc
(C) F243L,R292P, Y300L, V305I va P396L.
Séang ché con dé xuét khing thé néu trén, trong d6 khang thé nay bao gbm:

(A) mién bién dbi chira CDR; (SEQ ID NO: 5), CDR: (SEQ ID NO: 7) va
CDR; (SEQ ID NO: 9) ciia chudi nhe cia BRCA84D va CDRi (SEQ ID
NO: 13), CDR; (SEQ ID NO: 15) va CDR3 (SEQ ID NO: 17) cia chudi
nang cua BRCA84D; va
(B) bién ddi ving Fc ¢6 dot bién thé: L235V, F243L, R292P, Y300L va
P396L.
Sang ché con dé xuét khang thé néu trén, trong d6 khang thé nay 12 khang thé thé
kham hoic khang thé dugc bién dbi gibng nhu cia ngudi.
Séng ché con d& xuét khang thé duoc phan 1ap néu trén hodc manh phan ung
mi2n dich ctia khang thé nay, trong d6 khang thé chira:
(A)  chudi nhe bién dbi c6 trinh ty axit amin hBRCA84D-2 VL (SEQ ID NO:
89);
(B)  chudining bién dbi c6 trinh ty axit amin hBRCA84D-2 VH (SEQ ID NO:
99); va
(C)  ving Fc ¢6 dbt bién thé: 1235V, F243L, R292P, Y300L va P396L.
Sang ché ciing dé xuét t& bao lai tiét khang thé don dong ma lién két dic hiéu véi
mién ngoai bao cua B7-H3, trong d6 khang thé nay canh tranh d8 lién két v6i B7-H3
v6i khéang thé bat ky trong sb cac khang thé: BRCA69D, BRCA84D hoic PRCA157.

Séang ché ciing dé xut phan tir axit nucleic ma hoa khéng thé duoc phan 13p hodc
manh phan tmg mién dich bat ky trong sb cac khang thé dugc phan 1ap hodc manh phan
g mién dich néu trén.

Sang ché con d& xuAt chét phan tmg d6i muc tiéu c6 4i lyc kép (DART™), chét
phan Gng nay bao gbm:

(A) chudi polypeptit I chira mién lién két epitop VL globulin mién dich lién két
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dic hiéu v6i B7-H3 va mién lién két epitop VH lién két ddc hiéu v6i phan

te khac B7-H3; va

(B)  mach polypeptit II chira mién lién két epitop VH globulin mién dich lién
két diic hidu véi B7-H3 va mién lién két epitop VL lién két dic hiéu véi
phan tr khac B7-H3;

trong d6 cac mach polypeptit I va II dugc két hop c6i nhau d tao thanh mién
lién két epitop chirc ning c6 kha nang lién két v4i B7-H3 va phan ti khac B7-
H3.

Séang ché ciing d@ xuét chét phan (ing dbi muc tiéu c6 ai luc kép (DART™) néu
trén, trong d6 phén tir khac B7-H3 ma c6 thé duogc lién két véi DART™ la khang nguyén
khong hoan toan va cu thé trong d6 khdng nguyén khong hoan toan la isothioxyanat

fluorescein.

Sang ché con dé xut chit phan tmg dbi myc tiéu c6 ai luc kép (DART™) néu
trén, trong d6 phan tir khac B7-H3 ma cé thé dugc lién két v6i DART™ la thy thé té
bao T hodc thu thé NKG2D.

Sang ché ciing d@ xuét chét phan tng d6i muc tiéu c6 ai luc kép (DART™) néu
trén, trong d6 phan tir khac B7-H3 ma ¢ thé duogc lién két véi DART™ Ia khang nguyén
lién quan dén khéi u va cu thé 12 khang nguyén lién quan dén khéi u duoc chon tir nhém
bao g(‘“)m A33; ADAM-9; ALCAM; BAGE; beta-catenin; CA125; carboxypeptidaza M;
CD103; CD19; CD20; CD22; CD23; CD25; CD27; CD28; CD36; CD40/CD154;
CD45; CD46; CD5; CD56; CD79a/CD79b; CDK4; CEA; CTLA4; Cytokeratin 8; EGF-
R; EphA2; ErbB1; ErbB3; ErbB4; GAGE-1; GAGE-2; GD2/GD3/GM2; gp100; HER-
2/neu; papilomvirut-E6 cta ngudi; papilomvirut-E7 cua nguoi; Integrin Alpha-V-Beta-
6; JAM-3; KID3; KID31; KSA (17-1A); LUCA-2; MAGE-1; MAGE-3; MART; MUC-
1; MUM-1; N-axetylglucosaminyltransferaza; Oncostatin M; p 15; PIPA; PSA; PSMA;
ROR1; sTn; thy thé TNF-B; thu thé TNF-a.; thu thé TNF-y; thu thé transferin; va thu thé
VEGF.

Séng ché ciing d& xuét phan tir axit nucleic md hod mach polypeptit cta chét

phan tng bt ky trong sb cac chét phan tmg ddi myc tiéu c6 ai luc kép (DART™) néu
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trén.

Séang ché ciing d& xult dugc phdm chira (i) lwong hitu hiéu didu tri cta bat ky
trong s6 khang thé dugc phan 14p hodc manh phan tng mién dich hodc chét phan ting

dbi muc tiéu c6 &i luc kép (DART™s) néu trén va (ii) chit mang dugc dung.

Sang ché ciing dé xuit dugc phim néu trén, trong d6 khang thé nay 13 khang thé
dugce bién dbi gidng nhu ciia ngudi chia:
(A) mién bién dbi chira CDR; (SEQ ID NO: 5), CDR: (SEQ ID NO: 7) va
CDR; (SEQ ID NO: 9) ctia chudi nhe cia BRCA84D va CDR; (SEQ ID
NO: 13), CDR; (SEQ ID NO: 15) va CDR3 (SEQ ID NO: 17) cia chudi
nang cia BRCA84D; va

(B) bién dbi ving Fc c6 dot bién thé: L235V, F243L, R292P, Y300L va
P396L.

Sang ché ciing d8 xuét dugc phém néu trén, trong d6 khang thé nay 13 khéng thé
dugc bién ddi giéng nhu clia ngudi chira:

(A)  chudi nhe bién dbi c6 trinh tu axit amin hBRCA84D-2 VL (SEQ ID NO:

89);
(B)  chubdining bién dbi c6 trinh tw axit amin hBRCA84D-2 VH (SEQ ID NO:
99); va

(C)  ving Fc ¢6 dot bién thé: L235V, F243L, R292P, Y300L va P396L.

Séang ché ciing d& xult duge phim bét ky trong s6 cac dugc phdm néu trén, ma
con chtra mot hogic nhiéu chit chéng ung thu bd sung va cu thé trong d6 chét chéng ung
thu bd sung nay 1a chét ho4 tri, chit xa tri, chét tri liéu hormon hodc chét tri liéu mién
dich.

Séng ché cling md ta viéc st dung bét ky trong s6 khang thé hodc manh phan
tng mién dich hodc chit phan tng d6i muc tiéu c6 ai luc kép (DART™) néu trén trong
chén doan ung thu, trong d6 khang thé dugc phan 14p, manh phan tng mién dich hoic
DART™ dugc dénh ddu dé phat hién dugec.

Sang ché ciing mo ta viéc st dung & trén déc trung & chd bénh ung thu nay dic
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trung & chd c6 mit té bao ung thu dugc chon tir nhém bao gbm té bao ctia khdi u tuyén
thugng than, ung thu lién quan dén AIDS, sacom phin mém phé nang, u t€ bao hinh
sao, ung thu bang quang, ung thu xwong, ung thu ndo va day cot sbng, u ndo di cin, ung
thu v, u thé déng mach canh, ung thu cb tir cung, sacom sun, u nguyén séng, caxinom
t€ bao than ky mau, caxinom thé té bao sang, ung thu rudt két, ung thu truc trang, u md
bao soi lanh tinh tir da, u cAu nhé tao md xo0, u mang nio thét, u Ewing, sacom sun nhﬁy
ngoai xuong, tao Xo Xxuong bét toan, loan san xo xwong, ung thu tii mat hodc bng mat,
ung thu da day, bénh nguyén bao nudi do thai nghén, u té bao mam, ung thu dau va cb,
caxinom gan, u t€ bao dao, sacom Kaposi, ung thu than, bénh bach ciu, u md lanh tinh/u
m&, u md 4c tinh/sacom md, ung thu gan, u bach huyét, ung thu phéi, u nguyén bao tiy,
u hic t6, u mang ndo, ung thu da ndi tiét, da u tuy, hoi chimg loan sén tiy, u nguyén
bao than kinh, u noi tiét thdn kinh, ung thu budng trimg, ung thu tuy, caxinom tuyén
giap dang nhu, u tuyén cén giap, ung thu nhi, u bao thn kinh ngoai vi, u té bao wa crom,
u tuyén yén, ung thu tuyén tién liét, ung thu héc t5 mach nho sau, rdi loan gan hiém
gip, ung thu di cin & than, u hinh giy, sacom co vén, sacom, ung thu da, sacom mo
mém, ung thu té bao vay, ung thu da day, sarcom hoat dich, ung thu tinh hoan, caxinom

tuyén trc, u tuyén tc, ung thu di cin tuyén giap va ung thu t cung.

Sang ché cling mo ta viéc sit dung khang thé hodc manh phan tng mién dich
hoic chit phan tmg dbi muc tidu c6 4i luc kép (DARTTMS) bét ky trong s cac chét néu
trén trong viéc bao ché thudc dé diéu tri hodic ngin nglra bénh ung thu & nguoi bénh.
Sang ché ciing mé ta viéc st dung nay dic trung O chd bénh ung thu nay dic trung &
chd c6 mit té bao ung thu dugce chon tir nhém bao gdm té bao ciia khéi u tuyén thugng
than, ung thu lién quan dén AIDS, sacom phin mém phé nang, u té bao hinh sao, ung
thu bang quang, ung thu xuong, ung thu ndo va day cot sbng, u ndo di cin, ung thu v,
u thé dong mach canh, ung thu c¢b tir cung, sacom sun, u nguyén sdng, caxinom té bao
than ky mau, caxinom thé t& bao sang, ung thu rudt két, ung thu tryc trang, u md bao
soi lanh tinh tir da, u ciu nhd tao mé x0, u mang ndo that, u Ewing, sacom sun nh'?ly
ngoai xuong, tao Xo xuong bt toan, loan san xo xwong, ung thu tai méat hodc 6ng mat,
ung thu da day, bénh nguyén bao nudi do thai nghén, u té bao mam, ung thu diu va cb,
caxinom gan, u té bao dao, sacom Kaposi, ung thu than, bénh bach cAu, u m& lanh tinh/u

m&, u m& 4c tinh/sacom md, ung thu gan, u bach huyét, ung thu phéi, u nguyén bao tiy,
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u hic t6, u mang ndo, ung thu da ndi tiét, da u tuy, hoi chimg loan sén tiy, u nguyén
bao thin kinh, u noi tiét thin kinh, ung thu budng trimg, ung thu tuy, caxinom tuyén
giap dang nhu, u tuyén can giap, ung thu nhi, u bao than kinh ngoai vi, u t& bao ua crom,
u tuyén yén, ung thu tuyén tién liét, ung thu héc t& mach nho sau, rdi loan gan hiém
gip, ung thu di cin & than, u hinh gy, sacom co van, sacom, ung thu da, sacom mo
mém, ung thu té bao vay, ung thu da day, sarcom hoat dich, ung thu tinh hoan, caxinom

tuyén tc, u tuyén wrc, ung thu di cin tuyén giap va ung thu tir cung.

Séang ché ciing mb ta viéc sit dung néu trén dic trung & chd viéc str dung nay con
bao gdm sir dung mdt hodc nhiéu phwong phép didu tri bénh ung thu bd sung dwogc chon

tir nhém bao gdm hoa tri, tri liéu mién dich, xa tri, tri liéu hormon va phau thuat.
M6 ta van tat cac hinh vé

Fig.1A-Fig.1B thé hién két qua danh gia IHC dugc tién hanh trén cdc miu md
tuy, gan, phbi va rudt két binh thudng véi BRCA84D & cac ndng d6 0,625ug/mL va
0,078pg/mL (Fig.1A) va cdc mo tim, thén va thuong than binh thudng véi BRCA84D
& ndng d6 0,625 pg/mL (Fig.1B).

Fig.2 thé hién két qua danh gia ITHC dugce tién hanh trén cdc mau md tuy, v, rudt

két va phdi v6i BRCA84D & cac ndng @b 0,625pg/mL va 0,078pg/mL.

Fig.3A-Fig.3D thé hién sy tiéu diét déi huéng phy thude vao lidu dugc dicu tiét
boi khang thé theo sang ché. Fig.3A-Fig.3B thé hién sy tiéu diét ddi huéng dbi voi té
bao caxinom thin A498 phu thudc vao lidu (v6i PBMC khong hoat dong & thoi diém
18 gio (LDH)) bdi khéng thé don dong phan ung khéang B7-H3 (ty 1€ tac dong:dich la
20:1) Fig.3A: BRCA68D, BRCA69D, PRCA157, GBS, TCR-4420; Fig.3B: OVCA22,
BRCAS84D, TDH6, TES7, TCR-4420). Fig.3C-Fig.3D thé hién sy tiéu diét ddi huéng
d6i v6i t& bao ung thu phbi A549 phu thude theo liéu (v6i PBMC khong hoat dong &
thoi diém 18 gio (LDH)) boi khang thé don dong phan ting khang B7-H3 (ty 1¢ tac
dong:dich 1a 30:1) (Fig.3C: BRCA84D, OVCA22, PRCA157, TES7; Fig.3D: TDH6,
BRCA68D, BRCA69D).

Fig.4A-Fig.4B thé hién kha nang ctia khang thé khang B7-H3 6 thé lién két voi
B7H3-2Ig hoa tan (Fig.4A) va B7TH3-4Ig B7-H3 hoa tan (Fig.4B) (ndng dd khang thé
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12 100 nM). Cht thich: (A) BLAS; (B) BRCA165; (C) BRCA68D; (D) BRCA69D; (E)
BRCA84D; (F) GBS; (G) LUCAL; (H) LUCAS50; (I) OVCA21; (J) OVCA22; (K)
PA20; (L) PRCA123; (M) SG24; (N) SG27; (O) STO9; (P) TDH4 (184-192); (Q)
TDH4; (R) TDHS; (S) TES7. Vi tri thing ding cla chi thich twong quan véi vi tri cia
duong cong tuong Ung.

Fig.5A-Fig.5S minh hoa &i lyc lién két gitta khang nguyén trong dung dich va
khang thé don dong bi bt giit (cac dudng nét lién; B7-H3(41g) 100 nM; cc dudng nét
dut, B7-H3, 100 nM).

Fig.6A-Fig.6I thé hién két qua phan tich BIACORE™ ciia khang thé B7-H3 ¢b
dinh vao B7-H3-2Ig (c4c dudng mau xam nét dut) hoic B7-H3-4Ig (cac dudng mau
den nét 1ién). Khang thé dugc chudn do tir 0,063uM dén 1uM. Thoi gian tinh bang gidy.

Fig.7 12 két qua so sanh phén tich BIACORE™ ctia khang thé PRCA157,
BRCA69D, BLAS, PA20, BRCA84D, GB8 va SG27.

Fig.8 13 két qua so sénh BIACORE™ chimg minh ring khéng thé BRCA68D,
BRCAG69D va PRCA157 khong canh tranh véi BRCA84D dé lién két v6i B7-H3 cua
nguoi.

Fig.9A-Fig.9B thé hién két qua thir nghiém kha ning cta khang thé khang B7-
H3 theo sang ché co thé tré nén dugc thu nhan khi lién két véi té bao ung thu (Fig.9A,
t& bao CSC tuyén tién liét; Fig.9B, té bao tuy Hs700t).

Fig.10A-Fig.10F thé hién kha ning cia khang thé khang B7-H3 theo sing ché
¢6 thé phong bé chéo nhau nhd d6 boc 10 epitop trung 13p hodc khac biét. Mot luong du
gép 10 14n ciia khang thé canh tranh dugc st dung.

Fig.11A-Fig.11B thé hién viéc sip trinh ty cla gbc axit amin ctia chudi nhe bién
dbi (Fig.11A) hoic chudi nang bién déi (Fig.11B) ciia BRCA84D va dén xut dugc bién
dbi gidng nhu cia nguoi cua nod 14 hBRCA84D.

Fig.12 thé hién 4i lyc lién két twong déi ciia cac dn xudt chudi nhe hBRCA84D
12 BRCA84D-3VL, BRCA84D-4VL va BRCA84D-5VL vé6i B7-H3 ctia ngudi.

Fig.13 thé hién 4i lyc lién két tuong dbi ca cdc dan xult cia chudi ning

hBRCAS84D 13 BRCA84D-2VH, BRCA84D-3VH va BRCA84D-4VH véi B7-H3 cua
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nguoi.

Fig.14 thé hién 4i luc lién két twong dbi cta (1) khang thé chira hBRCA84D-
2VL vi hBRCA84D-2VH (céc thit nghiém 1 va 2), (2) BRCAS84D thé kham, (3) khang
thé chita hBRCAS84D-5VL vi BRCA84D-HC thé kham va (4) khang thé chua
hBRCA84D-5VL va hBRCA84D-2VH.

Fig.15 thé hién kha ndng ciia khang thé khang B7-H3 duoc bién ddi giong nhu
cua nguoi dugc bién ddi Fc dé trc ché sy phat trién khéi u cua té bao caxinom bang
quang HT-1197 in vivo trong h¢ md hinh ghép khic loai ¢ chudt. Khang thé
hBRCAS84D-2 duge bién ddi Fc (gdm céc bién ddi Fc 1a 1235V, F243L, R292P, Y300L
va P396L) dugc dung cho chudt nhit (¢ lidu 1 pg/kg, 10pg/kg, hodc 20 pg/kg) vao 7
ngay, 14 ngay, 21 ngay va 28 ngay sau khi cdy té bao ung thu.

Fig.16 thé hién kha ning cta khang thé khang B7-H3 dugc bién d6i gibng nhu
ctia ngudi duge bién dbi Fo d8 (rc ché sy phat trién khéi u cia té bao caxinom than A498
in vivo trong hé mo hinh ghép khéc loai & chudt. Khang thd hBRCA84D-2 dugc bién
i Fc (gdm cac bién ddi Fc 1a L235V, F243L, R292P, Y300L va P396L) dugc ding
cho chu6t nhit (¢ liéu 1 pg/kg, 10pg/keg, hodc 20 pg/kg) vao 7 ngay, 14 ngay, 21 ngay
va 28 ngay sau khi cdy té bao ung thu.

Fig.17A-Fig.17D chimg minh kha nang cia hBRCA84D-2/DART™ khang TCR
(“T-DARTT™”) trong vi€c didu tiét sy tiéu diét dbi hudng dbi véi té bao ung thu phdi
SK-MES-1, t& bao caxinom than A498, té bao ung thu tuyén tién liét LNCaP va té bao
ung thu héc t& UACC-62.

Fig.18A-Fig.18C thé hién sy phéan hity dugc dong hoc ctia khéng thé Mab1 khéng
B7-H3 trong huyét thanh cta chudt nhit duc khong c6 khdi u dyc mCD16-/-,
hCD16A_FOXNI (Fig.18A-Fig.18B). Fig.18C thé hién profin dugc dong hoc dugc du
doan truéc dugc tao ra bing cach sit dung mo hinh 2 thanh phén véi va céc thong s tir
lidu 5mg/kg ¢ 0,1, 0,5, 1, 5 va 10mg/kg.

Fig.19 thé hién su biéu hién twong ddi HER2 va PRCAI135 boi dong ung thu
bang quang HT-1197.

Fig.20 thé hién 4i Iuc lién két clia cac bién thé hBRCA84D ctia khéng thé khang
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B7-H3 véi té bao HT-1197.

Fig.21A-Fig.21C thé hién két qua phén tich ghép khac loai ¢ chudt cho HT-1197.
Nhém gbm 8 chudt nhét cai nhan chét dan thudc hodc dbi ching IgG 10mg/kg, hodc
centuximab & lidu 1, 5 hodc 15mg/kg hodc khéng thé Mab1 khang B7-H3 & liéu 0,1,
0,5, 1, 5 hodc 10mg/kg (Q7D x5). Cac phép do khéi u duge thuc hién cach 3-4 ngay.
Fig.28A thé hién kha ning cua khang thé Mabl khang B7-H3 trong viéc ngin ngira
hoic trc ché su phat trién khdi u trong md hinh ghép khac loai & chudt. So sdnh v6i dbi
ching IgG: Mabl (1 va 5 mg/kg) v6i dbi ching IgG *** tir ngay 51; Mabl (10mg/kg)
voi d6i chimg IgG ** tir ngay 48. Fig.21B thé hién kha ning cia centuximab trong viéc
ngin ngra hodc tc ché sy phét trién khéi u trong mo6 hinh ghép khac loai & chudt.
Cetuximab (7 mg/kg) véi d6i chimg IgG ** tir ngdy 51; Cetuximab (15 mg/kg) véi doi
chimg TgG *** tir ngay 58. Fig.21C so sanh céc két qua thu dugc & lidu t6i da duoc thir

nghiém.

Fig.22A-Fig.22B thé hién su biéu hién twong d6i HER2 va PMSA boi dong ung
thu bang quang HT-1376.

Fig.23 thé hién két qua phén tich ghép khac loai ¢ chudt cho HT-1376. Cac nhém
chudt nhit nhan chat din thudc hoic khang thé Mabl khang B7-H3 1,0 mg/kg (Q7D
x4).

Fig.24 thé hién két qua phan tich ghép khac loai & chudt cho AGS. Cac nhém
chudt nhét nhan chit din thuc hodc 10mg/kg khang thé Mab1 khang B7-H3 & liéu 0,5,
1, 5 hodc 10mg/kg (Q7D x5).

Fig.25 thé hién két qua thi nghiém gay doc té bao in vitro & té bao ung thu phdi
A549 khi & véi cac bién thé hBRCA84D, chBRCA84D va hBRCA84 (Fc Varl) cla
khéang thé khang B7-H3 (ty 16 E:T = 25:1; Té bao tac dong = PBMC ciia ngui; Két qua
doc thitr nghiém LDH).

Fig.26 thé hién két qua phan tich ghép khéc loai & chudt cho A549. Cac nhom
chudt nhét nhan chat din thubc hoic khang thé Mabl khang B7-H3 1,0 mg/kg (Q7D
x4).

Fig.27 thé hién két qua phan tich ghép khéc loai & chudt cho CalLu3. Céc nhom
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chudt nhét nhan chit din thubc hozc khéng thé Mab1 khang B7-H3 0,5, 1 hodc 5 mg/kg
(Q7D x5) hoic dbi chig IgG (10mg/mL).

Fig.28A-Fig.28C thé hién két qua phan tich ghép khac loai & chudt cho té bao
ung thu héc t6 LOX-IMVI. Céc nhém gbm 8 con chudt nhit c4i nhan chit din thudc
hodc dbi ching IgG 5 mg/kg, hodc Docetaxel & lidu 5, 10 hodc 20 mg/kg hodc khang
th& Mab1 khang B7-H3 & 1iéu 0,5, 1, 5 hoic 10mg/kg. Fig.21A thé hién kha ndng clia
khang thé Mabl khang B7-H3 trong viéc ngin nglra hodc e ché sy phét trién khéi u
trong md hinh ghép khéc loai & chudt. Fig.28B thé hién kha ning cua Docetaxel trong
viéc ngan ngua hodc wc ché su phat trién khéi u trong mé hinh ghép khac loai & chudt.

Fig.28C so sanh két qua thu dugc & liéu tdi da dugc thir nghiém.

Fig.29 thé hién két qua phan tich ghép khac loai & chudt cho té bao ung thu héc
t6 UACC-62. Cac nhém chudt nhit nhan chat din thudc hodc ddi ching IgG 5Smg/ke,
hoiic khang thé Mab1 khang B7-H3 & liéu 0,5, 1, 5 hoic 10mg/kg.

Fig.30A-Fig.30C thé hién két qua phan tich ghép khac loai & chudt cho té bao
ung thu tuyén tién liét 2rv. Cac nhém gbm 8 con chudt nhét ci nhan cht din thube
hodc dbi ching IgG 10mg/kg, hodc trastuzumab & lidu 1, 7 hodc 15 mg/kg hodc khang
thd Mab1 khang B7-H3 & lidu 0,5, 1, 5 hoic 10mg/kg. Fig.30A thé hi¢n kha nang cla
khéng thé Mabl khang B7-H3 trong viéc ngin nglra hodc {rc ché su phat trién khéi u
trong md hinh ghép khac loai & chudt. Fig.30B thé hién kha ning cua trastuzumab trong
viéc ngan ngtra hodc ¢ ché su phat trién khéi u trong md hinh ghép khac loai ¢ chudt.

Fig.30C so sanh két qua thu dugc & lidu t6i da dugc thir nghi¢m.

Fig.31 thé hién két qua thir nghiém gay doc té bao in vitro cla té bo ung thu
than A498 khi 1 v6i cac khang thé khang B7-H3 bién thé 1a hBRCA84D, chBRCA84D
va hBRCA84 (Fc Varl) (ty 1 E:T = 25:1; Dang dép ing = PBMC clia ngudi; Két qua
doc thir nghiém LDH).

Fig.32 thé hién két qua phan tich ghép khéc loai & chudt cho t& bao ung thu than
A498. Cac nhém chudt nhét nhan chét din thudc hoic ddi chung IgG 10mg/kg, hodc
khang thé Mab1 khang B7-H3 & liéu 0,1, 0,5, 1, 5 hodc 10mg/kg. Centuximab (khang
thé khang EGRF) duogc ding cho nhom dbi chimg gom chudt nhét & lidu 1, 7, hodc 15
mg/kg.
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Fig.33A-Fig.33B thé hién két qua phan tich ghép khac loai & chudt cho té bao
ung thu than 786-0 so véi centuximab. Cac nhom chudt nhét nhan chit din thubc hodic
dbi ching IgG 10mg/kg, hoic khang thé Mab1 khang B7-H3 & liéu 0,1, 0,5, 1, 5 hodc
10mg/kg. Centuximab (khéang thé khang EGRF) dugc dung cho nhém d6i chimg gbm
chudt nhit & lidu 1, 7, hodc 15 mg/kg.

Fig.34 thé hién két qua phan tich ghép khac loai & chudt cho t& bao ung thu than
786-0 so v6i paclitaxel. Cac nhém chudt nhét nhan chit din thudc hoic ddi ching IgG
5 mg/kg, hodc khéng thé Mab1 khang B7-H3 & liéu 0,1, 0,5, 1, 5 hoic 10mg/kg.
Paclitaxel dugc dung cho nhoém d6i chtng gdm tam con chudt nhét & lidu 2,5mg/kg.
M0 ta chi tiét sang ché

Sang ché @& cap dén khang thé va manh khéng thé ma phan tng mién dich voi
thu thé B7-H3 cuia dong vat c6 v, va cu thé hon 13 thu thé B7-H3 cta nguoi va viéc st
dung ching, cu thé 1a trong diéu tri bénh ung thu va chimg viém. Do d6, séng ché @&
cap cu thé khang thé c6 phan tng véi B7-H3 duge bién dbi gibng nhu cta ngudi va
manh phan tng mién dich cia khang thé nay ma c6 kha ning didu tiét, va tot hon nita
néu ting cudng qua trinh hoat hoa hé mién dich nhim khang té bao ung thu ¢6 lién quan

dén nhiéu bénh ung thu khac nhau & ngudi.
I. K¥ thuat chung

Theo thuc tién sang ché sé& sit dung, trir khi ¢6 quy dinh khéc, k¥ thuét thong thuong
trong sinh hoc phén ti (bao gém k¥ thudt tai td hop), vi sinh vét hoc, sinh hoc té bao,
sinh hod va mi&n dich, di bit béi ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k§ thuét
nay. Céc k¥ thuit nay dugc giai thich toan bg trong tai liéu ky thuét nhu MOLECULAR
CLONING: A LABORATORY MANUAL, Third Edition (Sambrook et al. Eds., 2001) Cold
Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY; OLIGONUCLEOTIDE SYNTHESIS:
METHODS AND APPLICATIONS (Methods in Molecular Biology), Herdewijn, P., Ed,,
Humana Press, Totowa, NJ; OLIGONUCLEOTIDE SYNTHESIS (Gait, M.J., Ed., 1984);
METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY, Humana Press, Totowa, NJ; CELL BIOLOGY: A
LABORATORY NOTEBOOK (Cellis, J.E., Ed., 1998) Academic Press, Néw York, NY;
ANIMAL CELL CULTURE (Freshney, R.I., Ed., 1987); INTRODUCTION TO CELL AND
TiSSUE CULTURE (Mather, J.P. and Roberts, P.E., Eds., 1998) Plenum Press, New York,
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NY; CELL AND TISSUE CULTURE: LABORATORY PROCEDURES (Doyle, A. et al., Eds.,
1993-8) John Wiley and Sons, Hoboken, NJ; METHODS IN ENZYMOLOGY (Academic
Press, Inc.) New York, NY; WEIR’S HANDBOOK OF EXPERIMENTAL IMMUNOLOGY
(Herzenberg, L.A. et al. Eds. 1997) Wiley-Blackwell Publishers, New York, NY; GENE
TRANSFER VECTORS FOR MAMMALIAN CELLS (Miller, J.M. et al. Eds., 1987) Cold
Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY; CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR
BIOLOGY (Ausubel, F.M. et al., Eds., 1987) Greene Pub. Associates, New York, NY;
PCR: THE POLYMERASE CHAIN REACTION, (Mullis, K. et al., Eds., 1994) Birkh&user,
Boston MA; CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY (Coligan, J.E. et al., eds., 1991)
John Wiley and Sons, Hoboken, NJ; SHORT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY
(John Wiley and Sons, 1999) Hoboken, NJ; IMMUNOBIOLOGY 7 (Janeway, C.A. et al.
2007) Garland Science, London, UK; Antibodies (P. Finch, 1997) Stride Publications,
Devoran, UK; ANTIBODIES: A PRACTICAL APPROACH (D. Catty., ed., 1989) Oxford
University Press, USA, New York NY); MONOCLONAL ANTIBODIES: A PRACTICAL
APPROACH (Shepherd, P. et al. Eds., 2000) Oxford University Press, USA, New York
NY: USING ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL (Harlow, E. et al. Eds., 1998) Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY; THE ANTIBODIES (Zanetti,
M. et al. Eds. 1995) Harwood Academic Publishers, London, UK); and DEVITA,
HELLMAN, AND ROSENBERG'S CANCER: PRINCIPLES & PRACTICE OF ONCOLOGY,
EIGHTH EDITION, DeVita, V. et al. Eds. 2008, Lippincott Williams & Wilkins,
Philadelphia, PA.

II. Céc dinh nghia

Trong ban mo ta, thut nglt “B7-H3” chi thanh vién thudc ho protein B7 cua
ngudi, protein mang loai I v6i mién gidng Ig con duge biét 1a CD276. Thuat ngit “2lg-
B7-H3” chi dang B7-H3 ma chi gbm hai mién gidng Ig; thuat ngit “41g-B7-H3” chi
dang B7-H3 gdm bbén mién gidng Ig (xem Sun, M. et al. (2002) “Characterization of
Mouse and Human B7-H3 Genes”, J. Immunol. 168:6294-6297; Steinberger et al.
(2004), “Molecular Characterization Of Human 4Ig-B7-H3, A Member Of The B7
Family With Four Ig-Like Domains”, J. Immunol. 2004, 172(4):2352-2359 va
Castriconi et al. (2004) “Identification Of 41g-B7-H3 As A Neuroblastoma-Associated
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Molecule That Exerts A Protective Role From An NK Cell-Mediated Lysis”, Proc. Natl.
Acad. Sci. (U.S.A.) 101(34):12640-12645). Khang nguyén “TES7” (WO 2008/066691)
13 khang nguyén c6 chung céac dic tinh cta 4Ig-B7-H3. Do d6, khang thé lién két dic
hiéu véi TES7 lién két véi 4Ig-B7-H3. Khang nguyén TES7 c6 thé c6 nhiéu hon mot
epitop khac va epitop nay co thé 13 khong thing. Cac khang thé khang B7-H3 da biét 1a
lién két véi epitop khong thing, bao gdm mot s6 chi c6 mit & dang ddng phan 41g-B7-
H3. Hién nay ngudi ta tin réng TES7 c6 thé dugc bidu hién qué mirc & mot s6 té bao

ung thu nhat dinh so véi & t& bao mé thuodng.

Chét chii van, chét d8i khéng va cac tac nhan diéu bién khéc cua chuc ning B7-
H3 r6 rang 1a c6 trong trong pham vi cila sang ché. Chét chu vén, chét ddi khang va tac
nhan didu bién nay 13 polypeptit gbm maot hoic nhiéu vi tri x4c dinh khéng nguyén cua
B7-H3, hoac gf“)m mot hodc nhiéu manh cia céc vi tri nay, bién thé cua cac vi tri ndy
hodc chét nguy trang peptit ctia cac vi tri nay. Chét chu van, chit d6i khang va hop chét
didu bién B7-H37 c6 thé c6 dang mach thing hodc mach vong va tly y bao gdm it nhét
mot géc axit amin khong thudng dugce tim théy trong tw nhién hodc it nhét mot déng vi

amit. Cac hop chit niy c6 thé duogc glycosyl hoa.

Cu thé hon, thuét ngit “tac nhan didu bién B7-H3” trong ban mé ta dugc xdc dinh
13 hop chit bit ky ma (1) c6 khé ning pha v& hodc phong bé tuong tac gitta B7-H3 cua
ngudi va phdi tir tw nhién cia no hodc khang thé khang B7-H3; (2) c6 kha ning lién Kkét
v6i B7-H3 cua ngudi va phéi tir tw nhién ciia né hodc khang thé khang B7-H3; (3) gbm
vi tri khang nguyén cé thé dugc st dung dé ting kha ning lién két cua khang thé véi
B7-H3 ciia nguoi va phéi tir tw nhién ciia n6 hogc khang thé khang B7-H3; (4) gom vi
tri khang nguyén co thé duge sir dung dé sang loc khang thé c6 kha ning lién két voi
B7-H3 ciia ngudi va phdi ti ty nhién ciia né hodc khang thé khang B7-H3; (5) gbm vi
tri khang nguyeén co thé dugc sit dung dé ting lugng khang thé c6 kha ning phé v hodc
phong bé twong tac gitta B7-H3 cla ngudi va phéi tir tu nhién cta n6 hodc khang thé
khang B7-H3; (6) gbm vi trf khang nguyén c6 thé duoc st dung dé sang loc khang thé
c6 kha niang pha v& hodc phong bé twong tac gitta B7-H3 cua nguoi va phdi tir tw nhién
ctia né hoiic khéng thé khang B7-H3. C4c tac nhan diéu bién B7-H3 c6 thé 1a “chit chi
van B7-H3” hodc “chat d6i khang B7-H3” phuy thudc vao xem hoat tinh ciia ching cod
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14n luot ting cudng qué trinh hoat hod té bao T hodc trc ché qua trinh hoat hoa € bao T

hay khong.

ChéAt chi van, cht d6i khang va tac nhan didu bién B7-H3 bao gdm bién thé B7-
H3, chit dbi khang peptit B7-H3, chét nguy trang pepit va phén tir nhd, khang thé khang
B7-H3 va bién thé globulin mién dich, bién thé axit amin ctia B7-H3 ctia ngudi bao gdm
bién thé mang dot bién thé, xod va bd sung axit amin, hogc két hop bat ky cia ching va
globulin mién dich thé kham. Chét chu van, chit d6i khang va tac nhan diéu bién B7-
H3 theo sang ché dugc dua trén viéc xéac dinh cac mién B7-H3 tham gia vao qua trinh
lién két B7-H3 ctia ngudi v6i phéi tir tw nhién ciia né hogc khéng thé khang B7-H3. Do
do, sang ché dé cap dén chit chu vén, chit dbi khang va tac nhan diéu bién B7-H3 véi
cAu trac phén tir 13 ban sao hodc nguy, trang mot hodc nhidu mién lién két khang B7-H3

cia B7-H3 cta nguoi.

Trong ban md ta, thuat ngi “bién thd B7-H3” biéu thi bién thé axit amin bét ky
cuia B7-H3 ciia nguoi, bao gém dot bién thé, x04 va bd sung axit amin, hodc két hop bét
ky cua ching. Pinh nghia nay bao ham phén ti thé kham nhu thé kham B7-H3 cua
ngudi/khdng phai clia ngudi va cic phan tir lai khac. Thudt ngit nay cling dugc bao gdbm
trong phan dinh nghia v& manh bAt ky ctia phan it bién thé B7-H3 chira bién thé hojc

(céc) vung lai cua phén tir.

Trong ban mo ta, “khang thé&” 12 phén tir globulin mién dich c6 kha nang lién két
dic hiéu vai dich, nhu hydrat cacbon, polynucleotit, lipit, polypeptit, v.v.. qua it nhét
mdt vi tri nhan biét khéng nguyén, nim trong ving bién dbi cta phan tir globulin mién
dich. Trong ban mo ta, thuat nglt nay khong chi bao ham khang thé da dong ho#c don
dong nguyén ven, ma con bao ham céc ménh khang thé (nhu Fab, Fab', F(ab")2 Fv),
chudi don (ScFv), thé dot bién ctia chung, bién thé co trong tu nhién, protein dung hop
gbm phin khang thé véi vi trf nhan biét khang nguyén c6 do ddc hi¢u can thiét, khang
thé dugc bién ddi gidng nhu cla ngudi, khang thé thé kham, “BiTEs®”, phan tk
“DARTT™” v3 cu hinh bién ddi bit ky khac cta phan tir globulin mién dich gbm vi tri

nhan biét khéng nguyén c6 do déc hiéu cAn thiét.

Thuat ngit “BiTE” (bi-specific T-cell engager: chét gén té bao T dic hiéu kép)

chi phan tir mach polypeptit don c6 hai mién lién két khang nguyén, trong s6 d6 mot
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mién lién két véi khang nguyén té bao T va mién thit hai lién két voi khang nguyén c6
mit trén bé mit cua dich ( WO 05/061547; Baeuetle, P et al. (2008) “BiTE®: A New
Class Of Antibodies That Recruit T Cells”, Drugs of the Future 33: 137-147; Bargou,
et al. 2008) “Tumor Regression in Cancer Patients by Very Low Doses of a T Cell-
Engaging Antibody”, Science 321: 974-977).

Thuat ngtt “DART™” (chét phan tmg d6i muc tiéu c6 4i luc kép) chi phan tir
globulin mién dich chira it nhét hai mach polypeptit két hgp v6i nhau (dic biét 1a qua
tuong tac cong hod tri) dé tao thanh it nhét hai vi trf lién két epitop, ma c6 thé nhan dang
cac epitop giéng nhau hodc khac nhau. M>bi mach polypeptit cia DART™ gbdm ving
bién dbi chubi nhe globulin mién dich va ving bién dbi chudi niing globulin mién dich,
nhung cac vung nay khong tuong tac @2 tao thanh vi tri lién két epitop. Ngoai ra, ving
bién d6i chudi ning globulin mién dich cia mot trong s6 cac mach polypeptit (vi dy,
mach thit nhat) cia DART™ tuong tic v6i ving bién dbi chudi nhe globulin mién dich
cuia mach polypeptit khac (vi dy, mach thir hai) cia DART™ d8 tao thanh vi tri lién két
epitop. Tuong ty, ving bién ddi chudi nhe globulin mién dich ctia mot trong s6 céc
mach polypeptit (vi du, mach thu nhét) cia DART™ twrong téc véi ving bién dbi chudi
ning globulin mién dich ctia mach polypeptit khac (vi du, mach thir hai) cha DART™
d8 tao thanh vi tri lién két epitop. DART™ c6 thé 1a don dic hiéu, dic hidu kép, dic
hiéu ba vi tri, v.v.., do vay co thé ddng thoi lién két v6i mot, hai, ba hoiic nhiéu hon ba
epitop khac nhau (ma c6 thé 13 cia ciing khéng nguyén hodc cac khang nguyén khéc
nhau). Ngoai ra, DART™ ¢6 thé c6 hoa tri mét, hod tri hai, hoa tri ba, hoa tri bdn, hoa
tri ndm, ho4 trj sau, v.v.., do vy co thé déng thoi lién két véi mét, hai, ba, bdn, nim,
sau phan tr hodc nhiéu hon. Hai thudc tinh nay cia DART™ (ttrc 1a mirc 46 déc hi¢u
va hoa tri co thé dugc két hop, vi du, dé tao ra khang thé dic hiéu kép (tirc 1a c6 kha
ning lién két v6i hai epitop) c6 hoa tri bdn (tic 1 c6 kha ning lién két v6i bén nhom
epitop), v.v.. Phan t& DART™ dugc boc 10 trong Cdng bd don PCT s6 WO
2006/113665, WO 2008/157379 va WO 2010/080538.

Thuét ngit “khéng thé don dong” chi nhém khang thé ddng nhét trong d6 khang
thé don dong gdm c6 axit amin (c6 trong ty nhién va khéng c6 trong ty nhién) ma tham

gia vao qua trinh lién két chon loc vé6i khang nguyén. Khang thé don dong c6 do dac
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hiéu cao, dugc hudng dén mot vi tri khang nguyén. Thuit ngit “khang thé don dong”
khong chi bao ham khéng thé don dong nguyén ven va khang thé don dong c6 do dai
ddy du, ma con bao gdbm cic méanh khang thé (nhu Fab, Fab', F(ab")2 Fv), chubi don
(ScFv), thé d6t bién ciia chiing, protein dung hop gbm phan khang thé, khang thé don
dong duoc bién dbi gidng nhu cta ngudi, khang thé don dong thé kham va cdu hinh
bién dbi khac ctia phan tir globulin mién dich gdm Vi tri nhan biét khang nguyén c6 do
d3c hiéu can thiét va kha ning lién két v6i khang nguyén. Sang ché khong dugc du dinh
s& 1am gii han vé ngudn khang thé hodc céch thuc tao ra khang thé nay (vi dy, bang té
bao lai, chon loc thé thuc khun, biéu hién tai t6 hop, dong vat chuyén gen, v.v.). Thugt
ngit ndy bao gdm globulin mién dich toan phén cling nhu ménh, v.v.. néu trén theo dinh

nghia vé “khang thé.”

Thuét ngit “khang thé dugc bién dbi gidng nhur ctia ngudi” chi phén tir thé kham,
thuong dugc didu ché Vbéng cach st dung k¥ thuat tai t6 hop, c6 vi tri lién két khang
nguyén thu dugc tir globulin mién dich tir lodi khdng phéi con ngudi va cAu tric globulin
midn dich con lai ctia phéan tr dugc dya trén cdu tric va/hojc trinh tw ctia globulin mién
dich cta nguoi. Vi tri lién két khang nguyén c6 thé chtta mién bién dbi hoan toan dugc
dung hop trén mién hing dinh hogc chi chtra ving quyét dinh tinh b sung (CDR) dugc
ghép trén ving khung thich hop trong mién bién ddi. Cac vi tri lién két khang nguyén
c6 thé 13 kiéu dai hoic duoc bién dbi bang cach thay thé mot hodc nhiéu axit amin. Piéu
nay loai bé viing hing dinh 1am téc nhan sinh mién dich trong c4 thé ngudi, nhung van
con khé ning vé dép ing mién dich véi ving bién dbi ngoai lai (LoBuglio, A.F. et al.
(1989) “Mouse/Human Chimeric Monoclonal Antibody In Man: Kinetics And Immune
Response”, Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 86:4220-4224). Mot phuong phap tiép can
khac khong chi tap trung tao ra vung hing dinh c6 ngudn gbc tir ngudi, ma con tap trung
bién dbi vung bién dbi ciing nhu tao dbi hinh dang dé chiing c6 dang gén v6i dang cia
ngudi nhét c6 thé. D4 biét ring ving bién ddi ctia ca chudi ning va chudi nhe c6 chira
ba ving quyét dinh tinh bd sung (CDR) khéac nhau v& dap img véi khang nguyén dang
n6i dén va quyét dinh vé kha ning lién két, nAm bén sudn bdn ving khung (FR) dugc
bao toan tuong ddi & loai da cho va duoc cho 1a tao gia dinh cAu trac cudn gip cho
CDR. Khi khang thé khong phai cta ngudi duoc tao ra d6i véi khang nguyén cu thé,

ving bién db6i c6 thé “dugc tao doi hinh dang” hodc “dugc bién do6i giong nhu cua

-20-



30003

ngudi” bang cach ghép CDR thu dugc tir khang thé khong phai ciia ngudi 1én FR ¢c6
trén khang thé clia ngudi cAn bién dbi. Viéc tmg dung phwong phép ndy cho cac khang
thé khac nhau d3 dugc bao céo theo Sato, K. (1993) Cancer Res 53:851-856.
Riechmann, L. et al. (1988) “Reshaping Human Antibodies for Therapy”, Nature
332:323-327; Verhoeyen, M. et al. (1988) “Reshaping Human Antibodies: Grafting An
Antilysozyme Activity”, Science 239:1534-1536; Kettleborough, C. A. et al. (1991)
“Humanization Of A Mouse Monoclonal Antibody By CDR-Grafting: The Importance
Of Framework Residues On Loop Conformation”, Protein Engineering 4:773-3783;
Maeda, H. et al. (1991) “Construction Of Reshaped Human Antibodies With HIV-
Neutralizing Activity”, Human Antibodies Hybridoma 2:124-134; Gorman, S. D. et al.
(1991) “Reshaping A Therapeutic CD4 Antibody”, Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.)
88:4181-4185; Tempest, P.R. et al. (1991) “Reshaping A Human Monoclonal Antibody
To Inhibit Human Respiratory Syncytial Virus Infection in vivo”, Bio/Technology
9:266-271; Co, M. S. et al. (1991) “Humanized Antibodies For Antiviral Therapy”,
Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 88:2869-2873; Carter, P. et al. (1992) “Humanization
Of An Anti-p185her2 Antibody For Human Cancer Therapy”, Proc. Natl. Acad. Sci.
(U.S.A)) 89:4285-4289; va Co, M.S. et al. (1992) “Chimeric And Humanized
Antibodies With Specificity For The CD33 Antigen”, J. Immunol. 148:1149-1154.
Theo mdt s& phuong 4an, khang thé dugc bién ddi giéng nhu cuia ngudi bao toan tat ca
c4c trinh tu CDR (vi dy, khang thé ciia chudt nhit dwoc bién dbi gidng nhu ciia nguoi
ma chtra toan b sau CDR tir khang thé ciia chudt nhit). Theo cic phuong an khéc,
khéng thé duoc bién d6i gibng nhu ctia ngudi c6 mdt hodc nhiéu CDR (mdt, hai, ba,
bdn, nim, sau) dugc bién dbi so vé6i khang thé ban dau, con dugc goi 12 mot hodc nhiéu

CDR “thu dwoc ti” mdt hodc nhidu CDR tir khang thé ban dau.

Trong ban mo ta, khéng thé hoic polypeptit dugc coi 12 lién két “dac hiéu” véi
mot ving khéac cia phan ti (tic 1a epitop) khi né phén Umg hodc lién két mot cach
thuong xuyén hon, nhanh hon, c6 thoi lugng 1au hon va/hodc ¢6 4i luc 16n hon véi
epitop ay so v6i cac epitop khac. Vi dy, khang thé lién két dic hiéu véi epitop B7-H3
la khang thé lién két véi epitop B7-H3 ¢6 4i luc, téng ai luc, 16n hon, dé dang hon
va/hoic c6 thoi lugng 14u hon so v6i khi nd lién két v6i cac epitop B7-H3 khéc hodc

epitop khong phai epitop B7-H3. Khi doc dinh nghia nay ciing cAn phai hiéu ring, vi
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du, khang thé (hoic gdc hoic epitop) lién két dic hidu véi dich thi nhit c6 thé hodc c6
thé khong lién két ddc hidu hodc wu tién v6i dich thir hai. Do d6, “lién két dic higu”
khong nhét thiét yéu ciu (mic du thuat ngit ndy c6 thé bao gdm) lién két dic hitu. N6i

chung, nhung khong nhét thiét, khi n6i dén lién két nghia 12 lién két “dic hidu”.

Trong ban md ta, thuat ngit “cé hoat tinh mién dich” theo séng ché chi epitop c6
hoic “giit dugc hoat tinh mién dich” chi kha nang ctia khang thé (vi du, khang thé khang
B7-H3) c6 thé lién két véi epitop trong cac diéu kién khac nhau, vi dy, sau khi epitop

da dugc dua vao cic dicu kién lam giam va lam bicn tinh.

Nhiéu chitc ning sinh hoc khac nhau lién quan dén khang thé khang B7-H3 bao
gém, nhung khong giéi han & mot hodc nhiéu chirc ning sau: kha ning lién két dic hiéu
v6i B7-H3 (va cu thé 1a phan i B7-H3 dugc biéu hién trén bé mat cta té bao ung thu,
bao gdm nhung khong gi6i han &, t& bao ung thu thén, tuyén tién liét hodic phoi); kha
niing tc ché canh tranh di véi lién két wu tién ctia khang thé khang B7-H3 da biét v6i
B7-H3, bao gdm kha ning lién két wu tién v6i cing epitop B7-H3 ma khang thé gbc
lién két wu tién v6i epitop nay; kha ning lién két v6i mot phan cia B7-H3 1§ ra trén bé
mat cua té bao séng in vitro ho#c in vivo; kha ning lién két véi mot phén cua B7-H3
ma 16 ra trén bé mat cua t& bao ung thu séng ching han nhu, nhung khong gi6i han &,
té bao ung thu tuyén tién liét, phéi ho#c thin; kha ning vin chuyén chét hoa tri dén té
bao ung thu (nhu té bao ung thu than, tuyén tién liét hogc phéi) biéu hién B7-H3 trén
bé& mit té bao; va/hoic kha ning vin chuyén chét tri liéu ho#ic chét danh d4u phat hién
duoc trén té bio ung thu biéu hién B7-H3 trén bé mat t€ bao. Nhu duge md ta & day,
polypeptit (bao gbm khang thé) theo sang ché ¢c6 thé c6 mot hodc nhidu dic tinh trong

sO cac dic tinh nay.

“Khang thé twong duong khang B7-H3” hodc “polypeptit twong duong khang
B7-H3” chi khang thé hoic polypeptit c6 mot hodc nhiéu chirc ning sinh hoc lién quan
dén khang thé khang B7-H3 nhuw, vi dy, 40 dac hiéu lién két.

Trong ban mo ta, thuét ngix “chét” chi hop chét sinh hoc, dugc hodc hod hoc. Vi
du khong gidi han bao gdm phan tir hitu co hodc v6 co don gian hodc dang phic, peptit,
protein, oligonucleotit, khang thd, din xudt khang thé, manh khéng thé, din xuit

vitamin, hydrat cacbon, dfc t5 hodc hop chat ho4 tri. Cac hop chit khac nhau c6 thé
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dugc tong hop, vi du, phan t& nhé va oligome (vi dy, oligopeptit va oligonucleotit), va
hop chét hiru co téng hop dya trén céc chu triic 18i khac nhau. Ngoai ra, cic ngudn ty
nhién khac nhau c6 thé cung cp cac hop chét dé sang loc, nhu chiét phim tir thuc vat

hodc dong vét va dang tuong tu.

Chét dugc str dung theo cdc phuong phéap theo sang ché c6 thé duogc chon ngiu
nhién hodc duoc chon hodc dugc thiét ké theo ty 1. Trong ban md ta, chét goi 1a dugc
chon nglu nhién khi chét ndy dugc chon khong can phai xem xét hogic biét trude vé axit
amin cu thé hodc cac gbc hod hoc khic tham gia vao qua trinh lién két phan tir v6i (c4c)
ddi tac lién két tu nhién cua no6 hoic khing thé da biét. Vi du vé chét duogc chon ngiu
nhién 13 chit dugc nhan biét bang cach sang loc thu vién hod chét hodc thu vién tb hop
peptit.

Trong ban md ta, chét goi 1a dugc chon hodc dugc thiét ké theo ty 18 khi chét nay
duoc chon trén co s& khong ngﬁu nhién xem xét dén trinh tu cva vi tri dich va/hodc ciu
hinh cta n6 lién quan dén hoat dong cla chét. Ddi vé6i chét khang B7-H3, hién nay
nguoi ta tin rang c6 it nhét ba epitop trén B7-H3 ma khang thé c6 thé duoc lam khéang
va do véy co it nhét ba vi tri hoat ddng cho chit phong bé twong tac B7-H3/khang B7-
H3. Sang ché ciing bao gbm chit hoat ddng & céc vi tri twong tac giita B7-H3 va d6i tac
lién két tu nhién cta nd, mic du cic phdi tir khac va vi tri twong tic B7-H3 hoat tinh
ctia chung ciing dugc bao gdm trong pham vi cia sdng ché, du hién da biét hay dugc
nhan dang sau. Chét c6 thé dugce chon hodc duge thiét ké theo ty 1& bang céach st dung
trinh tu peptit tao thanh vi tri tiép xtic ctia phtic hop thy thé/phéi tir va/hodc B7-
H3/khang thé khang B7-H3. Vi dy, chét peptit dugc chon theo ty 1€ c6 thé 1a peptit c6
trinh tu axit amin giéng hét véi epitop xuét hién trén B7-H3 khi n6 19 ra trén bé mit ciia
té bao sdng trong mdi trudong ty nhién cia t€ bao nay. Céc chét nay s& 1am gidm hodc
phong bé qua trinh lién két khang thé khang B7-H3 v6i B7-H3 hofic qué trinh lién két
B7-H3 vé6i phbi tir ty nhién cla no, néu mudn, bang cach lién két v6i khang thé khang

B7-H3 hodc v&i phbi ti ty nhién.

Trong ban mo ta, thuét ngit “dugc danh dAu” ddi voi khang thé duoc du dinh 12
bao gdm viéc danh déu tryc tiép 1én khang thé bing cach ghép cip (tirc 1a lién két vat

1y) chéat d& phét hién, nhu chét phong xa hoic chat huynh quang (vi du phycoerythrin
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(PE) hoic isothioxyanat fluorescein (con dugc biét 12 floisothioxyanat hodc FITC)) véi
khéng thé, cling nhur d4nh d4u gian tiép 1én mAu do hodc khang thé nho tinh phan tmg
v6i chit d& phat hién.

Trong ban mo6 ta, thudt ngit “lién két” dbi voi khang thé bao gdm sur gén két hodic
lién két ccf)ng ho4 tri va khong cong hod tri cia chét (vi du, chét hoa tri) véi khang thé.
Khéng thé c6 thé lién két véi chét (vi d, chét hoa tri) bang cach lién két tryc tiép hogc
lien két gian tiép vai cac nén théng thudng, sao cho khang thé nay didu khién qua trinh
dinh vi chét dén té bao ung thu ma khéng thé lién két v6i té bao nay va trong d6 khang
thé va chét nay hau nhu 1a khong phén ly trong céac didu kién sinh Iy sao cho chit niy
khéng hudng dich dén té cing bao ung thu ma khang thé lién két v6i té bao nay hotc

sao cho hiéu luc cua chat khong bi gidm xudng.

Thuét ngit “mAu sinh hoc” bao g(‘”)m nhiéu loai mau khac nhau thu dugc tix ca thé
va ¢6 thé dugc sir dung trong thir nghiém chan doén hodc kiém soat. Pinh nghia nay
bao gdbm mAu nudc bot, miu mau va cac mAu chét 1ong khac c6 ngudn gbc sinh hoc,
m3u mé rin nhu mAu sinh thiét hodc mAu nudi cdy mo hoic t bao dugce 14y tir dbi trong
va dong con cia chung, vi dy, té bao thu dugc tir miu md duge thu gom tir ca thé nghi
méc bénh ung thu tr md buéng tring, phéi, tuyén tién liét, tuy, rudt két va v theo cac
phuong &n dugc vu tién. Dinh nghia nay con bao gbm miu d3 dugc thao tac thi cong
theo cach bét ky sau khi thu dugc, nhu bang cach xtt Iy véi chét phan (g, hoa tan hodc
lam giau vé cac thanh phin nhét dinh, nhu cc protein hodc polynucleotit, hodc dugc
nhung vao trong mang nén bén rin hodc rin nhim muc dich phan chia. Thuét ngi “mau
sinh hoc” bao gém mau 1dm sang va con bao gém té bao dugc nudi céy, dich ndi té bao,

chét rira gii, huyét thanh, huyét twong, dich sinh hoc va mau md.

Thuat ngit “t& bao chi” bao gém t& bao cua ca thé hoic dich nudi céy té bao ma
¢6 thé 1a vecto hodc d nhan vecto dé dua doan chén polynucleotit vao. Té bao chi bao
gbdbm dong con cuia mot té bao chil va dong con nay c6 thé khong nhét thiét phai gidng
hét (v& hinh thai hoic v& thanh phin bb sung ADN bd gen) véi té bao gbc ban dau do
d6t bién tu nhién, ngiu nhién hodc c6 chu y. Té bao chu bao gdm té bao dugc chuyén

nhiém in vivo véi polynucleotit theo sdng ché.

Trong ban mo ta, thuat nglt “lam chdm tién tri€n cua di cdn” c6 nghia 1a 1am
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chim, ngan can, 1am tr&, 1am mudn, lam dn dinh va/hoic tri hodn tién trién cta di can.
P06 cham nay co thé c6 khoang thoi gian khéac nhau, phu thudc vao bénh st clia bénh
ung thu va/hoic ca thé dugc didu tri. Do hién nhién v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh
v& linh vuc k¥ thuat nay, d6 cham thich hgp hodc dang ké c6 thé, néu co tac dung, bao

gdm ngin ngira, trong d6 c4 thé khong phat trién di can.

Trong ban mé ta, “lwgng hitu hidu” ciia dugc phém theo mét phuong an 13 lugng
da @& dem lai két qua c6 1¢i hodc mong mubn bao gbém, khong giéi han, két qua 1am
sang nhu thu nho kich thudc khéi u (trong bdi canh vé bénh ung thu, vi dy, vung thu via
hoédc tuyén tién liét), lam chdm qué trinh phat trién cua té bao ung thu, 1am chém tién
trién cta di cin, lam gidm cac triéu ching cua bénh, ting chét Iuong séng ciia ngudi
bénh, giam liéu cta cac dugc phim khac can dé diéu tri bénh, ting cudng tac dung cla
mot thudc khac nhu bang cach huéng dich va/hodc thu nhan, 1dm cham sy tién trién
bénh va/hodc kéo dai sy séng cta ca thé. Luong hitu hiéu c6 thé dugc dung mot hoic
nhiéu 14n. Theo muc dich clia sang ché, luong hitu hiéu cua thudc, hop chét hoic duoc
phém 13 lugng du dé 1am giam qua trinh ting sinh (hodc tiéu huy) té bao ung thu va lam
giam va/hodc 1am chim sy tién trién hodc su phat trién cta di cin té bao ung thu theo
cach truc tiép hodc gian tiép. Theo mot s& phuong 4n, lugng hitu hidu cia thude, hop
chét hodc dugc phim c6 thé hogc ¢6 thé khéng dat dugc trong dang tiép hop véi thudc,
hop chét hodc dugc pham khac. Do d6, “lugng hitu hiéu” c6 thé duogc xét dén trong bbi
canh dung mot hodc nhidu chét hoa tri va mot chét co thé dugc coi 13 dugce xét duara
v6i lwong hitu hi€u néu trong dang tiép hop v&i mdt hodc nhidu chét khac c6 thé dat
duoc két qud mong mubn. Trong khi nhu cAu cua ca thé 13 khac nhau, viéc xac dinh
khoéang gié tri t6i uu cia lugng hiru hiéu cia mdi thanh phén 13 di biét véi ngudi co
hidu biét trung binh vé linh vyc k¥ thuat nay. Lidu dién hinh thudng nim trong khoang
flr 0,1 dén 100mg/kg/thé trong. Lidu duge wu tién thuong nim trong khoang tir 1 dén
100mg/kg/thé trong. Lidu dugc vu tién nhit thuong nim trong khoang tir 10 dén 100
mg/kg/thé trong.

Trong ban mo ta, phén tir axit nucleic hodc chét, khang thé, ché phém hodc té
bao, v.v., “dugc phan 14p” khi phan tir axit nucleic, chét, khang thé, hop phén hodc té

bao ndy, v.v. vé co ban dugc tach ra khoi phan tir axit nucleic, khang thé, chat, hop phan
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hoic t€ bao, v.v. pha tap c6 trong cic nguodn ty nhién.

Thuét ngit “cé thé” chi dong vét c6 xuong séng, t6t hon 1a dong vat c6 vi. Dong
vat ¢6 vii bao gdbm, nhung khong giéi han &, nguoi, gia sic, dong vat dung trong thé
thao, tha cung, linh trudng, chudt nhét va chudt céng. Theo phuong an dugc uu ti€n

nhét, thuat ngit “c4 thé” nay chi nguoi.

Thudt ngit “polypeptit”, “oligopeptit”, “peptit” va “protein” dugc si dung thay
thé 13n nhau & day chi polyme cua axit amin c¢6 do dai bét ky. Polyme nay c6 thé c6
mach thing hoc mach nhanh, né c6 thé chira axit amin bién déi va né c6 thé Ia bj ngét
quéng boi cac thanh phan khong phai axit amin. Thuat ngit nay con bao gbm polyme
axit amin ma di dugc bién ddi theo cach tw nhién hodic nhan tao; vi du, tao lién két
disulfua, glycosyl ho4, lipit hoa, axetyl ho4, phosphoryl hoé hogc cac k¥ thuét thao tac
hozc bién dbi khéc, nhu tao tiép hop véi thanh phén dénh d4u. Thuat ngit nay con bao
gbm, vi du, cac polypeptit chira mdt hodc nhiéu chét twong tu véi axit amin (bao gbm,
vi dy, axit amin khong tu nhién, v.v.), cling nhu cac cach bién dbi khac da biét trong
linh vuc k¥ thuét nay. CAn hiéu ring, vi polypeptit theo sang ché dugc dya trén khang

thé, nén polypeptit ndy c6 thé c6 dudi dang mach don hodc mach két hop.

Pham vi cta sdng ché ciing bao gdm chét nguy trang peptit ctia chét chia van,
chét d6i khang va tic nhan diéu bién peptit B7-H3 (bao gbm khang thé khang B7-H3)
duoc md ta & ddy. Chét nguy trang peptit ndy bao gbm peptit trong d6 it nhit mot gbe
axit amin dugc thé bang gdc axit amin khong thuong dugc tim thdy trong ty nhién, nhu
chét ddng phan dang D clia axit amin ndy hodc loai dugc N-alkyl hoa clia axit amin nay.
Theo cac phuong an khac, chét nguy trang peptit dugc tao ra bang céach thay thé it nhat
mot lién két amit (-C(=0)~NH-) trong chit chii van, chat doi khang hogic céc tic nhén
didu bién peptit B7-H3 bing chét dng vi amit. Chat ddng vi amit thich hop bao gom-—
CH,-NH-, ~CHy—S—, -CH>—S(0)—, -CH2—S(0)2—, -CH>—CH,—, -CH=CH~ (dang E
hodc Z), —C(=0)—CHz—, -CH(CN)-NH-, C(OH)~CH>~ va —0—C(=0)-NH-. Lién két
amit trong chat chd van, chit dbi khang hodc tac nhan didu bién peptit B7-H3 1a tng
vién thich hop dé thay thé bing chét déng vi amit bao gbm lién két thuy phén dugc bang
esteaza hodc proteaza ndi sinh cia d6i teong du dinh cia chét chit van, chit dbi khang

ho#c tac nhan diéu bién peptit B7-H3.
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Trong ban md ta, thuét ngit “y& co ban 12 tinh khiét” chi nguyén liéu ma c6 do
tinh khiét 13 it nhit 50% (tirc 1a khong chira chét tap nhiém), t&t hon nita néu c6 d tinh
khibt 12 it nhit 90%, tt hon nita 12 it nhit 95%, tt hon nira 14 it nhit 98%, tét hon nita
14 it nhét 99%, va t&t nhét 1a cao hon 99%.

Trong ban md ta, thuét ngit “dgc t6” chi chét bit ky ma tao ra dép ung bét 10i &
té bao. Vi du, doc t6 dwoc nhim dén té bao ung thu s€ c6 tac dung bAt 1o, ddi khi 1a c6
hai, cho té bao ung thu. Vi du vé cac doc t6 bao gém, nhung khong bi giéi han &, taxan,
maytansinoit, auristatin (vi du, monometyl auristatin (MMAE), monometyl auristatin F
(MMAF), auristatin E (AE), v.v.) (nhu cac chit dugc boc 10 trong Patent My sb
5,208,020; 5,416,064; 6,333,410; 6,340,701; 6,372,738; 6,436,931; 6,441,163;
6,596,757; 1,276,497; 7,585,857; hodc 7,851,432), calicheamixin, an anthraxyclin (vi
du doxorubicin), chét tuong tw CC-1065, docetaxel,; cathepsin B hodc E; ricin, gelonin,
ngoai ddc td Pseudomonas, doc td diphtheria, va ARNaza; khéang thé dugc danh dbu
phong xa (vi dy, dugc tiép hop v6i tiuxetan hodc duge ddnh du biang ddng vi phong xa

gay doc (vi du, °°Y; UL, 1""Lu, '®Re, Re, 2! At, *'?Bi, 23R 225A¢, v.V.).

Trong ban md ta, thuat ngit “viéc didu tri” hodc “diéu tri” md ta phuong phép
tiép can dé thu duoc két qua co lgi hogc mong muén bao gdm va t6t hon néu 13 két qua
1am sang c6 loi hodc mong mudn. Két qua 14m sang c6 lgi hodc mong mubn nay bao
gbm, nhung khong gidi han ¢, mot hoac nhidu két qua sau ddy: gidm qua trinh ting sinh
(hodc ti€u huy) t& bao ung thu hodc té bao bénh khac, giam sy di cin cia té bao ung thu
duogc tim théy & bénh ung thu, thu nhé kich thuéc khdi u, giam triéu ching cla bénh,
ting chét lrgng séng ngudi bénh, giam lidu ctia cac thubce khac cin dé diéu tri bénh,

lam chim tién trién ctia bénh va/hodc kéo dai su song cla ca the.

Nhu duge sir dung trong ban mo ta nay, thuat ngit “bénh ung thu” duoc du dinh
bao ham céac bénh ung thu dic trung ¢ chd c6 mat té bao ung thu dugc chon tir nhém
bao gdm té bao ctia khbi u tuyén thugng than, ung thu lién quan dén AIDS, sacom phin
mém phé nang, u té bao hinh sao, ung thu bang quang (caxinom té bao vay va caxinom
té bao chuyén tiép), ung thu xwong (u men ring, nang xuong phinh mach, u xuong sun,
sarcom xuong), ung thu néo va day cot sdng, u ndo di cdn, ung thu vi, u thé dong mach

canh, ung thu co t cung, sacom sun, u nguyén song, caxinom té bao thén ky mau,
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caxinom thé t& bao sang, ung thu rudt két, ung thu trirc trang, u mo bao soi lanh tinh tir
da, u ciu nhé tao md xo, u ming ndo thét, u Ewing, sacom sun nhéy ngoai xuong, tao
X0 Xuong bét toan, loan san xo xuong, ung thu tii mét hodc 6ng maét, ung thu da day,
bénh nguyén bao nudi do thai nghén, u té bao mam, ung thu dAu va cb, caxinom gan, u
té bao dao, sacom Kaposi, ung thu thin (u nguyén bao than phoi, caxinom té bao than
nhu), bénh bach cAu, u m& lanh tinh/u m&, u m& 4c tinh/sacom md, ung thu gan (u
nguyén bao gan, caxinom té bao gan), u bach huyét, ung thu phéi, u nguyén bao tiy, u
hic tb, u mang ndo, ung thu da noi tiét, da u tuy, hdi ching loan sén tiy, u nguyén bao
thin kinh, u ndi tiét than kinh, ung thu budng trimg, ung thu tuy, caxinom tuyén giap
dang nhu, u tuyén c4n giap, ung thu nhi, u bao than kinh ngoai vi, u té bao ua crom, u
tuyén yén, ung thu tuyén tién liét, ung thu héc t6 mach nho sau, rbi loan gan hiém gip,
ung thu di cin & than, u hinh gdy, sacom co van, sacom, ung thu da, sacom md mém,
ung thu té bao vy, ung thu da day, sarcom hoat dich, ung thu tinh hoan, caxinom tuyén
Grc, u tuyén e, ung thu di cin tuyén gidp va ung thu tir cung (caxinom & cb tir cung,

caxinom 4o niém mac tir cung, va u co tron).
II. Céc phuong phap tao ra khang thé va polypeptit

Céac phuong phép tao ra khang thé don dong 13 da biét trong linh vyc k¥ thuét
nay. Mot phuong phéap co thé dugc st dung 1a phuong phap theo tai licu Kohler, G.
(1975) “Continuous Cultures Of Fused Cells Secreting Antibody Of Predefined
Specificity”, Nature 256:495-497 hodc cai bién cta phuong phép nay. Thong thuong,
khang thé don dong dugc tao ra & cac loai khong phai ngudi, nhu chudt nhit. Nhin
chung, chudt nhit hodc chudt céng dugce st dung dé tao mién dich nhung cac dong vat
khac cling co thé dugc st dung. Khang thé dugc tao ra bang céach tao mién dich chuot
nhét bang luong mién dich cia té bao, dich chiét té bao hodc ché phém protein cd chira
B7-H3 cta ngudi. Tac nhan sinh mién dich c6 thé 13, nhung khong bi gi6i han 6, té bao
so cép, dong té bao dugc nudi cdy, té bao ung thu, axit nucleic hogic mo6. Theo mot
phuong 4n, té bao caxinom phdi ciia ngudi dugce st dung. Té bao duge st dung dé tao
mién dich, vi du, té bao tinh hoan hozc 'ung thu tuyén tuy hodc da day cia ngudi, c6 thé
dugc nudi cdy trong mot khoang thoi gian (vi du, it nhét 24 gid) trude khi sit dung

chung lam tac nhén sinh mién dich. Chinh té bao (vi dy, té bao ung thu tuyén tinh hoan,
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da day hoac tuy cua nguoi) co thé dugc stir dung 1am tdc nhan sinh mién dich hodc két
hop vai ta duge khong gay bién tinh, nhu Ribi. Nhin chung, té bao cin dugc giit nguyén
ven va tot hon 12 con sbéng khi duge st dung 1am tac nhan sinh mién dich. Té bao nguyén
ven ¢6 thé cho phép phat hién khdng nguyén t6t hon so véi t€ bao bi phd huy boi dong
vat duoc tao mién dich. Viéc sit dung ta dugc gy bién tinh hoic khong lanh, vi dy, ta
duoc Freud, c6 thé pha hiy té bao va do vy khong duge khuyén khich. T4c nhén sinh
mién dich c6 thé dugc ding nhiéu 1an theo khoang cach dinh ky nhu cach hai tudn hodc
hang tudn, hodc c6 thé duge ding theo cach sao cho duy tri dugc su sdng s6t & dong vat

(vi du, & mo tai td hop).

Theo mét phuong 4n, khang thé don dong lién két véi B7-H3 thu dugc bing cach
sit dung té bao chi biéu hién qua mirc B7-H3 lam tic nhan sinh mién dich. Té bao nay
bao gbdm, 1iy 1am vi du va khong nhim gidi han, té bao caxinom phdi ctia ngudi va té

bao ung thu rudt két clia ngudi.

D8 kiém soat dap ing khang thé, miu sinh hoc nho (vi dy, mau) c6 thé thu dugc
tir dong vat va dugc thir nghiém v6i hi€u gia khang thé khang tac nhan sinh mién dich.
L4 lach va/hoac mét sb hach bach huyét 16n ¢6 thé duge loai bd va dugc phan ly vao
mot té bao. Néu mubn, t& bao 14 lach co thé duoc sang loc (sau khi loai bo t€ bao bam
khong dic hiéu) bing cach dua thé huyén phu té bao lén dia hogc giéng da dugc phu
khang nguyén. T& bao B, bidu hién globulin mién dich lién két mang déc hi¢u ddi véi
khang nguyén, s€ lién két v6i dia nay va khong dugc trang bang phan con lai cua huyén
phu. Té bao B thu duoc, hoic tat ca cac té bao 14 lach di phan ly, sau d6 co thé duoc
dung hop vdi té bo u tuy (vi dy, X63- Ag8,653 va té bao tir Vién Salk, Trung tAm phan
b6 té bao (Salk Institute, Cell Distribution Center), San Diego, CA). Polyetylen glycol
(PEG) c6 thé dugce st dung d8 dung hop té bao 14 1ach hodc céc lympho bao v6i té bao
u tuy dé tao thanh té bao lai. Té bao lai nay sau d6 dugce nudi cAy trong méi trudong chon
loc (vi du, mdi truong hypoxanthin, aminopterin, thymidin, con dugc biét 13 “moi
truong HAT”). Té bao lai thu duoc sau d6 dugc dan bang cach pha lodng gii han va
duoc thir nghiém tao ra khang thé lién két dic hiéu v6i tdc nhan sinh mién dich, st dung,
vi dy, FACS (phén loai té bao dugc hoat hod huynh quang) hodc sang loc hoa mé mién

dich (IHC). Sau 4o, té bao lai tiét khang thé don dong dugc chon dugce nudi ca"ly in vitro
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(vi dy, trong céc chai nudi cdy mo hogc thi€t bi phan Gng s¢i 1dng) hoic in vivo (vi du,

1am ¢ truéng & chudt nhit).

Theo mét k¥ thudt khac thay thé cho k¥ thuat dung hop té bao, té bao B dugc
1am bét ti virut Epstein-Barr (EBV) ¢6 thé dugc st dung dé tao ra khéng thé don dong
theo sang ché. Té bao lai duge khuéch dai va duge tach dong phu néu muén, va dich
ndi dugc thir nghiém hoat tinh khang tac nhén sinh mién dich bang cac quy trinh thir
nghiém thong thuong (vi dy, FACS, IHC, thir nghiém mién dich phéng xa, thir nghi¢ém

mién dich enzym, thir nghiém mién dich huynh quang, v.v.).

Theo mdt cach khéc, khang thé don dong khang B7-H3 va khang thé tuong
duwong bét ky khéc c6 thé dugc giai trinh tw va duoc tao ra theo cach tai t6 hop bing
phuong phép bat ky da biét trong linh vuce k thuét nay (vi dy, bién doi gibng nhu cta
ngudi, st dung chudt nhit chuyén gen dé tao ra khang thé ctia ngudi hoan toan, cong
nghé biéu hién thé thuc khuén, v.v.). Theo mot phuong 4n, khang thé don dong khang
B7-H3 duogc giai trinh tw va sau do trinh ty polynucleotit dugc tach dong vao vecto daé
bidu hién hodc nhan giéng. Trinh ty ma hod khang thé dugc quan tim c6 thé dugc gilt
trong vecto ¢ t& bao chi va té bao chi ndy c6 thé duge mé rong va dugc lam dong lanh

dé st dung sau nay.

Trinh tu polynucleotit ciia khang thé don dong khang B7-H3 va khéng thé twong
dwong bét ky khac c6 thé dugc sit dung bang cach thao tac di truyén dé tao ra khang thé
“dugc bién dbdi giéng nhu cia nguoi” dé cai thién 4i luc hodc cac dic tinh khac cua
khang thé. Nguyén ly chung trong viéc bién d6i gidng nhu clia ngudi d6i voi khang thé
bao gdm budc giit lai trinh ty bazo cia phén lién két khang nguyén cta khang thé, trong
khi hoan d6i phén con lai khong phéi cua nguoi trén khang thé véi trinh ty khang thé
ctia nguoi. Co bbn bude co ban dé bién dbi gidng nhu ciia ngudi dbi v6i khang thé don
dong. P6 1a: (1) x4c dinh nucleotit va trinh ty axit amin dinh trudc cua cac mién bién
dbi chudi nhe va chudi ning khang thé bat dAu (2) thiét k& khang thé duoc bién doi
gibng nhu clia ngudi, tirc 13 xac dinh ving khung khang thé dé str dung trong qué trinh
bién ddi gidng nhu ctia ngudi (3) phuong phap/ky thuat bién dbi gibng nhu cia ngudi
thuc té va (4) chuyén nhiém va bidu hién khang thé dugc bién dbi gibng nhu cia ngudi.

Vi dy, xem Patent M§ s6 4,816,567, 5,807,715; 5,866,692; va 6,331,415.
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Sé lugng phén tir khang thé “dugc bién dbi gibng nhu ctia ngudi” gbm vi tri lién
két khang nguyén thu dugc tr globulin mién dich khong phai ctia nguoi d3 duge mo ta,
bao gdm khang thé thé kham c6 hoic viing V ctia dong vat gim nhidm hoic cua dong
vét gam nhdm dugc bién dbi va ving quyét dinh tinh bd sung (CDR) két hop cta ching
dugc dung hop véi mién hing dinh cia ngudi (vi dy, xem Winter et al.1 (1991) “Man-
made Anditbodies”, Nature 349:293-299; Lobuglio et al. (1989) “Mouse/Human
Chimeric Monoclonal Antibody In Man: Kinetics And Immune Response”, Proc. Natl.
Acad. Sci. (U.S.A.) 86:4220-4224 (1989), Shaw et al. (1987) “Characterization Of A
Mouse/Human Chimeric Monoclonal Antibody (17-1A) To A Colon Cancer Tumor-
Associated Antigen”, J. Immunol. 138:4534-4538, va Brown et al. (1987) “Tumor-
Specific Genetically Engineered Murine/Human Chimeric Monoclonal Antibody”,
Cancer Res. 47:3577-3583). Céc tai liéu khac mo td CDR cua dong vat gam nham dugc
ghép vao vung khung (FR) hd tro ngudi trude khi dung hop véi mién hing dinh khang
thé cua ngudi thich hop (vi du, xem Riechmann, L. et al. (1988) “Reshaping Human
Antibodies for Therapy”, Nature 332:323-327; Verhoeyen, M. et al. (1988) “Reshaping
Human Antibodies: Grafting An Antilysozyme Activity”, Science 239:1534-1536; va
Jones et al. (1986) “Replacing The Complementarity-Determining Regions In A Human
Antibody With Those From A Mouse”, Nature 321:522-525). Mot tai liéu khac mo ta
CDR cuia dong vat gam nhdm duge hd trg bdi ving khung ciia dong vat gam nhim duoc
phu theo céch tai t6 hop. Vi du, xem Cong bb don chau Au sb 519,596. Céc phan ti
“dugc bién ddi gidng nhu clia ngudi” nay dugce thiét ké dé 1am giam thiéu dap Gtmg mién
dich khong mong mudn dbi véi phan tir khang khang thé cua ngudi & dong vat gdm |
nhdm ma gidi han thoi lugng va tdc dung clia tng dung tri li€u cua cac gbc nay trong
thé nhén ctia ngudi. Céc phuong phép khac dé bién dbi gidng nhu ciia nguoi doi vei
khéng thé ciing c6 thé dugc st dung da duge boc 10 boi tai ligu Daugherty et al. (1991)
“Polymerase Chain Reaction Facilitates The Cloning, CDR-Grafting, And Rapid
Expression Of A Murine Monoclonal Antibody Directed Against The CD18
Component Of Leukocyte Integrins”, Nucl. Acids Res. 19:2471-2476 va trong Patent
My sb 6,180,377; 6,054,297; 5,997,867; va 5,866,692.

Sang ché con bao gdom céc manh ving bién doi chuodi don (“scFv”) cla khéng

thé theo sang ché, nhu khang thé khang B7-H3 cta chudt. Cc manh trong vung bién
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@di chudi don dugc tao ra bing cach lién két cac ving bién ddi chudi nhe va/hodc chudi
ning bing cach sir dung lién két peptit ngan. Tai lidu Bird et al. (1988) (“Single-Chain
Antigen-Binding Proteins”, Science 242:423-426) m6 ta vi du vé peptit lién két tao cdu
nbi dai xép xi 3,5 nm giita d4u tin carboxy ctia mdt ving bién dbi va dau tan amino clia
ving bién dbi khac. Thanh phan lién két c6 trinh tw khac da dugc thiét ké va dugc sit
dung (Bird et al. (1988) “Single-Chain Antigen-Binding Proteins”, Science 242:423-
426). Thanh phan lién két c6 thé dugc bién ddi 1An luot dé c6 céc chirc ning b sung,
nhu gén thudc hoidc gén lén gia do dang rén. Bién thé chudi don c6 thé dugce tao ra theo
cach tai td hop hodc tdng hop. Dé tao ra scFv theo cach tong hop, thiét bi tong hop tur
dong c6 thé duoc sir dung. Pé tao ra scFv theo céch tai td hop, plasmit thich hgp chta
polynucleotit mé hoé scFv c6 thé dugc dua vao té€ bao chii thich hop, 12 t€ bao sinh vat
nhan chudn, nhu t& bao nAm men, thuc vat, con tring hodc dong vat c6 vi, hodc té bao
sinh vat nhén so, nhu E. coli. Polynucleotit md hoa scFv dugc quan tam co thé duoc tao
ra bing céc thao tic thong thudng nhu nbi cac polynucleotit. scFv thu dugc c6 thé dugc
phén 14p st dung cac k¥ thuat tinh ché protein tiéu chuén da biét trong linh vuc k¥ thuét
nay.

Sang ché bao gdm céc bién d@bi dbi v6i khang thé va cac polypeptit lién két véi
B7-H3 va chét chi van, chit di khang va tic nhan didu bién ctia chung, bao gdm khéng
thé va polypeptit twong duong vé& mit chtrc ning ma khong anh hudéng dang ké dén cac
tinh chit cta chung va bién thé c6 hoat tinh tang cudong hodc gidm. Viée bién d6i
polypeptit 12 k§ thuét thong thuong trong linh vuc k¥ thudt nay va khong can phai dugc
md ta chi tiét & day. Vi du vé polypeptit bién ddi bao gdbm polypeptit c6 thay thé bao
toan cac gbc axit amin, [am khuyét hodc thém vao mot hodc nhiéu axit amin ma khong
lam thay d6i hoat tinh chitc nang déng ké theo céach c6 hai, hodc sir dung cac chét twong
ty vé mat hoa hoc. Géc axit amin ma c6 thé duoc thay thé theo cach bao toan véi nhau
bao gdm, nhung khong gi6i han o: glyxin/alanin; valin/isoleuxin/leuxin;
asparagin/glutamin; axit aspartic/axit glutamic; serin/threonin; lysin/arginin; va
phenylalanin/tryosin. C4c polypeptit nay con bao gbm polypeptit dugc glycosyl hod va
khong glycosyl ho4, ciling nhu céc polypeptit co cac bién d6i sau dich ma khéc nhu, vi
du, glycosyl hoa bing céc dudng khac nhau, axetyl hod va phosphoryl hoa. Tét hon néu

dot bién thé axit amin s& dugc bao toan, tirc 1a axit amin duogc the s€ cb cac tinh chat
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ho4 hoc tuong ty nhu axit amin ban dau. Dot bién thé bao toan nay la da biét trong linh
vuc k§ thuét nay, va vi du d dugc néu & trén. Cac bién ddi axit amin c6 thé bao gdm
tir thay dbi hogc bién déi mot hodic nhidu axit amin dé thiét ké lai hoan toan mdt ving,
nhu viing bién d8i. Cac thay déi v& ving bién ddi c6 thé 1am thay ddi 4i luc lién ket
va/holic do dic hiéu. Céc phuong phap bién déi khac bao gdm sir dung ky thut bt cap
d4 biét trong linh vuc k¥ thuét nay, bao gbm, nhung khong gi6i han &, phuong phap sur
dung enzym, thé oxy ho4 va cang hoa. Céc bién dbi c6 thé duoc sir dung, vi dy, dé gin
céc chit danh ddu dung cho thit nghiém mién dich, nhu gén gbc hoat dong phong xa
dung cho thir nghiém mién dich phéng xa. Cac polypeptit bién déi dugc tao ra bang
cach st dung cac quy trinh da thiét 1ap trong linh vyc k§ thut nay va co thé dugc sang

loc bang cach st dung cac thir nghiém chuén da biét trong linh vyc k¥ thut nay.

Séang ché con bao gbm protein dung hop gbm mdt hogic nhiéu manh hoic ving
tir polypeptit va khang thé theo sang ché. Theo mot phwong 4n, polypeptit dung hop
bao gdm it nhét 12 10 axit amin lién tiép cta ving chudi nhe bién ddi va it nhat 10 axit
amin cia ving chudi ning bién ddi. Theo mé6t phuong an khac, polypeptit dung hop
chtta ving hing dinh globulin mién dich khéac loai. Theo mdt phuong an khéc,
polypeptit dung hgp chira vung bién dbi chudi nhe va ving bién d6i chudi ning cua
khang thé duoc tao ra tir té bao lai dugc luu cong khai. Theo cac muc dich cua sang ché,
protein dung hop khang thé chira mot hodc nhidu mién polypeptit lién két dic hiéu véi
B7-H3 va mot trinh tu axit amin khac ma khong dugc gén vao protein ndy trong phan

tir ty nhién, vi du, trinh ty khac loai hodc trinh ty tuong dbng tir mot ving khac.

Polypeptit khang B7-H3 va chét cht van, chit d6i khang va tic nhin diéu bién
B7-H3 khac c6 thé dugc tao ra bing cac phuong phap da biét trong linh vuc k¥ thuét
nay, vi duy, theo cach tdng hop hoic tai td hop. Mot phuong phép tao ra chit chi vén,
chit dbi khang va tac nhén diéu bién peptit B7-H3 bao gbm téng hop hod hoc déi véi
polypeptit, sau d6 la xir Iy dudi diéu kién oxy hoa thich hop @8 thu duoc cAu hinh tu
nhién, tc 1a lién két disulfua dung. Diéu nay c6 thé dugc thuc hién bang céach st dung
cac phuong phap da biét voi ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuét nay (vi
du, xem Kelley, R. F. et al. (1990) In: GENETIC ENGINEERING PRINCIPLES AND

METHODS, Setlow, J.K. Ed., Plenum Press, N.Y., vol. 12, pp 1-19; Stewart, J.M et al.
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(1984) SOLID PHASE PEPTIDE SYNTHESIS, Pierce Chemical Co., Rockford, IL; xem ca
Patent My 6 4,105,603; 3,972,859; 3,842,067; va 3,862,925).

Polypeptit theo sang ché c6 thé duoc tao ra thuan lgi bing cach st dung phuong
phép tdng hop peptit pha rin (Merrifield, B. (1986) “Solid Phase Synthesis”, Science
232(4748):341-347; Houghten, R.A. (1985) “General Method For The Rapid Solid-
Phase Synthesis Of Large Numbers Of Peptides: Specificity Of Antigen-Antibody
Interaction At The Level Of Individual Amino Acids”, Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.)
82(15):5131-5135; Ganesan, A. (2006) “Solid-Phase Synthesis In The Twenty-First
Century”, Mini Rev. Med. Chem. 6(1):3-10).

Theo mot phuong 4n khac, khang thé ctia nguoi hoan toan cé thé thu dugc bang
cach st dung chudt nhit c6 trén thi truong di duge thao tac di truyén dé biéu hién cic
protein globulin mién dich cua ngudi dic hi¢u. Pong vat chuyén gen ma dugc thiét ké
dé tao ra dap ng mién dich mong mudn hon (vi dy, khdng thé cta ngudi hoan toan)
hodc manh hon ciing c6 thé dugc st dung dé tao ra khang thé duoc bién dbi giéng nhu
cia nguoi hodc khing thé cia nguoi. Vi du vé cong nghé nay 12 XENOMOUSE™
(Abgenix, Inc, Fremont, CA) v4 HUMAB-MOUSE® va TC MOUSE™ (c4 hai déu tir

Medarex, Inc, Princeton, NJ).

Theo mot phuong an khac, khang thé c6 thé dugc tao ra theo céach tai td hop va
duge bidu hién biang céch st dung phuong phép bat ky da biét trong linh vyc k¥ thuét
nay. Khang thé c6 thé dugc tao ra theo cach tai t6 hop bang cach d4u tién 13 phan 1ap
khang thé dugc tao ra tir ddng vét chu, thu trinh tw gen va sir dung trinh ty gen nay dé
bidu hién khang thé theo cach téi td hop & té bao chi (vi dy, t& bao CHO). Mot phuong
phép khac co thd dugc st dung d& biéu hién trinh twy khang thé ¢ thuc vat (vi du, cay
thuc 14) hoic sira chuyén gen. Cac phwong phap thich hop @8 biéu hién khang thé theo
cach tai td hop & cdy hodc sita dd duwgc boc 10 (vi dy, xem Peeters et al. (2001)
“production Of Antibodies And Antibody Fragments In Plants”, Vaccine 19:2756;
Lonberg, N. et al. (1995) “Human Antibodies From Transgenic Mice”, Int. Rev.
Immunol 13:65-93; and Pollock et al.(1999) “Transgenic Milk As A Method For The
Production Of Recombinant Antibodies”, J. Immunol Methods 231:147-157). Cac
phuong phéap thich hop 8 tao ra din xuét ctia khang thé, vi du, dugc bién d6i gidng nhu
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ctia ngudi, chudi don, v.v. 1a da biét trong linh vurc k§ thuat nay. Theo mét cach khac,
khang thé c6 thé dugc tao ra theo céch tai t6 hop béng k§ thuéat biéu hién thé thyuc khuén
(vi dy, xem Patent My s6 5,565,332; 5,580,717; 5,733,743; 6,265,150; va Winter, G.
(1994) “Making Antibodies By Phage Display Technology”, Annu. Rev. Immunol.
12.433-455).

Khang thé hoic protein dugce quan tm co thé dwoc giai trinh ty bang cach thodi
bién Edman da biét rd véi ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh vy k§ thuét nay. Thong
tin peptit thu duoc tir k§ thuét do phé khéi hoic thoi bién Edman c6 thé dugc st dung
d8 thiét ké mAu do hodc doan mdi dugc sir dung dé tach dong protein dugc quan tam.

Phuong phap tach dong protein dugc quan tim khac la “phén tich trong lugng”
béng cach st dung B7-H3 dugc tinh ché hoiic céc phﬁn ctia n6 dé t& bao biéu hién khang
thé hodc protein dugc quan tdm. B7-H3 tdn tai & dang “2Ig” va dang “4Ig”. Trinh tu
axit amin cta dang “2Ig” cia B7-H3 cua ngudi 1a (SEQ ID NO:1):

MLRRRGSPGM GVHVGAALGA LWFCLTGALE VQVPEDPVVA

LVGTDATLCC

SFSPEPGFSL AQLNLIWQLT DTKQLVHSFA EGQDQGSAYA
NRTALFPDLL

AQGNASLRLQ RVRVADEGSF TCFVSIRDFG SAAVSLQVAA
PYSKPSMTLE

PNKDLRPGDT  VTITCSSYRG  YPEAEVFWQD  GQGVPLTGNV
TTSQMANEQG

LFDVHSVLRV  VLGANGTYSC LVRNPVLQQD  AHGSVTITGQ
PMTFPPEALW

VTVGLSVCLI  ALLVALAFVC WRKIKQSCEE  ENAGAEDQDG
EGEGSKTALQ

PLKHSDSKED DGQEIA
Trinh tu cADN m3 ho4 dang “2Ig” cia B7-H3 ctia ngudi la (SEQ ID NO:2):

atgctgegtc ggeggggeag ccetggeatg ggtgtgeatg tgggtgcage cctgggagea
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ctgtggttct gectcacagg ageectggag gtecaggtee ctgaagacee agtggtggea
ctggtgggea ccgatgecac cetgtgetge tecttctece ctgageetgg cttcagectg
gcacagctca acctcatctg geagetgaca gataccaaac agetggtgea cagetttget
gagggccagg accagggeag cgectatgee aaccgeacgg cectettcec ggacctgetg
gcacagggca acgcatcect gaggetgeag cgegtgegtg tggeggacga gggeagetic
acctgctteg tgagceatceg ggatttcgge agegetgeeg tcagectgea ggtggeeget
ccctactcga ageccageat gaccetggag cccaacaagg acctgeggec aggggacacg
gtgaccatca cgtgetccag ctaccggggc taccetgagg ctgaggtgtt ctggeaggat
gggeagggtg tgcccctgac tggeaacgtg accacgtege agatggecaa cgageagggec
ttgtttgatg tgcacagegt cctgegggtg gtgetgggtg cgaatggeac ctacagetge
ctggtgcgea acceegtget gecageaggat gegeacgget ctgtcaccat cacagggeag
cctatgacat tccccccaga ggeceetgtgg gtgacegtgg ggetgtetgt ctgteteatt
geactgetgg tggeectgge tttegtgtge tggagaaaga tcaaacagag cigtgaggag
gagaatgcag gagctgagga ccaggatggg gagggagaag getccaagac ageectgeag
cctetgaaac actctgacag caaagaagat gatggacaag aaatagec |

Trinh tu axit amin ctia dang “2Ig” ctia B7-H3 cua nguoi (SEQ ID NO:1) (dugce
in dam va gach chan) dugc bao gdm hoan toan trong dang “4Ig” cua B7-H3 clia ngudi

(SEQ ID NO:76):

MLRRRGSPGM _GVHVGAALGA LWFCLTGALE VQVPEDPVVA
LVGTDATLCC

SFSPEPGFSL AQLNLIWQLT DTKQLVHSFA EGQDQGSAYA
NRTALFPDLL

AQGNASLRLQ RVRVADEGSF TCFVSIRDFG SAAVSLQVAA
PYSKPSMTLE

PNKDLRPGDT  VTITCSSYQG  YPEAEVFWQD  GQGVPLTGNV
TTSQMANEQG
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LFDVHSILRV VLGANGTYSC LVRNPVLQQD AHSSVTITPQ
RSPTGAVEVQ

VPEDPVVALV __ GTDATLRCSF SPEPGFSLAQ LNLIWQLTDT
KOLVHSFTEG

RDQGSAYANR _TALFPDLLAQ GNASLRLQRV _RVADEGSFTC
FVSIRDFGSA

AVSLOVAAPY SKPSMTLEPN KDLRPGDTVT _ITCSSYRGYP
EAEVFWODGQ

GVPLTGNVTT _SOMANEQGLF DVHSVLRVVL GANGTYSCLV
RNPVLOQDAH

GSVTITGOPM _ TFPPEALWVT _ VGLSVCLIAL _LVALAFVCWR
KIKQSCEEEN

AGAEDQDGEG EGSKTALQPL KHSDSKEDDG QEIA

Trinh tw cADN m ho4 dang “4Ig” ctia B7-H3 ciia nguoi 1a (SEQ ID NO:77);

gbc ma hoa dang “2Ig” cua B&-H3 dugc in ddm va gach chan:

ctgtggttct gectcacagg ageectggag gteccaggtee ctgaagacce agtggtggca

ctggtgggca cecgatgecac cetgtgetge tectteteee ctgageetgg cttcagectg
gcacagctca acctcatctg geagetgaca gataccaaac agctggtgea cagctttget
gagggccagg accagggceag cgectatgec aaccgeacgg ccctettece ggacctgetg
gcacagggcea acgeatcect gaggcetgeag cgegtgegtg tggeggacga gggcagctic
acctgctteg tgagcatceg ggatttcgge agegetgeeg tcagectgea ggtggeeget
ccctactcga ageccageat gacectggag cccaacaagg acctgeggece aggggacacg
gtgaccatca cgtgetccag ctaccaggge tacccigagg ctgaggtgtt ctggcaggat

gggcagggtg tgeecctgac tggcaacgtg accacgicge agatggccaa cgagcagggc

ttgtttgatg tgcacageat cctgegggtg gtgctgggtg caaatggeac ctacagctgc
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ctggtgcgcea acceegtget gecageaggat gegeacaget ctgtcaccat cacaccccag

agaagcccca caggageegt ggaggtecag gtecctgagg acceggtggt ggecctagts

ggcaccgatg ccacectgeg ctgetectte teccecgage ctggetteag cetggeacag

ctcaacctca tetggeaget gacagacace aaacagetgg tgcacagttt caccgaagge

cgggaccagg geagegecta tgecaaccge acggecctcet teceggacct getggeacaa

ttcgtgagea tcegggattt cggeageget geegteagece tgeaggtgge cgetecetac

tcgaagecca geatgacect ggageccaac aaggacctge ggecagggea cacggtgacc

atcacgtgcet ccagetaceg gggctaccet gaggetgagg tottetggea ggatgggeag

ggtgtgcccce tgactggeaa cgtgaccacg tegeagatgg ccaacgagea goocttgttt

cgcaaccceg tgetgeagea ggatgegeac ggetetgtca ccatcacagg gcagcctatg

acattcccece cagaggecct gtgggtgace gt ctgt ctgtctgtct cattgcactg

ctggtggcce tggctttegt gtgctggaga aagatcaaac agagetgtga gogaggagaat

aaacactctg acagcaaaga agatgatgga caagaaatag cc

Quy trinh “phén tich trong lugng” c6 thé dugc tién hanh bing cach thu thu vién
cADN tir cc md hoic té bao biéu hién B7-H3, biéu hién qua mirc cADN trong loai té
bao tht hai va sang loc té bao dugc chuyén nhiém cua loai té bao tht hai dé lien két diic
hiéu v6i B7-H3. Mo ta chi tiét vé& cac phuong phéap dugc st dung trong tich dong gen
cta dong vat ¢6 vii ma hod protein bé mat t& bao biang cach “phan tich trong lugng” c6
thé dugc tim thdy trong linh vuc k¥ thut ndy (vi dy, xem Aruffo, A. et al. (1987)
“Molecular Cloning Of A CD28 ¢cDNA By A High-Efficiency COS Cell Expression
System”, Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 84:8573-8577 and Stephan, J. et al. (1999)
“Selective Cloning Of Cell Surface Proteins Involved In Organ Development: Epithelial
Glycoprotein Is Involved In Normal Epithelial Differentiation”, Endocrinol. 140:5841-
5854).
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cADN m3 ho khang thé khang B7-H3 va chit chi véan, chét d6i khang va tac
nhén diéu bién peptit B7-H3 khac ¢6 thé thu dugc bang cach phién ma ngugc mARN
loai t& bao cy thé bing cac phwong phap chudn trong linh vuc k¥ thuit nay. Cu thé,
mARN c6 thé dugc phan 14p bing cach sir dung céc enzym ly giai hodc cic dung dich
ho4 hoc khac nhau theo cdc quy trinh néu trong tai liéu Sambrook et al. Supra hodc dugc
chiét tac béi nhya lién két axit nucleic 6 trén thi truong dua trén cac hudng dan kém
theo dugc cung cdp béi nha sin xuét (vi du, Qiagen, Invitrogen, Promega). Sau do,
cADN d3 téng hop dugc dua vao vecto bidu hién d8 tao ra khang thé hoic protein dugc
quan tdm & té bao thudc loai thir hai. Him y 1a vecto biéu hién phai sao chép dugc & té
bao chit hoic 1a thd bd sung hoic 1a mdt phan thiét yéu cia ADN nhiém sic thé. Vecto
biéu hién thich hop bao gém, nhung khdng giéi han &, plasmit, vecto virut, bao gém

adenovirut, virut két hop adeno, retrovirut va cosmid.

Vecto chita polynucleotit dugc quan tdm co thé dugc dua vao té bao chl bang
nhidu cach thich hop, bao gdm dién di, chuyén nhiém st dung canxi clorua, rubidi
clorua, canxi phosphat, DEAE-dextran hodc cac chit khéc; bin vi dan; chuyén gen br?mg
liposom; v 14y nhiém (vi dy, trong d6 vecto 12 tic nhan truyén nhiém nhu virut vacxin).
Lua chon dua vao vecto hoic polynucleotit s& thuong phy thude vao dac tinh cua té bao

chu.

Té bao chu bat ky c6 kha nang biéu hién qui mirc ADN khac loai c6 thé duoc st
dung nham muc dich phén 1ap gen ma hod khéng thé, polypeptit hodc protein dugc quan
tdm. Vi du khong giéi han vé té bao chu cia dong vat ¢6 va thich hgp bao gbm, nhung
khong gi6i han &, t& bao COS, HeLa va CHO. Tét hon néu té bao chu biéu hién cADN
& mirc cao hon khoang 5 1an, t5t hon nita 1 cao hon 10 13n, thAm chi tét hon nita 1a cao
hon 20 14n so véi khang thé hodc protein ndi sinh dugc quan tdm tuong Ung, néu c6
miit, & t& bao chil. Viéc sang loc té bao chu dé lién két ddc higu v6i B7-H3 duge thuc
hién bang thir nghiém mién dich hodc FACS. Té bao biéu hién qua mirc khang thé hoic

protein dugc quan tdm c6 thé dugc nhan dang.

Céc k§ thuét khac nhau cling 6 s&n c6 thé dugc st dung dé tao ra chét chi van,
chét dbi khang va tac nhan diu bién peptit B7-H3 dot bién ma ho4 cho viéc bd sung,

x04a hoidc thay @i trinh tu axit amin ciia protein thu dugc so véi chat chu van, chat doi
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khang hodc tac nhén diéu bién phén it peptit B7-H3 gbe.

Sang ché bao gbm céc polypeptit gbm trinh ty axit amin cta khang thé theo séng
ché. Polypeptit theo séng ché c6 thé dugce tao ra bang cac phuong phap da biét trong
Iinh vuc k¥ thuét nay. Polypeptit c6 thé dugc tao ra bing cach phan giai protein hodc
phuong phap thodi bién khéc dbi voi khang thé, bang cac phuong phép tai t6 hop (tirc
13 polypeptit don hodc polypeptit dung hop) nhur dugc néu & trén hodc bang cach tong
hop hoa hoc. Céc polypeptit ciia khang thé, dic biét 1a polypeptit ngén hon cé chia
khoang 50 axit amin, dugc tao ra thuin lgi béng cach tdng hop hoé hoc. Céc phuong
phap téng hop hoa hoc 12 da biét trong linh vuc k¥ thuat ndy va c6 trén thi truong. Vi
du, polypeptit khang B7-H3 c6 thé duoc tao ra boi thiét bi tbng hop polypeptit tw dong
str dung phuong phép pha ran.

IV. Céc phuong phap sang loc polypeptit va khang thé don dong

Mbt s& phuong phap c6 thé dugc st dung dé sang loc polypeptit va khang thé
don dong ma lién két véi B7-H3. CAn hidu ring “lién két” chi lién két dic hiéu lién quan
v& sinh hoc hodc mién dich, va khong chi lién két dic hiéu c6 thé xay ra, vi dy, khi
globulin mién dich dugc st dung & ndng do rat cao dbi véi dich khong dic hiéu. Theo
mot phuong an, khéng thé don dong duoc sang loc dé lién két voi B7-H3 bang céch st
dung céac k¥ thudt sang loc chudn. Theo cach nay, thu dugc khing thé don dong khéng
B7-H3. Té bao lai dugc uu tién theo sang ché 1a té bao lai tao ra khang thé BRCA69D,
BRCA84D hoic PRCA157. |

Khang thé don dong b sung lién két véi B7-H3 c6 thé dugc nhan dang. Nhim
muc dich nay, cac khing thé don dong dugc sang loc vé kha nang phan biét cia chung
¢6 thé lién két véi mo ung the ma khong lién két véi té bao khong ung thu. Theo mot
phuong éan, khang thd don dong ma lién két véi B7-H3 va cling phan ting chéo v6i té
bao hodc md ung thu clia ngudi, ma khong phai véi té bao hoic mo6 thudng & mirc do
twong tu, dugc chon. Mot phuong phap co6 thé dugc st dung dé sang loc 12 hod md mién
dich (IHC). K¥ thuit hod mo mién dich chuén 13 d3 biét véi ngudi c6 hiéu biét trung
binh v& Iinh vuc k¥ thuat ndy. Vi du, xem ANIMAL CELL CULTURE METHODS J.p.
Mather and D. Barnes, eds., Academic Press, NY, Vol. 57, Ch. 18 and 19, pp. 314-3 50,

1998). Cac mau sinh hoc (vi dy, cac mé) cb thé thu dugc tir sinh thiét, md ti thi hodc

-49-



30003

md x4c. D& khing dinh ring B7-H3 chi c6 mit & té bao ung thu, khang thé khang B7-
H3 c6 thé dugc sit dung dé phat hién sw c6 mit cia B7-H3 & cdc md tir cd thé méc bénh
ung thu trong khi cdc mo khong ung thu tir ca thé mic bénh ung thu hodc cdc mo tir cd
thé khong mic bénh ung thu khac duge st dung lam mau d6i chirng. M6 ¢6 thé duoc
nhing trong nén rin hoic ban ran dé ngén ngira sy tdn hai trong qua trinh dong lanh (vi
du, gel agaroza hodc OCT) va sau d6 dugc phan chia dé nhudém. Bénh ung thu tir cac
co quan khac nhau va thudc cac phan hang khac nhau ¢6 thé dugc st dung dé sang loc
khang thé don dong. Vi du v& cac mod ma c6 thé duge st dung nhim myc dich sang loc
bao g@)m, nhung khong giéi han 6, buéng tring, vu, phéi, tuyén tién liét, rudt két, than,
da, tuyén giap, ndo, tim, gan, da day, than kinh, mach méu, xuong, 6ng tiéu hoa trén va
tuy. Vi du v& céc loai bénh ung thu loai khac nhau ma c6 thé dugc st dung nhim muc
dich sang loc bao gbm, nhung khong giéi han §, caxinom, ung thu tuyén, sacom, bénh

ung thu tuyén, u bach huyét va bénh bach cau.

Theo mdt phuong an wu tién khéc, cdc dong té bao ung thu nhu HMEC
(BioWhittaker CC- 2251), HUVEC (té bao ndi mé so cép), BT-474 (ATCC# HTB-20),
MCF7 (ATCC# HTB22), MDA-MB-175-VII (ATCC# HB-25), MDA-MB-361
(ATCC# HB-27), SKBR3 (ATCC# HTB-30), A549 (ATCC# CCL- 185), Calu-3
(ATCC# HTB-55), SKMES-I (ATCC# HTB-58), ES-2 (ATCC# CRL-1978), SKOV3
(ATCC# HTB- 77), Panc-1 (ATCC# CRL-1469), AsPC-I (ATCC# CRL-1682), HPAF-
II (ATCC# CRL-1997), Hs700T (ATCC# HTB-174), Colo205 (ATCC# CCL-222),
HT-29 (ATCC# HTB-38), SW480 (ATCC# CCL-228), SW948 (ATCC# CCL- 237),
293 (ATCC # CRL-1573), 786-0 (ATCC# CRL-1932), A498 (ATCC# HTB-44), Caki-
2 (ATCC# HTB-47), COS-7 (ATCC# CRL-1651), RL-65 (ATCC # CRL-10345), SV-
T2 (ATCC# CCL-163.1), 22RV1 (ATCC# CRL-2505), DU145 (ATCC# HTB-81),
LNCaP (ATCC# CRL-1740), PC-3 (ATCC# CRL-1435), HT29 (ATCC# HTB-38),
Hs746T (ATCC# HTB-135), NCI-N87 (ATCC# CRL-5822) va té bao thudng tir md
trong ng cua té bao nay c6 thé dugc st dung dé sang loc khéng thé don dong dic hiéu
b1 v6i mo ung thu. Gibng cy té bao so cap, hodc do chy chuyén thip, thu duge tir md
thudng tir cac co quan khac nhau, bao gbm nhung khong gi6i han 6, thén, budng trimg,
va, phéi, tuyén tién liét, rudt két, than, da, tuyén giép, co tron dong mach chi va té bao

ndi mo c6 thé duoc st dung lam db6i chung 4m. Té bao ung thu hodc khong ung thu c6
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thé dugc nuéi trén lam kinh hodc 14 kinh ddy, hodc trén céc bé mit nhua, hodc dugc
diéu ché trong thiét bi CellArray™, nhu dugc néu trong tai liéu WO 01/43869 va duoc
sang loc vé kha ning lién két khang thé bing cach st dung IHC nhu dugc néu & trén
d6i véi cac md. Theo cach khac, té bao c6 thé dugc loai bo khéi bé mit sinh trudéng
bang céach sir dung phuong phap khong phin giai protein va quay tron thanh vién, sau
do6 dugce nhing va dugce xir Iy nhu mo dé phén tich IHC nhu dugc néu & trén. Té bao ¢6
thé dugc cy vao co thé dong vat bi suy giam mién dich, khbi u dugc phép phét trién va
sau d6 khdi u nay c6 thé dugc thu hoach, duge nhiing va dugc dung lam ngudn mé dé
phan tich THC. Theo mdt phuong 4n khac, té bao don c6 thé duoc sang loc bang cach u
v6i khang thé so cép, khang thé “chi thi” bac hai dugc lién két v6i phéan tir huynh quang
va sau d6 dugce phan tich bang céch str dung may phén loai té bao dugc hoat hoa huynh
quang (FACS).

B4t ky trong sb cac hé théng phat hién khéac nhau c6 thé dugc st dung dé phat
hién viéc lién két khang thé v6i 14t mé. Thong thuong, hoa md mién dich bao gdm bude
lién két khang thé so cép v6i md va sau d6 khang thé bac hai phan tng v4i loai thu dugc
tir khang thé so chp nay dugc tao ra va dugc tiép hop véi chét danh d4u phat hién dugc
(vi du, peroxidaza cdy cai ngua HRP, hogc diaminobenzedin DAB). Mot phuong phap
khac c6 thé duoc sir dung 1a khang thé bd sung anh phan chiéu da dong hay
polyMICA™ (polyclonal Mirror Image Complementary Antibodies; The Binding Site
Limited, Birmingham, UK; Mangham, D.C. et al. (1999) “A Novel
Immunohistochemical Detection System Using Mirror Image Complementary
Antibodies (MICA)”, Histopathology 35(2):129-33). K¢ thuat PolyMICA™ c6 thé
duoc st dung dé thi nghiém viéc lién két khang thé so cép (vi dy, khéng the khing B7-
H3) v6i md thudng va mo ung thu. Céc loai kit phat hién polyMICA™ c¢6 trén thi
trudmg: San phdm s6 HK004.D 1a kit phat hién polyMICA™ str dung chét phan iing
mau DAB; San phim s6 HK004.A 12 kit phat hién polyMICA™ st dung chét phan ting
mau AEC. Theo cach khac, khang thé so cip c6 thé dwogc danh diu tryc tiép béng chét
danh d4u phat hién dugc.

Budc thir nhét trong quy trinh sang loc THC dé lua chon khang thé thich hop 1a
qué trinh lién két khang thé bac mo dugc gia tang trong chudt nhét (vi du, khang thé
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khang B7-H3) v6i mét hodic nhidu tic nhan sinh mién dich (vi dy, cac mau té bao hoic
miu md). Theo mot phuong 4n, miu md 12 14t cat m6 dong lanh tir cc co quan khac

nhau. Cac miu té bao hodc miu md c6 thé 13 dang ung thu hodc khong ung thu.

Cac m6 dong lanh c6 thé dugc chudn bi, dugc cit 14t, dugc cb dinh hodc khong
va quy trinh THC dugc thyc hién bing phuong phép bit ky trong s6 nhiu phuong phép
d4 biét v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh vyc k§ thuat nay (vi dy, xem tai liéu
Stephan et al. (1999) “Distribution and Function Of The Adhesion Molecule BEN
During Rat Development”, Dev. Biol. 212:264-277 and Stepchan et al. (1999)
“Selective Cloning Of Cell Surface Proteins Involved In Organ Development: Epithelial
Glycoprotein Is Involved In Normal Epithelial Differentiation”, Endocrinology
140:5841-5854).

V.  Céac phuong phép md ta dic diém cta khang thé khang B7-H3

Phuong phép bat ky trong sb cac phuong phap c6 thé duge sir dung dé dic trung
hoa khang thé khang B7-H3. Mot phuong phép 12 nhan dién epitop ma né lién két véi.
Quy trinh lap biéu d6 epitop c6 san trén thi trudong tir cac ngudn khéc nhau, vi dy,
Pepscan Systems (Lelystad, Ha Lan). Quy trinh 1ap bidu dd epitop c6 thé duoc sir dung
dé xéc dinh trinh ty ma khang thé khang B7-H3 lién két vdi. Epitop nay c6 thé 1a epitop
dang thang, tirc 14 c6 trong mot doan axit amin don, hodc epitop cAu hinh duoc tao thanh

béi trong tac ba chiéu clia cac axit amin ma c6 thé khong nhat thiét c6 trong doan don.

Céc peptit c6 do dai khéac nhau (vi du, t6t hon 12 it nhét tir 4 @én 6 axit amin) c6
thé duoc phan 1ap hodc dugc tbng hop (vi dy, theo cach tai t6 hop) va dugc st dung cho
thr nghi€m lién két voi khang thé khang B7-H3. Epitop ma khang thé khang B7-H3
lién két co thé duge x4c dinh trong sang loc hé théng bang cach sit dung peptit tring

13p thu duge tir trinh ty ngoai bao va xac nhén sy lién két boi khang thé khang B7-H3.

Mot phuong phép khac ma cé thé dugc sit dung dé mo ta khéng thé khang B7-
H3 14 st dung thir nghiém canh tranh véi khang thé da biét khac ma lién két v6i clng
mot khang nguyén, tirc 1a B7-H3 dé x4c dinh néu khang thé khang B7-H3 lién két voi
cung mot epitop nhu khang thé khac. Vi du v& khang thé d6i véi B7-H3 co san trén thi
trueong c6 thé hitu dung va c6 thé dwoc nhan dang bang céch st dung thir nghiém lién

két duoc mé ta & ddy. Thir nghiém canh tranh 1a dé biét voi ngudi cb hiéu biét trung
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binh vé linh vuc k¥ thuat ndy va cac quy trinh va s6 liéu minh hoa dwgc md ta chi tiét
trong phan Vi du. Khéng thé khang B7-H3 c6 thé con dic trung & cac mo, loai ung thu

ho#c loai khoi u ma chiing lién két.

Mot phuong phap mo ta khang thé khang B7-H3 khéc 1a st dung khang nguyén
ma n6 lién két. Khang thé khang B7-H3 dugc sit dung trong k¥ thut thAm tach Westen
bang cac dich thiy phan té bao tir cic bénh ung thu khac nhau ¢ ngudi. Nhu da biét voi
ngudi c6 hidu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuét nay, k§ thuét thdm tach Westen bao
gdm budc chay dich thiy phan t€ bao va/hodc céc phan doan té bao trén gel bién tinh
hogic khong bién tinh, chuyén céc protein 1én gidy nitroxenluloza va sau d6 do diém
thim tach bang v6i khang thé (vi dy, khang thé khang B7-H3) dé tim ra c4c protein bi
han ché boi khang thé. B7-H3 lién quan dén céc bénh ung thu khac nhau & cac mo khéc

nhau cia ngudi bao gdm, nhung khong gidi han & rudt két, va, budng trimg, tuy va phéi.

VI.  Cac phuong phép chin doan ung thu bing cich st dung khang thé khang B7-H3

va cac tac nhan diéu bién B7-H3

Khang thé don dong d6i véi B7-H3 tao ra bing cac phuong phap dugc md ta
trong ban mo ta co thé dugc sir dung d& nhan biét sy c6 mit hodc khong cé mit ciia té
bao ung thu trong nhidu md, bao gdbm nhung khong gidi han @, budng trimg, vu, phdi,
tuyén tién liét, rudt két, than, tuy, da, tuyén giap, ndo, tim, gan, da day, than kinh, mach
mau, xuong va ong tiéu hod trén, nhdm muc dich chin doan. Khang th8 don dong dbi
véi B7-H3 dugc tao ra bing cac phuong phap dugc mo ta trong ban md ta ciing c6 thé
duoc st dung dé nhan biét sy c6 mit hodc khong c6 mit clia té bao ung thu, hodc ham
lugng cua chung, ma tudn hoan trong mau sau khi ching dugc gidi phong khoi khéi u
rén. Khang nguyén tudn hoan niy c6 thé 13 khang nguyén B7-H3 nguyén ven, hodc
manh khang thé ma van gitt dugce kha ning 14 dugc phat hién bing cac phuong phap
dugc mo ta & day. Viéc phat hién nay co thé dugc thuc hién bang phan tich FACS bing
cach st dung céc phuong phap chuin thuong dugc st dung trong linh vuc k§ thuét nay.

Viéc stt dung nay co thé bao gbm viéc tao thanh phirc hop gitta B7-H3 va khang
thé ma lién két dic hiéu véi B7-H3. Vidu v& c4c khéang thé nay bao gbm, nhung khong
giGi han &, khang thé don dong khing B7-H3 dugc tao ra boi té bao lai BRCA84D,
BRCA69D va PRCA157. Su tao thanh cac phirc hop nay c6 thé 13 in vitro ho3c in vivo.
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Khong bi giéi han béi 1y thuyét bét ky, khang thé don dong khang B7-H3 c¢6 thé lién

két v6i B7-H3 qua mién ngoai bao ciia B7-H3 va sau d6 c6 thé duogc thu nhén.

Theo mdt phwong phap chin doan dugc wu tién cla sing ché, khang thé mang
chit danh d4u phat hién dugce. Vidu vé cac chét danh du c6 thé dugc sir dung bao gbm
chit phéng xa hodc chit huynh quang, nhu phycoerythrin hodc isothioxyanat

fluorescein (con dugc biét dén 1a floisothioxyanat hodc FITC).

Nhu d6i véi cac khang thé da biét khac dugc st dung trén thi truong cho muc
dich chin doan va tri liéu, thi khang nguyén dich theo séng ché nay duoc biéu hién rong
rdi trong cac md thuong. N6 cling duge didu hoa ting & mét sd khdi u. Do vy, liéu
lwrong va dudng phan phéi khang thé cu thé theo sang ché khi dugc dung cho chén doan
hodc tri liéu s€ duogc thiét ké cho tinh trang khéi u hodc bénh cu thé, cling nhu cho ca

thé cu thé dang dugc diéu tri.

Mot phuong phép sir dung khang thé @ chin doan 14 chup hinh khéi u in vivo
bang céach lién két khang thé nay véi chét c6 hoat tinh phong xa hodc chét can bic xa,
cho cé thé d6 dung khang thé va st dung mdy chup hinh tia x hodc mdy chup hinh khac
dé quan sét vi tri cia khang thé dwgc danh déu trén bé mit cla cac té bao ung thu biéu
hién khang nguyén. Khang thé nay dugc cho dung & ndng do c6 kha ning thic day su

lién két trong cac diéu kién sinh ly.

K§ thuét in vitro dé phat hién ra B7-H3 12 k§ thuét thong thuong trong linh vure
k§ thudt ndy va bao gbm thir nghiém hép thu mién dich lién két enzym (ELISA), thir
nghiém két tia mién dich, thir nghiém mién dich huynh quang, thir nghiém mién dich

enzym (EIA), thir nghiém mién dich phong xa (RIA), va thir nghiém thdm tach Westen.

Theo mot khia canh cua sang ché, cac phuong phap chup hinh phéng xa khéiu
hodic ung thur, hodc x4c dinh d hiéu nghi¢m cua phuong phap didu tri bang khing thé
dugc danh ddu phong xa, bao gdm budc cho ca thé ding khang thé dac hiéu khéi u dugc
d4nh diu phéng xa theo thyc ti®n sang ché. Khang thé dugc danh diu phong xa co thé
1a khang thé don dong hodc khang thé da dong chua chét danh dau phong xa, t5t hon
néu dugc chon tir nhdém bao gbm Techneti-99m, indi-111, Tot-131, Reni-186, Reni-188,
Samari-153, Luteti-177, ddng-64, Scandi-47, Yttri-90. Khéng thé don dong dugc danh
diu béng c4c nhan xa tri nhu Iot-131, Reni-188, Holmi-166, Samari-153 va Scandi-47,
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ma khéng anh huéng dén hoat tinh mién dich cua khang thé va khong bi phé huy in
vivo, 1 dic biét dugc vu tién. Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh vé linh vire k§ thuat nay s&
hidu duoc ring cac chat ddng vi phong xa khac 1a da biét va c6 thé thich hop cho céc
ung dung cu thé. Viéc chup hinh phéng xa ¢ thé duoc tién hanh bang cach sit dung
phuong phéap chup ¢t 16p photon don (SPECT), k¥ thuét chup cit 16p phat xa positron
(PET), chup cit 16p vi tinh (CT) hodc chup cong hudng tir (MRI). Viéc chup hinh d6i
xa, ma cho phép xac dinh anh giai phéu 16n hon cia vi tri di can dinh vi béi phuong

phép chup hinh mién dich phéng xa, cling dugc bao gdm trong ban md ta.

Theo cac phuong phap khéc, cac té bao ung thu dugc loai bé va mé duge chuén
bi d& phan tich hod md mi&n dich bing c4c phuong phép da biét trong linh vuc k¥ thuat
nay (vi du, nhing trong hgp chét dong lanh, 1am d6ng lanh va cét 14t, c6 c¢b dinh hoic
khéng; c¢b dinh va nhiing trong parafin bang phuong phép phuc hdi va phan chit nhudom
khang nguyén hodc khong). Khang thé don dong ciing c6 thé dugc str dung dé nhan biét
té bao ung thu & giai doan phat trién khéc nhau. Khang thé ciing c6 thé dugc sir dung
d x4c dinh khéi u ctia c4 thé c6 sy biéu hién khéng nguyén trén bé mit cta ching &
mutc d6 dinh trudc va tir d6 1a ing vién cho li€u phap mién dich bing cach st dung
khang thé dugc dinh huéng khang khang nguyén. Khang thé nay c6 thé nhan dang ca
ung thu nguyén phét va ung thu di cén co biéu hién B7-H3. Nhu dugc st dung trong
ban mo ta nay, sy phat hién co6 thé bao g@)m ca su phat hién dinh tinh va/hodc dinh lugng
va c6 thé bao gém viéc so sanh mirc do dugc dbi vé6i té bao binh thudng v6i mic ting

biéu hién B7-H3 & cac té bao ung thu.

Sang ché con d& cap dén phuong phap hd trg chan doan ung thu dic trung & chd
té bao ung thu nay bidu hién B7-H3 & c4 thé bang cach st dung khang thé bit ky ma
lién két voi B7-H3 va cac phuong phéap b4t ky khac ma c6 thé dugc sit dung dé x4c dinh
mirc d6 biéu hién B7-H3. Nhu duge sit dung trong ban mo ta nay, cac phuong phép “hd
trg chan doan” nghia 1a cac phuong phap nay hd trg viéc xac dinh vé su phén loai, hodc
ban chit ciia ung thu & muc 14m sang va cd thé anh huong hodc khdng anh huong dén
viéc chin doan cudi ciing. Do d6, phuong phéap hd trg chin doan ung thu c6 thé gébm
buéce phat hién ndng d6 ctia B7-H3 trong mAu sinh hoc tir ¢4 thé va/hodc xac dinh mirc

d6 biéu hién B7-H3 trong mAu ndy. Khang thé nhan dang khang nguyén hodc mot phén
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cua khang nguyén cling co thé dugc sit dung dé xay dung céc thir nghiém mién dich
chin doan dé phat hién ra khang nguyén dugc gidi phéng hodc duge tiét tir cac té bao
ung thu dang song hoic chét trong dich thé, bao gém nhung khong giéi han &, méu,

nuéc bot, nudce ti€u, dich phoi, hodc dich ) truéng.

Khong phai tit ca cac té bao trong mot khéi u cu thé dang quan tAm s& déu biéu
hién B7-H3 va céc té bao ung thu & cac md khac cling c6 thé biéu hién B7-H3, nhu vay
c4 thé cin duoc sang loc su ¢6 mit hodc khong c6 mit ciia B7-H3 trén cac té bao ung
thu dé xac dinh tinh hitu dung cua li€u phép mién dich & c4 thé. Khang thé khang B7-
H3 tao ra bing cac phuong phéap dugc bdc 16 & day c6 thé dugc st dung dé xac dinh
lidu c4 thé dwgc chan doén méc bénh ung thu c6 thé dugc cho 13 g vién cho 1iéu phap
mién dich bing cach st dung khang thé dugc dinh huéng khang B7-H3. Theo mot
phuong an, khéi u ung thu hodc mAu sinh thiét c6 thé duoc thir nghiém vé sy biéu hién
B7-H3, bing cach st dung khéng thé dugc dinh huéng khang B7-H3. Céc ca thé c6 té
bao ung thu biéu hién B7-H3 14 c4c ung vién thich hop cho li¢u phap mién dich béng
cach sir dung khang thé dugc dinh huéng khang B7-H3. K§ thuit nhudém bang khéng
thé khang B7-H3 ciing c6 thé duoc stt dung dé phéan biét cdc md ung thu véi cdc mod

binh thudng.

Céc phuong phép st dung khang thé khang B7-H3 nhim muc dich chin doén 12
hitu hiéu ca trudc va sau hinh thic diéu tri chéng ung thu bét ky, vi dy, hod tri hodc xa
tri, & x4c dinh khéi u nao c6 kha ning d4p g nhat véi viéc dieu tri duge dua ra, vige
tién luong ca thé mic ung thu, kidu phy khéi u hodc ngudn gdc ctia bénh di cén va su
tién trién bénh ho#c dap Gmg vdi viée diéu tri.

Ché phdm theo séng ché ciing thich hop dé chin doan cac tinh trang bénh khéc
ngoai bénh ung thu, béng cach sir dung cac phuong phép duge md ta chung & trén trong
cac ung dung véi céc té bao méc bénh khac (khdng phai ung thu). Céc tinh trang bénh
thich hop dé sir dung theo cac phuong phép theo sang ché bao gbém, nhung khong gioi
han &, bénh hoic rbi loan lién quan dén dap tmg viém hodc dap Ung tu mién trong cé
thé. Cac phuong phép dugc mo ta & trén co thé dugc sir dung dé diéu tiét cac dap ung
viém hodc dap Ung tw mién & ca thé. Céac bénh va cdc tinh trang bénh ly do rdi loan

viém va rdi loan ty mifn ma c6 thé dugc chan doan va/hodc diéu tri bang cach st dung
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ché phdm va cic phuong phap theo sang ché bao gdm, nhim muc dich minh hoa chir
khong nhim muc dich gi6i han, bénh da xo cting, bénh viém mang ndo, bénh viém néo,
dot quy, céac chin thuong ndo khéac, bénh viém rudt bao gém bénh viém rudt két man
loét va bénh Crohn, bénh nhugc co ning, bénh luput ban dd, bénh viém da khdp dang
thép, bénh hen, bénh dai duong cip khéi phat & do tudi vi thanh nién, bénh sa sit tri tué
do AIDS, bénh xo vita ddng mach, bénh viém than, bénh viém vdng mac, bénh viém da
co dia, bénh viy nén, bénh thiéu mau cuc bd co tim va tdn thuong phéi cép do bach

cau.

Céc chi dinh khéc nita dé st dung trong chén doan va/hoic tri liéu cia khéng thé
va céc chat tri lidu khac theo sang ché bao gdm viéc st dung cho céc c4 thé c6 nguy co
dao thai co quan hoic md ghép. Trong nhitng ndm gin day, da c6 tién bd dang ké vé
hiéu qua cia cac k¥ thuat phﬁu thuat dé céy mo va co quan nhu da, thén, gan, tim, phéi,
tuy va tay xuong. C6 1€ vén d2 tdn tai chinh 13 chwa c6 chat thich hop dé kich thich sy
dung nap mién dich d6i v6i md ghép cling loai hodc co quan dugc cdy & ddi twrong nhan.
Khi céc t& bao hoic co quan di sinh dugc ciy vao vét chi (tirc 12 déi tuong cho va doi
tegng nhén 1a cac ca thé khéc nhau trong cting mot loai), thi hé mién dich cta vat cha
c6 thé tao ra dép tng mién dich dbi voi cac khang nguyén la trong md ciy (bénh vat

cht chéng lai manh cdy) din dén viéc phd huy md da dugc céy.

Viéc sir dung dugc mé ta & bit ky dau trong ban mé ta nay ddi véi khang thé
khang B7-H3 con bao gém viéc st dung chét chit van, chat di khang va téc nhan didu
bién B7- H3 khac nhu duge md ta & diy. Theo cac phuong an nay, chét chu vén, chét
d6i khéng hogc tac nhan didu bién phi khang thé khac duge thay thé cho khéng thé B7-
H3 trong cac budc da duge mo ta va cac bién dbi ndm trong pham vi hiéu biét cia nguoi
6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuat nay dugc thyc hién dé xay dung dugc

phuong phap cho ché phim diéu bién B7-H3 dugc thay thé.

Khéng thé don dong d6i v6i B7-H3 tao ra bing cac phuong phap dugc boc 19 &
day c6 thé dugc sir dung dé nhan biét sy c6 mit hodc khong c6 mit clia té bao gbc ung
thu ngudi & cac mo khac nhau. Cac té bao gbc ung thu (CSCs) duoc gia thuyét 12 c6 vai
trd trong sy sinh trudng va di cdn cia khéi u (Ghotra, V.P. et al. (2009) “The Cancer
Stem Cell Microenvironment And Anti-Cancer Therapy”, Int. J. Radiat. Biol.
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85(11):955-962; Gupta, P.B. et al. (2009) “Cancer Stem Cells: Mirage Or Reality?”
Nat. Med. 15(9):1010-1012; Lawson, J.C. et al. (2009) “Cancer Stem Cells In Breast
Cancer And Metastasis”, Breast Cancer Res. Treat. 118(2):241-254; Hermann, P.C. et
al. (2009) “Pancreatic Cancer Stem Cells--Insights And Perspectives”, Expert Opin.
Biol. Ther. 9(10):1271-1278; Schatton, T. et al. (2009) “Identification And Targeting
Of Cancer Stem Cells”, Bioessays 31(10):1038-1049; Mittal, S. et al. (2009) “Cancer
Stem Cells: The Other Face Of Janus”, Amer. J. Med. Sci. 338(2):107-112; Alison,
M.R. et al. (2009) “Stem Cells And Lung Cancer: Future Therapeutic Targets?” Expert
Opin. Biol. Ther. 9(9):1127-1141; Charafe-Jauffret, E. et al. (2009) “Breast Cancer
Stem Cells: Tools And Models To Rely On”, BMC Cancer 9:202; Scopelliti, A. et al.
(2009) “Therapeutic Implications Of Cancer Initiating Cells”, Expert Opin. Biol. Ther.
9(8):1005-1016; Cong bd PCT WO 2008/091908). Theo gia thuyét ndy, cac CSC tao ra
mot tp hop con nhd va khac biét gbm cac té bao trong mdi khéi u ma c6 kha ning ty
ti sinh khong gi6i han va phat trién thanh (céc) t€ bao u truong thanh hon bi han ché
tuong d6i vé kha ning sao chép. Gia st rang cac té bao gbc ung thu nay c6 thé c6 tinh
khang nhiéu hon d6i véi cac chét hod tri, cac didu kién phong xa hodc gdy doc khac va
nhu vay, chéng chiu dugc sau céc liéu phap 14m sang va sau do phat trién thanh céac
khéi u thir cAp, di can hoyc 12 nguyén nhén gay tai phat. D4 goi y rang CSC c6 thé bat

ngudn tir céc t€ bao gdc mo binh thuong hode tir cac té bao goc md duge biét hoa hon.

Céc té bao gbc ung thu & ngudi c6 mot vai ddc tinh xac dinh. Céc déc tinh nay
dwoc mb ta trong cong bd don PCT s& WO 2008/091908 va dugc két hop vao ddy bing
cach vién din. Khéng thé don dong dbi véi cac dich trén bé mat té bao trén té bao gbe
ung thu co thé dugc st dung dé nhan biét sy c6 mit hodc khong c6 mit cla té bao gbc
ung thu trong nhidu mo khac nhau. Khang thé don dong d6i v6i B7-H3 tao ra bang cac
phuong phép dugc bdc 16 & day ciing co thé duge st dung dé nhan biét sy c6 mit hodc
khong c6 mat cua cac té bao gbc ung thu, hodc ndng d6 ciia cac té bao gdc ung thu trong
mau hodc mo hodc trong hé tudn hoan sau khi chung dugc giai phong tur khéi u rén.
Khang nguyén tudn hoan ndy c6 thé 1a khang nguyén B7-H3 nguyén ven, hodc manh
khang thé ma van gitt dwoc kha ning 1a dugce phat hién bang cic phuong phap dugc mo
t & day. Viéc phat hién ndy c6 thé dugc thyc hién bang phén tich FACS bang cach st
dung cac phuong phap chuén thuong dugc st dung trong linh vyc k¥ thudt nay. Theo
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mét phwong 4n khac, sy phat hién nay c6 thé bi anh huéng béi phan tich mau mé béng
ho4 md mién dich bing cach sir dung cac phuong phap chudn thuong dugc sit dung

trong linh vuc k¥ thuét nay.

Viée st dung nay c6 thé bao gdm viéc tao phirc hop gilta B7-H3 va khang thé
ma lién két dic hiéu véi B7-H3 trén céc té bao gbe ung thw. Vi du vé céc khéng thé nay
bao gdm, nhung khong gi6i han &, khang thé don dong khang B7-H3 dugc tao ra boi
céc té bao lai BRCA84D, BRCA69D va PRCA157. Viée tao céc phirc hop ndy c6 thé

1 in vitro hoac in vivo.

Viéc st dung duge mo ta trong don nay ma mé ta viéc sit dung chung cho cac
khang thé khang B7-H3 ciing bao gdm viéc sir dung chét chi van, chit d6i khang va tc
nhan didu bién B7-H3 khac nhu dugc md ta & ddy dé st dung trong nhan dién va didu
tri cac t& bao gbc ung thu. Theo cac phuong 4n nay, khang thé khang B7-H3 va cac chét
chu véan, chét dbi khang va tac nhan diéu bién B7- H3 khéc duogc st dung dé nhan dién,
chin doan hojc didu tri trj liéu cac t& bao gbc ung thu bing cac phuwong phap twong tu
d3 dwoc md ta va cac bién ddi nim trong pham vi hidu biét cua ngudi c6 hiéu biét trung
binh v& linh vuc k¥ thuét nay dé xdy dung dugc phuong phéap nhén dién/ chén doan hoic

didu tri cac t& bao gbc ung thu,
VII. Ché phdm duogc wu tién theo séng ché

Sang ché bao gém ché phim, bao gébm dugc pham, chtra khang thé khang B7-
H3, cac polypeptit thu dugc tir khdng thé khang B7-H3, polynucleotit gdm trinh tu ma
hoa khéng thé khang B7-H3 va céc chét khac nhu duge mé ta & day. Nhu dugc st dung
trong ban mo ta nay, ché phdm con chita mdt hodc nhiu khang thé, cac polypeptit
va/hodc cac protein ma lién két v6i B7-H3, chéit chu van, chit dbi khang, cic tdc nhén
didu bién B7-H3 va/hoic mot hodc nhidu polynucleotit gbm trinh ty ma hod mot hodc
nhidu khang thé, cac polypeptit va cac protein lién két voi B7-H3.

Séng ché con dé cap dén thé tiép hop ctia cht chu van, chét di khang hoic tac
nhan diéu bién peptit B7-H3 bat ky va céc cAu trac hoa hoc bd sung ma hd trg cho mot
hoic nhidu chirc ning dugc dy dinh cia chét chi van, chit déi khang hoc téc nhan diéu

bién peptit B7-H3 cu thé.
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Céc thé tiép hop nay bao gbm chét chii vén, chét dbi khang hoic tac nhan didu
bién peptit B7-H3 dugc lién. két cong hod tri v6i dai phan tir nhu co chét gia thé rin,
khong tan dugc sir dung trong céc quy trinh chin doan, sang loc hoic tinh ché dugc md
ta & day. Céac nguyén liéu co chét thich hop bao gdm chit nén bét ky tro v& mit hoa hoc,
¢ d6 xbp cao va co s6 lwong 16n c4c nhom chite c6 kha ndng tao lién két cong hod tri
v6i véi cac phbi tir peptit. Céc vi du v& nguyén lidu co chit va cac phuong phép dé tao
ra thé tiép hop co chét-phéi tir duge mo ta trong tai liéu Dean et al. (Eds) AFFINITY
CHROMATOGRAPHY: A PRACTICAL APPROACH, IRL Press (1985); Lowe, “An
Introduction to Affinity Chromatography”, trong Work et al. (eds) LABORATORY
TECHNIQUES IN BIOCHEMISTRY AND MOLECULAR BIOLOGY, Vol. 7, Part II, North-
Holland (1979); Porath et al., “Biospecific Affinity Chromatography”, trong Neurath,
H. et al. (eds), THE PROTEINS, 3rd ed., Vol. 1, pp. 95-178 (1975); va Schott, H. AFFINITY
CHROMATOGRAPHY, Macel Dekker, Inc. NY (1984).

Séng'ché’ ciing d& cap dén th8 tiép hop ciia chét chii van, chét dbi khang hoic tac
nhan diéu bién peptit B7-H3 va gbc chi thi bt ky dugc st dung trong cic quy trinh chén
doén dugc mo ta & dy. Chat chi vén, chat dbi khang hodc tac nhan diéu bién peptit B7-
H3, cé4c polypeptit va céc protein theo sang ché, bao gdbm khang thé khang B7-H3, con

dugc nhan dang va dic trung héa béi (mdt hodc nhidu) tiéu chuin sau day:

(a)  kha ning lién két dic hidu voi B7-H3 (va cu thé 1a phén tir B7-H3 dugc
biéu hién trén céac bé mit ciia cac té bao ung thu, bao gém, nhung khong
gi6i han 6, té bao ung thu thén, tuyén tién liét, hodc phéi);

(b)  kha nang trc ché canh tranh sy lién két uu tién cia khang thé khang B7-
H3 da bit v6i B7-H3, bao gdm kha nang lién két vu tién vi cing mot
epitop B7-H3 ma khang thé gbc uu tién lién két véi;

(c)  khaning lién két véi mot phan cia B7-H3 ma 19 ra trén bé mit cla té bao
séng in vitro hoac in vivo;

(d) khandnglién két v6i mot phan cia B7-H3 ma 1) ra trén bé mat ctia té bao
ung thu dang séng biéu hién B7-H3;

(¢)  kha ndng phén phdi chét hod tri dén cac té bao ung thu (nhu té€ bao ung
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thu than, tuyén tién liét, hogc phéi) biéu hién B7-H3 trén bé mit té bao;
va/hodc

® kha ndng phén phéi chét tri liéu hoic chi thi dé phat hién dén té bao ung
thur (nhu nhung khong gii han & té bao ung thu tuyén tién 1iét) biéu hién
B7-H3 trén bé mit té bao.

Khang thé dugc vu tién theo sang ché s& biéu hién mitc nhuém IHC biét hoa dbi
v6i md khéi u so voi cac md binh thudng khong ung thu va hon nita con ¢6 kha nang
thir nghiém v& hidu qué ctia khang thé & cac mé hinh linh truéng (va ddc biét 1a khi dudi
dai). Khéng thé dugc uu tién theo sang ché cling biéu hién muc 4i luc va do dic higu
khéng nguyén mong muén. Khang thé dugc wu tién theo sang ché ciing biéu hién mirc

hoat tinh diéu bién mién dich va sy thu nhén t€ bao mong muén.

Theo mdt s phuong 4n, khang th8 theo sang ché 13 khéng thé duoc tao ra boi
céc té bao lai BRCA84D, BRCA69D, hoiic PRCA157, hodc thé hé con clia ching. Séng
ché con bao gdm nhiéu ché phim khéng thé khac nhau dugc tao ra béi cac té bao lai
duoc luu gitt ndy va céc khang thé twong duong hodc cac manh polypeptit (vi dy, Fab,
Fab', F(ab")2 Fv, Fc, v.v.), khing thé thé kham, chudi don (scFv), cac thé dot bién cua
ching, cac protein dung hop gbm mot phan khéng thé, khang thé dugc bién dbi gidng
nhu ctia ngudi va cAu hinh duge bién dbi khac cta khang thé bit ky trong sb cac khing
thé nay hodc cic khéng thé tvong dwong chira khang nguyén (B7-H3), vi tri nhén dang
d6 dic hiéu dugce yéu cAu. Sang ché cling d& cap dén khéang thé ngudi biéu hién mot
hodc nhiéu dic tinh sinh hoc cta thanh vién ho khang thé khang B7-H3. Khéng thé
turong duong ciia ho khang thé khang B7-H3 (bao gbm khéng thé dwoc bién dbi gidng
nhu ctia nguoi va khang thé nguoi), cac manh polypeptit va cac polypeptit gdbm manh
bét k¥ trong s6 cdc manh nay dugc nhan dién va dgc trung hoa bang (mot hodc nhiéu)
tiéu chuén bét ky trong nim tiéu chuén dugc md ta & trén. Céc trinh ty trong mién bién
dbi chuét va dugc bién dbi gidng nhu cia ngudi 14y 1am vi dy ctia khang thé khang B7-
H3 dwoc néu trong cong bd don PCT sb WO 2008/066691. Céc trinh ty ndy dugc néu
nhim muc dich minh hoa chit khong nhim muc dich gi6i han va céc trinh ty khic nhau
cling nhu cdc méanh va bién thé cua cac trinh tw dugc néu nay, cling nam trong pham vi

cua sang che.

-61-



30003

BRCA84D, BRCA69D va PRCA157 1a khang thé B7-H3 dugc vu tién cua sang
ché do profin IHC trong md binh thuong sach hon cla chung, sy biét hoa IHC khdi
w/binh thudng manh hon, lién két tir trung binh dén manh (BIACORE™)/IHC), dd phan
g chéo voi B7-H3 cua khi dudi dai va hoat tinh tiém ning d6i voi phan tt DART™
(“UDART™”) théng thuong so véi cac khang thé con lai. Theo mot phuong 4n cu thé
duoc wu tién, sang ché bao gbm bién thé thd kham va duogc bién ddi gidng nhu cia
nguoi cua cac khang thé dugc wu tién nay, ciing nhu bién thé tu nhién va thé khim va
duge bién dbi gibng nhu ctia ngudi ca cac khang thé dugc vu tién ndy ma cb cac ving
Fc bién dbi nhu duoc md ta dudi day. Sang ché con bao gbm phan tit DART™ ¢6 ving
lién két epitop ctia khing thé nay, dic biét 1a lién quan dén (cac) ving lién két epitop
lién két voi thy thé té bao T, thu thé NKG2D, hoic khang nguyén lién quan dén khéi u
hodc khang nguyén khong hoan toan nhu chit fluorescein (vi du, isothioxyanat

fluorescein (con duoc biét 1 floisothioxyanat hodc FITC).

Theo mot sd phuong 4n, cac khang thé, cac polypeptit va céc protein theo sang
ché ma lién két v6i B7-H3 1a cac khang thé, cac polypeptit va céc protein trc ché canh
tranh lién két wu tién cua khang thé khang B7-H3 mo ta & ddy v6i B7-H3. Theo mot sd
phuong an, céc khang thé, cac polypeptit va cac protein uu tién lién két voi cling mot

epitop trén B7-H3 khi khang thé khang B7-H3 ciia chudt vu tién lién két.

Do d6, sang ché dé cap dén san phdm bét ky sau day (ché pham, bao gbm duoc
phém, gbm dang bét ky trong sb cac dang sau déy): (a) khang thé dugc tao ra boi té bao
chu véi s6 Iuu gift duge nhan dién & trén hodc thé hé con cua chung; (b) dang dugc bién
dbi gidng nhu cla nguoi cua khang thé nay; (c) khang thé chira mot hodc nhiéu ving
bién dbi chudi nhe va/hodc chudi ning ciia khang thé ny; (d) khang thé thé kham gbm
ving bién dbi twong ddng hogc thu duge tir ving bién ddi ciia chudi ning va chudi nhe
cua khéang thé nay va ving hing dinh turong ddng hoic thu dugc tir ving hing dinh cta
chudi ning va chudi nhe cta khang thé nguoi; (e) khang thé chira mot hogic nhiéu CDR
chudi nhe va/hoic chudi ning (it nhit mdt, hai, ba, bdn, nim, hoic séu) cua khang thé
nay; (f) khéng thé chtta chudi ning va/hoic chudi nhe cua khang thé nay; (g) khang thé
nguoi tuong duong véi khang thé nay. Dang dugc bién dbi gibng nhu clia ngudi cia

khang thé nay c6 thé c6 hodc c6 thé khong c6 CDR gidng hét véi khang thé gbc, hoidc
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khang thé dugc tao ra boi té bao chi c6 s6 Iuu giit duge nhén dién & trén. Viée xac dinh
chc ving CDR la d& dang dbi v6i ngudi ¢6 hiéu biét trung binh vé linh vuc ky thudt
nay. Theo mot sd phuong 4n, sang ché dé cap dén khéang thé chira it nhdt mot CDR ma
v co ban 13 trong ddng véi it nhat mot CDR, it nhét hai, it nhét ba, {t nhét bén, it nhét
5 CDR cua khang thé duoc tao ra béi mot trong cac té bao lai duoc lvu gitt nhan dién &
trén (hodc theo mat sd phuong 4n vé co ban 1a twong ddng véi tit ca 6 CDR cua mot
trong cac khang thé nay, hodc thu dugc tir mot trong cac khang thé nay), hodc khang
thé duoc tao ra béi té bao chil voi sd luu giit duge nhén dién & trén. Cac phuong én
khac bao g?)m khang thé c6 it nhét hai, ba, bdn, nim, hodc sdu CDR ma vé co ban 1a
tuong ddng véi it nhét hai, ba, bdn, nim hogc sau CDR cua khang thé duoc tao ra tir té
bao lai duge luu giit nhu duge nhan dién & ddy, hodc thu dugce tur khang thé nay. Cén
hiéu ring, v6i muc dich cia sang ché, do dic hiéu lién két va/hodc hoat tinh tbng thé
(ma co thé 12 v& phan phdi chit hoa tri dén hodic vao cac té bao ung thu dé 1am giam sy
sinh truéng va/hodc ting sinh cia cac té bao ung thu, d& cam Gng qua trinh chét theo
chuong trinh & té bao ung thu, dé tri hodn su tién trién di cin va/hodc diéu trj giam dau)
thuong duoc gitt lai, mic du mic do hoat tinh c6 thé thay dbi so véi khang thé duogc tao
ra boi t& bao lai dugc luu gitt (c6 thé 13 manh hon hodc yéu hon). Sang ché con dé cap
dén céc phuong phap 8 tao ra khang thé bt ky trong sé c4c khang thé nay. Cac phuong

phép tao ra khang thé 13 da biét trong linh vuc k¥ thuét nay va dugc mo ta & day.

Sang ché con @& cap dén cac polypeptit gbm trinh tu axit amin cta khang thé
theo sang ché. Theo mot sb phwong 4n, polypeptit gdm mot hodc nhiéu ving bién dbi
chudi nhe va/hodic chudi ning cua khang thé. Theo mot sé phuong an, polypeptit gdm
mdt hodc nhiéu CDR chudi nhe va/hoic chudi ning cta khang thé. Theo mot sd phuong
an, polypeptit gdm ba CDR ctia chudi nhe va/hofic chubi ning ciia khing thé. Theo mot
sb phuong 4n, polypeptit gdm trinh ty axit amin ciia khang thé c6 dic diém bét ky trong
sb cac dic diém sau day: it nhéit 5 axit amin lién tuc trong trinh tu cia khang thé ban
dau, it nhét 8 axit amin lién tuc, it nhét khoang 10 axit amin lién tuc, it nhét khoang 15
axit amin lién tuc, it nhat khoang 20 axit amin lién tuc, it nhét khoang 25 axit amin lién
tuc, it nhit khoang 30 axit amin lién tuc, trong do it nhit 3 trong sb cac axit amin 12 tir
ving bién dbi cla khang thé. Theo mot phuong 4n, ving bién d6i 12 tir chudi nhe cia

khang thé gbc. Theo mt phuong an khac, ving bién ddi 1a tir chudi ning cia khang
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thé. Theo mdt phwong 4n khéc, 5 (hodc hon 5) axit amin lién tuc 1a tir ving quyét dinh
tinh bd sung (CDR) ciia khang thé.

Theo mot s phuong 4n cia sang ché, t bao theo sang ché biéu hién B7-H3, mot
phén ctia B7-H3, khéng thé khang B7-H3 hoic céc polypeptit lién két véi B7-H3 khac
theo séng ché duoc ding truc tiép cho c4 thé dé diéu bién hoat tinh sinh hoc ctia B7-H3
in vivo.

Khéng thé khang B7-H3 dugc wu tién theo sang ché 13 BRCA84D, BRCA69D
va PRCA157, tht ca cac khang thé nay 13 khang thé chudt ¢6 phan Gng voi phén ti B7-
H3 ctia nguoi. Trinh tu axit amin va trinh ty polynucleotit mé hod cua chudi nhe bién
d6i va chudi ning bién dbi cia BRCA84D, BRCA69D va PRCA157 dugc thé hién bén
du6i cing v6i cic mién CDRy, CDR, va CDR3 cia mi chudi nay. Ngudi c6 hiéu biét
trung binh vé linh vyc k¥ thuét ndy c6 thé x4y dung duogc khéng thé ¢6 cac CDR nay,
cling nhu céc din xuét cla khéng thé nay, c6 kha nang lién két véi epitop dugc nhén
dang b6i BRCA84D, BRCA69D va PRCA157.

A.  Céc trinh ty cia BRCA84D
(1)  Trinh tu chudi nhe cia BRCA84D
Trinh tu axit amin ctia chudi nhe bién d6i cia BRCA84D (SEQ ID NO:3):

DIAMTQSQKF MSTSVGDRVS VTCKASQNVD TNVAWYQQKP
GQSPKALIYS

ASYRYSGVPD RFTGSGSGTD FTLTINNVQS EDLAEYFCQQ
YNNYPFTFGS

GTKLEIK

Trinh ty polynucleotit ma hoa chudi nhe bién ddi ciia BRCA84D (SEQ ID
NO:4):

gacattgcga tgacccagtc tcaaaaattc atgtccacat cagtaggaga cagggtcagc
gtcacctgea aggcecagtca gaatgtggat actaatgtag cctggtatca acagaaacca

gggcaatctc ctaaagcact gatttactcg geatcctace ggtacagtgg agtccctgat
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cgcttcacag geagtggate tgggacagat ttcactctca ccatcaacaa tgtgeagict

gaagacttgg cagagtattt ctgtcagcaa tataacaact atccattcac gtteggeteg

gggacaaagt tggaaataaa a

Chudi nhe bién ddi cia BRCA84D CDRI (SEQ ID NO:5): KASQNVDTNVA

Trinh tu polynucleotit méd hoa chudi nhe bién dbi cia BRCA84D CDRI (SEQ

ID NO:6): aaggccagtc agaatgtgga tactaatgta gcc

Chudi nhe bién ddi cia BRCA84D CDR2 (SEQ ID NO:7): SASYRY'S

Trinh tu polynucleotit mé hoa chudi nhe bién dbi cia BRCA84D CDR2 (SEQ

ID NO:8): tcggcatcct accggtacag t

Chudi nhe bién dbi cia BRCA84D CDR3 (SEQ ID NO:9): QQYNNYPFT

Trinh tu polynucleotit ma ho4 chudi nhe bién dbi cia BRCA84D CDR3 (SEQ

ID NO:10): cagcaatata acaactatcc attcacg

2

Trinh tw chudi ning cia BRCA84D
Trinh ty axit amin cta chudi nang bién dbi cia BRCA84D (SEQ ID NO:11):

DVQLVESGGG LVQPGGSRKL  SCAASGFTFS SFGMHWVRQA
PEKGLEWVAY

ISSDSSAIYY ADTVKGRFTI SRDNPKNTLF LQMTSLRSED
TAMYYCGRGR

ENIYYGSRLD YWGQGTTLTV SS

Trinh tu polynucleotit md hoa chudi ning bién dbi cia BRCA84D (SEQ ID

NO:12):

gatgtgcagce tggtggagtc tgggggaggc ttagtgcagc ctggagggtc ccggaaactc
tcctgtgeag cctetggatt cactttcagt agetttggaa tgeactgggt tcgtcaggcet
ccagagaagg ggctggagtg ggtcgceatac attagtagtg acagtagtgc catctactat
gcagacacag tgaagggccg attcaccatc tccagagaca atcccaagaa caccctgttc

ctgcaaatga ccagtctaag gictgaggac acggccatgt attactgtgg aagagggagg
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gaaaacattt actacggtag taggcttgac tactggggcc aaggceaccac tctcacagte
tcctca
Chudi ning bién d6i cia BRCA84D CDRI1 (SEQ ID NO:13): FGMH

Trinh ty polynucleotit ma hoé chudi ning bién ddi cia BRCA84D CDRI1 (SEQ
ID NO:14): tttggaatgcac

Chudi ning bién dbi cia BRCA84D CDR2 (SEQ ID NO:15):
YISSDSSAIYYADTVK

Trinh tu polynucleotit ma hoa chudi ning bién d6i cia BRCA84D CDR2 (SEQ
ID NO:16): tacattagta gtgacagtag tgccatctac tatgcagaca cagtgaag

Chudi ning bién dbi cia BRCA84D CDR3 (SEQ ID NO:17):
GRENIYYGSRLDY

Trinh tu polynucleotit ma hoa chudi nang bién ddi cia BRCA84D CDR3 (SEQ
ID NO:18): gggagggaaa acatttacta cggtagtagg cttgactac

B. Céc trinh tu cia BRCA69D
(1)  Trinh tw chudi nhe cia BRCA69D
Trinh tu axit amin ctia chudi nhe bién di cia BRCA69D (SEQ ID NO:19):

DIQMTQTTSS LSASLGDRVT ISCRASQDIS NYLNWYQQKP
DGTVKLLIYY

TSRLHSGVPS RFSGSGSGTD YSLTIDNLEQ EDIATYFCQQ
GNTLPPTFGG

GTKLEIK

Trinh tu polynucleotit md hoa chudi nhe bién d6i cia BRCA69D (SEQ ID
NO:20):

gatatccaga tgacacagac tacatcctec ctgtetgect cictgggaga cagagtcacc
atcagttgca gggcaagtca ggacattagt aattatttaa actggtatca gecagaaacca

gatggaactg ttaaactcct gatctactac acatcacgat tacactcagg agtcccatca
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aggttcagtg geagtgggtc tggaacagat tattctctca ccattgacaa cciggageaa

gaagatattg ccacttactt ttgccaacag ggtaatacge ttectecgac gticggtgga

ggcaccaaac tggaaatcaa a

Chudi nhe bién d6i cia BRCA69D CDR1 (SEQ ID NO:21): RASQDISNYLN

Trinh tuy polynucleotit méd hoa chudi nhe bién ddi cia BRCA69D CDR1 (SEQ
ID NO:22): agggcaagtc aggacattag taattattta aac

Chudi nhe bién dbi cia BRCA69D CDR2 (SEQ ID NO:23): YTSRLHS

Trinh tu polynucleotit md hoa chudi nhe bién d6i cia BRCA69D CDR2 (SEQ
ID NO:24): tacacatcac gattacactc a

Chui nhe bién dbi cia BRCA69D CDR3 (SEQ ID NO:25): QQGNTLPPT

Trinh tu polynucleotit ma hoa chudi nhe bién d6i cia BRCA69D CDR3 (SEQ
ID NO:26): caacagggta atacgcttcc tccgacg

(2)  Trinh tw chudi ning cia BRCA69D
Trinh ty axit amin ca chudi ning bién ddi ciaa BRCA69D (SEQ ID NO:27):

QVQLQQSGAE LARPGASVKL SCKASGYTFT SYWMQWVKQR
PGQGLEWIGT

IYPGDGDTRY  TQKFKGKATL TADKSSSTAY  MQLSSLASED
SAVYYCARRG

IPRLWYFDVW GAGTTVTVSS

Trinh tu polynucleotit ma hoa chudi ning bién ddi cia BRCA69D (SEQ ID
NO:28):

caggttcage tccagcagte tggggetgag ctggeaagac ctggggetic agtgaagttg
tcctgeaagg cttetggeta cacctttact agetactgga tgcagtgggt aaaacagagg
cctggacagg gtctggaatg gattgggact atttatectg gagatggtga tactaggtac
actcagaagt tcaagggcaa ggccacattg actgcagata aatcctccag cacagcctac

atgcaactca geagcttgge atctgaggac tetgeggtcet attactgige aagaagaggg
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attccacggc tttggtactt cgatgtetgg ggegeaggga ccacggteac cgtetcctca
Chubi ning bién dbi cia BRCA69D CDRI1 (SEQ ID NO:29): SYWMQ

Trinh tu polynucleotit mi hoa chudi ning bién ddi cia BRCA69D CDRI1 (SEQ
ID NO:30): agctactgga tgcag

Chudi ning bién dbi cia BRCA69D CDR2 (SEQ ID NO:31): TTYPGDGDTR
YTQKFKG

Trinh tu polynucleotit ma hoa chudi ning bién ddi cia BRCA69D CDR2 (SEQ
ID NO:32): actatttatc ctggagatgg tgatactagg tacactcag aagticaagg gc

ChuBi ning bién ddi cia BRCA69D CDR3 (SEQ ID NO:33): RGIPRLWYFD

Trinh tu polynucleotit ma hoa chudi ning bién @i cia BRCA69D CDR3 (SEQ
ID NO:34): agagggattc cacggctttg gtacttcgat gic

C. Céc trinh ty cia PRCA157
(1)  Trinh ty chudi nhe cia PRCA157
Trinh tu axit amin cua chudi nhe bién dbi cia PRCA157 (SEQ ID NO:35):

DIQMTQSPAS LSVSVGETVT ITCRASESIY SYLAWYQQKQ
GKSPQLLVYN

TKTLPEGVPS RFSGSGSGTQ FSLKINSLQP EDFGRYYCQH
HYGTPPWTFG

GGTNLEIK

Trinh tu polynucleotit md hoa chudi nhe bién dbdi cua PRCA157 (SEQ ID
NO:36):

gacatccaga tgactcagtc tccageetee ctatetgtat ctgtgggaga

aactgtcacc attacatgtc gagcaagtga gagtatttac agttatttag

catggtatca gcagaaacag ggaaaatctc ctcagctect ggtctataat

acaaaaacct taccagaggg tgtgccatca aggttcagtg geagtggate

-68-



30003

aggcacacag ttttctctga agatcaacag cctgeagect gaagattttg

ggagatatta ctgtcaacat cattatggta ctccteegtg gacgticggt

ggaggcacca acctggaaat caaa

Chudi nhe bién d6i cia PRCA157 CDR1 (SEQ ID NO:37): RASESIYSYLA

Trinh ty polynucleotit ma hoa chudi nhe bién d6i cia PRCA157 CDR1 (SEQ ID

NO:38): cgagcaagtg agagtattta cagttattta gca

Chudi nhe bién dbi cia PRCA157 CDR2 (SEQ ID NO:39): NTKTLPE

Trinh tu polynucleotit ma hoa chudi nhe bién dbi cia PRCA157 CDR2 (SEQ ID

NO:40): aatacaaaaa ccttaccaga g

Chudi nhe bién déi cia PRCA157 CDR3 (SEQ ID NO:41): QHHYGTPPW

Trinh tu polynucleotit ma hoa chudi nhe bién ddi cia PRCA157 CDR3 (SEQ

ID NO:42): caacatcatt atggtactce tecgtgg

@)

Trinh ty chudi ning cia PRCA157
Trinh tu axit amin cta chudi ning bién d6i cia PRCA157 (SEQ ID NO:43):

EVQQVESGGD LVKPGGSLKL  SCAASGFTFS SYGMSWVRQT
PDKRLEWVAT

INSGGSNTYY PDSLKGRFTI SRDNAKNTLY LQMRSLKSED
TAMYYCARHD

GGAMDYWGQG TSVTVSS

Trinh tuy polynucleotit mad hoa chudi nang bién ddi cia PRCA157 (SEQ ID

NO:44):

gaggtgcage aggtggagtc ggggggagac ttagtgaage ciggagggte

cctgaaacte tectgtgeag cetctggatt cactttcagt tcctatggca

tgtcttgggt tegecagact ccagacaaga ggetggagig ggtcgcaacc

attaatagtg gtggaagtaa cacctactat ccagacagtt tgaagggecg

attcaccatc tccagagaca atgccaagaa caccctttac ctgcaaatge
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gcagtctgaa gtctgaggac acagccatgt attactgtge aagacatgac
gggggagcta tggactactg gggtcaagga acctcagtea cegtetecte a
Chudi ning bién d6i cia PRCA157 CDR1 (SEQ ID NO:45): SYGMS

Trinh tu polynucleotit mé hoa chudi ning bién dbi cia PRCA157 CDR1 (SEQ
ID NO:46): tcctatggcea tgtct

Chudi ning bién ddi cia PRCA157 CDR2 (SEQ ID NO:47): VATINSGGSN
TYYPDSLKG

Trinh tu polynucleotit ma hoa chudi ning bién dbi cia PRCA157 CDR2 (SEQ
ID NO:48): gtcgcaacca ttaatagtgg tggaagtaac acctactatc cagacagiit gaagggg

Chudi ning bién dbi cia PRCA157 CDR3 (SEQ ID NO:49): HDGGAMDY

Trinh tu polynucleotit mé hoa chudi ning bién dbi cia PRCA157 CDR3 (SEQ
ID NO:50): catgacgggg gagctatgga ctac

D. Khang thé B7-H3 dugc xit Iy Fc

Trong chirc ning mién dich thong thudng, twong tic gilta phirc hop khang thé-
khang nguyén véi té bao ctia hé min dich tao ra chudi dap Gng 16n, bao gbm tir chirc
ning tac dong nhu gy doc té bao phu thudc khang thé, khu hat t€ bao mast va thuc bao
d6i v6i céc tin hiéu didu bién mién dich nhu didu hoa qua trinh ting sinh lymphd bao
va tiét khang thé. T4t ca cic twong tac ndy dugc khéi phét thong qua viée lién két mién
Fc cua khéng thé hodc phtrc hop mién dich véi thu thé bé mat té bao dugc dic hidu trén
cac té bao tao huyét. Tinh da dang cla cac dap ng t& bao dugc khéi dong boi khang
thé va phirc hop mién dich do tinh khong ddng nhit vé cAu triic ciia ba thu thé Fc: FeyRI
(CD64), FcyRII (CD32), va FeyRIII (CD16). FeyRI (CD64), FcyRITA (CD32A) va
FcyRIII (CD16) 1a cac thu thé hoat hoa (tirc 13 ting cuong hé mién dich); FcyRIIB
(CD32B) la thu thé e ché (ttc 12 1am yéu hé mién dich). Trinh ty axit amin cua ving
Fc ciia IgG1 duge thé hién dusi day (nhu SEQ ID NO:51, dugc dénh sb theo tai ligu
Kabat et al., SEQUENCE OF PROTEINS OF IMMUNOLOGICAL INTEREST, 5t Ed. Tai liéu
Public Health Service, NIH, MD (1991), dugc dua vao riéng day bing cach vién dan va
tr day dugc goi 1a “Kabat EU”):
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SEQ ID NO: 51
PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
DPEVKFNWYV
230 240 250 260 270
DGVEVHNAKT KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
KCKVSNKALP
280 290 300 310 320
APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSREEMT KNQVSLTCLV
KGFYPSDIAV
330 340 350 360 370
EWESNGQPEN  NYKTTPPVLD  SDGSFFLYSK  LTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMH
380 390 400 410 420
EALHNHYTQK SLSLSPGK
430 440

Cac gbc 230-341 1a vung Fc CH2. Céc gbc 342-447 1a vung Fc CH3.

Sang ché bao gdm khang thé lién két dic hiéu véi B7-H3 chira ving Fe bién thé
¢6 mot hodc nhidu bién ddi axit amin (vi du, thay thé, 1am khuyét, cai xen) trong mot
hodc nhiéu phan, ma bién d6i nay ting 4i lyc va tdng 4i luc cla ving Fc bién thé dbi
v6i FeyR (bao gbm céac FcyR hoat hod va trc ché). Theo mot s6 phuong 4n, mdt hodc
nhiéu bién ddi axit amin 1am tdng 4i lyc cia ving Fc bién thé v&i FcyRIIIA va/hodc
FcyRIIA. Theo mdt phuong 4n khéc, ving Fe bién thé con lién két d3c hiéu véi FcyRIIB
v6i &i luc nhoé hon so véi viung Fe cua khang thé gbc tuong dwong (ttrc 1a khang thé ¢
trinh tu axit amin giéng nhu khang thé theo sang ché chi khac mdt hodc nhiéu bién doi
axit amin trong vung Fc). Theo mot sd phuong 4n, cac bién ddi nay lam ting 4i lyc cla
ving Fc bién thé dbi v6i FeyRIIIA va/hodc FeyRIIA va con ting cudng 4i lyc cua vung
Fc bién thé véi FeyRIIB so v6i khang thé gbc. Theo cac phuong an khac, mot hodc

nhidu bién dbi axit amin nay 1am ting 4i luc cua vung Fc bién thé d6i véi FeyRIIIA
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va/hodc FcyRITA nhung khong thay dbi 4i luc cua ving Fe bién thé ddi véi FeyRIIB so
vaGi ving Fe cua khéng thé gbc. Theo mdt phuong én khac, mot hodc nhidu bién dbi axit
amin nay lam ting cuodng i lyc cia ving Fc bién thé d6i véi FeyRIIIA va FeyRIIA
nhung giam i luc dbi voi FeyRIIB so voi khéng thé gbc. Ai luc va/hoic tbng 4i luc
duoc tang 1én din dén su lién két d& phat hién v6i FeyR hodc hoat tinh lién quan dén
FcyR & té bao biéu hién ndng d6 thap ciia FcyR khi hoat tinh lién két cta phan ti gbc
(ma khéng c6 vung Fc dugce bién dbi) khong thé dugc phat hién & té bao. Theo céach
phuong 4n khéc, phén tir dugc bién déi c6 lién két d& phat hién & t€ bao ma biéu hién
khang nguyén dich cia thy thé phi FcyR & ty trong nam trong khoang tir 30.000 dén
20.000 phén tir/té bao”, & tj trong nim trong khoang tir 20.000 dén 10.000 phén tir/té
bao”, & ty trong nim trong khoang tir 10.000 dén 5.000 phan tir/té bao”, & ty trong nam
trong khoang tir 5.000 dén 1.000 phan t/té bao”, & ty trong ndm trong khoang tr 1.000
dén 200 phan tit/té bao” hodc & ty trong bang 200 phan ti/té bao” hoic it hon (nhung it
nhét 13 10, 50, 100 hodc 150 phén ti/té bao”).

Theo mot phuong an khéac, mot hodc nhidu bién dbi d6i voi cac axit amin cua
ving Fc lam giam i lyc va tdng 4i luc cua khéng thé dbi véi mot hodc nhiéu thu thé
FcyR. Theo mdt phuong an cy thé, sang ché bao gdm khang thé chira ving Fc bién thé,
trong d6 vung Fe bién thé gdm it nhét mot bién dbi axit amin so v6i ving Fe kiéu dai,
ving Fc bién thé nay chi lién két voi mot FeyR, trong d6 FeyR nay 1a FeyRIIIA. Theo
phuong an khéc cu thé, sang ché bao gdm khang thé chira ving Fc bién thé, trong d6
ving Fc bién thé nay gdm it nhit mot bién d6i axit amin so v6i ving Fe kiéu dai, ving

Fec bién thé nay chi lién két v6i mot FeyR, trong d6 FeyR nay 1a FeyRIIA.

Tét hon néu dic tinh lién két cia phan ti theo cua sang ché dugc dic trung bai
thir nghiém chtrc néng in vitro dé xac dinh mdt hodc nhiéu chirc ning té bao tac dong
ctia chit mdi gidi FcyR (xem phan 5.2.7). Ai lyc va dic tinh lién két cia cac phan i, vi
du, khang thé, theo sang ché d6i voi FeyR c6 thé duge xac dinh bang céach st dung thir
nghiém in vitro (thtr nghiém dya trén sinh hoa hogc mién dich) d3 biét trong linh vuc
k§ thuét nay dé x4c dinh tuong tic khang thé-khang nguyén hodc Fc-FeyR, tic 1a sy
lién két dic hiéu cia khang nguyén v6i khang thé hodc lién két dic hiéu cua vung Fc

v6i FeyR, mot cach twong ing, bao gém, nhung khong giéi han &, thir nghiém ELISA,
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thir nghiém cdng huong plasmon bé mit, thir nghiém két tia mién dich. Theo céc
phuong an dugc vu tién nhét, phén tr theo sang ché ¢6 cac dic tinh lién Kkét teong tu
nhu trong mo hinh in vivo (nhu céc déc tinh dugc md ta va dugc boc 10 ¢ day) nhu
trong cac thir nghiém gbc in vitro. Tuy nhién, sing ché khong loai trlr cac phén ti theo
sang ché ma khong biéu hién kiéu hinh mong mubn trong thir nghiém gbc in vitro ma

biéu hién kiéu hinh mong muon in vivo.

Theo mdt s phuong 4n, phén tir theo sang ché bao gbm ving Fc bién thé gdm it
nh4t mét bién ddi axit amin (vi dy, ¢6 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 hoac nhidu hon 9 bién dbi
axit amin) & mién CH3 cia ving Fc, ma dugc xac dinh 13 kéo dudi tir axit amin 342 dén
axit amin 447. Theo c4c phuong an khéc, phan tir theo sang ché bao gdbm viing Fc bién
thé gdm it nhét mot bién dbi axit amin (vi dy, ¢6 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8,9 hodc nhiéu hon
9 bién dbi axit amin) & mién CH2 ctia ving Fc, ma duge xac dinh 1a kéo dudi tir axit
amin 231 dén axit amin 341. Theo mdt s6 phuong 4n, phan tir theo séng ché bao gdm it
nhét hai bién ddi axit amin (vi du, ¢6 2, 3, 4, 5, 6,7, 8, 9, hoc nhiéu hon 9 bién dbi axit
amin), trong d6 {t nhit mot bién ddi nay 1a & ving CH3 va it nht mt bién d6i 1a & viing
CH2. Sang ché con bao gdm bién d6i axit amin trong viing khdp ndi. Theo mot phuong
4n cu thé, sang ché bao gdm bién d6i axit amin & mién CH1 cua vung Fc, ma dugc xac

dinh 13 kéo dudi tlr axit amin 216 dén axit amin 230.

Theo mot phuong an dic biét vu ti€n, sang ché bao gdm phén tir gbm ving Fe
bién th8 trong d6 bién th nay mang hoic c6 hoat tinh ADCC gia ting va/hogc lién két
v6i FeORIIA (CD32A) gia ting, nhw dugc xc dinh bing cac phuong phép da biét véi
nguoi co hiéu biét trung binh v& linh vuc k¥ thuat nay va dugc 14y 1am vi dy trong ban
mb ta. Thir nghiém ADCC dugce st dung theo céc phuong phap cia sang ché c6 thé 1a

phu thudc vao NK hoéc phu thudce vao dai thuc bao.

Theo c4c phuong an dic biét vu tién, sang ché bao gébm phan gbdm ving Fc
bién thé trong dé bién thé nay mang hogc c6 hoat tinh ADCC gia tang va/hoic lién két
v6i FeyRIIIA (CD16A) gia tang, khi duge xac dinh bing cach st dung cac phuwong phép
d biét v&i ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh vurc k§ thuét ndy va dugc 14y 1am vi du
trong ban mo ta. Thir nghiém ADCC dugc st dung theo céc phuong phép cia sang ché

¢6 thé 1 phu thude vao NK hodc phu thudc vao dai thuc bao.
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Bién thé Fc theo séng ché c6 thé dugc két hop v6i cac bién dbi Fc khéc, nhu céc
bién thé dugc néu trong céc Patent My s6 7,632,497; 7,521,542; 7,425,619; 7,416,727,
7,371,826;7,355,008; 7,335,742; 7,332,581, 7,183,387; 7,122,637; va 6,737,056; trong
cong b don PCT s6 WO 2008/105886; WO 2008/002933; WO 2007/021841; WO
2007/106707; WO 06/088494; WO 05/115452; WO 05/110474; WO 04/1032269; va
trong WO 04/063351; va trong tai liéu Presta, L.G. et al. (2002) “Engineering
therapeutic antibodies for improved function”, Biochem. Chem. Soc. Trans. 30(4):487-
490; Shields, R.L. et al. (2002) “Lack of fucose on human IgGl N-linked
oligosaccharide improves binding to human Fcgamma RIII and antibody-dependent
cellular toxicity”, J. Biol. Chem. 26;277(30):26733-26740 va Shields, R.L. et al. (200 1)
“High resolution mapping of the binding site on human IgG1 for Fc gamma RI, Fc
gamma RII, Fc gamma RIII, and FcRn and design of IgG1 variants with improved
binding to the Fc gamma R”, J. Chem. Ther. 276(9):6591-6604). Séng ché bao gbm sy
két hop bién thé Fc theo sang ché véi cac bién dbi Fe khac dé tao ra cac tinh chat cong,
hiép ddng, hodc méi cho khang thé bién dbi. Tét hon néu, bién thé Fc theo sang ché 1am
tdng cudng kidu hinh ctia bién ddi ma ching dugc két hop. Vi dy, néu bién thé Fc theo
sang ché duge két hop voi thé dot bién da biét dé lien két FeyRIIIA véi 4i lyc cao hon
so v6i ving Fe kiéu dai twong dwong; thi su két hop vdi thé dot bién theo sang ché 1am

gia tang ai luc FcyRIIIA 1én gip nhiéu lan.

Séang ché bao gbm khang thé lién két dic hiéu véi B7-H3 ma chia viing Fe bién
thé, trong d6 viing Fc bién thé nay gbm it nhit mot bién d6i axit amin (vi dy, ¢6 1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9 hodc nhidu hon 9 bién ddi axit amin) so v&i ving Fc kiéu dai, sao cho
phan tir nay c6 chuc ning tac dong ting cudng so voi phan tt chira vung Fe kiéu dai,
v6i didu kién ving Fe bién thé khong c6 dot bién thay thé hogc chi cé dot bién thay the
& mdt hogc nhidu vi tri trong sb 243, 255, 256, 258, 267, 268, 269, 270, 272, 276, 278,
280, 283, 285, 286, 289, 290, 292, 293, 294, 295, 296, 298, 300, 301, 303, 305, 307,
309, 312, 320, 322, 326, 329, 330, 332, 331, 333, 334, 335, 337, 338, 339, 340, 359,
360, 373,376, 416,419, 430, 434, 435,437, 438, 439. Theo mdt phuong an cu thé, sang
ché bao gdm khang thé chua ving Fe bién thé nhu vay, trong d6 ving Fc bién thé nay
gém it nhat mot bién dbi axit amin (vi du, c6 1, 2,3,4,5,6,7, 8,9 hodc nhiéu hon 9

bién ddi axit amin) so v6i ving Fc kiéu dai, sao cho phan tir nay lién két v6i FeOR co
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4i luc da duoc bién dbi so véi phan ti chira ving Fe kiéu dai, v6i didu kién ving Fc
bién thé nay khong c6 dot bién thay thé hodc chi c6 dot bién thay thé & mot hoic nhieu
vi tri b4t ky trong sb 243, 255, 258, 267, 269, 270, 276, 278, 280, 283, 285, 289, 292,
293, 294, 295, 296, 300, 303, 305, 307, 309, 320, 322, 329, 332, 331, 337, 338, 340,
373, 376, 416, 419, 434, 435, 437, 438, 439 va khong c6 alanin ¢ vi tri bét ky trong sb
cac vi tri 256, 290, 298, 312, 326, 333, 334, 359, 360, hodc 430; asparagin & vi tri 268;
glutamin & vi tri 272; glutamin, serin, hodc axit aspartic ¢ vi tri 286; serin & vi tri 290;
metionin & vi trf 301; metionin, glutamin, axit glutamic, hodc arginin & vi tri 320; axit
glutamic & vi tri 322; asparagin, serin, axit glutamic, ho3c axit aspartic & vi tri 326; lysin
& vi tri 330; glutamin & vi tri 334; axit glutamic & vi tri 334; metionin & vi tri 334;
histidin & vi tri 334; valin & vi tri 334; leuxin & vi tri 334; glutamin & vi tri 335; lysin &

vi tri 335; hodc threonin & vi tri 339.

Séang ché ciling bao g0m khang thé lién két dic hidu véi B7-H3 ma chira ving Fc
bién thé, trong d6 ving Fc bién thé nay gdm khéng thé chtra viing Fe bién thé, trong d6
vung Fc bién thé nay khong c6 dot bién thay thé hodc chi c6 dot bién thay thé & mot
hodic nhidu vi tri bat ky trong sb 268, 269, 270, 272, 276, 278, 283, 285, 286, 289, 292,
293, 301, 303, 305, 307, 309, 320, 331, 333, 334, 335, 337, 338, 340, 360, 373, 376,
416,419, 430, 434, 435, 437, 438 hodc 439 va khong c6 histidin, glutamin, hodc tyrosin
& vi tri 280; serin, glyxin, threonin hogc tyrosin & vi tri 290, asparagin & vi tri 294, lysin
& vi tri 295; prolin & vi tri 296; prolin, asparagin, axit aspartic, hodc valin & vi tri 298;
hoic leuxin hodc Isoleuxin & vi tri 300. Theo mot phuong én khac, sang ché bao gém
khang thé chira ving Fc bién thé nay, trong d6 vung Fc bién thé nay gdm it nhit mot
bién dbi axit amin so v6&i ving Fe kiéu dai, sao cho phan tir nay lién két voi FeOR voi
ai luc giam so véi phén tu gdm ving Fc kiéu dai, v6i didu kién ving Fc bién thé nay
khong c6 dot bién thay thé hodc chi c6 dot bién thay thé & mot hoge nhidu vi tri bat k¥
trong sb 243, 252, 254, 265, 268, 269, 270, 278, 289, 292, 293, 294, 295, 296, 298, 300,
301, 303, 322, 324, 327, 329, 333, 335, 338, 340, 373, 376, 382, 388, 389, 414, 416,
419, 434, 435, 437, 438, hoic 439. Theo mdt phuong 4n khac nita, sang ché bao gdm
khéng thé chira ving Fc bién thé, trong d6 vung Fc bién thé nay gbm it nh4t mot bién
dbi axit amin so v6i ving Fc kiéu dai, sao cho phén tir nay lién két FcOR véi 4i lyc tang

cudng so voi phan tir gdm ving Fc ki€u dai, v6i diéu kién viung Fc bién thé khong co
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dot bién thay thé hoic chi c6 dot bién thay thé & mot hodc nhiéu vi tri bt ky trong sb
280, 283, 285, 286, 290, 294, 295, 298, 300, 301, 305, 307, 309, 312, 315, 331, 333,
334,337, 340, 360, 378, 398, hodc 430.

Sang ché con bao gdm khang thé lién két dic hiéu véi B7-H3 chira ving Fe bién
thé, trong d6 ving Fc bién thé nay khong c6 dot bién thay thé hodc chi c6 dot bién thay
thé & mdt hodc nhidu vi tri bt ky trong s6 330, 243, 247, 298, 241, 240, 244, 263, 262,
235, 269, hodc 328 va khong c6 leuxin & vi tri 243, asparagin 0 vi tri 298, leuxin & vi
tri 241 va isoleuxin hodc alanin & vi tri 240, histidin & vi tri 244, valin & vi tri 330, hodc
isoleuxin & vi tri 328.

Sang ché dic biét gdm khang thé lién két dic hiéu véi B7-H3 ma chira ving Fe
bién thé c6 churc ning tac dong ting cudng va/hodc &i luc bién ddi dé hoat hoa va/hodc
chét trc ché thu thé, trong d6 ving Fc bién thé nay gém: (a)1,2,3,4, 5, hodc 6 dot bién
thay thé sau ddy: S239D, S298A, A330L, I332E, E333A, hodc K334A; hodc (b) t5 hop
bat ky cia cac dot bién thay thé: (1) S298A, E333A va K334A; (2) S239D va I332E;
hoic (3) S239D, A330L va I332E.

Sang ché dic biét bao gdm khang thé lién két dic hiéu véi B7-H3 chira ving Fc
bién thé véi chirc ning tac dong tang cudng va/hodc 4i luc bién dbi dé hoat hod va/hoic
trc ché thu thé, trong d6 ving Fc bién thé nay gbm dot bién thay thé:

(1) &vitri288 bang asparagin, & vi tri 330 bang serin va & vi tri 396 bang leuxin;

(2) ovitri334 bang axit glutamic, & vi tri 359 bang asparagin va & vi tri 366 bang
serin;

(3) ovitri3l6 bang axit aspartic, ¢ vi tri 378 bang valin va & vi tri 399 bang axit

glutamic;
4) Gvitrd 247 bang leuxin va dot bién thé & vi tri 421 bing lysin;
(5) Ovitri392 bang threonin va & vi tri 396 bang leuxin;

(6) Gvitri221 bing axit glutamic, 6 vi tri 270 bang axit glutamic, & vi tri 308 bang
alanin, & vi tri 311 bang histidin, & vi tri 396 bang leuxin va & vi trf 402 bang axit

aspartic;
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(7)  &vi tri 419 bing histidin va dot bién thé & vi tri 396 bing leuxin;
(8) &vitri 240 bang alanin va & vi tri 396 bang leuxin;
9) &vitri410 bang histidin va & vi trf 396 bang leuxin;

(10) & vitri243 bang leuxin, & vi tri 305 bang isoleuxin, & vi tri 378 bang axit aspartic

axit, ¢ vi tri 404 béng serin va & vi tri 396 béng leuxin;
(11) & vi tri 255 véi isoleuxin va & vi tri 396 bang leuxin;
(12) o&vitri 370 bang axit glutamic va & vi tri 396 bang leuxin;
(13) o&vitri 270 bang axit glutamic;
hodc
(14) 4 hop bat ky ctia cac dot bién thay thé tir (1) dén (12) néu trén.

Theo mét phuong an cu thé, sang ché bao gbm khang thé lién két dic hiéu véi
B7-H3 chira viing Fc bién thé chita dot bién thay thé: F243L, R292P va Y300L. Theo
mdt phuong an cu thé khac, sang ché bao gbm khéng thé lién két dic hiéu véi B7-H3
chira ving Fc bién thé c6 chita dot bién thay thé: L235V, F243L, R292P, Y300L va
P396L. Theo mdt phuong an cu th8 khéc, sang ché bao gdm khéng thé lién két déc hiéu
v6i B7-H3 chira ving Fc bién thé ¢6 dot bién thay thé F243L, R292P, Y300L, V305I
va P396L. |

Theo mot phuong an cu thé khac, sang ché bao gbm khéng thé lién két dic hiéu
v6i B7-H3 chira ving Fe bién thé c6 dot bién thay thé thé & vi tri 396 bang leuxin, & vi
tri 270 bang axit glutamic va & vi tri 243 bang leuxin. Theo mdt phuong én cu thé khac,

phan tir ndy con bao gom mot hodc nhieu bien doi axit amin nhu dugc md ta & day.

Séang ché dic biét bao gbm khéng thé lién két dic hiéu v6i B7-H3 ma chira ving
Fc bién thé véi chirc ning tic dong ting cuong va/hodc ai luc bién d6i dé hoat hoa
va/hotc vrc ché tu thé, c6 bién dbi axit amin & mot hodc nhiéu vi tri sau day: 119, 125,
132, 133, 141, 142, 147, 149, 162, 166, 185, 192, 202, 205, 210, 214, 215, 216, 217,
218, 219, 221, 222, 223, 224, 225, 227, 229, 231, 232, 233, 235, 240, 241, 242, 243',
244, 246, 247, 248, 250, 251, 252, 253, 254, 255, 256, 258, 261, 262, 263, 268, 269,
270, 272, 274, 275, 276, 279, 280, 281, 282, 284, 287, 288, 289, 290, 291, 292, 293,
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295, 298, 301, 303, 304, 305, 306, 307, 308, 309, 310, 311, 312, 313, 315, 316, 317,
318, 319, 320, 323, 326, 327, 328, 330, 333, 334, 335, 337, 339, 340, 343, 344, 345,
347, 348, 352, 353, 354, 355, 358, 359, 360, 361, 362, 365, 366, 367, 369, 370, 371,
372, 375, 377, 378, 379, 380, 381, 382, 383, 384, 385, 386, 387, 388, 389, 390, 392,
393, 394, 395, 396, 397, 398, 399, 400, 401, 402, 404, 406, 407, 408, 409, 410, 411,
412, 414, 415, 416, 417, 419, 420, 421, 422, 423, 424, 427, 428, 431, 433, 435, 436,
438, 440, 441, 442, 443, 446, hodc 447. Tt hon néu céc dot bién nay khién cho céc
phan tir d& dugce tao chirc ning qua trung gian té bao tac dong va, thy ¥, ¢6 ai luc bién
dbi d6i véi FeOR nhu duge x4c dinh bang cach st dung cac phuong phap dugc boc 10
va 14y 1am vi du trong ban mo ta va di biét dbi v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh
vuc k¥ thudt nay.

Sang ché dic biét bao gdm khang thé lién két dic hiéu véi B7-H3 chira ving Fe
bién thé v6i chirc ning téc dong bién dbi va/hogc &i lyc bién dbi dé hoat hoa va/hodc tre

ché tu thé, co:

1)) bién ddi axit amin tai mdt hodc nhiéu vi tri sau day: 235, 240, 241, 243, 244,
247, 262, 263, 269, 298, 328, hodc 330 v tt hon nita 1a mdt hogc nhiéu bién
d8i sau day: V240A, V2401, F241L, F243L, P244H, S298N, L3281, A330V;
trong d6 khang thé thé biéu hién chirc ning tac dong bién dbi so voi khang thé
6 ving Fe kiéu dai thiu bién dbi nay;

(I)  bién dbi axit amin & mdt hodc nhidu vi tri sau day: 268, 269, 270, 272, 276,
278,283, 285, 286, 289, 292, 293, 301, 303, 305, 307, 309, 331, 333, 334, 335,
337, 338, 340, 360, 373, 376, 416, 419, 430, 434, 435, 437, 438 hodc 439 va
t6t hon nita 1 mot hodc nhidu bién ddi sau day: D280H, D280Q, D280Y,
K290G, K290S, K290T, K290Y, E294N, Q295K, Y296P, S298D, S298N,
298P, S298V, Y3001, Y300L; trong d6 khang thé nay biéu hién chirc ning
tac dong bién ddi so véi khang thé c6 ving Fe kiéu dai thiéu bién dbi nay;

(I1)  bién dbi axit amin & mot hoge nhidu vi tri sau day: 255, 256, 258, 267, 268,
269,270,272, 276, 278, 280, 283, 285, 286, 289, 290, 292, 293, 294, 295, 296,
298,300, 301, 303, 305, 307, 309, 312, 320, 322, 326, 329, 330, 332, 331, 333,
334,335,337, 338, 339, 340, 359, 360, 373,376, 416, 419, 430, 434, 435, 437,
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438, 439 va tdt hon nita 13 mot hoic nhidu bién ddi sau day: T256A, H268N,
E272Q, N286D, N286Q, N286S, K290A, K290S, S298A, R301M, D312A,
K320E, K320M, K320Q, K320R, K322E, K326A, K326D, K326E, K326N,
K326S, A330K, A339T, E333A, K334A, K334E, K334H, K334L, K334M,
K334Q, K334V, T335K, T335Q, T359A, K360A, E430A; trong d6 khang thé
nay biéu hién chitc ning tac dong bién déi so v6i khang thé c6 ving Fe kiéu
dai thiéu bién ddi nay;

bién dbi axit amin tai mot hodc nhiéu vi tri sau day: 252, 254, 265, 268, 269,
270,278, 289,292, 293, 294, 295, 296, 298, 300, 301, 303, 322, 324,327, 329,
333, 335, 338, 340, 373, 376, 382, 388, 389, 414, 416, 419, 434, 435, 437, 438,
hodc 439; trong d6 khéng thé nay biéu hién chic ning tac dong gidm so véi
khéng thé c6 viing Fc kidu dai thiéu bién ddi nay;

bién d6i axit amin tai mot hodc nhiéu vi trf sau day: 280, 283, 285, 286, 290,
294,295, 298, 300, 301, 305, 307, 309, 312, 315, 331, 333, 334, 337, 340, 360,
378, 398, hodc 430; trong d6 khang thé nay biéu hién chirc ning tac dong ting

cudng so véi khang thé c6 ving Fe kiéu dai thi€u bién doi nay;

bién dbi axit amin tai mot hoic nhiéu vi tri sau ddy: R255A, T256A, E258A,
S267A, H268A, H268N, E272A, E272Q, N276A, D280A, E283A, H285A,
N286A, N286D, N286Q, N286S, K290A, K290S, R301M, K320E, K320M,
K320Q, K320R, K322E, K326A, K326D, K326E, K326S, A330K, P331A,
T335Q, S337A, E430A; trong d6 khang thé nay biéu hién chirc nang tac dong

tang cudng so voi khang thé c6 ving Fc kicu dai thiéu bién doi nay.

Theo cac phuong an khéc, sang ché bao gdm viéc sit dung bién thé Fc da biét bit

ky trong linh vuc k¥ thuét nay, nhu dugc néu trong tai liéu Jefferis, B.J. et al. (2002)

“Interaction Sites On Human IgG-Fc For FcgammaR: Current Models”, Immunol. Lett.

82:57-65; Presta, L.G. et al. (2002) “Engineering Therapeutic Antibodies For Improved

Function”, Biochem. Soc. Trans. 30:487-90; Idusogie, E.E. et al. (2001) “Engineered

Antibodies With Increased Activity To Recruit Complement”, J. Immunol. 166:2571-
75; Shields, R.L. et al. (2001) “High Resolution Mapping Of The Binding Site On
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Human IgG1 For Fc Gamma RI, Fc Gamma RII, Fc Gamma RIII, And FcRn And
Design Of IgG1 Variants With Improved Binding To The Fc gamma R”, J. Biol. Chem.
276:6591-6604; Idusogie, E.E. et al. (2000) “Mapping Of The Clq Binding Site On
Rituxan, A Chimeric Antibody With A Human IgG Fc”, J. Immunol. 164:4178-84,
Reddy, M.P. et al. (2000) “Elimination Of Fc Receptor-Dependent Effector Functions
Of A Modified IgG4 Monoclonal Antibody To Human CD4”, J. Immunol. 164:1925-
1933; Xu, D. et al. (2000) “In Vitro Characterization of Five Humanized OKT3 Effector
Function Variant Antibodies”, Cell. Immunol. 200:16-26; Armour, K.L. et al. 1999)
“T4i td hop ngudi IgG Phén tis Lacking Fcgamma Thy thé I Lién két Va Monocyte
Triggevong Céac hoat dong”, Eur. J. Immunol. 29:2613-24; Jefferis, R. et al. (1996)
“Modulation Of Fc(Gamma)R And Human Complement Activation By IgG3-Core
Oligosaccharide Interactions”, Immunol. Lett. 54:101-04; Lund, J. et al. (1996)
“Multiple Interactions Of IgG With Its Core Oligosaccharide Can Modulate
Recognition By Complement And Human Fc Gamma Receptor I And Influence The
Synthesis Of Its Oligosaccharide Chains”, J. Immunol. 157:4963-4969; Hutchins et al.
(1995) “Improved Biodistribution, Tumor Targeting, And Reduced Immunogenicity In
Mice With A Gamma 4 Variant Of Campath-1H”, Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A)
92:11980-84; Jefferis, R. et al. (1995) “Recognition Sites On Human IgG For Fc
Gamma Receptors: The Role Of Glycosylation”, Immunol. Lett. 44:111-17; Lund, J. et
al. (1995) “Oligosaccharide-Protein Interactions In IgG Can Modulate Recognition By
Fc Gamma Receptors”, FASEB J. 9:115-19; Alegre, M.L. et al. (1994) “A Non-
Activating "Humanized" Anti-CD3 Monoclonal Antibody Retains Immunosuppressive
Properties In Vivo”, Transplantation 57:1537-1543; Lund et al. (1992) “Multiple
Binding Sites On The CH2 Domain Of IgG For Mouse Fc Gamma R11”, Mol.
Immunol. 29:53-59; Lund et al. (1991) “Human Fc Gamma RI And Fc Gamma RII
Interact With Distinct But Overlapping Sites On Human IgG”, J. Immunol. 147:2657-
2662; Duncan, A.R. et al. (1988) “Localization Of The Binding Site For The Human
High-Affinity Fc Receptor On IgG”, Nature 332:563-564; US Patent Nos. 5,624,821,
5,885,573; 6,194,551; 7,276,586, and 7,317,091; and PCT Publications WO 00/42072
and PCT WO 99/58572.

Sang ché bao gbm phan tir chira ving Fc bién thé bao gdm hoidc chira dot bién
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bét k¥ trong s cac dot bién dugc néu trong Bang 1 dudi day.

Bang 1
Bién dbi Fc dwgc ldy 1am vi du

Thay thé mét vi tri
S1321  [F241W |D265N [D280Q |Y296T |D312A L3281  |K334E
Al62V |F241Y |D265Q |D280Y |[N297D |[W313F |L328K |K334H
S219Y |[F241Y |D265T |G281D [N297E  |N3151  |L328M  |K334I
K222N |F243D |D265V  |G281K |[N2971  |E318K |L328N  [K334L
02241 |[F243H |[D265Y |G281P  |N297S |K320E |L328P  |K334M
T225S  |[F243L |V266A |G281Y [S298A  |K320M |L328Q |K334N
P228E  [F243L  |V2661 |[V282M [S298D  |K320Q |L328R  |K334Q
P228G  |F243Q |V266M |E283A |S298N  |K320R |L328S  |K334V
P228K  |[F243R |V266T |V284E [S298N  |K322E |L328T |T335K
P228Y |[F243W |S267A  |V284L  [S298N  |V3231  |L328V  |T335Q
P230A  [F243Y |[H268A |V284N |S208P  |N325A  |L328W |I336E
P230E  [P244H [H268N |[V284T [S298V  |N325D |L328Y |I336K
P230G  [P245A |[D270E |[V284Y |T299A |N325E  |A330I  |I336Y
P230Y [P247G  |[P271A |H285A |T299D |N325F |A330K |S337A
A231E  |P247L [P271D |N286A |T299E  |N325G  |A330L  |A339T
A231G  [P247V  |[P271E  [N286D |T299F  |N325H |A330S |[M352L
A231K  |K248M [P271F  |N286S |T299G  |[N3251  |A330V  |[T359A
A231P |[R255A [P271G  |K288N [T299H |N325K |A330Y [T359N
A231Y |T256A |[P271H |K290A |T2991  |N325L  |P331A  |K360A
P232E  |[E258A [P2711  |K290G [T299K |[N325M [I332A  |T366N
P232G  |[V262A |[P271K  |K290S |T299L  |N325P  |1332D  |T366S
P232K  |[V262E [P271L |K290T |T299M |N325R  |I332E  |F372Y
P232Y |V262F [P271IM [K290Y |T299N  [N325S |[I332F  |F372Y
233D |V2621  |[P27IN  |P291D |T299P  |N325T |1332G  |I377F
E233G  |[V262T |[P271Q |[P291E  [T299Q |N325V |I332H  |[377N
12341  |[V263A [P271R  |P291G  |T299R  |N325W |I332K  |V379L
235D |[V2631 |P271S |P291H [T299S [N325Y |[332L  |V379M
$239D  |[V263M |P271T  [P2911  [T299V  |K326A |1332M  |K392R
S239E  |[V263T |P271V  [P291Q [T299W |K326D [I332N  |P396H
S239N  [V264A |P271W [P291T  [T299Y |K326E |[332P  [P396L
S239Q [V264E  [P271Y [R292G  [Y300I  |K326E |I332Q  |L398V
V240A  |V264F |E272A |R292L  |Y300L |K326N |I332R  |S400P
V2401  |[V2641 |E272Q |E294N  [R30IM  |K326S |[332S  |D401V
V240M  |[V264R V2731  [Q295K |[R30IM |K326T |I332T  |S407I
V240T |V264T |[F275L |Y296D [V3021  |L328A 1332V |K414N
F241E  |V264W [F275W |Y296E |S304D  |L328D  [I332W  |E430A
V2411  |D265F [F275Y |Y296H [S304H |L328E  |I332Y
F2411, |D265H |[N276A [Y296N [S304L  |L328F  |E333A
F241R D265 |D280A |Y296P [S304N  |[L328G  |K334A
F241S  |D265L |D280H [Y296Q [S304T  |L328H |K334E
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Bang 1
Bién ddi Fc dwoc ldy 1am vi du

Thay thé hai vi tri

1332E, A330L S239N /1332Q V279L, P395S P396L, P217S
1332E, 1L.328D $239Q /1332D V284A, F372L P396L, P227S
1332E, L328E S239Q/1332E K288N, K326N P396L, V3231
1332E, L328H $239Q /I1332N K288N, A330S P396L, V240A
1332E, 1.3281 $239Q /1332Q K290E, L142P P396L, L242F

[332E, L328M

V2401, V281M

K290E, P227S

P396L, P244H

1332E, L328N

F241L, E258G

K290T, G371D

P396L, T250A

1332E, L328Q

F241L/V2621

P291S, P353Q

P396L, R255L

1332E, L328T

F243L, E318K

R292P, V3031

P396L, E258D

1332E, L3238V

F2431, V379L

S298A/1332E

P396L, H268D

1332E, N297D

P243L/V2641

S298N, W381IR

P396L, H268N

1332E, N297E

K246T, Y319F

S298N, S407R

P396L, V303I

1332E, N297S

K246T, P396H

K317N, F423-DEL

P396L, K3261

S166N, K409R

P247H, G285E

K326E, K320E

P396L, V305L

P232§, S304G

P247L, I377F

K326E, A330T

P396L, L358P

S239D/1332D P247L, E389G K326E, G385E P396L, K370E
S239D/I332E P2478S, P396L A330V, Q419H P396L, S375C
S239D/1332N P247L, L398Q K334E, E233D P396L, V379M
S239D/1332Q P247L, L406F K334N, K2461 P396L, N384K
S239E/D265N P247L,N421K K334E, K288M P396L, K392T
S239E/D265Q L251F, F372L K334E, R292L P396L, S400F
S239E/1332D L251F, S4151 K334E, E308D P396L, L410H
S239E/I332E R255L, E318K K334E, E380D P396L, Q419H
S239E/1332N R255Q, K326E K334N, P396L P396L, Q419L
S239E/1332Q E258D, N384K A339V, Q347H P396L, V427A
S239N/1332D V263Q, E272D K370N, S440N D399E, G402D
S239N/I332E V2641 /1332E T394M, V397TM D399E, M428L
S239N/I332N H268D, E318D P396L, K210M

Thay thé ba vi tri

V185M, R292L, D399E

P217S, A378V, S408R

K218R, G281D, G385R

S192T, M252L, R301C

P2471,1253N, K334N

P247L, A330T, S440G

V1251, V2151, S4081

D312E, K327N, 13788

T355N, P387S, H435Q

R292L, T359N, P396L

E216D, E345K, S3731

P2471L, A431V, S442F

F2751, K334N, V348M

K288N, A330S, P396L

A378V, N390I, V4221

F243L, R255L, E318K

G316D, A378V, D399E

V282E, V3691, L406F

K334E, T359N, T366S

N315I, V379M, T394M

V397M, T411A, S415N

K288N, A330S, P396L

P247L,W313R, E388G

T2231, T2568S, L406F

F2431, V379L, G420V

R301H, K340E, D399E

K246N, P396L, Q419R

A231V, Q386H, V412M

K3261, P396L, S408N

P217A, T359A, P396L

E216D,K334R, S3751

K210M, K261N, P396L

V2151, K290V, P396L

T335N, P387S, H435Q

A330V, G427M, K438R

V263Q, E272D, Q419H

K246I, Q362H, K370E

K222E, V263Q, S298N

N276Y, T393N, W417R
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Bang 1

Bién dbi Fc dwoc ldy 1am vi du

K334E, E380D, G446V

E233G, P247S, L306P

D270E, G316D, R416G

V3031, V369F, M428L

S219T, T225K, D270E

D270E, K392T, P396L

K246E, V284M, V308A

R292P, F243L, V3051

R255L, D270E, P396L

E293V, Q295E, A327T

V284M, R292L, K370N

V240A, D270E, P396L

Y319F, P352L, P396L

D270E, K370E, P396L

270E, P396L, Q419HD

K290T, N390I, P396L

P247L, D270E, N421K

S239D, A330L, I332E

N297D, A330Y, I332E

Y296D, N297D, I332E

S239D, A330Y, I332E

N297D, T299L, I332E

Y296E, N297D, 1332 E

S239D, I1332E, A3301

N297D, T2991, 1332E

Y296H, N297D, I332E

S239D, N297D, I1332E

N297D, T299L, I332E

Y296N, N297D, I332E

S239D, S298A, I1332E

N297D, T299V, I332E

Y296Q, N2971, I332E

S239D, V26411, I332E

F243L, V2621, V264 W

Y296T, N297D, I1332E

S239E, N297D, I1332E

D265F, N297E, I1332E

P230A, E233D, I332E

S239E, V2641, 1332 E

D265Y, N297D, I332E

P244H, P245A, P247V

S239N, A330L, I332E

V264E, N297D, I332E

V2641, A330Y, I332E

S239N, A330Y, I332E

V2641, A330L, I332E

V2641, S298A, I1332E

S239Q, V2641, I1332E

Thay thé bén vi tri

A141V, H268L, K288E, P291S

T256S, V3051, K334E, N390S

E258D, T289A, H310Y, Y407V

D280E, S354F, A431D, L4411

K334E, T359N, T366S, Q386R

P343S, P353L, S375I, S383N

K326Q, K334E, T359N, T366S

E269K ,K290N, Q311R, H433Y

K288R, T307A, K344E, P396L

K290E, V369A, T393A, P396L

V2731, K326E, L3281, P396L

K210N, K2221, K320M, P396L

F275L, Q362H, N384K, P396L

S219T, T225K, D270E, K360R

V282L, A330V, H433Y, T436R

P243L, S254T, A330V, N361D

R255L, D270E,Y300L, P396L,

F243L, D270E, K392N, P396L

R255L, D270E, R292G, P396L

F243L, R255L, D270E, P396L

V284M, S298N, K334E, R355W

S239D, D265F, N297D, I332E

D265Y, N297D, T299L, 1332E

S239D, D265H, N297D, 1332E

F241E, F2430, V262T, V264F

S239D, D2651, N297D, I332E

F241E, F243R, V262E, V264R

S239D, 0265L, N297D, I332E

F241E, F243Y, V262T, V264R

S239D, D265T, N297D, 1332E

F241L, F243L, V2621, V2641

S239D, D265V, N297D, I332E

F241R, F2430, V262T, V264R

S239D, D265Y, N297D, 1332E

F241W, F243W, V262A, V264A

S239D, N297D, I332E, A330Y

F241Y, F243Y, V262T, V264T

S239D, N297D, I332E, K326E

N297D, I332E, S239D, A330L

S239D, N297D, I332E, L235D

N297D, S298A, A330Y,1332E

S239D, V2641, A330L, I332E

S239D, A330Y, I332E, K326E

S239D, V2641, S298A, I332E

S239D, A330Y, I332E, K326T

S239E, V2641, A330Y, 1332 E

S239D, A330Y, I332E, L2341

S239D, A330Y, I332E, V264T

S239D, A330Y, I332E, L235D

S239D, A330Y, I332E, V2661

S239D, A330Y, I332E, V2401
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o Bang 1
Bién doi Fc dwoc lay 1am vi du

Thay thé nim vi tri

V284M, S298N, K334E, R355W, R416T

K147T, Y202M, F2751, K334N, V3438M

P2178S, V3051, 1309L, N390H, P396L

T335N, K370E, A378V, T394M, S424L

F243L, V3051, A378D, P396L, F404S

P244H, 1L.358M, V379M, N384K, V397M

K222N, T335N, K370E, A378V, T394M

P244A, K3261, C367R, S3751, K447T

L.235P, S304G, V3051, V3231, V382M

C229Y, A287T, V379M, P396L, L443V

F241E, F2430, V262T, V264E, I332E

F241R, F243Q, V262T, V264R, I332E

F241E, F243R, V262E, V264R, I332E

S239E, V2641, S298A, A330Y, I332E

F241E, F243Y, V262T, V264R, I1332E

Thay thé nhiéu hon nim vj tri

D221E, D270E, V308A, Q311H, P396L, G402D

T215P, K274N, A287G, K334N, L365V, P396L

F241Y, F243Y, V262T, V264T, N297D, 1332E

N297D, T299F, 1332E, N297D, T299H, I332E

D221Y, M2521, A330G, A339T, T359N, V4221, H433L

S239D, N297D, I332E, A330Y, F2418, F243H, V262T, V264T

K133M, F149Y, K205E, R214I, K218E, S383N, N384K, T256N, V262L

Theo céc phuong an cu thé, ving Fc bién thé ctia khang thé khang B7-H3 nay

co:
(1)

)
tri 243

3)

(4)
trf 243;

)
(6)
(7

®
300;

€)
292;

leuxin & vi tri 247, lysin & vi tri 421 va axit glutamic & vi tri 270;

threonin & vi trf 392, leuxin & vi tri 396, axit glutamic & vi tri 270 va leuxin & vi

histidin & vi tri 419, leuxin & vi tri 396 va axit glutamic & vi tri 270;

histidin & vi tri 419, leuxin & vi tri 396, axit glutamic & vi tri 270 va leuxin & vi

alanin & vi tri 240, leuxin & vi tri 396 va axit glutamic & vi tri 270;
lysin & vi tri 255 va leuxin & vi tri 396;
lysin & vi tri 255, leuxin & vi tri 396 va axit glutamic & vi tri 270;

lysin & vi tri 255, leuxin & vi tri 396, axit glutamic o vi tri 270 va lysin & vi tri

lysin & vi trf 255, leuxin & vi tri 396, axit glutamic & vi tri 270 va glyxin & vi tri
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(10) lysin & vi tri 255, leuxin & vi tri 396, axit glutamic & vi tri 270 va leuxin & vi tri

243;
(11)  axit glutamic & vi tri 370, leuxin & vi trf 396 va axit glutamic ¢ vi tri 270;
(12) axit glutamic & vi tri 270, axit aspartic & vi tri 316 va glyxin ¢ vi tri 416;
(13) leuxin & vi tri 243, prolin & vi tri 292, isoleuxin ¢ vi tri 305 va leuxin & vi tri 396;

(14) leuxin & vi tri 243, axit glutamic & vi tri 270, asparagin ¢ vi tri 392 va leuxin &

vi tri 396;

(15) leuxin & vj tri 243, leuxin & vi tri 255, axit glutamic & vi trf 270 va leuxin & vi tri

396;
(16) glutamin & vi tri 297,
hodc

(17) o hop bét ky cia cac dot bién thay thé dugc néu trong cac muyc tir (1) dén (16)

& trén.

Theo mét s6 phuong 4n, phan tir theo sang ché con bao gdm mdt hoic nhiéu vi
tri glycosyl hod, sao cho mot hodc nhiéu gbc hydrat cacbon dugc gin cdng hod tri vao
phén tir nay. Tét hon néu phan it theo séng ché v6i mot hodic nhidu vi tri glycosyl hoa
va/hodc mot hodc nhidu bién d6i & ving Fc mang lai hodc c6 chirc ning tac dong tang
cudng qua trung gian khang thé, vi du, hoat tinh ADCC ting cudng so v6i khang thé
gbc. Theo mot s6 phwong 4n, sang ché con bao gdm phan ti gbm mot hoic nhiéu bién
dbi axit amin duoc biét 1 twong téc truc tiép hodc gian tiép véi gbe hydrat cacbon cia
khang thé, bao gém nhung khéng gi¢i han &, axit amin & cac vi tri 241, 243, 244, 245,
245, 249, 256, 258, 260, 262, 264, 265, 296, 299 va 301. Axit amin tuong tac truc tiép
hodc gian tiép véi gbc hydrat cacbon cia khang thé 13 d3 biét trong linh vyc k¥ thuat
ndy, vi dy, xem tai li€u Jefferis et al., 1995 Immunology Letters, 44: 111-7 dugc dua

toan bd vao ddy bing cach vién dan.

Theo mot phuong an khac, sang ché bao gdm phéan ti da duge bién dbi bang cach
dura mdt hodc nhidu vi tri glycosyl hod vao mét hodc nhiéu vi tri ciia phan t, t5t hon

néu khong lam thay dbi chitc ning ctia phan tir d6, vi dy, hoat tinh lién két v6i khang
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nguyén dich hodc FcOR. Vi tri glycosyl hoa c6 thé dugc dua vao ving bién ddi va/hoic
hing dinh cia phan tir theo sing ché. Trong ban md ta, “vi tri glycosyl hod” bao gbm
trinh ty axit amin cu thé bat ky & khang thé ma oligosacarit (tic 12 hydrat cacbon chira
hai ho#ic nhiéu hon hai dudng don lién két v6i nhau) s& dugc gén dic hiéu va cong hod
tri vao khéang thé ndy. Cac mach bén oligosacarit thudng dugc lién két v6i khung cta
khang thé qua hoic lién két voi N hodc O. Glycosyl hod lién két véi N chi viée gén gbc
oligosacarit vao mach bén cia gdc asparagin. Glycosyl hod lién két v&i O chi viée gén
gbc oligosacarit vao axit hydroxyamin, vi duy, serin, threonin. Phan tir theo sang ché co
thé chira mdt hodic nhiéu vi tri glycosyl hoa, bao gbm vi tri glycosyl ho4 lién két v6i N
va lién két v6i O. Vi tri glycosyl hod bét ky cho qua trinh glycosyl hod lién két v6i N
hoic lién két v6i O da biét trong linh vyc k§ thuat nay c6 thé duoc st dung theo sang
ché. Vi tri glycosyl hoa lién két voi N 14y 1am vi du hiru dung theo cac phuong phap
theo sang ché 13 trinh ty axit amin: Asn-X-Thr/Ser, trong d6 X ¢6 th& 1a axit amin bt
ky va Thr/Ser 1 threonin hogc serin. Vi tri hodc céc vi tri nay co thé dugc dua vao phan
tir theo sang ché bing cac phuong phap da biét 5 trong linh vuc k¥ thuédt ma sang ché
d& cap (vi du, xem tai liéu In vitro MUTAGENESIS, RECOMBINANT DNA: A SHORT
COURSE, J. D. Watson, et al. W.H. Freeman and Company, New York, 1983, chapter 8,
pp. 106-116 dugc dua vao day bing cach vién din toan bd. Mot phuong phép 14y 1am
vi du dé dua vi tri glycosyl hod vao phan tir theo séng ché c6 thé bao gdm: bién ddi hoic

dot bién trinh tir axit amin cta phén ti dé thu duoc trinh tw Asn-X-Thr/Ser mong mudn.

Theo mét s6 phuong 4n, sang ché bao gdm cac phuwong phap bién dbi ham lugng
hydrat cacbon trong phén tir theo sang ché bing cach thém vao hodc 1am khuyét mot vi
tri glycosyl hoa. Céé phuong phép bién ddi ham lugng hydrat cacbon trong khéng thé
12 da biét trong linh vuc k¥ thuat nay va dugc bao gOm trong séng ché, vi dy, xem Patent
M§ s 6,218,149; EP 0 359 096 B1; Cong bb don sang ché My s6 US 2002/0028486;
WO 03/035835; Cong bb don sang ché My s6 2003/0115614; Patent M§ s6 6,218,149;
Patent My s 6,472,511; tt ca cac tai liéu nay déu dugc dua vao day béng cach vién
dan toan bd. Theo cac phuong 4n khéc, sang ché bao gdm céc phuong phap bién dbi
ham lwong hydrat cacbon trong phén tir theo sang ché bing cach xoa mdt hodc nhiéu
gbc hydrat cacbon ndi sinh trong phén t. Theo mot phuong 4n cu thé, sang ché bao

gbm viéc dich chuyén vi tri glycosyl hoa cua ving Fc cia khang thé, bing cach bién
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d6i cac vi tri lién ké véi vi tri 297. Theo mt phuong an cu thé, sang ché bao gbém viéc

bién ddi vi tri 296 sao cho vi tri 296 dugc glycosyl hoa chir khong phéi vi tri 297.

Chtrc ndng tac dong ciing co thé dugc bién dbi bang cac k¥ thuat nhu dwa mot
hodc nhiu gbc xystein vao ving Fc, nhr d6 cho phép di®n ra sy hinh thanh lién két
disulfua lién chudi trong ving nay, dan dén viéc tao ra khang thé homodime c6 thé c6
kha ning thu nhén cai thién va/hodc kha ning ti€u diét té bao qua trung gian b thé gia
ting va ADCC gia ting (Caron, P.C. et al. (1992) “Engineered Humanized Dimeric
Forms Of IgG Are More Effective Antibodies”, J. Exp. Med. 176:1191-1195; Shopes,
B. (1992) “A Genetically Engineered Human IgG Mutant With Enhanced Cytolytic
Activity”, J. Immunol. 148(9):2918-2922. Khéng thé homodime c6 hoat tinh khang u
ting cuong cling co thé dugc tao ra bing cach st dung chét lién két ngang hai chirc khac
loai nhu dugce néu trong 4n phim ctia Wolff, E.A. et al. (1993) “Monoclonal Antibody
Homodimers: Enhanced Antitumor Activity In Nude Mice”, Cancer Research 53:2560-
2565. Theo cach khac, khang thé ¢6 thé duge xtr 1y k¥ thuat ma c6 ving Fe kép va tur
d6 c6 thé kha nang ly giai bd thé va kha ning ADCC tang cudng (Stevenson, G.T. et al.
(1989) “A Chimeric Antibody With Dual Fc Regions (bisFabFc) Prepared By
Manipulations At The IgG Hinge”, Anti-Cancer Drug Design 3 :219-230).

E. DART™ B7-H3 (Chét phan tmg d6i myc tiéu c6 i luc kép)

Nhu néu & trén, sang ché con dé cap dén phan tir “DART™” (chét phan Gng dbi
muc tiéu c6 ai lyc kép) chira it nhét hai mach polypeptit ma tao thanh it nhét 13 hai vi

trf lién két epitop, it nhét mot trong sb d6 lién két dic hiéu véi B7-H3.
Theo cac phuong 4n duge wu tién, mach polypeptit thir nhit cia DART™ gdm:

) mién (A) gdm vung lién két cia mién bien doi chudi nhe cua globulin

mi&n dich (VL1) thir nhit dic hidu dbi véi epitop (1);

(i) mién (B) gdbm vung lién két clia mi€n bi€n do6i chudi ning cua globulin

midn dich (VH2) thir hai dic hiéu déi véi epitop (2); va
(iii) mién (C).
Mach polypeptit thi hai cia DART™ nay gbm:

(i) mién (D) gdm ving lién ket ciia mién bién doi chuoi nhe cta globulin
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mién dich (VL2) th hai dic hiéu dbi véi epitop (2);

(i)  mién (E) gbm vung lién két ctia mién bién dbi chudi ning ctia globulin

mién dich (VH1) tht nhit ddc hidu d6i vé6i epitop (1); va

(i)  mién (F).

Céc midn (A) va (B) cia DART™ khong lién két v6i nhau dé tao thanh vi tri lién
két epitop. Tuong tu, cac mién (D) va (E) cia DART™ khong lién két v6i nhau dé tao
thanh vi tri lién két epitop. Thay vao do, cac mién (A) va (E) cia DART™ lién két véi
nhau d& tao thanh vi trf lién két dé lién két véi epitop (1); cac mién (B) va (D) DART™
lién két v6i nhau dé tao thanh vi tri lién két ma lién két véi epitop (2). Céc mién (C) va

(F) dugc lién két cong hod tri v6i nhau.

M&i mach polypeptit cia phén tt DART™ gbm mién VL va mién VH, ma dugc
lién két cong hoa tri sao cho céc mién nay bi rang budc dé khong tu 1ap rap. Tuong téc
ctia hai trong s& cac mach polypeptit s& tao ra hai cip VL-VH, tao ra hai vi tri lién két
epitop, tirc 13 phén tir hod tri hai. Ca mién VH hoic VL bj rang budc & vi tri bit ky trong
mach polypeptit, titc 1a bi giéi han & dAu tan amino (N) hodc dau tan carboxy (C), 13n
mién bi gi6i han & vi tri twong dbi ctia chung véi nhau, tuc 1a mién VL déu khong thé
13 du tan N d6i voi mién VH va nguge lai. Han ché duy nhéit 13 mach polypeptit bd
sung phai c6 sin dé tao thanh DART™ chirc nang. Khi mién VL va mién VH c6 ngudn
gbc tlr cling mdt khang thé, thi hai mach polypeptit bd sung c6 thé gidng hét nhau. Vi
duy, khi mién lién két c6 ngu(“)n géc tr khang thé dic hiéu véi epitop A (tuc 1a mién lién
két dugc tao ra tir twong tac VLa-VHa), thi mdi polypeptit s& bao gdbm VHa va VLa.
Qua trinh homodime ho4 hai mach polypeptit cua khang thé s& tao thanh hai vi tri lién
két VLA-VHa, tao ra khang thé hoa tri hai mot dic hiéu. Khi mién VL va mién VH c6
ngudn gdc tir khang thé dic hiéu dbi voi cac khang nguyén khac nhau, thi sy tao thanh
DART™ chitc ning hai dic hiéu doi héi twong tac ciia hai mach polypeptit khac nhau,
tirc 12 su tao thanh heterodime. Vi du, dbi v6i DART™ hai dic hiéu, mot mach
polypeptit s&€ bao gdm VL4 va VLs; qué trinh homodime cta chudi nay sé tao ra hai vi
r{ lién két VLA-VHs, hodic khong vi tri ndo trong s d6 khong lién két hodc lién ket
khong thé du doan dugc. Trai lai, khi hai mach polypeptit khac nhau tu do tuong téac, vi

du, trong hé biéu hién tai td hop, thi mdt mach gém VL4 va VHg va mach con lai gém
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VLg va VHa, hai vi tri lién két khac nhau s& tao thanh: VLA-VHa va VLg-VHs. DPéi véi
toan bd cip mach polypeptit DART™, kha nang sép trinh tu sai hogc lién két sai ctia
hai mach nay 1a c6 thé x4y ra, tic 1a tuong tac cua cac mién VL-VL hodc VH-VH; tuy
nhién, viéc tinh ché khang thé thé déi chirc ning 1a d& dang dugc kiém soét dua trén dd
dac hi€u mién dich ctia vi tri lién két dugc dime hoéa thich hop béng cach st dung
phuong phap dya trén 4i luc da biét bt ky trong linh vuc k¥ thuat nay hodc duge 14y

lam vi du trong ban md ta nay, vi du, phuong phap séc ky 4i luc.

Mot hodc nhiéu mach polypeptit cia DART™ c6 thé tiy y chira mién Fc hodc
mot phé”tn cua no (vidu mién CH2, hodc mién CH3). Mién Fc hodc mot ph?m cua nd cod
thé thu dugc tir isotyp hodc alotyp cia globulin mién dich bat ky bao gdbm, nhung khong
gi6i han &, IgA, IgD, IgG, IgE va IgM. Theo cac phuong an dugc uu tién, mién Fc (ho#c
mdt phan ctia né) thu dugc tir IgG. Theo céc phuong an cu thé, isotyp IgG 1a IgG1,
IgG2, IgG3 hoic IgG4 hodc alotyp clia chiing. Theo mot phuong an, phéan tir khang thé
thé d6i gdm mién Fe, mién Fc nay gbm mién CH2 va mién CH3 dugc chon ddc 14p tir
isotyp globulin mién dich bét ky (ttc 1a mién Fc gbm mién CH2 thu dugc tir IgG va
mién CH3 thu dugc tir IgE, hodc mién CH2 thu duoc tir IgG1 va mién CH3 thu dugc tir
IgG2, v.v.). Mién Fc ¢6 thé dugce xir ly ky thuét thanh mach polypeptit gbm phén t
khang thé thé d6i theo sang ché & vi tri bét ky so véi cac mién con lai hodc mot phén
ctia mach polypeptit ndy (vi dy, mién Fc, hogic mot phan ctia né, cb thé 1a dau tan C véi
c4 mién VL va mién VH ctia mach polypeptit; c6 thé 13 dau tan N v6i ca mién VL va
midn VH; hodic ¢6 thé 13 dAu tan N v6i mot mién va dau tan C véi mién con lai (tie 1a

gitta hai mién ctia mach polypeptit).

Mién Fe trong mach polypeptit cia phan tit DART™ uu tién dime hoa, din dén
viéc tao ra phan tt DART™ c6 tinh chét giéng globulin mién dich, vi du, twong tac Fe-
FcyR. Khéng thé th& d6i chira Fc c6 thé 1a dime, vi du, gdm hai mach polypeptit, mdi
mach nady chtra mién VH, mién VL va mién Fc. Viéc dime hod cac mach polypeptit nay
tao ra DART™ ho4 tri hai gém mién Fc, mic du véi cAu tric khac voi cu tric cla
khéng thé hoa tri hai chua dugc bién doi. Phan tit DART™ s& biéu hién kiéu hinh bién
dbi so v6i globulin mién dich kiéu dai, vi dy, thoi gian bén rd ciia huyét thanh bién dbi,

tinh chét lién két bién ddi, v.v. Theo cac phwong 4n khac, phan tir DART™ chira mién
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Fc ¢6 thé 13 tetrame. C4c tetrame nay gdm hai mach polypeptit nng hon, tirc 12 mach
polypeptit gbm céc mién VL, VH va Fc va hai mach polypeptit “nhe hon”, tirc 1a mach
polypeptit gdbm VL va VH. Céc mach nhe hon va ning hon nay tuong tac dé tao thanh
monome va cidc monome nay twong tac thong qua cac mién Fc chua bit cip cia ching
dé tao thanh phan tir giéng Ig. DART™ gidng Ig nay 1a hop chét ho4 tri bdn va ciing c6

thé mot diic hiéu, hai dic hiéu hodc ba ddc hicu.

Su tao thanh phan tir khang thé thé doi bon ddc hiéu nhu dugc néu trén doi hdi
twong tac cia bdn mach polypeptit khac nhau. Tuong téc ndy rit kho dé dat dwogc hidu
qua trong hé san xudt tai td hop té bao don, do nhiéu bién thé bt cip sai cia chudi tiém
ning. Mot gidi phép dé 1am tang x4c suét bét cap sai, 1a xir Iy k§ thuét cac dot bién loai
“tra khoa vao 6” thanh ciip d6i mach polypeptit mong mudn. Céc dot bién nay uu tién
heterodime hon hoéa 12 homo dime hoéa. Vi dy, d6i véi tuong tac Fe-Fc, dot bién thay
thé axit amin (tét hon 13 dot bién thay thé voi axit amin gém nhém bén 16n tao ‘khoéa’,
vi duy, tryptophan) c6 thé dugc dua vao mién CH2 hodc CH3 sao cho sy can tré khong
gian s& chin dugc trong tac voi mién d6t bién tuong tu va s& ép mién dot bién bét cip
v6i midn ma dot bién bd sung, hodc didu tiét da dugc x Iy k§ thuét thanh, tirc 1 °0° (v
du, dot bién thay thé véi glyxin). Cac tap dot bién nay c6 thé dugc xi Iy k¥ thuat thanh
cap polypeptit bét ky gdm phan tir khang thé thé d6i va con, dugc xt 1y k¥ thuét thanh
phan bit ky ctia cac mach polypeptit ctia cdp ndy. Cac phuong phap xu ly k¥ thuat
protein dé wu tién heterodime hod hon 12 homodime hoa la da biét o trong linh vuc k¥
thuat nay, dédc biét dbi vai viee xtr 1y k¥ thuat cac phan tir gidng globulin mién dich, va
duoc bao ham trong ban md ta nay (vi du, xem tai li¢u Ridgway et al. (1996) “’Knobs-
Into-Holes' Engineering Of Antibody CH3 Domains For Heavy Chain
Heterodimerization”, Protein Engr. 9:617-621, Atwell et al. (1997) “Stable
Heterodimers From Remodeling The Domain Interface Of A Homodimer Using A
Phage Display Library”, J. Mol. Biol. 270: 26-35, va Xie et al. (2005) “A New Format
Of Bispecific Antibody: Highly Efficient Heterodimerization, Expression And Tumor
Cell Lysis”, J. Immunol. Methods 296:95-101; mdi tai liéu nay dugc dua vao day béng

cach vién dan toan bo.

Sang ché con bao gbm phan t khang thé thé doi gdm mién Fc bién thé hosic
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mién Fc khép ndi bién thé (hodc mdt phan ctia ching), trong d6 mién Fc bién thé gdbm
it nhat mot bién dbi axit amin (vi du thay thé, cai xen hoic 1am khuyét) so véi mién Fc
kidu dai hoic mién Fc khép nbi trong dwong (hodc mot phén ciia chiing). Phan tir chira
mién Fc bién thé hodc mién Fc khép ndi bién thé (hodc mot phén ctia ching) (vi du,
khang thé) thuong c6 kiéu hinh thay ddi so v6i phén tir chira mién Fc hodc mién Fc
khép ndi loai dai ho#ic cac phﬁn cua chung. Kiéu hinh bién thé c6 thd duoc bidu hién
dudi dang thoi gian ban 1 trong huyét thanh thay dbi, d6 én dinh thay dbi, sy min cam
d6i v6i enzym té bao thay dbi hodc chirc ning tac dong thay dbi nhu duoc thir nghiém
trong thir nghiém phu thudc vao NK hodc phu thude vao dai thuc bao. Cac bién dbi

mién Fc dugc biét 12 1am thay dbi chire nang tac dong dugce boc 10 & trén.

Sang ché con bao gdm phén tir chira mién khép néi. Mién khép nbi c6 thé thu
duoc tir isotyp hodc alotyp cuia globulin mién dich bao gbm IgA, IgD, IgG, IgE va IgM.
Theo c4c phuong an dugc uu tién, mién khop ndi thu duge tir IgG, trong d6 isotyp cua
IgG 1a IgG1, IgG2, IgG3 hodc IgG4, hodc alotyp cia chung. Mién khép nbi ndy c6 thé
duoc xit Iy k§ thuét thanh mach polypeptit gbm phan ti khang thé thé doi cing v6i mién
Fc sao cho phéan tr khang thé thé dbi ndy gdbm mién Fc khép ndi. Theo mdt s& phuong
an nhét dinh, mién khop ndi va mién Fc ddc 1ap duge chon tir cac isotyp globulin mién
dich d biét trong linh vyc ky thudt ndy hodc dugc ldy vi du trong ban mo ta. Theo cac
phuong 4n khéc, mién khép ndi va mién Fc dugc tach bang it nhit mot mién khac cta
mach polypeptit, vi du, mién VL. Mién khép ndi, hodc ty y mién Fc khép nbi, c6 thé
dugc xir Iy k§ thuét thanh polypeptit cia sang ché & vi tri bt ky so véi cac mién khéc
hodc mdt phan ctia mach polypeptit ndy. Theo mot s6 phuong 4n nhét dinh, mach
polypeptit cua sang ché bao gdm mién khop néi, mién khép nbi ndy 13 & déu tan C cla
mach polypeptit, trong d6 mach polypeptit nay khong chita mién Fc. Theo cac phuong
an khéc nita, mach polypeptit theo sang ché bao gébm mién Fc khép nbi, mién Fc khép
nbinay 13 & dAu tan C ctia mach polypeptit. Theo cac phuong an khac, mach polypeptit
theo sang ché bao gbm mién Fc khép nbi, mién Fc khép nbi nay 1a & dau tan N cla

mach polypeptit.

M3i mién ctia mach polypeptit cia DART™, ttc la cac mién VL, VH va Fc ¢6

thé duoc tach bing chét lién két peptit. Chat lién két peptit nay c6 thé c6 d6 dai 12 0, 1,
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2,3,4,5,6,7, 8, hoac 9 axit amin. Theo mot ) phuong an nhét dinh, trinh tu chét lién
két axit amin 13 GGGSGGGG (SEQ ID NO:52) dugc ma hoa béi trinh ty axit nucleic
ggaggeggat ccggaggegg agge (SEQ ID NO:53). Mach polypeptit clia phén tt DART™
c6 thé duge xir Iy k§ thuat d8 gdm it nhat mot 'géc xystein twong tac véi gbc xystein ban
sao trén mach polypeptit thit hai cia DART™ @8 tao thanh lién két disulfua lién chudi.
Céc lien két disulfua lién chudi nay dugc ding dé 1am 6n dinh phan tir DART™, nho
d6 cai thién sy biéu hién va khoi phuc trong hé tai tb hop, gitp phéi tron 6n dinh va
théng nhét va cai thién do 6n dinh cia san phém dugc phan 14p va/hodc dugc tinh ché
in vivo. Gbc xystein c6 thé dugc dua vao dudi dang mot axit amin don 1€ hodc dudi
dang mot phén cua trinh ty axit amin 16n hon, vi du mién khép nbi, & phén bét ky ctia
mach polypeptit. Theo mot phuwong an cu thé, gbc xystein c6 thé dugc xir ly k¥ thuat dé
xuét hién & du t4n C ciia mach polypeptit. Theo mot s6 phuong 4n, gbc xystein duge
dua vao mach polypeptit trong trinh ty axit amin LGGC. Theo mdt phuong an cu thé,
d4u tan C cia mach polypeptit gbm phén tt DART™ theo séng ché gdm trinh ty axit
amin LGGC (SEQ ID NO:54). Theo phuwong an khac, gbc xystein dugc dua vao
polypeptit trong trinh ty axit amin chira mién khép ndi, vi du EPKSCDKTHTCPP (SEQ
ID NO:55) hoc ESKYGPPCPS (SEQ ID NO:56). Theo mdt phuong én cu thé, diu tin
C cta mach polypeptit ciia phan tit DART™ theo sang ché chira trinh tu axit amin ciia
mién khép ndi IgG, vi du SEQ ID NO:55 hodc SEQ ID NO:56. Theo mét phuong 4n
khéc, dau tan C clia mach polypeptit ciia phén tir DART™ theo sang ché chira trinh ty
axit amin VEPKSC (SEQ ID NO:57), ¢6 thé dugc ma hoa bdi trinh ty nucleotit
gttgagecca aatcttgt (SEQ ID NO:58). Theo m¢t phuong an khac, gdc xystein dugc dua
vao mach polypeptit trong trinh tu axit amin LGGCFNRGEC (SEQ ID NO:59), ma c6
thé duwoc ma hoa béi trinh ty nucleotit ctgggagget gettcaacag gggagagtgt (SEQ ID
NO:60). Theo mot phuong an cu thé, d4u tan C cuia mach polypeptit gdbm DART™ theo
sang ché bao gdm trinh ty axit amin LGGCFNRGEC (SEQ ID NO:59). Theo mot
phuong an khéc, gbc xystein dugc dua vao mach polypeptit trong trinh ty axit amin
FNRGEC (SEQ ID NO:61), ¢6 thé dugc ma hoa boi trinh tu nucleotit ttcaacaggg
gagagtgt (SEQ ID NO:62). Theo mét phuong an cu thé, dau tan C ctia mach polypeptit
gdm DART™ theo séng ché bao gdm trinh ty axit amin FNRGEC (SEQ ID NO:61).

Theo phuong éan nhét dinh, phan tir khang thé thé d6i gbdm it nhét hai mach
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polypeptit, mbi mach gdm trinh ty axit amin LGGC (SEQ ID NO:54) va dugc lién két
cong hod tri voi nhau bang lién két disulfua gifta cac gbc xystein trong trinh tu LGGC
(SEQ ID NO:54). Theo mdt phuong 4n cu thé khéc, phan tir khang thé thé doi gdm it
nhét hai mach polypeptit, mot mach trong sb d6 chwra trinh tv FNRGEC (SEQ ID
NO:61) trong khi mach con lai gdm mién khép nbi (chira it nhit mot gde xystein), trong
d6 it nhét hai mach polypeptit dugc lién két cong hod tri boi lién két disulfua gitra cac
gbc xystein trong FNRGEC (SEQ ID NO:61) va gbc xystein trong mién khép nbi. Theo
cac khia canh cu thé, géc xystein chiu trach nhiém dbi v6i lién két disulfua trong mién
khép ndi 1a Cys-128 (nhu dugc dénh s theo Kabat EU; ndm trong mién khép nbi cia
chudi niing IgG nguyén ven chua dugc bién dbi) va gbc xystein ban sao trong SEQ ID
NO:23 1a Cys-214 (nhu dugc dénh sé theo Kabat EU; nim & du tan C ciia chudi nhe
IgG nguyén ven chua dugc bién d6i) (Elkabetz et al. (2005) “Cysteines In CH1 Underlie
Retention Of Unassembled Ig Heavy Chains”, J. Biol. Chem. 280:14402-14412). Theo
cac phuong 4n khéc, it nhit mot gbe xystein duge xit 1y k§ thuat dé xuét hién & dau tan
N cta chudi axit amin. Theo cac phuong an khéc, it nhét mdt gbe xystein duge xtt ly k§
thuat dé xuét hién trong phan lién két ciia mach polypeptit cua phan tir khang thé thé
d6i. Theo cac phuong én khéc, mién VH hodc mién VL dugc xur ly k¥ thuét dé gbm it
nhét mot bién ddi axit amin so véi mién VH hodc mién VL ban dAu sao cho bién dbi

axit amin nay gém dot bién thay thé clia axit amin ban dau bang xystein.

Theo mot khia canh khac nita cia phuong an nay, mién (C) ctia mach polypeptit
thtr nhét gém trinh ty axit amin VEPKSC (SEQ ID NO:57), thu dugc tur mién khép ndi
cua IgG ngudi va co thé dugc ma hoa béi trinh ty nucleotit gttgagecca aatcttgt (SEQ ID
NO:58). Theo mdt khia canh khac ctia phuong an nay, mién (F) ctia mach polypeptit
thir hai gdm trinh ty axit amin VEPKSC (SEQ ID NO:57). Theo mot sb khia canh ctia
phuong an nay, mién (C) ctia mach polypeptit thir nhit gdm 6 axit amin dau tan C cla
chudi nhe kapa nguoi, FNRGEC (SEQ ID NO:61); va mién (F) ctia mach polypeptit
thr hai gbm trinh tu axit amin VEPKSC (SEQ ID NO:57) hogc mién khép nbi. Theo
cac khia canh khac ctia phuong 4n nay, mién (F) ctia mach polypeptit thi hai gbm 6 axit
amin dAu tan C ciia chudi nhe kapa ngudi, FNRGEC (SEQ ID NO:61); va mién (C) ciia
mach polypeptit thir nhét gdm trinh ty axit amin VEPKSC (SEQ ID NO:57) hodc mién
khép ndi.
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Hién nhién khi xem c4c phan trén 14 c4c polypeptit riéng 16 cia DART™ hai dic
hiéu c6 thé tao thanh hai loai homodime va mgt loai heterodime. Theo mét phwong an
cua sang ché, polypeptit tich dién c6 thé duogc thém vao dau tan C ciia mot polypeptit,
hodc tbt hon nita 13 ca, ca hai polypeptit cia DART™, Bing cach lwa chon cac
polypeptit tich dién c6 dién tich trai déu cho timg polypeptit riéng 1¢ cia DART™ hai
dic hiéu, thé bao gdm céc polypeptit tich dién ndy wu tién su tao thanh cac heterodime
va lam gidm sy tao thanh homodime. Tét hon néu polypeptit tich dién duong s& chira
mdt ham lwong déng ké ciia arginin, glutamin, histidin va/hoc lysin (hodc hdn hop cua
c4c axit amin nay) va polypeptit dugc tich dién 4m s& chira mot ham lugng dang ké cua
aspartat ho#c glutamat (hodc hdn hop ctia axit amin nay). Cac polypeptit tich dién duong
chita mot ham luong lysin dang ké va cac polypeptit tich dién 4m chira mot ham lugng
glutamat déng ké duogc dic biét uu tién. Pé tdi da hoa luc hut tinh dién gifta céc
polypeptit tich dién trai dAu, thi vu tién sir dung cac polypeptit c6 kha ning ddng thoi

¢6 cau hinh xo0dn oc.

Do d6, theo mot phuong 4n dugce vu tién, “cudn E” tich dién duong s€ dugc di
kém véi mot trong s cac polypeptit dang dugce sir dung dé tao ra DART™ hai d3c hiéu
va “cudn K” tich dién 4m s& dugc di kém véi polypeptit thir hai cia DART™. Cudn E
dic biét dugc wu tién s& c6 trinh tw: (EVAALEK)4 [trc 12 (SEQ ID NO:63)
EVAALEKEVAALEKEVAALEKEVAALEK]. Cudn K dic biét dugc uu ti€n s€ co
trinh tu: (KVAALKE)4 [tic 1a (SEQ ID NO:64)
KVAALKEKVAALKEKVAALKEKVAALKE].

Polypeptit DART™ dugc wu tién c6 cudn E nay s& co trinh ty chung: [Mién
VL]—[GGGSGGGG]—[mién VH]—[(EVAALEK):]—GGGNS, trong d6 VL la mién
Ig chudi nhe bién @i cia DART™, GGGSGGGG 1a SEQ ID NO:52, VH la mién Ig
chudi ning bién ddi cia DART™, (EVAALEK)q 12 SEQ ID NO:63 va GGGNS 1a SEQ
ID NO:65. Polypeptit DART™ dugc uu tién ¢é cudon K s& c6 trinh tu chung: [Mién
VL]—[GGGSGGGG]—[Mién VH]—[(KVAALKE):]—GGGNS, trong d6 VL Ia mién
Ig chudi nhe bién déi cia DART™, GGGSGGGG la SEQ ID NO:52, VH Ia mién Ig
chudi ning bién ddi cia DART™, (KVAALKE)4 12 SEQ ID NO:64 va GGGNS 1a SEQ
ID NO:65.
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Theo mot phuong an khac, cac vung Fe ¢6 thé duoc lién két v&i cudbn E va/hoic
cudn K cia DART™ ¢6 cudn E hodc cudn K. Ngoai ra, viéc tich gilta cac vung Fc va
mién VH DART™ ciia DART™ chita F¢ dugc mong dgi trong cic trudng hop co su
sip xép tach biét cac mién nay it hon din dén viéc 1am gidm twong tac gifta cic mién
nay va cac phdi tir lién két cuia chiing hotc theo cach khic can tro su lap rap DARTTM,
Miic du cac doan tach cho trinh ty axit amin bét ky co thé dugc sir dung, tdt hon néu st
dung doan tach tao cudn xoén a, dé kéo dai va lam mién Fc nhd mdt cach t6i da ra khoi
mién bién dbi. Vi cac polypeptit c6 cudn md ta & trén co chirc ning tich dién trai déu
bd sung dé thiic ddy sy hinh thanh heterodime, nén céc phan tir nay la doan tach dac
biét duwoc wu tién. Phan tit Fc-DART™ chira cudn nhu vdy mang lai cac loi ich twong
tu nhu loi ich cia Fc-DART™, bao gbm sy cai thién thoi gian ban ra trong huyét thanh
va lam méi chic ning tac déng. Céc polypeptit cudn E va cudn K mo ta & trén déc biét
dugc uu tién ddi v6i muc dich ndy. Do d6, theo mdt phuong dn uu tién, DART™ chira
Fc cubn E s& c6 trinh ty chung: [Mién VL}—[GGGSGGGG]—[Mién VH]—
[(EVAALEK)s]—GGG—Fc mién bit ddu véi D234 (dénh s6 theo Kabat), trong d6 VL
14 mién Ig chudi nhe bién d6i DART™, GGGSGGGG la SEQ ID NO:52, VH la mién
Ig chudi ning bién ddi DART™ va (EVAALEK)4 1a SEQ ID NO:63. Tuong ty, theo
mot phwong an wu tién, DART™ chira Fc cudn K s& co trinh tu chung: [Mién VL]—
[GGGSGGGG]—[Mién VH]—[(KVAALKE)s]—GGG—Fc mién bat dau véi D234
(d4nh sd theo Kabat), trong d6 VL la mién Ig chudi nhe bién d6i DART™,
GGGSGGGG 1a SEQ ID NO:51, VH 1a mién Ig chudi ning bién d6i DART™ va
(KVAALKE), 13 SEQ ID NO:64.

Nhu d4 néu trén, phan tir DART™ chira cudn hodc phén tir DART™ chura Fc
chtra cudn c6 thé chi chira mot doan tach cudn xo#n, hodc né cé thé chira nhiéu hon mét
doan tach (vi du, hai doan tach, t&t hon néu tich dién trai dAu, trong d6 mot doan tach
dugce lién két véi tiing mién VH cua céc polypeptit DART™). Bing cach lién két viing
Fc véi (cac) phan tir tich nay, kha ning tao ra cac phién ban hoa tri hai, hod tri ba, v.v.
cta phan tit Fc-DART™ béng cach hodn vi mach dugc ting cudng. Do do cac phén tu
Fc-DART™ c¢6 thé duge san xuét dé tao ra cac monome hodc dime tily thudc vao viéc

liéu mién Fe dugce lién ket véi mot hay ca hai mién VH cua DART™
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1. Tinh linh hoat ctia phan t¢ DART™ B7-H3

DART™ hai dic hiéu theo sang ché co thé ddng thoi lién két hai epitop riéng
biét va khac nhau. Theo mdt s6 phuong 4n, epitop 1a tir cing mot khang nguyén. Theo
cac phuong an khac, epitop 1a tir cac khang nguyén khic nhau. Theo cac phuong 4n
dugc wu tién, it nhit mot vi tri lién két epitop 14 dic hiéu d6i véi yéu td quyét dinh dugc
bidu hién trén t& bao tic dong midn dich (vi du thu thé CD3, CD16, CD32, CD64, té
bao T, v.v.) ma duoc bidu hién trén cac lympho bao T, té bao diét tw nhién (NK) hodc
té bao don nhan khéac. Theo mot phwong an, phan tr DART™ lién két v6i yéu t6 quyét
dinh té bao tic dong va ciing hoat hoa t& bao tic dong ndy. V& mit ndy, cdc phén tir
DART™ theo séng ché c6 thé bidu hién chirc ning giéng nhu Ig khdng phu thudc vao
viéc liéu ching con chira mién Fc hay khong (vi dy, khi dugc thir nghiém trong thir
nghiém chirc néng tac dong bét ky da biét trong linh vuc k¥ thuét nay hodc dugc 14y vi
du trong ban md t& (vi dy, thir nghiém ADCC). Theo mot s6 phwong 4n nhét dinh,
DART™ hai dc hiéu theo sang ché lién két v6i ca khang nguyén ung thu trén té baou
vayéutd quyét dinh té bao tic dong trong khi hoat hoa té bao nay. Theo c4c phuong an
khac, phan tit DART™ hai diic hiéu hodc phan tr DART™ theo sang ché c6 thé trc ché
sur hoat hod ctia dich, vi du, té bao tic dong, bing cach lién két ddng thoi va tir d6 lién
két, thu thé hoat hod va tc ché trén cing mot té bao (vi dy, lién két v6i ca CD32A va
CD32B, BCR va CD32B, hoic IgERI va CD32B) nhu dugc néu trén (xem ph?ln Tinh
trang k¥ thuét cla sang ché). Theo mdt khia canh khac cta phuong 4n nay, DART™
hai dic hiéu c6 thé bidu hién tinh chét khéng virut bing cach lién két dong thoi hai

epitop trung hoa trén virut (vi dy, epitop RSV; epitop WNV nhu E16 va ES3).
2. Phén tdt DART™ B7-H3 chung

Theo mot phuong 4n, phin tt DART™ hai d3c hiu theo sang ché c6 thé dugc
xdy dung dé gdm mét mién lién két epitop ma lién két dc higu véi B7-H3 va mién lién
két epitop thit hai lién két dic hidu khang nguyén khong hoan toan, vi dy isothioxyanat
fluorescein (con dugc goi 1a floisothioxyanat hodc FITC). DART™ nhu vay dung lam
b6 didu hop chung (‘UDART™”), ¢6 thé ndi dong thoi B7-H3 v6i cdc phén tir twong
tac v6i cac doan lién két tiép hop véi fluoresxein kém theo. Vi dy, nhénh phan ung

FITC ciia DART™ c6 thé duoc sit dung dé lién két v6i khang thé duge danh dau FITC
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ma duoc lién két v6i dich khong phai B7-H3 lién quan dén sy tap hop ndi bao, 1am méi
ndi bao, lam mai khong t& bao, nhiéu dich, v.v.. Phién ban Fv chuft nhat/Fc ngudi thé
kham cta Mab khang fluorescein, 4420 co thé duoc sir dung 1am ngudn cho céc mién
CDR dic hiéu FITC (Gruber, M. et al. (1994) “Efficient Tumor Cell Lysis Mediated By
A Bispecific Single Chain Antibody Expressed In Escherichia coli”, J. Immunol.
152(11): 5368-5374).

3. Phén tt DART™ B7-H3 dic hiéu dich té bao

Céc phan tr DART™ hai déc hiéu theo sang ché dem lai c4c co hoi doc nhét cho
céc loai té bao dic hiéu dich. Vi dy, phan tr DART™ hai ddc hiéu hodc phan ti
DART™ ¢4 thé duge xit Iy k§ thuat dé bao gdm t6 hop ctia cac vj tri lién két epitop ma
nhéin dang t4p khang nguyén doc nhét d6i véi loai té bao hodc mo dich. Ngoai ra, khi
mot trong hai hodc ca hai khang nguyén riéng 1é dugc tach ra kha phd bién trong cac
loai m6 va/hodic t& bao khéc, thi mién lién két 4i luc thip c6 thé dugc st dung dé xay
dung cu trac phan tt DART™ hogc DART™. Mién lién két 4i lc thdp nay s& khong
thé lién két véi timg epitop hodc khang nguyén riéng 1é véi du tdng 4i luc cho myc dich
tri liéu. Tuy nhién, khi ca hai epitop hodc khang nguyén d8u c6 mit trén té bao hodc mod
dich don 1é, thi téng ai lyc cta phan tt DART™ hodc DART™ dbi véi té bao hodc md
nay, so véi té bao hodc mo chi biéu hién mot trong cac khang nguyén do, s€ gia tang
sao cho t& bao hodc mo nay c¢6 thé duge huéng dich mot cach hiéu qua theo sing ché.
Phan tit hai ddc hiéu nay c6 thé c6 sy lién két tang cuomg v6i mot hodic ca hai khang
nguyén dich ctia nd trén té bao biéu hién ca hai khang nguyén nay so véi DART™ mdt

dic hiéu hodc khang thé c6 d6 dic hiéu v6i chi mot trong hai khang nguyén.

Vi du, DART™ d#c hi¢u B7-H3 theo sang ché c6 thé dugc xay dung cAu tric dé
chtra midn ma 1a phéi tir lién két cho thy thé nhém diét tw nhién 2D (NKG2D). Thy thé
NKG2D dugc biéu hién trén tAt ca cac té bao diét tu nhién clia nguoi (va cac dong vat
c¢6 va khac) (Bauer, S. et al. (1999) “Activation Of NK Cells And T Cells By NKG2D,
A Receptor For Stress-Inducible MICA”, Science 285(5428):727-729; J amieson, A.M.
et al. (2002) “The Role Of The NKG2D Immunoreceptor In Immune Cell Activation
And Natural Killing”, Immunity 17(1):19-29) as well as on all CD8" T cells (Groh, V.
et al. (2001) “Costimulation Of CD8ap T Cells By NKG2D Via Engagement By MIC
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Induced On Virus-Infected Cells”, Nat. Immunol. 2(3):255-260; Jamieson, A.M. et al.
(2002) “The Role Of The NKG2D Immunoreceptor In Immune Cell Activation And
Natural Killing”, Immunity 17(1):19-29). Céac phéi tir lién két nay, va dic biét 1a cac
phéi tir khong dugc biéu hién trén c4c té bao binh thudng, bao gbm phan tir tvong thich
mé 60 (H60), san phdm ciia gen 1 cam (g sém axit retinoic (RAE-1), va thé phién ma
1 giéng protein lién két UL16 (MULT1) (Raulet D.H. (2003) “Roles Of The NKG2D
Immunoreceptor And Its Ligands”, Nature Rev. Immunol. 3:781-790; Coudert, J.D. et
al. (2005) “Altered NKG2D Function In NK Cells Induced By Chronic Exposure To
Altered NKG2D Ligand-Expressing Tumor Cells”, Blood 106:1711-1717). Céc phdi tir
khac phan tng v6i NKG2D ngudi bao gdm céc phan tir MICA va MICB lién quan dén
16p I cia mach MHC da hinh (Diefenbach, A. et al. (1999) “Natural Killer Cells: Stress
Out, Turn On, Tune In”, Curr. Biol. 9(22):R851-R8533; Bauer, S. et al. (1999)
“Activation Of NK Cells And T Cells By NKG2D, A Receptor For Stress-Inducible
MICA?”, Science 285(5428):727-729; Stephens, H.A. (2001) “MICA And MICB
Genes: Can The Enigma Of Their Polymorphism Be Resolved?” Trends Immunol.
22:378-385. Trinh tu cia MICA 1a SEQ ID NO:66:

MGLGPVFLLL AGIFPFAPPG AAAEPHSLRY NLTVLSWDGS
VQSGFLTEVH

LDGQPFLRCD RQKCRAKPQG QWAEDVLGNK TWDRETRDLT
GNGKDLRMTL

AHIKDQKEGL HSLQEIRVCE [HEDNSTRSS QHFYYDGELF
LSQNLETKEW

TMPQSSRAQT LAMNVRNFLK EDAMKTKTHY HAMHADCLQE
LRRYLKSGVV

LRRTVPPMVN  VTRSEASEGN  ITVITCRASGF  YPWNITLSWR
QDGVSLSHDT | |

QQWGDVLPDG NGTYQTWVAT  RICQGEEQRF TCYMEHSGNH
STHPVPSGKV
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LVLQSHWQTF HVSAVAAAAI FVIIFYVRC CKKKTSAAEG
PELVSLQVLD

QHPVGTSDHR DATQLGFQPL MSDLGSTGST EGA
Trinh ty cia MICB 1a SEQ ID NO:67:

PHSLRYNLMV  LSQDGSVQSG FLAEGHLDGQ PFLRYDRQKR
RAKPQGQWAE

DVLGAKTWDT ETEDLTENGQ DLRRTLTHIK  DQKGGLHSLQ
EIRVCEIHED

SSTRGSRHFY YDGELFLSQN LETQESTVPQ SSRAQTLAMN
VINFWKEDAM

KTKTHYRAMQ  ADCLQKLQLP PMVNVICSEV  SEGNITVTCR
ASSFYPRNIT

LTWRQDGVSL SHNTQQWGDV LPDGNGTYQT WVATRIRQGE
EQRFTCYMEH

SGNHGTHPVP SGKALVLQSQ RTDFPYVSAA MPCFVIIIL
CVPCCKKKTS

AAEGP

Theo cach khac, phan tit DART™ theo sang ché c¢6 thé duge xdy dung ciu tric
dé chira mién ma 12 phéi tir lién két cho thu thé té bao T (“TCR”) hogc cho CD3 (ddng
thu thé t& bao T). TCR dugc biéu hién ty nhién béi té bao T CD4+ hogc CD8+ va cho
phép céac té bao nay nhan dang céc peptit khang nguyén dugce lién két va trinh dién béi
céc protein MHC 16p I hodc 16p II cia té bao trinh dién khang nguyén. Viéc nhan dang
phttc pMHC (peptit-MHC) bdi TCR 1am khoi phat su nhan 1én cua dap ing mién dich
t& bao ma din dén viéc tao ra xytokin va ly giai té bao trinh dién khang nguyén (vi dy,
xem Armstrong, K.M. et al. (2008) “Conformational Changes And Flexibility In T-Cell
Receptor Recognition Of Peptide-MHC Complexes”, Biochem. J. 415(Pt 2):1 83—196 ;
Willemsen, R (2008) “Selection Of Human Antibody Fragments Directed Against
Tumor T-Cell Epitopes For Adoptive T-Cell Therapy”, Cytometry A. 73(11):1093-

-90-



30003

1099; Beier, K.C. et al. (2007) “Master Switches Of T-Cell Activation And
Differentiation”, Eur. Respir. J. 29:804-812; Mallone, R. et al. (2005) “Targeting T
Lymphocytes For Immune Monitoring And Intervention In Autoimmune Diabetes”,
Am. J. Ther. 12(6):534-550). CD3 la thu thé lién két véi TCR (Thomas, S. et al. (2010)
“Molecular Immunology Lessons From Therapeutic T-Cell Receptor Gene Transfer”,
Immunology 129(2):170-177; Guy, C.S. et al. (2009) “Organization Of Proximal Signal
Initiation At The TCR:CD3 Complex”, Immunol. Rev. 232(1):7-21; St. Clair, E.W.
(Epub 2009 Oct 12) “Novel Targeted Therapies For Autoimmunity”, Curr. Opin.
Immunol. 21(6):648-657; Baeuerle, P.A. et al. (Epub 2009 Jun 9) “Bispecific T-Cell
Engaging Antibodies For Cancer Therapy”, Cancer Res. 69(12):4941-4944; Smith-
Garvin, J.E. et al. (2009) “T Cell Activation”, Annu. Rev. Immunol. 27:591-619;
Renders, L. et al. (2003) “Engineered CD3 Antibodies For Immunosuppression”, Clin.
Exp. Immunol. 133(3):307-309).

Bing cach xdy dung chu trac cho phan tt DART™ nay dé chura cé it nhat mot
mién lién két epitop c6 kha ning lién Kkét v6i, vi dy, thy thé c6 mit trén bé mit cla té
bao dich, thi phan tir DART™ ndy s& 1a phén tir DART™ va tir d6 ¢6 kha nang lién két
v6i té bao dich va nho d6 khién té bao dich nay bidu hién phéi tir lién két cho thy thé
nhom diét tu nhién 2D (NKG2D) hodc TCR (bét ctr loai nao c6 mit trén DART™ lién
Kkét v6i té bao dich) (vi dy, xem Germain, C. et al. (2008) “Redirecting NK Cells
Mediated Tumor Cell Lysis By A New Recombinant Bifunctional Protein”, Prot.
Engineer. Design Selection 21(11):665-672). DART™ nay ¢6 thé dugc st dung dé dbi
hudng té bao dich mong mudn bt ky sang té bio ma dich 12 ly giai té bao qua trung
gian t& bao NK hoc giy doc t€ bao qua trung gian té bao T. Theo mot phuong an, mién
lién két epitop ctia DART™ c6 kha nang lién két vé6i thu thé c6 mit trén bé mit cua té
bao dich 1a epitop ma lién két voi khang nguyén lién quan dén khdi u dé dbi hudng céc
té bao ung thu nhu vay sang co chit dung dé ly giai té bao qua trung gian t€ bao NK
hodic gy doc té bio qua trung gian té bao T. Pic biét quan tdm 13 khang nguyén lién
quan dén khéi u ma 13 khang nguyén ung thu vii, khang nguyén ung thu budng trimg,
khang nguyén ung thu tuyén tién liét, khang nguyén ung thu c¢b tir cung, khang nguyén
caxinom tuy, khang nguyén ung thu phbi, khdng nguyén ung thu bang quang, khang

nguyén ung thu rudt két, khang nguyén ung thu tinh hoan, khdng nguyén ung thu u

-100-



30003

nguyén bao x6p, khang nguyén c6 lién quan dén u 4c do té bao B, khang nguyén c6 lién
quan dén da u tuy, khang nguyén c6 lién quan dén u bach huyét khong phai Hodgkins,

ho#c khang nguyén c6 li€n quan dén bénh bach ciu lympho bao man tinh.

Cac khang nguyén c6 lién quan dén khéi u thich hop dé sir dung nhu vy bao
gbm A33 (khéng nguyén caxinom dai tryc trang; Almqvist, Y. 2006, Nucl Med Biol.
Nov;33(8):991-998); B1 (Egloff, A.M. et al. 2006, Cancer Res. 66(1):6-9); BAGE
(Bodey, B. 2002 Expert Opin Biol Ther. 2(6):577-84); beta-catenin (Prange W. et al.
2003 T Pathol. 201(2):250-9); CA125 (Bast, R.C. Jr. et al. 2005 Int J Gynecol Cancer
15 Suppl 3:274-81); CD5 (Calin, G.A. et al. 2006 Semin Oncol. 33(2):167-73; CD19
(Troussard, X. et al. 1998 Hematol Cell Ther. 40(4):139-48); CD20 (Thomas, D.A. et
al. 2006 Hematol Oncol Clin North Am. 20(5):1125-36); CD22 (Kreitman, R.J. 2006
AAPS J. 18;8(3):E532-51); CD23 (Rosati, S. et al. 2005 Curr Top Microbiol Immunol.
5:294:91-107); CD25 (Troussard, X. et al. 1998 Hematol Cell Ther. 40(4):139-48);
CD27 (Bataille, R. 2006 Haematologica 91(9):1234-40); CD28 (Bataille, R. 2006
Haematologica 91(9):1234-40); CD36 (Ge, Y. 2005 Lab Hematol. 11(1):31-7);
CD40/CD154 (Messmer, D. et al. 2005 Ann N 'Y Acad Sci. 1062:51-60); CD45 (Jurcic,
J.G. 2005 Curr Oncol Rep. 7(5):339-46); CD56 (Bataille, R. 2006 Haematologica
91(9):1234-40); CD79a/CD7% (Troussard, X. et al. 1998 Hematol Cell Ther.
40(4):139-48; Chu, P.G. et al. 2001 Appl Immunohistochem Mol Morphol. 9(2):97-
106); CD103 (Troussard, X. et al. 1998 Hematol Cell Ther. 40(4):139-48); CDK4 (Lee,
Y M. et al. 2006 Cell Cycle 5(18):2110-4); CEA (carcinoembryonic antigen; Mathelin,
C. 2006 Gynecol Obstet Fertil. 34(7-8):638-46; Tellez-Avila, F.I. et al. 2005 Rev Invest
Clin. 57(6):814-9); CTLA4 (Peggs, K.S. et al. 2006 Curr Opin Immunol. 18(2):206-
13); EGF-R (epidermal growth factor receptor; Adenis, A. et al. 2003 Bull Cancer. 90
Spec No:S228-32); Erb (ErbBl; ErbB3; ErbB4; Zhou, H. et al. 2002 Oncogene
21(57):8732-40; Rimon, E. et al. 2004 Int J Oncol. 24(5):1325-38); GAGE (GAGE-1;
GAGE-2; Akcakanat, A. et al. 2006 Int J Cancer. 118(1):123-8); GD2/GD3/GM2
(Livingston, P.O. et al. 2005 Cancer Immunol Immunother. 54(10):1018-25); gp100
(Lotem, M. et al. 2006 J Immunother. 29(6):616-27); HER-2/neu (Kumar, Pal S et al.
2006 Semin Oncol. 33(4):386-91); human papillomavirus-E6/human papillomavirus-
E7 (DiMaio, D. et al. 2006 Adv Virus Res. 66:125-59; KSA (17-1A) (Ragupathi, G.
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2005 Cancer Treat Res. 123:157-80); MAGE (MAGE-1; MAGE-3; (Bodey, B. 2002
Expert Opin Biol Ther. 2(6):577-84); MART (Kounalakis, N. et al. 2005 Curr Oncol
Rep. 7(5):377-82; MUC-1 (Mathelin, C. 2006 Gynecol Obstet Fertil. 34(7-8):638-46);
MUM-1 (Castelli C. et al. 2000 J Cell Physiol. 182(3):323-31); N-
acetylglucosaminyltransferase ~(Dennis, J.W. 1999 Biochim Biophys Acta.
6:1473(1):21-34); p15 (Gil, J. et al. 2006 Nat Rev Mol Cell Biol. 7(9):667-77); PSA
(khang nguyén didc hi€u tuyén tién liét; Cracco, C.M. et al. 2005 Minerva Urol Nefrol.
57(4):301-11); PSMA (Ragupathi, G. 2005 Cancer Treat Res. 123:157-80); sTn
(Holmberg, L.A. 2001 Expert Opin Biol Ther. 1(5):881-91); thu thé TNF (thu thé TNF-
o, thu th8 TNF-B; hoic thu thé TNF-y; van Horssen, R. et al. 2006 Oncologist.
11(4):397-408; Gardnerova, M. et al. 2000 Curr Drug Targets. 1(4):327-64); hodc thu
thé VEGF (O’Dwyer. P.J. 2006 Oncologist. 11(9):992-8).

Céc khang nguyén co lién quan dén khdi u khic dé str dung nhu vay (va céc cong
b ‘b(f)c 10 cac khéng thé phan tng dic hiéu dbi v&i cac khang nguyén nay) bao gdm
ADAM-9 (Cong bd don yéu cAu cip patent My s62006/0172350; Cong bb don PCT sd
WO 06/084075); ALCAM (Cong bb don PCT s6 WO 03/093443); Carboxypeptidaza
M (Céng bb don yéu ciu clp patent My sb 2006/0166291); CD46 (Patent My sd
7.148,038; Cong bb don PCT s& WO 03/032814); Xytokeratin 8 (Cong b6 don PCT sd
WO 03/024191); thy thé Ephrin (va ddc biét 1a EphA2 (Patent My s6 7,569,672; Cong
b6 don PCT s& WO 06/084226); Integrin Alpha-V-Beta-6 (Cong bd don PCT s6 WO
03/087340); JAM-3 (Cong bb don PCT s6 WO 06/084078); KID3 (Cong bb don PCT
s& WO 05/028498); KID31 (Cong b don PCT s6 WO 06/076584); LUCA-2 (Cong b
don yéu cAu cp patent M§ s6 2006/0172349; Cong b6 don PCT s6 WO 06/083852);
Oncostatin M (thu thé Oncostatin Beta) (Patent M s6 7,572,896; Cong bd don PCT s6
WO 06/084092); PIPA (Patent M§ sé 7,405,061; Cong bd don PCT s6 WO 04/043239);
RORI1 (Patent My s 5,843,749); va thy thé Transferrin (Patent My s67,572,895; Cong
b don PCT s6 WO 05/121179).

Ciing dang dugc quan tdm 12 khang nguyén dac hiéu d6i voi c4c tac nhén lay
nhidm cu thé, vi du, tac nhan virut bao gom, nhung khong giéi han & virut suy gidm

mién dich & ngudi (HIV), virut bénh viém gan B (HBV), virut cum, virut papilom &
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ngudi (HPV), virut chan va miéng (virut coxsackie), virut bénh dai, virut ecpet don gia
(HSV), va tac nhén gdy viém da day rudt, bao gdm virut rotavirut, adenovirut,
calicivirut, astrovirut va Norwalk virut; tdc nhan vi khuin bao gdm, nhung khong gidi
han & E. coli, Salmonella thyphimurium, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae,
Neisseria gonorrhoeae, Helicobacter pylori, Hemophilus influenzae, Shigella
dysenteriae, Staphylococcus aureus, Mycobacterium tuberculosis va Streptococcus

pneumoniae, tic nhan nam va tac nhan ky sinh nhu Giardi.

Theo mdt s6 phuong 4n, phan tit theo sang ché dugc xir Iy k¥ thuét dé bao gdm
mo hinh glycosyl hoéa bién dbi hoidc glycoform bién ddi so voi mot phan trong duong
ciia phan tir miu. Glycoform da xir Iy k¥ thuét c6 thé hitu dung cho nhidu muc dich
khéc nhau, bao gdm, nhung khong gidi han &, 1am ting chirc néng tac dong. Glycoform
da xt ly k¥ thuét co thé dugc tao ra bing phuong phap bét ky da biét d6i véi ngudi co
hidu biét trung binh vé linh vuc k§ thut nay, vi du bang cach st dyng ching biéu hién
duoc xit Iy k§ thuat hodc bién thé, bing céch biéu hién dong thoi v6i mot hoge nhiéu
enzym, vi du, DI N-axetylglucosaminyltransferaza III (GnTI1 1), bang cach biéu hién
DART™ theo sang ché trong cac sinh vat khac nhau hogc céc dong t€ bao tir cac sinh
vat khac nhau, hodc bang cach bién dbi (cac) hydrat cacbon sau khi DART™ da dugc
biéu hién va tinh ché. Cac phuong phép dé tao ra glycoform dugc xir Iy k§ thudt la da
biét trong linh vyc k¥ thuét nay va bao gbm, nhung khong gi6i han &, cdc phuong phap
dugc boc 10 trong tai liéu Umana et al. (1999) “Engineered Glycoforms Of An
Antineuroblastoma IgGl With Optimized Antibody-Dependent Cellular Cytotoxic
Activity”, Nat. Biotechnol 17:176-180; Davies et al. (2001) “Expression Of GnTIII In
A Recombinant Anti-CD20 CHO Production Cell Line: Expression Of Antibodies With
Altered Glycoforms Leads To An Increase In Adcc Through Higher Affinity For Fc
Gamma RIII”, Biotechnol Bioeng 74:288-294; Shields et al. (2002) “Lack Of Fucose
On Human IgG1 N-Linked Oligosaccharide Improves Binding To Human Fcgamma
RIII And Antibody-Dependent Cellular Toxicity”, J Biol Chem 277:26733-26740;
Shinkawa et al. (2003) “The Absence Of Fucose But Not The Presence Of Galactose
Or Bisecting N-Acetylglucosamine Of Human IgG1 Complex-Type Oligosaccharides
Shows The Critical Role Of Enhancing Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity”, J
Biol Chem 278:3466-3473) US 6,602,684; USSN 10/277,370; USSN 10/113,929; PCT
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WO 00/61739A1; PCT WO 01/292246A1;, PCT WO 02/311140A1; PCT WO
02/30954A1; cong nghé Potillegent™ (Biowa, Inc. Princeton, NJ); cong nghé xur 1y k§
thuat glycoform GlycoMAb™ (GLYCART biotechnology AG, Zurich, Switzerland);
ting tai liéu duoc két hop toan bo & day bang cach vién dan. Vi dy, xem WO 00061739;
EA01229125; US 20030115614; Okazaki et al. (2004) “Fucose Depletion From Human
IgG1 Oligosaccharide Enhances Binding Enthalpy And Association Rate Between
IgG1 And FcGammaRIIIA”, JMB, 336: 1239-49 mdi tai liéu nay duogc Kkét hop toan bo

& day biang cach vién dan.

Sang ché con bao gdm su két hop cla axit amin khong tw nhién dé tao ra
DART™ theo séang ché. Céc phuong phép nay 13 da biét dbi v6i ngudi c6 hiéu biét trung
binh v& linh vuc k¥ thuét ndy nhu cac phwong phép st dung co ché tdng hop sinh hoc
tu nhién dé cho phép két hop axit amin khong tw nhién vao protein , vi dy, xem tai liéu
Wang et al. (2002) “Expanding The Genetic Code”, Chem. Comm. 1: 1-11; Wang et al.
(2001) “Expanding The Genetic Code Of Escherichia coli”, Science, 292: 498-500; van
Hest et al. (2001) “Protein-Based Materials, Toward A New Level Of Structural
Control," Chem. Comm. 19: 1897-1904, mdi tai liéu ndy duoc Két hop toan bd vao day
bang cach vién dan. Chién lugc thay thé tap trung vao céc enzym chiu trdch nhi¢m vé
quy trinh tdng hop sinh hoc amino axyl-tARN, vi du, xem tai li¢u Tang et al. (2001)
“Biosynthesis Of A Highly Stable Coiled-Coil Protein Containing Hexafluoroleucine
In An Engineered Bacterial Host”, J. Am. Chem. Soc. 123(44): 11089-11090; Kiick et
al. (2001) “Identification Of An Expanded Set Of Translationally Active Methionine
Analogues In Escherichia coli”, FEBS Lett. 502(1-2):25-30; mdi tai lidu nay duoc két
hop toan bd vao day bang cach vién din. Theo mot s phuong 4n, sang ché bao gdm
cac phuong phép bién @bi mién VL, VH hoic Fc clia phén tir theo sang ché bang cach
thém vao hodc 1am khuyét vi tri glycosyl hoa. Céc phuong phép bién dbi hydrat cacbon
cta protein 1a da biét rd trong linh vuc k¥ thuét nay va nam trong pham vi clia sang ché,
xem t4i lidu, e.g., Patent M§ s6 6,218,149; EP 0 359 096 B1; Céng b6 don yéu cau cép
patent My s6 US 2002/0028486; WO 03/035835; Cong b6 don yéu cau cip patent My
56 2003/0115614; Patent M§ s6 6,218,149; Patent M§ s6 6,472,511; tAt ca cdc tai ligu

nay dugc két hop toan b vao déy béng cach vién din.
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VIIL. Phuong phép sir dung chat didu bién B7-H3 va khang thé khang B7-H3 nham

muc dich tri li€u

Khéng thé don dong déi véi B7-H3 ¢6 thé duogc st dung cho myc dich tri liéu &
ca thé mic ung thu ho#ic cdc bénh khéc. Liéu phap dung khéng thé khang B7-H3 ¢6 thé
bao g@)m viéc tao phirc hop ca in vitro va in vivo nhu dugc md ta & trén. Theo mot
phuong an, khang thé don dong khang B7-H3 c6 thé lién két voi va 1am giadm quaé trinh
ting sinh céc té bao ung thu. CAn hiéu rang khang thé nay dugc st dung & ndng do thic
déy su lién Kkét trong cac diéu kién sinh 1y (vi dy, in vivo). Theo mdt phwong 4n khac,
khéng thé don dong d6i véi B7-H3 ¢6 thé duge st dung cho lidu phap mién dich dinh
huéng & t€ bao ung thu cia cac md khac nhau nhu rudt két, phdi, vu, tuyén tién liét,
budng trimg, tuy, than va céc loai ung thu khac nhu sacom. Theo mdot phuong én khéc,
mot minh khang thé don dong khang B7-H3 ¢6 thé 1ién két v6i va 1am giam sy phéan
chia & té bao ung thu . Theo mdt phuwong 4n khéc, khing thé don dong khang B7-H3 c6
thé lién két v6i té bao ung thu va lam chim sy tién trién cta di can. Theo mot phuong
4n khac nita, c4 thé c6 bénh ung thu dugc cho didu tri giam dau bang khang thé khang
B7-H3. Piéu tri giam dau cho c4 thé ung thu bao gbm viéc diéu tri hodc 1am giam céc
triéu ching c6 hai cua bénh, hodc céc tri¢u ching do diéu tri bit nguﬁ‘)n tir cc liéu phap
diéu tri khac duoc ké cho bénh d6 ma khong anh hudng truc tiép dén su tién trién ung
thu. Viéc nay bao gdm diéu tri dé lam giam ching dau, hd trg dinh dudng, cic vén dé

gi6i tinh, suy kiét tim ly, tram cdm, mét moi, roi loan tAm than, budn nén, ndn, v.v..

Trong céac truong hop nay, khang thé khang B7-H3 c6 thé dugc st dung véi chit
lam ting cudng hoic dinh hudéng dap ung mién dich cua ting cé thé, nhu chit ting

cuong ADCC.

Theo mot phuong an khéc nita, khang thé khang B7-H3 dugc tiép hop véi hodc
¢6 lién quan dén phén tr ¢6 hoat tinh phéng xa, doc t6 (vi du, calicheamixin), phan tit
ho4 tri, liposom hodc céac tui khdc chira hop chét ho4 tri va dugc dung cho cé thé can
didu tri dé hudng dich cac hop chit nay dén té bao ung thu chira khang nguyén duge
hhan dang boi khang thé va tir d6 loai bo té bao ung thu hodc té bao mic bénh. Khong
bi giGi han 6 ly thuyét cu thé bét ky, khang thé khang B7-H3 duoc thu nhan béi té bao

mang B7-H3 & bé mit cia né, tir d6 phan phdi gbc tiép hop dén té bao nay dé cam tng

-105-



30003

tac dung tri liéu. Theo mot phuong an khéc nita, khang thé c6 thé duogc st dung 1am
liéu phap bb trg tai thoi diém cit bé khang nguyén biéu hién ung thu bing phiu thuat
d8 1am cham sy tién trién cta di cin. Khang thé nay ciing c6 thé duoc dung trude khi
phau thuit (liéu phép tan bé trg & ca thé c6 khdiu bidu hién khang nguyén dé 1am gidm
kich thuéc cia khéi u va tir d6 cho phép hodc don gian hoa phAu thuat, du trif md trong

qua trinh ph3u thuat vi/hojc lam giam bién dang hau phiu.

Viéc dinh liéu theo chu ky t& bao nim trong thuc tién cia sang ché. Theo céc
phuong 4n nay, chét hoé tri duoc st dung dé ddng bo chu ky té bao cuia khbi u hoic cac
t& bao c6 bénh dich khac & giai doan dinh trudc. Sau do, tién hanh sir dung khang thé
khang B7-H3 theo sang ché (mdt minh hodc voi gbc tri liu bd sung). Theo céc phuong
4n thay thé, khang thé khang B7-H3 dugc st dung dé ddng bo chu ky t€ bao va lam
giam sw phan chia té bao trudc khi diing chu ky diéu tri thtr hai; chu ky thir hai ndy c6

thé sir dung khang thé khang B7-H3 va/hodc gdc tri lidu b sung.

Chét hoa trj bao gém phan tl c6 hoat tinh phong xa, doc td, con dugc goi 1a doc
t6 té bao hodc chit gay ddc té bao, bao gdm chét bat ky gy hai dén kha nang sbng cia
té bao ung thu, chét va liposom hodc cac tui khac chira hop chét hoa tri. Cac vi du vé
cac chit hoa tri bao gém nhung khong bivgic’yi han & 1-dehydrotestosteron, 5-flouraxil
decarbazin, 6-mercaptopurin, 6-thioguanin, actinomyxin D, adriamyxin, aldesleukin,
chét alkyl ho4, natri alopurinol, altretamin, amifostin, anastrozol, anthramyxin (AMOQ)),
chét chdng gidn phan, xis-diclodiamin platin (II) (DDP) xisplatin), diaminodicloplatin,
anthraxyclin, khang sinh, chit chéng chuyén hoa, asparaginaza, BCG sbng (trong bang
quang), betametason natri phosphat va betametason axetat, bicalutamit, bleomyxin
sulfat, busulfan, canxi leucouorin, calicheamixin, capecitabin, carboplatin, lomustin
(CCNU), carmustin (BSNU), Clorambuxil, xisplatin, Cladribin, Colchixin, estrogen
tiép hop, cyclophosphamit, xyclothosphamit, xytarabin, xytarabin, xytochalasin B,
xytoxan, Dacarbazin, Dactinomyxin, dactinomyxin (truéc ddy 1a actinomyxin),
daunirubixin HCL, daunorucbixin xitrat, denileukin diftitox, Dexrazoxan,
Dibromomannitol, dihydroxyanthraxindion, Doxetaxel, dolasetronmesylat,
doxorubixin HCL, dronabinol, E. coli L-asparaginaza, emetin, epoetin alpha, Erwinia

L-asparaginaza, estrogen dugc este hoa, estradiol, estramustin phosphat natri, ethidi
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bromua, ethinyl estradiol, etidronat, yéu t§ etoposit xitrororum, etoposit phosphat,
filgrastim, floxuridin, fluconazol, fludarabin phosphat, flouraxil, flutamit, axit folinic,
gemxitabin HCL, glucocorticoit, goserelin axetat, gramixidin D, granisetron HCL,
hydroxyure, idarubixin HCL, ifosfamit, interferon alpha-2b, irinotecan HCL, letrozol,
leucovorin canxi, leuprolit axetat, levamisol HCL, lidocain, lomustin, maytansinoit,
meclorethamin HCL, medroxyprogesteron axetat, megestrol axetat, melphalan HCL,
mercaptipurin, mesna, methotrexat, metyltestosteron, mithramyxin, mitomyxin C,
mitotan, mitoxantron, nilutamit, octreotit axetat, ondansetron HCL, paclitaxel,
pamidronat dinatri, pentostatin, pilocarpin HCL, plimyxin, polifeprosan 20 (véi manh
ghép carmustin), porfime natri, procain, procarbazin HCL, propranolol, rituximab,
sargramostim, streptozotoxin, tamoxifen, taxol, teniposit, tenoposit, testolacton,
tetracain, thioepa clorambuxil, thioguanin, thiotepa, topotecan HCL, toremifen xitrat,
trastuzumab, tretinoin, valrubixin, vinblastin sulfat, vincristin sulfat, and vinorelbin

tartrat.

Theo mdt phuong an duge uu tién, doc td té bao dic biét hitu hiéu trong phén
chia hodc phan chia nhanh té bao, sao cho cic té bao khong phan chia tranh dugc mot

cach twong doi cac tac dong co6 doc.

Khéng thé theo sang ché c6 thé duogc thu nhan trong t& bao mic bénh hoic
caxinom ma chung lién két voi va do vay dic biét hitu dung cho céc tmg dyung tri li€u,
vi du, phén phéi vao cac doc tb té bao cin dugc thu nhan dbi véi cac hoat tinh c6 hai
cua chﬁng; Céc vi du v& dbc td nhu vy bao gbm, nhung khong giéi han &, saporin,

calicheamixin, auristatin va maytansinoit.

Khang thé hozc polypeptit theo sang ché c6 thé dugc két hop (bao gdm duge tiép
hgp hodc duge lién két) v6i phan t ¢6 hoat tinh phéng xa, doc td, hodc céac chét tri liéu
khac, hodc véi liposom hodc cac tii khac chira chét tri liéu cdng hod tri hodc khong
cdng hoa tri, tryc tiép hodc gidn tiép. Khang thé nay c6 thé dugc lién két v6i phan t ¢6
hoat tinh phéng xa, doc t8, hodc phan tir hod tri & vi tri bat ky doc theo khang thé mién

14 khang thé d6 c¢6 thé lién két véi B7-H3 dich ctia né.

bdc td hoic chit hoa tri c6 thé duoc ding df”)ng thoi voi (trude, sau, hodc trong

khi dung), hodc két hop (vi du, lién Két cong hoa tri) v6i khang thé don dong thich hgp
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truc tiép hodc gian tiép (vi du, thong qua nhém lién két, hoic, theo cach khac, thong
qua phén tir lién két v6i cac vi tri gén thich hop, nhu phén tir co s¢ nhu duge mo ta
trong Patent My $6 5,552,391). Doc td va chét hoéa trj theo sang ché c6 thé dugc két hop
truc tiép vé6i protein huéng dich cu thé biang cach sit dung cac phuong phéap da biét
trong linh vuc k¥ thudt nay. Vi dy, phan ing trgc tiép gitta mot chit va khang thé 13 c6
thé c¢6 khi mdi trong sb chét va khéng thé c6 phén tir thé c6 kha ning cho phan g véi
dbi twong con lai. Vi du, nhém ai nhén, nhu nhém amino hodc sulthydryl, trén mdt
trong sb chét va khéng thé c6 thé c6 kha ning phan (g v6i nhém chira cacbonyl, nhu
anhydrit hodc axit halogenua, hodc v&i nhom alkyl chira nhém roi chuyén tbt (vi du,

halogenua) trén d6i tugng con lai.

Khéng thé hoic polypeptit cling c6 thé dugc lién két véi chit hoa tri qua chit
mang ¢& micro. Thuat ngit “cht mang ¢& micro” dung dé chi hat dé bi vi sinh vat pha
huy hodc khong dé bi vi sinh vét pha hily khong tan trong nudc va co kich thuée nho
hon khoang 150 pm, 120 pm hodc 100 um tinh theo kich thudc, t5t hon 1 nhé hon
khoang 50-60 pm, t5t hon néu 14 nhé hon khoang 10, 5, 2,5, 2 hodc 1,5 um. Chét mang
& micro bao gdm “chit mang c& nano”, 1a chit mang c& micro c6 kich thuéc nho hon
khoang 1 pm, t&t hon néu nhé hon khoang 500 nm. Céc hat nay la da biét trong linh
vuce k¥ thuit nay. Chét mang ¢& micro pha rén ¢6 thé 1a cac hat dugc tao ra tir polyme
twong hop sinh hoc c6 trong tu nhién, polyme tdng hop hodc copolyme tbng hop, ma
c6 thé bao gdbm hoc khong bao gbm chit mang c& micro dugc tao ra tir agaroza hodc
agaroza lién két ngang, cling nhu céc vét liéu dé& bi vi sinh vat pha hiy khac da biét
trong linh vuc k¥ thuét nay. Ché4t mang c& micro pha ran dé bi vi sinh vat pha hiy c6
thé dugc tao ra tir polyme dé bi vi sinh v4t pha hiy (vi du, poly(lactic axit), poly(axit
glycolic) va copolyme ctia chung) hoéc d& bi &n mon (vi du, poly(orthoeste), nhu 3,9-
dietyliden-2,4,8,10-tetraoxaspiro[ 5,5Jundecan (DETOSU) hodc poly(anhydrit), nhu
poly(anhydrit) clia axit sebaxic) trong diéu kién sinh ly & dong vat co vi. Chét mang c&
micro ciing c6 thé 1a pha léng (vi dy, gbe dau hogc goc lipit), nhu liposom, iscom (phirc
kich thich mi2n dich, ma 1a cdc phtrc 6n dinh cta cholesteol va phospholipit, saponin
¢6 hoat tinh b trg) khdng c6 khang nguyén, hodc cac giot nho hodc mixen dugce tim
thdy trong nhii twong dau trong nudc hodc nude trong diu, mi2n 1 chit mang c¢& micro

pha 16ng nay d& bi vi sinh v4t pha hay. Chit mang ¢& micro pha long d& bi vi sinh vét
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phé huy thuong két hop dau dé bi vi sinh vat phd huy , mot s6 loai da biét trong linh
vuc k¥ thuét nay, bao gbm squalen va diu thyc vat. Céc chit mang ¢& micro thudng c6
dang hinh cau, nhung céc chit mang c& micro c6 dang khéc hinh cAu ciing dwoc chép
nhén (vi dy, dang hinh elip, dang can, v.v.). Do ban chit khong tan cta chung (dbi véi
nudce), nén chit mang c& micro c6 thé loc duoc tlir nuée va dung dich gbc nudce (chia

nudc).

Thé tiép hop khéng thé hoic polypeptit theo sang ché ¢6 thé bao gbm chét lién
két hai chirc chira ca nhém c6 kha ning lién két v6i chit doc hogc chit hod tri va nhom
c6 kha nang lién két v6i khang thé. Chét lién két c6 thé hoat dong nhu doan dém dé gitr
khoang cach gitta khéng thé voi chat dé tranh giy can tré kha nang lién két. Chét lién
két c6 thé phan tach dugc hodc khong phan tach dugc. Chét lién két cling c6 thé nhim
lam tang tinh phan Gng hod hoc cla phin tir thé trén chét ho#ic khang thé va tir d6 tang
hiéu suét két hop. Su gia ting tinh phan tmg héa hoc ciing ¢6 thé thuc déy viéc stt dung
céc chét, hoic cac nhém chirc trén chit, ma theo cach khac s& khong thé 6. Chét lién
két hai chire ¢6 thé duoc két hop véi khéng thé bing phuong tién da biét trong linh vuc
k¥ thuit nay. Vi du, chét lién két chua géc este hoat tinh, nhu N- hydroxysucxinimit
este, c6 thé dugce sir dung d8 két hop véi gde lysin trong khang thé thong qua lién két
amit. Theo mot vi du khéc, chét lién két chira géc amin 4i nhan hoic hydrazin 4i nhin
6 thé duge két hop véi cac nhom aldehyt san xuét bai phan tng oxy hoa glycolytic cla
cac gbc hydrat cacbon cia khang thé. Ngoai cac phuong phap két hop truc tiép nay,
chét lién két con c6 thé duge két hop gian tiép véi khang thé thong qua chit mang trung
gian nhurr aminodextran. Theo cac phuong én nay, lién két duge bién ddi 12 thong qua
lysin, hydrat cacbon, hodc chét mang trung gian. Theo mdt phuong én, lién két nay duoc
két hop theo céach chon loc vi tri véi gdc thiol ty do trong protein . Cac gbc thich hop
dé két hop chon loc v6i nhom thiol trén cic protein la da biét trong linh vyc k¥ thuat
nay. Vi du bao gbm hop chét disulfua, hop chit a-halocacbonyl va a-halocarboxyl va
maleimit. Khi chtrc amin 4i nhan c6 mit trong cung mot phén-u"r nhu nhém &#945;-
halo cacbonyl hodc carboxyl, xuét hién kha ning s& dién ra sy d6ng vong thong qua qua
trinh alkyl héa noi phan tir cia amin. Cac phuong phap d8 ngan chin vén dé nay 1a da
biét o dbi véi ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vyrc k¥ thuat nay, vi du, bang

cach diéu ché ra céc phan tir trong d6 chirc amin va &#945;-halo dugc tach ra bodi nhom
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khong linh hoat, nhu nhém aryl ho3c trans-alken, ma khién sy déng vong khong theo
mong mubn khong dugce wu tién vé mit hoa hoc 14ap thé. Vi du, xem Patent My sb
6,441,163 v& quy trinh diu ché thé tiép hop ctia maytansinoit va khang thé thong qua

goc disulfua mot nira.

Mot trong sd cac chét lién két d& phén tach ma c6 thé dugc sit dung dé tao ra thé
lién hop khang thé-thudc 1a chit lién két khong bén trong axit dwa trén axit cis-aconitic
ma tin dung mdi trudng axit cia cc thanh ph?m no6i bao khac nhau nhu endosom bi va
cham trong qua trinh nhap bao qua trung gian thy thé va tiéu bao. Vi du, xem trong tai
licu Shen, W.C. et al. (1981) (“cis-Aconityl Spacer Between Daunomycin And
Macromolecular Carriers: A Model Of pH-Sensitive Linkage Releasing Drug From A
Lysosomotropic Conjugate”, Biochem. Biophys. Res. Comtnun. 102:1048-1054
(1981)) vé quy trinh didu ché cac thé tiép hop clia daunorubixin voi chét mang dai phan
ttr; Yang et al. (1988) (“Pharmacokinetics " And Mechanism Of Action Of A
Doxorubicin-Monoclonal Antibody 9.2.27 Conjugate Directed To A Human Melanoma
Proteoglycan”, J. Natl. Canc. Inst. 80:1154-1159) @8 didu ché thé tiép hop cua
daunorubixin véi khang thé chéng ung thu hic t6; Dillman et al. (1988) (“Superiority
Of An Acid-Labile Daunorubicin-Monoclonal Antibody Immunoconjugate Compared
To Free Drug”, Cancer Res. 48:6097-6102) @8 st dung lién két khong bén trong axit
theo cach twong tw dé diu ché thé tiép hop cla daunorubixin véi khang thé khang té
bao T; va Trouet et al. (1982) “A Covalent Linkage Between Daunorubicin And
Proteins That Is Stable In Serum And Reversible By Lysosomal Hydrolases, As
Required For A Lysosomotropic Drug-Carrier Conjugate: In Vitro And In Vivo
Studies”, Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 79:626-629) d lién két daunorubixin véi
khang thé qua nhanh doan dém peptit.

Khang thé (ho#ic polypeptit) theo séng ché ¢6 thé dugc tiép hop (dugc lién két)
v6i phén tir ¢6 hoat tinh phong xa hoic doc t bing phwong phap bat ky da biét vé6i linh
vuc k¥ thuat nay. Pé thao ludn vé cac phurong phap dénh d4u phong xa cho khang thé
(xem CANCER THERAPHY WITH MONOCLONAL ANTIBODIES, D.M. Goldenberg (Ed.)
CRC Press, Boca Raton, 1995). Céc doc t§ thich hop bao gdm taxan, maytansinoit,
auristatin (vi du, monometyl auristatin (MMAE), monometyl auristatin F (MMAF),
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auristatin E (AE), etc.) (nhu cac doc td dugc boc 10 trong cac patent M§ s6 5,208,020;
5,416,064; 6,333,410, 6,340,701; 6,372,738; 6,436,931; 6,441,163; 6,596,757,
7,276,497; 7,585,857; or 7,851,432), calicheamixin, anthraxyclin (vi du., doxorubixin),
chét twong tu CC-1065, docetaxel,; cathepsin B hodc E; rixin, gelonin, ngoai doc tb
Pseudomonas, doc td bach cu, vd ARNaza; tiuxetan hodc déng vi phong xa c¢6 doc

(nhu °°Y; B, 177Lu, 186Re, 188Re, 211A¢, 212Bi, 2%Bi, 2%Ac, V.v.).

Theo céch khéc, khang thé c6 thé dugc tiép hop véi khang thé thir hai dé tao ra
thé tiép hop khang thé khac loai nhu duge néu theo Patent M s6 4,676,980. Su tao
thanh khang thé lién két ngang c6 thé huéng dich hé mién dich dén céc loai té bao cu

thé, vi du, té bao ung thu hodc t& bao méc bénh biéu hién B7-H3.

Sang ché con dé cap dén phwong phap lam cham su tién trién ctia di can & c4 thé
mic ung thu (bao gbm, nhung khong gidi han &, ung thu tuyén tién liét, ung thu phdi,
ho#c ung thu than) bang cach st dyng khang thé khang B7-H3 hodc cac phuong 4n khac
ma lién két v6i B7-H3 két hop v6i chit hod tri, hodc dugc lién két véi chét hod tri. Theo
mot s6 phuong 4n, khang thé nay 1a dang dugc bién ddi giéng nhu ctia ngudi hodc thé

kham ciia khéng thé khang B7-H3 khong phai clia ngudi.

Theo mot phuong an khéc nita, khang thé nay c6 thé dugc stt dung lam ligu phép
bd tro tai thoi diém cét bé khéang nguyén bidu hién ung thu bang phiu thut dé 1am cham
su tién trién cta di cin. Khéng thé hodc khang thé c6 lién quan dén chét hoa tri cling c6
thé duoc st dung truée khi phiu thuat (liéu phép tan b trg) & c4 thé c6 khdi u biéu hién
khang nguyén dé 1am giam kich thudc cia khdi u va tir d6 cho phép hodc don gian hoa
ph?lu thuét, du trit mo trong qué trinh phﬁu thuat va/hoac lam giam sy bién dang hau

phau.

Theo mdt phuong 4n khac nita, ché phdm bt ky trong s6 ché phim lién két B7-
H3 dugc mb ta ¢ day c()‘ thé lien két véi té bao ung thu biéu hién B7-H3 va cam tng
dap ting mién dich c6 hoat tinh khang té bao ung thu biéu hién B7-H3. Trong mdt sd
truong hop, dap ing mién dich c6 hoat tinh c6 thé gay chét té bao ung thu (vi dy, khang
thé lién két véi té bao ung thu cam Gmg su chét té bao theo chuong trinh), hodc rc ché
qué trinh sinh truéng (vi du, ngdn chan su tién trién ctia chu k¥ t& bao) cua t€ bao ung

thu. Trong cac trudng hop khac, khang thé bét ky trong s6 cac khang thé méi dugc md
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ta & day c6 thé lién két voi té bao ung thu va tinh gy doc té bao phu thudc vao khang
thd (ADCC) c6 thé loai bé t& bao ung thu ma khang B7-H3 lién két véi. Do do, sang
ché d& cap dén phuong phép kich thich dap tng mién dich bao gdm viéc sir dung ché

phim bét ky trong s6 céc ché phdm duoc mb ta & day.

Trong mét sb truong hop, khéng thé lién két ciing c6 thé hoat hoa ca dap ng
mién dich t bao va mé va liy thém nhiéu té bao diét ty nhién hon hojc gia ting san
luong xytokin (vi du, IL-2, IFN-gama, IL-12, TNF-alpha, TNF-beta, v.v.) ma con hoat
hoa hé mién dich cla ca thé dé pha hiy cac t€ bao ung thu. Theo mdt phuong 4n khéc
nita, khang thé khang B7-H3 c6 thé lién két v6i té bao ung thu va dai thuc bao hodc cac

té bao thuc khudn khac c¢6 thé opsonin hoa té bao ung thu.

Céc ché phdm khéc nhau ctia khang thé khang B7-H3 hodc cac manh cua ching
c¢6 thé dugc sit dung dé ding. Theo mot s6 phuong 4n, khang thé khang B7-H3 hodc
c4c manh cta chung c6 thé duge st dung nguyén ven. Ngoai chit hoat dugc, ché phdm
theo sang ché ciing c6 thé chtra chit mang dugc dung thich hgp bao gbm ta dugc va
chét bd tro ma d3 biét o trong linh vyc k¥ thuét ndy va la cac chit twong ddi tro tao
didu kién cho viéc st dung chét hitu hiéu v& mit dugc Iy hogc tao diéu kién cho vige xir
Iy chét hoat dugc thanh ché phim ma c6 thé dugc str dung duge Iy d& phan phdi dén vi
tri tdc dong. Vi dy, t4 dugc co thé tao hinh hodc do dic, hodc dong vai trd 1am chit 1am
lodng. Céc ta dugc thich hop bao gdm, nhung khong gi6i han &, cac chét &n dinh, chit
thdm w6t va chét nhil héa, mudi dé 1am thay dbi do thdm thAu, chét bab, chit dém va

chét ting cudng thim théu vao da.

Céc ché pham thich hop dé dung ngoai duong tiéu hod bao gdm dung dich chira
nuéc cta hop chét hoat tinh & dang tan trong nude, vi dy, mubi tan trong nude. Ngoai
ra, hon dich chtra hop chét hoat tinh vé6i lugng thich hop dung cho hdn dich tiém chira
dAu c6 thé dugc st dung. Cac dung moi ua chét béo hodc chét dan thubc thich hgp bao
gém diu béo, vi du, dau virng, hodc ese cua axit béo téng hop, vi du, etyl oleat hodc
triglyxerit. Hon dich tiém chira nudc c6 thé chtra c4c chét lam ting d6 nhét ctia hdn dich
va bao gém, vi du, natri carboxymetyl xenluloza, sorbitol va/hodc dextran. Tuy chon,
hén dich nay c6 thé con chira chit 1am n dinh. Liposom ciing c6 thé dugc str dung dé

bao nang chét dé phéan phdi vao té bao.
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Dugc phdm dé ding toan than theo sang ché c6 thé duge bao ché dé ding qua
dudng rudt, ngoai dudng ti€u hoa hodc tai chd. Thuc vay, ca ba loai ché phém nay co
thé duoc st dung dé)ng thoi dé dat duwgc muc dich st dung toan than thanh phﬁn hoat
tinh. T4 dugc ciling nhu ché phim dé phan phéi thudc ngoai dudng tiéu hod va khong
ngoai dudong tiéu hoa dugc néu trong tai liéu REMINGTON: THE SCIENCE AND PRACTICE
OF PHARMACY, 21st Edition, Lippincott Williams & Wilkins Publishing (2005). Cac
ché phim thich hop dé ding qua duong miéng bao gdm vién nang gelatin cimg hodc
mém, vién tron, vién nén, bao g@)m vién nén duogc bao, cdn ngot, hén dich, sird hodc
thudc x6ng hit va cac dang giadi phong ¢ kiém soét cta ching. N6i chung, cac chét nay
duge phdi trén dé ding bang cach tiém {vi dy, trong bung, qua dudng tinh mach, duéi
da, trong dich nha‘iy, v.v.), mic du cac duong dung khac (vi dy, miéng, niém mac, v.v.)
c6 thé cling duge st dung. Do d6, khéng thé khang B7-H3 t5t hon néu duoc két hop véi
chét din thubc duge dung nhu nudce mubi, dung dich Ringger, dung dich dextroza va

dang tuong tu.

Ché d6 liéu luong cu thé, tirc 12 lidu dung, thoi gian va ldp lai, s€ phy thudce vao
cé nhan cu thé va tién st y t& cia c4 thé. N6i chung, liéu bang it nhét khoang 100 pg/kg
thé trong, tot hon nita néu it nhit khoang 250 pg/kg thé trong, thAm chi t6t hon nira néu
it nhit khoang 750 pg/kg thé trong, thim chi t6t hon nita néu it nhét khoang 3 mg/kg
thé trong, thim chi tbt hon nita néu it nhit khoang 5 mg/kg thé trong, thAm chi t6t hon

nita néu it nhit khoang 10mg/kg thé trong dugc st dung.

Cac vin d& cin can nhic dya trén kinh nghiém, nhu thoi gian ban ré, thuong s€
g6p phan xac dinh liéu luong nay. Khang thé, twong thich v4i hé mién dich cta nguoi,
nhu khang thé dugc bién dbi gidng nhu ctia ngudi hodc khang thé ctia ngudi hoan toan,
6 thé dugc st dung dé kéo dai thoi gian ban rd cia khang thé va ngin chin viéc khang
thé bi tAn cong boi hé mién dich ctia vat cha. Tén sut dung c6 thé dugc xac dinh va
duge didu chinh theo chu trinh trj liéu va la dya trén viéc lam giam sd lugng té bao ung
thu, duy tri viéc 1am giam té bao ung thu nay, 1am giam su tdng sinh cua té bao ung thu,
hodc lam cham su tién tridn ctia di can. Theo cach khéc, ché phim giai phong duy tri
lién tuc chira khang thé khang B7-H3 ¢6 thé 1a thich hop. Céc ché phédm va thiét bi khéac
nhau dé c¢6 duge sy phai phong duy tri la d& biét trong linh vuc k¥ thuat nay.
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Theo mot phuwong 4n, lidu lugng khéng thé khang B7-H3 ¢6 thé dugc xac dinh
theo kinh nghi€ém & ca thé da trai qua mot hodc nhiéu 14n ding. C4 thé dugc cho dung
lidu tang dan chira khéng thé khang B7-H3. D& dénh gia hiéu qua cia khang thé khang
B7-H3, chi thi ciia bénh ung thu cu thé ¢6 thé dugc theo déi. Cac chi thi nay bao gém
cac phuong phap truc tiép kich thuéc khéi u thong qua bat mach hodc quan st bang
mét thuong, phuong phép x4c dinh gian tiép kich thudc khéi u bang k¥ thuat chyp hinh
tia x hodc k¥ thut chup hinh khac; mic do cai thién nhu dugc danh gia bdi sinh thiét
khéi u truc tiép va kiém tra bang kinh hién vi miu khéi u; x4c dinh chi thi khéi u gian
tiép (vi du, PSA dbi v6i bénh ung thu tuyén tién liét), sy giam dau hodc giadm bai liét;
cai thién kha ndng noi, nhin, thé hodc khuyét tat khac c6 lién quan dén khéi u; ting cam
gidc ngon miéng; hodc ting chit luong cudc sdng nhu x4c dinh dugc boi cac thir nghiém
dugc chip nhan hogc kéo dai su séng. S& 16 rang dbi voi ngudi co hiéu biét trung binh
trong linh vuc k¥ thuat nay rang liéu lugng s& thay d6i phu thudc vao ca thé, loai ung
thu, giai doan ung thu, liéu bénh ung thw da bit ddu di cin dén vi trf khdc & cd thé hay

chira va cac diéu tri trong qua khtr va dang dugc st dung.

Ché phadm khac chira dang phan phdi thich hop da biét trong linh vyc k¥ thuat
nay bao gébm, nhung khong gi6i han ¢, chit mang nhu liposom. Vi du, xem tai liéu
Mahato et al. (1997) “Cationic Lipid-Based Gene Delivery Systems: Pharmaceutical
Perspectives”, Pharm. Res. 14:853-859. Ché phdm chira hat md bao gbm, nhung khong
gi6i han &, xytofectin, tii nhiéu 16p va tai mot 16p.

Théo mot sb phuong 4n, nhidu hon mot khang thé c6 thé c6 mat. Khang thé c6
thé 13 don dong hodc da dong. Ché phim ny c¢6 thé chira it nhat mt, it nhét hai, it nhat
ba, it nhat bdn, it nhat nam khang thé khac nhau ma c6 thé phan ting chdng lai caxinom,
caxinom tuyén, bénh sacom, hodc bénh sacom tuyén. Khéang thé khang B7-H3 c6 thé
dugec tron véi mot hode nhidu khang thé c6 phan ing chéng lai caxinom, caxinom tuyén,
bénh sacom, hodc bénh sacom tuyén trong cac co quan bao gbm, nhung khong gidi han
g, buéng tring, vu, phéi, tuyén tién liét, ruot két, thén, da, tuyén giap, xuong, 6ng tiéu
hoa trén va tuy. Theo mot phuong an, hén hop cua cac khang thé khang B7-H3 khac
nhau duoc st dung. Hon hgp cia cac khang thé, nhu chiing thudng dugc néu trong linh

vuc k¥ thuét nay, co thé dic biét hitu dung dé diéu tri cho pham vi quén thé cé thé rong
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hon.
Vi du thwe hién sang ché

Sang ché da dwgc mo ta tbng quat, sing ché nay s& d& hiéu hon thong qua viéc
tham khao cac vi du dudi ddy dugc néu bang cach minh hoa va khong dugc du dinh 13

lam giéi han pham vi cua sang ché trir khi c6 quy dinh cu thé.
Vidul
Dénh gi4 do twong thich héa md mién dich

Nhém gdm 49 mAb dugc tao ra tir budc tao mién dich té bao w/té bao phéi thai
nguyén ban. Cac khang thé duoc danh gia vé kha ning cla chung trong viéc biéu hién
su nhudm THC biét héa mo khdi u so véi mo binh thudng khong ung thu, kha ning st
dung khéang thé hiéu qua trong m6 hinh dong vét linh trudng (va déc biét 1a khi dudi
dai), méc ai luc va do dic hiéu khang nguyén va mirc hoat tinh diéu bién mién dich tinh
va thu nhan té bao. 21 mAb duge nhan dién tir diu bdi phan tich MS va/hogc lién két
véi té bao B7-H3-CHO. 28 mAb con lai dugc nhén dién bang céch sang loc thu vién
bing ELISA bing protein B7-H3. Céc ddc tinh ciia 46 trong 49 thanh vién ciia nhém

nay dugc néu trong Bang 2.

Bang 2
Tén Isotyp | IHC | ATCC | Thu U- BIACORE™ | B7-H3
Day | nhin | DART™ | Phéntich | cia khi

dubi

dai

Lién

két

BRCA84D | IgGl/k | 2a 2 + + + ++
TDH6 IgGl/k | 2a 1 + + +/- +
TES7 IgGl/k | 2a 1 + + + _
BRCA68D | IgGl/k | 2b 3 + + ++ T+
BRCA69D | IgGl/k | 2b 3 + + 1+ ++
GBS IgGl/k | 2b 3 + + + 1+
SG27 IgG2b/k | 2b 1 + + +
OVCA22 |IgGl/k | 2c¢ 3 + + +/- +
PRCA157 |IgGl/k | 2¢ 2 + + ++
BLAS IgGl/k | 2c¢ +/— + ++ ++
KID35 IgGl/k | 2c 2 T+
LUCAS50 |IgG2a/k | 2¢ 1 + ++
OVCA21 |IgGl/k | 2c¢ 1 + + +
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Béang 2
Tén Isotyp | IHC | ATCC | Thu U- BIACORE™ | B7-H3
Ddy | nhin | DART™ | Phantich | cda khi
dubi
dai
Lién
két
PRCA135 |IgGl/k | 2c¢ 3 + ++
SG24 IgG2a/k | 2¢ 3 ++ ++
TDHS IgGl/k | 2¢ 3 + ++ ++
BCCA66 |IgGl/k | 2¢ 2 + —
RECA13 |IgGl/k | 2c¢ 3 + —
RECA9 IgGl/k | 2¢ 3 + —
PRCA123 |IgGl/k | 2¢/3 3 + ++
BRCA126 |IgGl/k | 3/F
BRCA192 |IgGl/k | 3/F
BRCA34 |IgGl/k | 3/F
KID1 IgGl/k | 3/F | ND + + +
KID13 IgG2a/k | 3/F 3 ++
LU14 IgG2b/k | 3/F ' -
LUCAI1 IgGl/k | 3/F 1 + + ++ ++
MCLY42 |IgG2a/k | 3/F ++
MCLY46 |IgGl/k | 3/F ++
OVCA40 |IgGl/k | 3/F ++
PA20 IgGl/k | 3/F + ++ -
PA40 IgG2b/k | 3/F 3 -
PA41 IgGl/k | 3/F 3
PRO6 IgGl/k | 3/F 2 -
RECA22 |IgGl/k | 3/F 3 — +
SAL3 IgG2a/k | 3/F +++ ++
SG20 IgGl/k | 3/F +
SG29 IgGl/k | 3/F ++
SKIN2 IgGl/k | 3/F 3 +++ ++
STOS IgG2b/k | 3/F 3 ++ +
TDH36 IgGl/k | 3/F 2 ++
TDH37 IgGl/k | 3/F 3 +
TDH4 IgGl/k | 3/F +++ ++ ++
TDH40 IgG2b/k | 3/F 3 ++
TDH44 IgG2b/k | 3/F ++
OVCA25 |IgGl/k | 3/F 3 +

Két qua nhudom IHC da khing dinh ring nhém bao gbm céc khang thé tao ra su
biét héa lién két manh gitta khéi u v6i md binh thudng trong nhiéu khang thé dugc nhan

dién, bidu hién hang loat dic tinh lién két bdi phan tich BIACORE™, biéu hién tinh
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phan tmg v6i hang loat epitop trung 13p va khong tring ldp va biéu hién hang loat tinh
dic hiéu dbi vai B7-H3 4lg so vai 2Ig. Céc dic tinh cua chin (mg vién t6t nhit dugc thé
hién trong Bang 3 va Bang 4.

Bing 3
Tén Mo thwong Ung thw| Ung thw | Ung thw Ung thw vi
rudt két phéi tuyén tién ligt

Rudt ket 1+ 1231

BRCAS84D |Phoi 1+ « 1130 112 1111
Gan 1+
Rudtkét 1+
Tuy I 1110

TDH6 Than 1+ ¥ 1010 111 1011
Phoi 1+
Gan 1+

TES7 1,5 1,75 3 3
Tuy 1+
Thén 1+ 2321

BRCA68D PHA; 1+ N 3332 333 3333
Gan 2+
Ruot két 1+
Tuy 1+ 2231

BRCA69D Than 1+ « 3231 333 3333
Gan 1+

GBS
Rudt két 1+
Tuy 1+ 1221

SG27 Than 1+ N 1120 222 1122
Gan 1+
Rudt két 2+ 3131

OVCA22 Tuy 2+ 1122 o 222 3233
Gan 2+
Rudt két 2+ 2931

PRCA157 |Gan 2+ « 3231 333 2333
Da 2+

* cd +str; ** str 3+

Bang 4
Tén 21g/41g Nhom epitop

D6 dic hidu
BRCAS4D | 4Ig/2Ig
TDH6 A1g/21g
TES7 Alg
BRCAGSD | 41g/2Ig

DI WIN| =
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BRCAG9D | 41g/2lg 4
GBS 41g/21g 5
SG27 41g/21g 6
OVCA22 |4lg 7
PRCA157 | 41g/2lg 8
Bang 5 1a bang tom tat vé profin hoat tinh ctia cic khang thé nay.
Bang 5
Tén Binh | Khéi u/binh | Khéiu |Khi dudi| IHC | Lién két | UDAR
thwong thwong Mo dai * BIACORE™ T™
Mo Biét hoa Dwong | chéo Hoat
Nhudom tinh Tinh tinh
phan ng
Khdi u ggﬁong
BRCAS84D|1 1 MO dém R 78 M+ ++
. (khong
1:1)
Khéi u
TES7 1 1 Mo dém @Am tinh 1250 + -
bv
Duong
BRCAG68DJ3 3 Khéiu [tinh D0 —
(1:1)
Lo Duon
BRCAG9D3 3 Khéiu o0 b g L
M6 dém :
(1:1)
2/3 ]
(ND Khoiu [ND, + tai
GBS thurong 3/4 Mo dém 6 hop 625 +
than)
SG27  pA3 ND ND ND, * tal 6000+ "
to hop
Kngiu (U0
OVCA22 |1 1 o an + tai toR500 [ -+
M6 dém
hop
Khéiu [Duong
PRCA157 2 3 Mo dém [tinh 20 ND ++
bv (1:1)

* ndng do t6i uu tinh theo ng/mL; ND, khong xac dinh

Phan tich v& hoat tinh ctia khang thé dugc thé hién trong Bang 6 cho thdy rang

profin twong Ung cia ching khéc nhau va mdi khang thé c6 lién quan dén ca uu diém

va nhugc diém so v6i nhau (Bang 6).
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BRCAS84D

#1 Biét hoa khdi u/binh thuong

Nhudm khdi u, mé dém, BV

Vi tri lién két doc nhét, 4i lyrc trung binh
(lién két chuin db dugc)

_ Bang 6
Khéng thé Uu diém Nhuwge diém
#1 Nhudm mo binh thudong Tinh phan g chéo cuia khi

dudi dai khong phai 1:1

BRCA68D

#3 Nhuoém mo binh thuong

#3 Biét hoa khdi u/binh thuong

Tinh phan (g chéo ¢ khi du6i dai 1a 1:1
Ai luc cao

Hoat tinh UDART™ tiém ning

Chi nhuém khoi u

BRCA69D

#3 Nhudm mo binh thuong

#3 Biét héa khdi u/binh thuong

Tinh phan ing chéo & khi duoi dai 1a 1:1
Nhudm khéi u, m6 dém

Ai luc cao

Hoat tinh UDART™ tiém ning

#2 Nhudm mo binh thuong
#3 Biét hoa khoi u/binh thuong

BIACORE™

xéac dinh
Hoat tinh UDART™ vura phéi

PRCA157 | Tinh phan tmg chéo ¢ khi dudi dai 1a 1:1

Nhu¢m khéi u, mo dém, BV

Hoat tinh UDART™ tiém niing

#1/2 Nhudm md binh thudng Khong c6 tinh phan Ung

#1/2 biét hoa khébi u/binh thuong chéo & khi dudi dai
TES7 Nhuom khéi u, mé dém, BV Ai luc thip

bac hi€u 41g

Hoat tinh UDART™ tiém niing

#1/2 Nhuoém mo binh thudng Khong c¢6 tinh phan Ung

#1/2 Biét hoa khdi u/mo i lyc thap chéo & khi dudi dai
OVCA22 | Nhudém khéi u, md dém Ai lyc thip

Dic hiéu 41g

Hoat tinh UDART™ tiém ning

#2/3 nhudm mo binh thudng (thugng | Tinh phan Gng chéo ¢ khi

than khong dugc xac dinh) dudi dai khoéng duge xac
GBS #3/4 biét hoa khbi u/binh thuong dinh

Nhuom khéi u, m6 dém Ai lyc thip

Hoat tinh UDART™ vira phdi

#2/3 Nhudém mo binh thudong Tinh phan Gmg chéo & khi
SG27 Biét hoa khéi u/binh thuong khdng duoc | dudi dai khong duge xéc

dinh
Al lyc thap

Vi BRCA84D, BRCA68D, BRCA69D va PRCA157 biéu hién profin THC cua
m6 hinh thudng sach hon, sy biét héa IHC cia khdi u/binh thudng manh hon, lién két
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tir vira dén manh (BIACORE™/THC), tinh phan tmg chéo véi B7-H3 clia khi dudi dai
va hoat tinh UDART™ tiém ning, nén céc khang thé loai nay duoc chon @& phat trién
thém. Céc khang thé nay khac véi TES7 and OVCA2, ma biéu hién 4i luc thp (trong
thir nghiém BIACORE™), va khong c6 tinh phan tmg chéo v6i B7-H3 cua khi duoi dai.
Cac khang thé nay khac véi SG27, ma biéu hién 4i lyc thdp (trong thir nghiém
BIACORE™), tinh nang IHC kém (lién két yéu) va hoat tinh UDART™ thép hon. Cac
khéng thé nay khéc v6i GBS, ma biéu hién 4i lyc thap (trong thir nghiém BIACORE™),
su biét hoa THC cia khbi ubinh thudng kém, va hoat tinh UDART™ thap hon.

Bing cach sit dung té bao dbi chimg duong Caki-2 va Hs700T, nghién ctru IHC
cho thdy ring mdi trong céc khang thé bidu hién ndng do t&i wu khic nhau va ndng do

biét hoa khac nhau so véi mot khang thé khac (Bang 7).

Bang 7
Khéng thé | Néng @6 THC tbi uu Nong dd THC biét héa
BRCAS84D 0,625 pg/mL 0,078 ng/mL
BRCA68D 0,156 png/mL 0,0195 pg/mL
BRCA69D 0,156 pg/mL 0,0195 ug/mL
PRCA157 0,078 pg/mL 0,0195 ng/mL
TES7 5 ug/mL 1,25 pg/mL
OVCA22 10 pg/mL 2,5 ug/mL *
GBS 1,25 ug/mL 0,625 ug/mL
SG27 20 pg/mL Khong xac dinh **
TDH6 20 pg/mL Khong xac dinh ***

* OVCA22 chi the hién su lién két Vi té bao caki2, khong thé hién
su lién két ! té bao Hs700T. Quyét dinh t6i wu héa 1a dua trén sy
lién két cta té bao caki2.

*% Vi SG27 khong thé hién cac két qua phan tich nhit quan vé do chuén
gifta hai toan tir, nén 4i luc thip va ndng do biét hoa khong duge
xac dinh.

3k Nghién ciu TDH6 khong dugc thyc hién do i lyc qua thip dbi voi
té bao d6i ching duong

Bing céach st dung cc ndng d0 ti wu va biét hoa thé hién trong Bang 7, cac dap
tng THC cia khang thé B7-H3 trong mo6 ngudi dugc xac dinh. Cac két qua ctia cac phan
tich nay & thugng thén, gan, tuy, thén, phdi va rudt két dugc thé hién trong cac Bang
8A-8B va cac Bang 9A-9B (tit ca c4c khang thé déu thé hién cac dap tng IHC 4m tinh

d6i vai mo tim).

Bang 8A: IHC clia mAb B7H3 & ndng do toi wu trong méd ngudi
mAb | Thwong thin ‘ Gan | Tuy
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BRCA84D

Té bao dong Sinousoid ++

Biéu md + 5%

0.625 pg/ml, | A b T& bao gan +, 5-10% Soi ++
BRCA68D Vet Té bao dong Sinousoid ++ | Bieu md +
0,156 pg/mL Té€ bao gan ++ (m) Soi ++
BRCAG69D q 51 Biéu md +
0,156 pg/mL Vo +++ Té bao gan ++ (m) Soi ++
TES7 : K x g . Biéu md + 5%
5 ug/mL Vé + Té bao dong Sinousoid + Soi ++
OVCA22 Vo + Té bao dong Sinousoid ++ Biéu md + 5%
10 pg/mL Té bao gan + (m) Soi ++
PRCA157 Vo 4+ Té bao dong Sinousoid ++ | Biéu md + 5%
0,078 pg/mL Té bao gan + (m) Soi ++
GB8 Khong dugc xac | Te bao dong Sinousoid ++ | Biéu md +
1,25 ng/mL dinh Té bao gan + (m) Soi ++
Bang 8B: IHC ciia mAb B7H3 & ndng dd t6i wu trong mé ngwdi
mAb Thén Phéi Rudt két
BRCAS84D - Bilu md |z s
0,625 pg/mL Am tinh (5-10%) Biéu mo +
BRCA68D Nguyénbaosgit, | 5:2 4 A
0,156 pg/mL hidm Bi€u mo + Niém mac ++
BRCA69D Nguyénbaosgi+, | 5.2 . 4 . n
0,156 pg/mL hidm Bi€u mo + Niém mac +
TES7 A A A A
5 pg/mL Am tinh Am tinh Bieu mo +
OVCA22 NPT A A A
+
10 pg/mL Nguyén bao soi + | Am tinh Bicu mo
PRCA157 A A s A
+
0,078 pg/mL Am tinh Am tinh Niém mac
GBS Am tinh Biéu mo + Niém mac +
1,25 pg/mL i

Bang 9A: IHC ciia mAb B7H3 & nong do biét héa trong mo ngwdi

mAb Thwong than Gan Tuy

BRCAS84D N Té bao dong Sinousoid | ¢ . , 1.

_‘_
0,078 pg/ml, | /mtinh N Soi + (hiém)
BRCA68D \ R '

+
0,0195 pg/mL Vot Té bao gan + (m) Soi
BREAGOD Vo ++ Té bao gan + (m) Soi +

0,0195 pg/mL

TES7

Nguyén bao soi

Té bao dong Sinousoid

Biéumd +, 5%

1,25 pg/mL + + Soi ++
OVCA22 Nguyén bao sgi | T€ bao dong Sinousoid Soi +
2,5 pg/mL + + C
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PRCA157 Khone duoc xéc Té bao dong Sinousoid
0,0195 pg/mL dinh g Gue + Soi +
i Té bao gan + (m)
GB8 Khone duoc xéc T€ bao dong Sinousoid
0,625 pg/mL it g aue ++ Soi +
i T€ bao gan + (m)

Bang 9B: IHC ciia mAb B7H3 & ndng d6 biét hoa trong md ngudi

mAb Théin Phdi Rudt két
BRCA84D R A s A A
0,078 pug/mL Am tinh Am tinh Bi¢u mod +
BRCA68D A % . X A
0,0195 pg/mL Am tinh To huyét + (hiem) Niém mac +
BRCAG69D A A A
0,0195 pg/mL Am tinh Am tinh Niém mac +
TES7 R Ao s R A
1,25 pg/mL Am tinh Am tinh Bi¢u md +
OVCA22 A Ao s A A
2.5 ng/mL Am tinh Am tinh Bi€u mod +
PRCA157 A A n

_|_

0,0195 pg/mL Am tinh Am tinh Niém mac
GB8 Am tinh Am tinh Niém mac +
0,625 pg/mL i

Nghién ctru IHC dugc tién hanh bing cach st dung miu phim ung thu cho thy
ring khéang thé B7-H3 theo sang ché co6 thé dugc sit dung @ nhan biét va chin doan
ung thu trong nhidu ngudn md (Bang 10). Trong Bang 10, cac ky tu s6 chi sb luong véi

diu cong (1 =+, 2 =++,3 =+++); mdi ky tu 6 chi mdt mau thir nghiém khac nhau.
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Bang 10
mAb pg/mL | Ung the | Ung thw vi | Ung thw | Ung thw
tuyén phdi rudt két
tién liét
BRCAS84D (0,625 pg/mL|2,2,1 |3,3,3,3 2, 3, 2(mo|2(md
dém), dém), 3, 3,
1(b.v.) 3(md
dém)
0,078 ug/mL|0,2,3,2 |[I(mdé dém),[1,1,0,1 |2, 2(md
I(m6é6 dém), dém),
1(m6 dém), 2, 1(md
3 dém),
2(mo
dém)
BRCA68D 0,156 pg/mL2,3,3,3 [2,3,3,3,3 13,3,2,2 |3,3,3,3
0,0195 0,1,1,110,0,2,2,1 10,1,1,0 |I,1,1,1
pg/mL
BRCA69D 0,156 pg/mL [3,3,3 [3,3,3,3,3 |3, 3, 2,3,3,3,3
2(md
dém)
0,1,2,1(1,2,1,1 1,1,0,1 [1(b.v.),
2(mo
dém), 1, 1
GBS 1,25 pg/mL 2,3,1  2,2,1,2 3,3,0,0 |2(md
dém), 2, 2,
2
0,625 pg/mL|0,1,1 10,0,0,0,1 1,0,0,0 |1(md
| dém),
1(md
dém), 0, 0
TES7 5 ug/mL 2,3,2,3 |1(md dém), 3,3, 2, 1(md|3, 3,2, 2
3,3,2 dém),
1(b.v.)
1,25 pg/mL |1, 2,2,3 [1(md dém), 2,|3, 1, 1(md|3, 2(md
3,3,2 dém), dém),
1(b.v.) 2(mo
dém), 2
OVCA22 10 pg/mL  [3,2,2,1 |I(m6 dém), 2,|3, 2, 1(m6|1(md
2,3,3 dém), 0 |dém), 1,1,
2(mo
dém)
2,5pg/mL  |1,1,3,1 [I(mdé dém),2, 1,0,0 |1,0,2(md
I(mé6 dém), dém), 0
1(md dém), 3,
2,2
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PRCA157 0,078 pg/mL[2,2,2,3 |1,2,2,3,3 [2, 2, 1(md[3, 3, 2(md
dém), dém),
1(b.v.)  [2(md

dém)

0,0195 0,1,2,1 {1(mb6 dém), 0,/0,1,0,0 |1, 1, 1(md
pg/mL 2, dém),
1(mo6 dém) 1(md
dém)

Véi té bao ung thu tuyén tién liét, vi, rudt két va phdi dugc didu tri bang khang
thd B7-H3 BRCAS84D, thi ¢6 sy nhudm méu khdi u & té bao khdi u va té bao md dém,
bao gém hé mach cua khéi u. G mot sb mau khdi u, sy nhudém mo dém manh hon nhiéu
so voi té bao khbi u. Khi mAb BRCA84D dugc chuin d6 dén néng do thép hon, mot
s6 truong hop thé hién sy nhudm giam trong cic té bao khdi u, nhung vén duy tri sy
nhuém md dém manh. Khi nhuém béng BRCAS84D & néng d6 0,625 pg/mL, té bao ung
thur tuyén tidn 1iét biéu hién THC bing 3/3+; té bao ung thu vii biéu hién THC bang 4/4+;
t& bao ung thu rudt két bidu hién THC bing 4/4+ va té bao ung thu phéi bieu hién IHC
bang 4/4+. Khi nhudm bing BRCA84D & ndéng d6 0,078 pg/mL, té bao ung thu tuyén
tidn liét bidu hién THC biing 3/4+; t& bao ung thu via biéu hién IHC bang 5/5+; té bao
ung thu rudt két biéu hién IHC bing 4/4+ va té bao ung thu phdi bidu hién THC bing
3/4+.

Gan binh thudng duge diéu tri bing khang thé B7-H3 BRCA68D va quan sat
théy sy nhudom & té bao gan va té bao dong Sinousoid. Tuy binh thuong dugc nhudm
bang khang thé B7-H3 BRCA68D bidu hién sy nhuém nhiéu tiéu diém trong sgi colagen
va biéu md. Té bao thugng than binh thudng dugc didu tri bing khéng thé B7-H3
BRCAG68D, thé hién sy nhudm trong vé. Khi nhuom bing BRCA68D & nong d 0,156
pg/mL, tAt c4 t& bao ung thu da day, than va budng trimg d&u biéu hién THC bang 5/5+.

Phén tich nhudm IHC b sung dugc tién hanh trén mau mo ung thu da day, than
va budng trimg. Céc két qua ciia phén tich nay dwoc thé hién trong Bang 12. Trong
Bang 11, ky tu s6 chi sb lugng véi diu cong (1= +, 2= ++, 3 = ++1); mdi ky tu sd chi

mdt mau thir nghiém khéc nhau.

Bang 11
mAb pg/mL Ung Ung thwe | Ung thw
thw da than budng
day trirng
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BRCA84D 0,625 2,1222112,1,1,1 0,3,1,2,2
pg/mb,
0,078 1,0,0,1,0 [0,1,0,1,0,1 [0,2,0,1,1
pg/mbL

BRCA68D | 0,156 323330332333 |23,3,2.2
pg/mL,
0,0195 2,12,1,11222222 [122,1,1
ug/mL

OVCA22 |10pg/mL [3,1,3,1,1[3,1,23,02 |23.2,1,1
2,5 pg/mL [2,02,1,0]2,1,1,2,0,1 |1,2,1,0,1

TES7 5pug/mL  [2,132,1[23,1,22,1 [13,1,2,2
1,25 pg/mL [ 2,02,1,1[2,2,1,1,1,1 [13,1,2,2

Tém lai, tht ca cAc mADb dugc thir nghiém thé hién cuong dd nhudém khac nhau
trong gan, tuy, rudt két va phdi binh thuong. Fig.1A thé hién cac két qua cua nghién
ctru THC duoc tién hanh bing c4ch st dung céc mAu phim mo tuy, gan, phéi va rudt két
binh thuomng véi BRCAR4D & ndng do 0,625 pg/mL va 0,078 pg/mL. Viéc nhudm gan
bi han ché twong dbi & t€ bao dong sinusoid (nguyén bao soi va té bao kupffer) bing
BRCAS84D va TES7. OVCA22 thé hién sy nhuom mang té bao gan bén canh sy nhudm
té bao dong sinusoid & ndng d6 t6i wu. Tuy nhién, sw nhudm & t& bao gan bién mét &
115ng d6 biét hoa. T4t ca cac mADb con lai thé hién sy nhudm & té bao gan bao gé)m su
nhudm mang hodc t& bao chat & ca néng d6 t6i wu va néng do biét hoa. Vi¢ nhudm tuy
duoc quan sat thiy chit yéu & sgi colagen va mot phén trim nho & biéu md (té bao hat
hodic/va t& bao éng gbp). Su nhudm & biéu mod giam di hodc bién mét & ndng do biét
héa. Sy nhudm rudt két bi han ché tuong d6i & mang dinh cia biéu m6 méng mit va
nguyén bao s¢i trong niém mac. Khong quan st thdy co lién két trong hach lympho ctia
rudt két. Phéi thé hién sy nhudm rdt yéu va khong déu & biéu md véi BRCA34D,
BRCA68D, BRCA69D va GBS. Tuy nhién, sy nhudm bién mét & ndng d6 biét hoa.
Khéng quan sét thdy sw nhudm & phdi véi TES7, OVCA22 va PRCA157 & cé hai ndng
d6. Sy nhudm voé thugng than dugc quan sat théy v6i hau hét tht ca cac mAb & néng do
t8i vy, ngoai trirt BRCA84D. Sy nhudm trong thuong than giam di 16 rét véi TES7 va
OVCA22 & n(“)ng dd biét hoa. Tim va than khong thé hién su nhudm rd rang véi tAt ca
cac mAb (Fig.1B). V& c4c tinh chét nay, BRCA84D duoc coi la t5t nhét trong cac mAb,
sau d6 dén tht tu 1a (2) TES7, (3) OVCA22, (4) nhém BRCA68D, BRCA69D va
PRCA157 va cubi ciing 1a (5) GBS.
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T4t ca cdc mAb dugc bao gdm trong nghién ciru déu thé hién sy nhudém duong
trong 4 loai ung thu & ndng d6 t6i wu. O ndng do biét héa, BRCAS4D van duy tri dugc
su nhudm tét trong ung thu tuyén tién liét, ung thu va va ung thu rudt két. TES7 duy tri
duoc su nhudm 6t trong 4 loai ung thu nghién ciru. Cac mAb con lai thé hién cac cuong
dd nhudm khac nhau trong cic loai khéi u khac nhau. Viéc nhuém mau khéi u duoc
quan sat & t& bao khéi u va té bio md dém, bao gdbm hé mach. Mot s6 mAu khdi u thé
hién sy nhudm dwong chi trong hé mach, tic la BRCA84D, BRCA69D, TES7 va
PRCA157. Mt s khéi u thé hién sy nhudm mé dém manh hon so v6i sy nhudm t€ bao
Khéi u. Khi cac mAb duoc chudn do dén ndng do thip hon trén cac mAu nay, thi mot s6
truong hop thé hién sy nhudm giam hodc khong nhudém trong té bao khéi u, nhung vin
duy tri dugc sy nhuém mod dém manh. Nhin chung, dbi voi su bidu hién trong cac mb
binh thuong cua ngudi va su biéu hién biét hoa trong cac md binh thuong so véi md
khdi u, thir tu mAb tir tinh héng THC tbt nhit dén tinh ning kém nhét 13 nhu sau day:
(1) BRCA84D, (2) TES7, (3) OVCA22, (4) nhém BRCAG68D, BRCA69D va PRCA157
va cubi cing 1a (5) GB8. Bang 12 va Fig.2 thé hién céc két qua dbi véi khang thé
BRCAR84D.

Bang 12
Loai md ung thu BRCA84D BRCAS84D
0,625 pg/mL 0,078 pg/mL
Tuyén tién liét | 3/3+ 3/4+
Vi 4/4+ 5/5+
Rudt két 4/4+ 4/4+
Phdi 4/4+ 3/4+

Vidu?2
Tinh phén @mg chéo ciia B7-H3 ctia khi dudi dai

Trinh tu cia B7-H3 cta khi dubi dai c6 dd tuong dbng khoang 90% vdi trinh tw
ndy cia ngudi, d& xult rang khi dudi dai 1 mé hinh t6t dé twong tac véi B7-H3 cia
nguoi. Nghién ctru duge tién hanh d& danh gi4 tinh phan tmg chéo clia cac Ung vién cua
B7H3 13 BRCA84D, BRCA68D, BRCA69D, TES7, OVCA22 va PRCALS7 v6i tuyén
thuong thin, gan, thén, tuy va phdi cling nhu trudong hop nhau thai day ky cua khi dudi
dai, dé so sanh tinh phéan ng chéo bét ky v6i cudong d6 nhudm va dAu nhudm quan sat

thay & mo6 nguoi.
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Nong d6 nhudm ctia moi Mab thir nghiém la néng do toi vu dugc xéac dinh & té

bao dbi chimg duong Caki-2 va Hs700T (xem Bang 8). Khang thé khang B7-H3 cla

ngudi & dé ban trén thi truong (dwoc phan tng chéo voi khi dudi dai) dugc chon lam

khang thé déi chimg dwong dé nhudm md nhau thai ctia khi dudi dai. Déi chimg isotyp

tuwong ing dugce sit dung trong mdi 14n thyc hién thir nghiém. Cac két qua nghién ctru

duge thé hién trong Bang 13.

] Bang 13
mAb Tuyén Gan(2) Tuy(2) Than(2) | Phoi(2) Nhau
thwong thai(1)
than(2)
BRCAg4 T€ bao mang
D Ao A Ao Ao 1/2 rung 2+
0.625 Amtinh | Amtinh | Amtinh | Amtinh Bidu m 1+| T& bao trung
pg/mL mo am tinh
22
T¢ bao gan IO
BRCAG68 1+ (m) 12 Té¢ bao mang
D ve3+ | Tébao | Soizt | NBUWER | A tinn |TWIS nhung
0,156 e A A bao soi 1+ mao, t€ bao
g/mL ong - \Bicumo 1+ trung mo 3+
H Sinousoid
1+
BRCA69 A T€ bao mang
D 12 12 Nguyén X rung 2+,
V62+ |Teébaogan |,.2 A bao sgi 1+ | Amtinh | nhung mao,
0,156 Biéu mo 1+ . X £ 1
s 1+ (m) hiém te bao trung
HE mo 2+
TES7 A A A Ao s A A
Amtinh | Amtinh | Amtinh | Amtinh | Am tinh Am tinh
5 pg/mL
OVCA22 Amtinh | Amtinh | Amtinh | Amtinh | &m tinh Am tinh
10 pg/mL
Té bao mang
PRCA157 ] 1/2 R A X rung 2+,
0,078 Vo6 1+ |Tébaogan| Am tinh Amtinh | Am tinh n,hung mao,
pg/mL 1+ (m) t€ bao trung
md 1+
Luu y: BRCA84D thé hién su nhudm 4m trong gan va tuy ¢ nong do lén t6i 5 pg/mL.
Mic di OVCA22 khong lién ket v6i md khi dudi dai trong IHC, quan sat thay c6 lien
ket vira phai véi B7H3 tai to hop cta khi dudi dai trén té bao CHO. Di€m sb IHC & cac
md binh thudong 12‘} s6 am, hé bac 1+, 2+ va 3+ 4; m=mang; 2/2= 2 trong s0 2 trudong
hop, %= 1 trong s0 2 trudng hop

Nghién ctru v& sy nhuém IHC bing BRCA84D (0,625 pg/mL) trong nhau thai

khi duéi dai biéu hién sy nhudm trong té bao mang rung, nhung khong trong nhung
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mao. Khong quan sat thy su nhudm trong gan va tuy cua khi dudi dai, tuy nhién, lai
quan sat thiy sy nhudém té bao dong Sinousoid & gan ngudi va quan st thay sy nhudém
soi va biéu mo d3 dinh vi & mo tuy nguoi.

Nghién ctru vé& sy nhudém IHC bang BRCA68D (0,156 pg/mL) trong nhau thai
khi dudi dai biéu hién sy nhudm trong t& bao mang rung, té bao trung md (ndi md va
nguyén bao s¢i) va nhung mao. Sy nhudém c6 trong mang té bao gan va té bao chét cia
nguyén bao sgi gan, cling nhu trong s¢i tuy va trong té bao chét cua biéu mo tuy. Do
d6, moé gan va tuy ciia ngudi va khi dudi dai thé hién cdc ddu nhudm twong ty véi

BRCAG68D.

T6m lai, BRCA84D, BRCA68D, BRCA69D va PRCA157 déu thé hién tinh phan
g chéo & md ciia khi dudi dai. BRCA84D khong thé hién sy nhudm trong gan va tuy,
ctia khi; sy nhudém nay duoc quan sat trong cdc mo gan ngudi va tuy ngudi. BRCA68D
va BRCA69D thé hién cudong dd nhudm va dAu nhudm tuong tu trong cdc md & khi.
Mic dit BRCA68D, BRCA69D va PRCA157 thé hién déu nhudm twong duong véi md
ngudi, cuong d6 nhudém nay khong gidng hét véi mod ngudi trong céc diéu kién t6i uu.
TES7 va OVCA22 khéng thé hién sy nhudm bét ky trong cac md & khi trong céc didu
kién t6i vu.

Tém tét vé cac két qua so sanh nhudm IHC ¢ md khi dudi dai va md nguoi duge

néu trong Bang 14.

Bang 14
mAb Thwong Gan Tuy Thén Phoi | Nhau thai
than ’
BRCA84D e  bao
0,625 12 e e
s R R n n . +
pg/mL Amtinh | Amtinh |Amtinh | Amtinh |Bicu mé Té bio
Khi dudi 1+ o
dai trung mo
am tinh
%/ ? bio Té  bao
BRCAS84D © D0\ pidy mo ... |mang rung
0,625 A dong 1+ A Bicu mb 1), " fhun
’ Am tinh | Sinousoid | .o Amtinh |1+, >, NG
pg/mL z | 5%, 0 mao,  t€
. 2+, Té : 5-10% X
Ngudi bio an Soi 2+ bao trung
1+ g mo 1+
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5-10%
2/2 X X
BRCA68D Te  bio g
gan 1+ |1/2 A mang
0,156 (m) Soi 2+ Nguyén | rung,
pg/mL Vo 3+ TE b B: 2 . | bdo sogi | Amtinh | nhung
Khi dudi © baoBIeu MmOy g, té
) don 1+ mao,
dai ong bao trun
Sinousoid N &
1+ mo 3+
Té bao Té  bao
BRCA68D dong Bid . | Nguyén mang ryng
0,156 Sinousoid o0 MO a0 soi | Biéu md | 3+, nhun
’ V6 3+ (| 1+ - > Tng
pg/mL 2+, Té Soi 2+ 1+ 1+ mao, t&
Nguoi bao gan| - hi€m bao trung
2+ (m) mo 3+
BRCA69D \ Te  bao
1/2 Nguyén mang rung
0,156 Té  bao | V2 ba i 2+, nh
pg/mL Vo2+ | Bidu mo | 2% 9| Amtinh >, [HUDG
) e gan 1+ 1+ mao, té
Khi duéi 1+ . X \
dai (m) hiém bao trung
mo 2+
Té bao
BRCA69D Té  bao |Biéu mod N‘guyen N A mang rung
0,156 V6 3+ o+ | 1+ bao soi | Biéu mé | 3+, nhung
/mL © gan 1+ 1+ £
pg/md (m) Soi 2+ : mao,
Nguoi ‘ hiém bao trung
mo 3+
PRCA157 Te - bao
0.078 1/22 ‘ mang rung
pgml | Votr |0 ") Amtinh | Amtnh |Amtinh 2+, nhung
Khi dudi gan + mao, te
dai (m) bao trung
, mod 1+
Té  bao
g%(;SA w7 (Si'(i)rrllc%usoid Biéu md A A Khong
’ Vé 2+ | 1+ 5% Amtinh | Amtinh | dugc xac
pg/mL 2+, Té€ . )
- . Soi 2+ dinh
Nguoi bao gan
1+ (m)
Vidu3

mAB B7-H3 lién két v6i nhidu dong té bao ung thu ATCC

Khang thé theo séng ché dugc phat hién 1a c6 kha néng lién két v6i nhiéu dong

té bao ung thu c6 trong cac bd suu tép cua Bo suu tap Gibng chuin Hoa Ky. Bang 15
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va Bang 16 tom t4t cac két qua lién két.

Bang 15
Khing thé
Dong té
bio BLAO0S BRCA68D | BRCA69D | BRCA84D | PRCA1S7

Dong té bao binh thwong

HMEC ++H/+++ +++ +++ ++

HUVEC ND ++ +/++ +/— +/++
Dong té bao ung thw vi & ngudi

BT474 +++ ++ ++H/+++ +/++ ++/+++
MCF7 +++ ++ ++/+++ + ++
MDA175 ND

MDA361 ND ++ +/+/— ++
SKBR3 +++ ++

Dong té bao ung thw phéi 6 nguwdi

A549 +++ +/+/— +/— +/—
Calu3 +++ +/++ + +/++
SKMESI +++ ++ ++/+++ +/++ ++
Dong té bao ung thw budng trirng & nguvi

ES-2 +++ +/—

SKOV3 +++ ++ +/4++ +/+/— ++
Dong té bao ung thw tuy & ngwdi

Panc-1 /4 +/++ +/++ +/+/— +/++
AsPC-1 +++

HPAFII +++

Hs700T +++ ++/+++ +++ +++
Dong té bao ung thw rudt két & nguoi

Colo205 ND

HT-29 +++ + + +
SW480 +++ +/— +/—

SW948 ND + +

Dong té bao ung thw thin & ngwoi

293 +++ ++ ++ + ++/+++
786-0 +++ ++ ++ + ++/+++
A498 +++ ++ ++ ++ ++/+++
Caki2 +++ +++ +++ ++ A/t
Dong té bao khong phai cia nguwoi

Cos7 +++ + +/4++ +/— +/++
RL65 -

SVT2 ND

Dong té bao ung thw tuyén tién liét & ngudi

22Rv1 +++ _
DU145 +++ + + + +/+/—
LNCaP +++ ++ ++ +/++ ++/+++
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PC3 +++ +/+/— +/— +/— +/—
TDH ND +/+/— +/+/— +
Dong té bao ung thw da day & ngudi
HS746T ND +/++ +/++ + ++
N87 ND +/++ +/++ +/— +/++
Bang 16
, Khang thé

D‘L‘;’f} ® | TDHO6 | OVCA22 GBS SG27 TES7
Dong té bao binh thwong
HMEC
HUVEC +/+/— +/— +/—
Dong té bao ung thw vii & ngudi
BT474 +/++ + ++ +/++ +/++
MCF7 + + ++ +/+/— +
MDAI175 ++
MDA361 +/+/— +
SKBR3 ++
Dong té bao ung thw phoi ¢ ngwdi
A549
Calu3 +
SKMES1 +/++ +/— +/++ + +
Dong té bao ung thw budng trirng & nguwoi
ES-2
SKOV3 + +/+/—
Dong té bao ung thw tuy & ngwoi
Panc-1 +/+/— + +/— +/+/—
AsPC-1
HPAFII +
Hs700T + +++ +++ + +++
Dong té bao ung thw rudt két & ngwoi
Col0205 +
HT-29 + +/+/— +/+/—
SW480 +/— +++
SW948 +/— +
Dong té bao ung thw thin & nguwoi
293 +/+/— + +/+/— +
786-0 + +%* +/— +
A498 + +/++ +/++
Caki2 ++ + +++ +/++ ++
Dong té bao khéng phai ciia nguwoi
Cos7 + +/+/—* +/—
RL65
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SVT2 \
Ung thw tuyén tién liét & ngwoi
22Rv1 +
DU145 +/— +
LNCaP +/+/— + +* +/+/— +
PC3
TDH +++ +/— +/—
Dong té bao ung thw da day & nguoi
HS746T + +/+/— +/— +/—
N87 +/+/— +/—
Vidu4

Tiéu diét ddi huéng mAB B7-H3

Khang thé theo sang ché lién két v6i B7-H3 ¢6 mit trén bé mit clia té bao ung
thu. Bang cach st dung céc phuong phép thong thuong, cac khang thé nay c6 thé dugc
danh d4u bang fluorescein, nhu dugc mo ta & trén. Khi cac phén tir dugc danh du nay
duge 1 v6i sw c6 mat ctia phan tt UDART™ c6 mién lién két epitop lién két v6i thu thé
té bao T va mién lién két epitop lién két voi fluorescein (“TCR-UDART™”), chung c6
thé lién két v6i phan tt DART™ va vi thé dinh vi ching vao bé mat cla té bao bidu

hién B7-H3 va gdy ra su tidu diét d6i hudng.
A. Dbi huéng su tidu diét t€ bao caxinom than A498

Pé ching minh sy tiéu diét d6i hudéng ndy, khang thé B7-H3 danh diu
fluorescein dugc @ véi phan tt TCR-UDART™ nay va kha nang didu tiét qua trinh gay
doc t& bao d6i véi té bao caxinom than A498 ctia phén tir dugc dénh gia (Bang 17). Dua
trén co s& cac két qua c6 duge, cac ung vién hang dau dugc két luan 1a: RECAL3,

BRCA68D, BRCA69D va TDHS.

Bang 17: Tiéu diét dbi hwéng ddi véi té bao caxinom

than A498
mAb Khéng c¢6 | C6 TCR- | FACS

UDART™ UDART™

Trung binhTrung binh MFI
BCCAG66 -1,04 46,39 43,30
BLAS 1,35 49,19 50
BRCA165 0 5,11 5,46
BRCAS2 0 55,53 41,7
BRCA68D 0 36,89 83,7
BRCA69D 0 54,71 84,1
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Béang 17: Tiéu diét ddi hwéng ddi véi té bao caxinom
thin A498
mAb Khong ¢6 | C6 TCR- | FACS

UDART™ |UDART™

Trung binhTrung binhl MFI
BRCAS84D 0 72,40 30,6
GBS 4,00 42,00 17,9
KID1 0,38 52,08 18,5
KID13 26,39 58,20
KID3S -1,68 7,62
LUCA1 9,85 52,73 52,9
OVCA21 -0,85 47,59 6,04
OVCA22 0,36 38,66 53,9
OVCA25 -2,86 16,70
PA40 -0,46 40,54
PRCAI123 0 56 130
PRCA135 0 55 127
PRCA157 0 39,14 58,8
RECA13 0 38,62 39,8
RECA22 -0,24 51,74 99,90
RECA9 0 62 50,1
SAL3 4,94 52,23 60,5
SG24 -2,25 42,00
SG27 -3,98 0,21
SKIN2 3,11 56,44 45,8
STOS 2,91 37,84 36,7
TDH36 -1,03 53,52 155,00
TDH37 0,05 65,21 47,50
TDH4 5,09 50,63 45,9
TDH40 -0,65 44,55
TDHS 2,92 49,60 28,8
TDH6 0 70,10 19,5
TES7 6,23 52,89 17,5

Té bao caxinom thin A498 dugc u v6i céc ndng d6 khéac nhau cua khang thé don
dong ¢6 phan g khang B7-H3 dé x4c dinh sy tiéu diét doi huéng phu thude vao lidu
dugc didu tiét boi khang thé. K&t qua cta cac thir nghiém (Fig.3A-Fig.3B) cho thy rang
su tiéu diét d6i hudng 1a phy thude vao lidu.

B. i huéng sy tidu diét té bao ung thu phoi A549
D4 chimg minh thém v& sy tiéu diét ddi huéng nay, khéng thé B7-H3 dénh diu

fluorescein dwgc G véi phan t& TCR-UDART™ md ta ¢ trén hoic véi phén tr
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UDART™ ¢6 mién lién két epitop lién két v6i CD16 va mién lién két epitop lién két
v6i fluorescein (“CD16-UDART™”), va kha ndng diéu tiét qua trinh gay doc té bao ddi
v6i té bao ung thu phdi A549 clia cc phan tir ndy duge ddnh gia (Bang 18). Két qua
cua céac thi nghiém (Fig.3C-Fig.3D) thé hién rang su tiéu diét d6i huéng phu thude vao
lidu. Dya trén co s& cac két qua c6 dugc, cac ing vién hang du dugc két luan 1a: BLAS,

BRCA68D, BRCA69D va BRCA84D.

Bang 18: Tiéu diét dbi hwéng dbi véi té bao ung thw phoi A549
mAb Khoéng c6 | C6 TCR- | C6 CD16- | FACS
DART™ |UDART™| UDART™
Trung binhTrung binh/Trung binh) MFI

BCCAG66 1,89 25,17 8,22 36,1
BLAS 7,70 10,97 3,68 34,7
BRCAS52 0 27,63 37
BRCA68D 4,42 13,45 15,95 58,3
BRCA69D 0 24,25 60,5
BRCAS84D 0 15,33 25
GBS -8,68 2,44 4,65 17
KID1 0 22,93 41
LUCAL1 0 14,65 53
OVCA21 2,43 18,90 7,22 31,5
OVCA22 0 32,90 61
PRCA123 7,68 29,88 17,31 79,4
PRCA135 -6,58 22,72 8,14 75,6
PRCA157 0,02 18,63 18,24 443
PSMA -0,70 5,58 9,94

RECA13 0,86 17,39 11,90 34,4
RECA22 3,71 20,49 19,35 74,3
RECA9 7,01 26,89 31,80 443
SAL3 0 31,80 67,4
SKIN2 -0,08 8,65 9,33 41,9
STO5 -10,36 9,28 1,71 54,7
TDH36 6,79 24,12 24,08 107
TDH37 6,93 22,57 23,37 42,3
TDH4 6,26 10,07 2,21 32,4
TDH40 4,87 22,01 24,90 53,3
TDH5 -5,08 9,35 2,85 27,1
TDH6 0 19,09 21,3
TES?7 0 19,35 15,7

C. Pbi hudng su tiéu diét t€ bao ung thu tuyén tién liét LNcap

Pé chirng minh tiép su tidu diét dbi hudng nay, khang thé B7-H3 dugc danh diu
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fluorescein dugc i v6i phan tit TCR-UDART™ néu trén ho3c véi phan tt UDART™
6 mién lién két epitop lién két véi CD16 va mién lién két epitop lién két véi fluorescein
(“CD16-UDART™”), va kha nang didu tiét qua trinh gy doc té bao cua té bao ung thu
tuyén tién liét LNcap cta phén tir dugc danh gid (Bang 19). Dya trén co s6 céc két qua
c6 duge, cac Gng vién hang diu dugc két luan 1a: BRCA68D, BRCA69D, BRCA84D
va PRCA157.

Bang 19: Tiéu diét ddi hwéng abi voi té bao ung thw tuyén tién liét
LNcap
mAb Khéng cé | C6 TCR- | Co CD16- | FACS
DART™ |UDART™| UDART™
Trung binhTrung binh| Trung binh| MFI

BCCA4 -2,96 13,29 2,47 5,1
BCCA66 -2,13 13,42 16,40 41
BLAS 4,32 14,97 24,00 48,4
BRCA165 3,59 57,26 12,02 7,6
BRCA183D -4,65 43,09 35,30 7,6
BRCAS2 32,34 71,23 48,28 42,5
BRCA68D -1,40 23,00 21,91 86,9
BRCA69D 40,08 78,02 60,55 92,4
BRCAS84D 20,11 78,70 41,27 16,4
GBS -6,25 14,04 10,76 22
KID1 54,65 91,87 67,86 44,8
KID13 15,86 69,21 47,85

KID133 27,51 45,65 47,12 120
KID24 -4,26 34,13 41,17 14,5
KID35 14,17 64,01 33,05

KID47 11,34 39,49 15,02 10,8
KID8 16,98 58,80 34,77 5,5
LUCA1 47,40 89,31 67,15 73
LUCA17 23,18 26,90 35,87 11,1
LUCATI 8,25 22,36 21,49 6,9
LUCAT7 26,50 38,29 44,77 8,7
MCL12 26,62 35,59 46,38 17,6
MEL?2 6,57 29,90 31,40 19
OVCA21 12,07 26,81 31,30 41
OVCA22 45,09 96,50 77,30 113
OVCA25 16,14 63,26 32,39

PA22 1,73 57,70 9,89 8,9
PA33 8,99 34,49 48,14 9,4
PA40 38,42 73,07 63,65

PRCA123 9,96 14,39 18,38 125
PRCA135 -3,75 8,89 13,64 123
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Bang 19: Tiéu diét ddi hwéng dbi véi t& bao ung thw tuyén tién liét
LNcap
mAb Khoéng c¢6 | C6 TCR- | C6 CD16- | FACS
DART™ |UDART™| UDART™
Trung binhTrung binh Trung binh| MFI

PRCA157 1,05 17,07 15,43 16,4
PSMA 11,52 31,38 34,79

PSMA 52,82 71,19 66,04

RECA13 5,86 22,55 15,40 37
RECA22 7,33 24,65 23,54 22,5
RECA9 27,67 52,54 45,14 53
SAL1 2,76 17,87 44,52 6,5
SAL2 8,71 30,68 29,17 14,5
SAL3 43,79 92,60 76,46 105
SG24 12,64 66,82 44,99

SG27 1,37 55,30 16,96

SKIN2 -2,04 14,81 24,23 73,8
SPL16 9,97 29,90 23,74 52
STO5 -1,48 21,11 24,97 61,3
TDH28 -4,23 18,55 15,04 13,3
TDH36 3,58 19,61 19,79 199
TDH37 7,90 18,78 25,22 57,3
TDH4 14,48 37,96 54,64 45,2
TDH40 8,51 44,55 43,87 79,3
TDH5 7,35 48,71 38,15 29,1
TDH6 4,50 54,59 19,73 41,7
TES?7 50,15 94,47 73,40 22,4

Vidus
Kha niing cia mAB B7-H3 trong viéc lién két véi B7H3-2Ig dé tan va B7TH3-41Ig dé tan

Nhu néu trén, B7-H3 tdn tai trong ca dang chira mién 4 Ig (B7H3-41g) va dang
chira mién 2 Ig (B7H3-2Ig). Khang thé khang B7-H3 theo sang ché duoc thir nghiém
vé kha ning cta ching trong viéc lién két véi B7-H3 B7H3-2Ig dé tan (Fig.4A) va
B7H3-41g dé tan (Fig.4B). Khang thé dugc phat hién ra 1a biéu hién hang loat cac dic
tinh lién két. Khang th8 PRCA123, TDHS, BLA8, BRCA68D va SG24 dugc phat hién
ra 13 biéu hién lién két manh nhit véi B7H3-2Ig dé tan va céac khang thé TES7,
LUCAS50, BRCA165, OVCA22, STO9 va PA20 dugc phat hién ra 12 biéu hién lién két
yéu nhét véi B7H3-2Ig d& tan. Khang thé PRCA123, BRCA69A, BLA8 va BRCA68D
dwoc phat hién ra 12 bidu hién lién két manh nhét véi B7H3-4Ig d tan va khéng thé
TES7, OVCA21, BRCA165 va STO9 dugc phat hién ra 1 biéu hién lién két yéu nhit
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v6i BTH3-4Ig d& tan.
Vidu6

Su lién két bang 4i luc ctia khang nguyén trong dung dich v6i khang thé don dong duge
bét git

Pé chung minh 4i lyc lién két gitta khang nguyén trong dung dich va khang thé
don dong duge bt gift, thi cac khang thé duoc bét git trén cac manh Fab2 dgc higu [gG
Fc ¢ dinh & muc 100-200 RU. Khang nguyén B7-H3 va B7-H3(41g) dugc tiém lén trén
khang thé dugc bét gitt & ndng do bing 100nM (tdc do dong chay 20 pl/phut trong 120
gidy va lién két dugc xac dinh. Céac dap Gmg lién két dugc chuén hoa dén cling mot mirc
mADb dugc bit gitt va ddp Gng lién két v6i dbi ching khang thé m2B6 (mIgG1) dugc
trir di 1am mAu tréng. Cac két qua cta phén tich nay (Fig.5A-Fig.5S; duong nét lién;
B7-H3(41g) 100 nM; dudng nét dirt; B7-H3, 100 nM)) ching minh ring cac khing thé
theo sang ché biéu hién su lién két manh v6i B7-H3(41g).

Vidu?7
Phan tich BIACORE ™: D¢ chun ciia mAB B7-H3 dbi véi B7-H3 ¢d dinh

P& chimg minh 4i lyc lién két twong ddi cia B7-H3-2Ig va B7-H3-4lg dbi véi
céc khéng thé theo sang ché, phan tich BIACORE ™ dugc tién hanh. Khang thé B7-H3
theo sang ché duoc cho phép lién két véi B7-H3-2Ig c6 dinh hoge véi B7-H3-41g va do
chuin cua lién két theo thoi gian dugc danh gié (Fig.6A-Fig.6I). TDHS, PRCAI23,
BLAS8, BRCA69 duoc phat hién ra 1a c6 ai lyc cao ddi voi ca B7-H3-2Ig va B7-H3-41g.
Tuy nhién (c4c) epitop ciia ching dugc phat hién ra 1a chi yéu bi chin trong phan tit
B7-H3-4Ig, chi véi mot vai epitop la c6 s&n. OVCA22 duoc phat hién ra 13 c6 4i luc rat
thip ddi v6i ca B7-H3-2Ig va B7-H3-4Ig véi epitop cua nd d&u c6 sin trén ca hai phan
tir. Tuy nhién, co thé 1a chi c6 dang B7-H3-4Ig méi dem lai du d gﬁn cho lién két hoa
tr hai cia khang thé (tbc do tach thap), trong khi d6 B7-H3-2Ig c6 thé chi lién két hoa
tri mot. TDH6 dugc phat hién ra 13 rd rang co 4i lyc bat ky & mo hinh nay, véi lién két
v6i 2Ig c6 thé 13 khong dic higu. TES7 va PA20 duge phat hién ra la khang thé dic hiéu
B7-H4-41g véi &i luc thap. TES7 c6 thé c6 tde do lién két thip va tdc do tach cao hon
so v6i PA20. BRCA84D duoc phat hién ra 1a khang thé 4i luc trung binh vé6i kha ning
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c6 nhidu vi tri lién két trén ca B7-H3-2Ig va B7-H3-4Ig. Dya trén phan tich BIACORE
™ BRCAS4D do vj tri lién két khong thudng xuyén cia n6 dwgc coi la khing thé uu
tien. TES7 va PA20 duoc coi 13 Gng vién dé lién két dic hidu véi cac bé mit khéng
nguyén mét do cao va mot trong cac khang thé 4i luc cao-do dic hiéu thép (vi du,
BRCA69D hodc mot khang thé khac).

Fig.7 thé hién phan tich BIACORE™ so sanh gifta cdc khang thé PRCA157,
BRCA69D, BLAS, PA20, BRCA84D, GB8 va SG27, minh hoa ring khéng thé khang
B7-H3 theo sang ché c6 thé biéu hién hang loat tinh chat lién két.

Fig.8 thé hién d6 dic hiéu khong canh tranh ciia mot vai khang thé khang B7-H3
theo sang ché. Trong thir nghiém ndy, phan tir B7-H3 ctia ngudi duge 1 véi sy co mat
ctia khang thé BRCA84D va dugc dua vao phan tich BIACORE™. Sau khoang 3 phut,
khang thé khang B7-H3 thr hai dugc bd sung vao phan tng. Néu khéang thé thir hai
canh tranh v6i BRCA84D, thi s& phat hién ra 13 vi tri B7-H3 bi bit va khong thé lién
két. Cac két qua chi ra ring khang thé BRCA68D, BRCA69D va PRCA157 khong canh
tranh véi BRCA84D dé lién két véi B7-H3 clia ngudi.

Vidu 8
mAB khang B7-H3 thu nhén trén dong té bao CSC va ATCC

Kha nang ctuia khang thé khang B7-H3 theo sang ché trong viéc bt d4u thu nhan
khi lién két voi té bao ung thu dugc nghién ciru. Té bao CSC tuyén tién liét va té bao
tuy Hs700t dugc 0 vé1 khang thé khang B7-H3. Khé ning sbng cua cac té bao nay dugce
x4c dinh sau khi 0 v&i sy c6 mat cia khing thé thir cdp khang chuot nhit tiép hop
saporin ma c6 doc dbi v6i cac té bao nay néu lién két voi khang thé so cip va dugc thu
nhén. Céc két qua ciia nghién ctru nay d6i véi t& bao CSC tuyén tién liét (Fig.9A) va
dbi véi té bao tuy Hs700t (Fig.9B) ching minh kha néng cia khang thé theo sang ché
trong viéc bt d4u thu nhan vao té bao.

Vidu9
Phan tich su lién két va phong bé chéo ctia mAB B7-H3 bang ELISA
Dé nghién ciru vé tinh phan ung chéo cua cac khang thé theo sang ché va cac

epitop dugc nhén dang béi cac khang thé nay, thi mrc do lién két dién ra khi c6 mit
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khang th& B7-H3 canh tranh s& dugc do. Cac két qua cita phan tich nay dugc thé hién
trén Fig.10A-Fig.10F va cho thdy ring BRCA68D canh tranh v6i BRCA69D. TES7 va
OVCAZ22 con dugc phat hién ra 13 canh tranh v6i nhau, nhung TES7 dugc phat hién 1a
con canh tranh véi ca BRCA68D va BRCA69D nhung OVCA22 thi khong. GB8 duoc
phét hién 1a canh tranh véi SG27 dé lién két véi B7-H3-2Ig nhung B7-H3-41g thi khong.
S lidu dugc tom tit trong Bang 20 va thé hién it nhit bbn epitop riéng biét dbi voi BT-
H3-4Ig (tirc 13 epitop duwgc nhan dang boi SG27, epitop duge nhén dang bai GBS, epitop
duge nhan dang béi OVCA22 va TES7 va epitop duge nhén dang béi BRCA68D,
BRCA69D va TES7) va it nhét hai epitop dbi voi B7-H3-2Ig (tic 1a epitop dugc nhdn
dang boi SG27 va GBS va epitop dugc nhan dang boi BRCA68D va BRCA69D).

Bang 20
Tém tit phén tich vé kha ning phong bé chéo ciia mAB B7-H3 bing ELISA
Khang thé

Khéng thé (% Lién két so vé6i MIgG)

canh tranh B7-H3 41 B7-H3-21Ig

Khéng thé BRCA | BRCA OVCA BRCA | BRCA

GBS |"op | 68D | ' ©°7 | 2 GB3 | "con | 68D

GBS 50,211 |119,105]108,948] 87,480 | 98,142 | 26,618 | 84,408 | 94,710
TES7 111,234/109,390(108,425| 1,605 | 16,268 |100,645| 90,734 | 99,515
OVCA22 121,783[112,322[100,813] 3,371 | 2,048 |100,423| 87,991 |102,766
TDH6 105,591]105,065[100,494] 99,839 | 96,701 |100,089| 66,086 |100,728
SG27 101,266]103,021] 97,763 | 78,331 | 87,789 | 64,421 | 89,927 | 94,225
BRCA68D 105,934/ 40,284 | 43,144 | 4,815 |102,655| 98,888 | 7,635 | 7,425
BRCA69D 102,558| 66,291 | 71,441 | 4,334 | 96,928 | 94,952 | 17,346 | 17,059
MIgG 100,000/100,000{100,00 [100,000[100,000{100,000/100,000{100,000

C4c thudc tinh ciia khang thé khang B7-H3 then chdt ciia sang ché duogc thé hién
trong Bang 21 Dua trén sy nhudm biét hoa cac md binh thuong va mé ung thu dugc
biéu hién ciia chiing, kha nang lién két cuia chung véi B7-H3-41g cling nhu B7-H3-2Ig,
cac 4i lyc lién két cia chiing nhu do dugc bang phan tich BIACORE™ m5 ta ¢ trén va
kha ning cuia ching trong viéc lién két v6i B7H3 cla khi dudi dai, khang thé,
BRCA68D, BRCA69D, BRCA84D va PRCA157 dugc danh gid la cac khang thé duoc

uu tién nhat.

Bang 21 v
mAb BRCA| TDH |TES7| BRCA [BRCA | GB8 | SG |OVCA | PRCA
84D 6 68D | 69D 27 22 157
Isotyp Gl/k | Gl/k | Gl/k| Gl/k | Gl/k |Gl/k| 2b/k | Gl/k | Gl/k
IHC 2a 2a 2a 2b 2b 2b 2b 2¢ 2¢c
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Bang 21
mAb BRCA| TDH |TES7| BRCA |[BRCA | GB8 | SG |OVCA |PRCA
84D 6 68D 69D 27 22 157

Diay ATCC 2 1 1 3 3 3 1 3 2
Mo binh thwong

Rudt két 1+ | 1+ 1+ 1+ 2+ 2+

Phéi 1+ | 1+ 1+

Gan 1+ 1+ 2+ 2+ 1+ 2+ 2+

Thén 1+ 1+ 1+ 1+

Tuy 1+ 1+ 1+ 2+

Da 2+
M6 ung thw

Rudt két 1231%|1110*%| 1,5 | 2321* | 2231* 1221*%| 1122 | 2231*%*

Phéi’ _ 1130 | 1010 | 1,75 | 3332 | 3231 1120 |3131%*| 3231

ll;é‘tye“ tem o | 111 | 3 | 333 | 333 222 | 222 | 333

Vi 1111 | 1011 3 3333 | 3333 1122 | 3233 | 2333
Thu nhan + + + + + + + + +
U-DART™ + + + + + + + + +
Do dic hiéu 41g | 4lg AT 41g 41g | 41g | 4lg AT 41g

g | 20 | Y8 | 21g | 21g | 21Ig | 2Ig & | 21g
Nhom epitop | A | B | C D D E | F G H
BIACORE™ | + +/- + ++ ++ - + + +/-
Khi du6i dai
Lién két B7-| ++ + - ++ ++ ++ + + ++
H3
Luuy: * chi sy nhudm moé dém  ** nhuém mo dém 3+
Vidu 10

Khéng thé khang B7-H3 dugc bién dbi gidng nhu ctia ngudi

Khang thé don dong BRCA84D dugc bién d6i giéng nhu cla ngudi dé tao ra

khéng thé (dugc goi chung 1a “hBRCA84D”) mang lai tidém nang tri liéu cai thién &

ngudi. Céc trinh ty clia chudi nhe bién dbi va chudi ning bién doi va céc trinh tu axit

amin va polynucleotit twong g ctia chiing ciia khang thé dugc bién dbi giéng nhu cua

ngudi thu duge (duge ky hiéu trong ban mo ta nay 1a “hBRCA84D-1") dugc néu dudi

day:

Chudi nhe bién dbi cia BRCA84D-1 duoc bién dbi gidng nhu ctia ngudi (SEQ

ID NO:68):

-140-




30003

DIQLTQSPSF LSASVGDRVT ITCKASQNVD INVAWYQQKP
GKAPKLLIYS

ASYRYSGVPS RFSGSGSGTD FTLTISSLQP EDFATYYCQQ
YNNYPFTFGQ

GTKLEIK

Trinh tu polynucleotit ma hoa chudi nhe bién ddi cia BRCA84D-1 dugc bién
dbi gidng nhu ctia ngudi (SEQ ID NO:69):

gacatccage tgacccagtc ccccteette ctgtetgect cegtgggega
cagagtgacc atcacatgca aggectecca gaacgiggac accaacgtgg
cctggtatca gecagaagect ggcaaggeec ctaagetget gatctactcc
geetectace ggtactcegg cgtgecttee aggticteeg geteeggcte
tggcaccgac ttcaccctga ceatctecag cctgeagect gaggacticg
ccacctacta ctgccageag tacaacaact acccttteac cttcggecag

ggcaccaagc tggaaatcaa g

Chudi nhe bién ddi cia BRCA84D-1 dugc bién déi giéng nhu clia ngudi CDR1
(SEQ ID NO:70): KASQNVDTNVA

Trinh tu polynucleotit m& héa chudi nhe bién dbi cia BRCA84D-1 dugc bién
d6i gidng nhu ctia nguedi CDR1 (SEQ ID NO:71): aaggccagte agaatgtgga tactaatgta gcc

Chudi nhe bién dbi cia BRCA84D-1 duoc bién déi giéng nhu clia ngudi CDR2
(SEQ ID NO:72): SASYRYS

Trinh tu polynucleotit ma héa chudi nhe bién doi cia BRCA84D-1 dugc bién
dbi gibng nhu cia ngudi CDR2 (SEQ ID NO:73): teggcatcect accggtacag t

Chui nhe bién dbi cia BRCA84D-1 dugc bién ddi gidng nhur ciia ngudi CDR3
(SEQ ID NO:74): QQYNNYPFT

Trinh tu polynucleotit ma hoa chudi nhe bién ddi cia BRCA84D-1 duoc bién

dbi gibng nhu cua ngudi CDR3 (SEQ ID NO:75): cagcaatata acaactatcc attcacg
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Trinh ty axit amin ctia chudi ning bién dbi cia BRCA84D-1 duoc bién ddi gibng

nhu cta ngudi (SEQ ID NO:80):

EVQLVESGGG LVQPGGSLRL  SCAASGFTFS  SFGMHWVRQA
PGKGLEWVAY

ISSDSSAIYY ADTVKGRFTI SRDNAKNSLY LQMNSLRDED
TAVYYCARGR

ENIYYGSRLD YWGQGTTVTV SS

Trinh tu polynucleotit ma hoa chudi ning bién ddi cia BRCA84D-1 dugc bién
dbi gibng nhu cta ngudi (SEQ ID NO:81):

gaggtgcagc tggtegagtc tggeggagga ctggtgeage ctggeggcete

cctgagactg tettgegeeg cetceggett cacettetee agettcggea

tgcactgggt ccgecagget ccaggeaagg gactggaatg ggtggectac

atctccteeg actcctecge catctactac gecgacaceg tgaagggeag

gttcaccatc tcccgggaca acgecaagaa cteectgtac ctgcagatga

actcectgeg ggacgaggac accgeegtgt actactgege cagaggeegg

gagaatatct actacggcte ccggetggat tattggggee agggeaccac

cgtgaccgtg tectet

Chudi niing bién ddi cia BRCA84D-1 dugc bién ddi gidng nhur ciia ngudi CDR1
(SEQ ID NO:82): FGMH

Trinh tu polynucleotit md hoa chudi ning bién dbi ctia BRCA84D-1 dugc bién
dbi giéng nhu ctia ngudi CDR1 (SEQ ID NO:83): titggaatgeac

Chudi ning bién dbi cia BRCA84D dugc bién ddi gidng nhu ctia ngudi CDR2
(SEQ ID NO:84): YISSDSSAIYYADTVK

Trinh ty polynucleotit ma hoa chudi ning bién ddi cia BRCA84D-1 duge bién
d6i gidng nhu cta nguoi CDR2 (SEQ ID NO:85): tacattagta gtgacagtag tgccatctac
tatgcagaca cagtgaag
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Chudi ning bién déi cia BRCA84D-1 dugc bién ddi gidng nhu ciia ngudi CDR3
(SEQ ID NO:86): GRENIYYGSRLDY

Trinh tu polynucleotit mi hoa chudi ning bién ddi ctia BRCA84D-1 dugc bién
dbi gidng nhur ctia nguoi CDR3 (SEQ ID NO:87): gggagggaaa acatttacta cggtagtagg
cttgactac

Fig.11A-Fig.11B thé hién viéc sép tﬁnh tw ctia gdc axit amin clia chudi nhe bién
dbi (Fig.11A) hoic chudi ning bién déi (Fig.11B) ciia BRCA84D va dan xuét dugce bien
d6i gibng nhu ciia ngudi cia né 14 hBRCAS84D.

P4 thu dwrgc loai hBRCAS4D biéu hién 4i luc céi thién ddi véi B7-H3 ciia ngudi,
thi polynucleotit md hoa chudi nhe hodic chudi ning cia hBRCA84D-1 (tic la
hBRCA84D-1VL hoiic hBRCA84D-1VH, mdt cach twong Gmg) duge dua vao qua trinh
gy dot bién va cac din xuét chudi nhe cia hBRCA84D-1 da dugc gy dot bién 13
hBRCAS84D-2VL, hBRCA84D-3VL, hBRCA84D-4VL, hBRCA84D-5VL va
HBRCA84D-6VL va cac din xult chui ning cia h(BRCA84D-1 da duge gy dot bién
12 hBRCA84D-2VH, hBRCA84D-3VH va hBRCA84D-4VH dugc phén lap va dic
trung héa. Trinh tu axit amin va trinh tu polynucleotit cua chudi nhe bién dbi va chudi

ning bién dbi ciia cac khang thé nay dugc trinh bay dudi day:
hBRCA84D-2VL (SEQ ID NO:89):

DIQLTQSPSF LSASVGDRVT ITCKASQNVD TNVAWYQQKP
GKAPKALIYS

ASYRYSGVPS  RFSGSGSGTD  FTILTISSLQP  EDFATYYCQQ
YNNYPFTFGQ

GTKLEIK

Polynucleotit md hoa hBRCA84D-2VL (SEQ ID NO:90):
gacatccage tgacccagtc ceceteette ctgtetgect cegtgggega
cagagtgacc atcacatgca aggcctecea gaacgiggac accaacgtgg
cctggtatca gecagaagect ggeaaggecc ctaaggeget gatctactce

gcctectace ggtacteegg cgtgecttee aggtictceg gcteeggcete
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tggcaccgac ttcaccctga ccatctecag cetgeagect gaggacticg

ccacctacta ctgccagcag tacaacaact accctttcac cticggecag ggeaccaage tggaaatcaa g

hBRCA84D-3VL (SEQ ID NO:91).

DIQLTQSPSF  LSASVGDRVS  VTCKASQNVD
GKAPKLLIYS

ASYRYSGVPS  RFSGSGSGTD  FTLTISSLQP
YNNYPFTFGQ

GTKLEIK

Polynucleotit ma hoda hBRCA84D-3VL (SEQ ID NO:92):

gacatccage tgacccagtc ccectectte ctgtetgect cegigggega
cagagtgtcc gtcacatgca aggectecca gaacgtggac accaacgtgg
cctggtatca gecagaagect ggeaaggeec ctaagetget gatctactcc
gectectace ggtactcegg cgtgecttee aggticteeg geteeggete
tggcaccgac ttcaccctga ccatetecag cetgeagect gaggacticg
ccacctacta ctgccageag tacaacaact accctttcac cticggecag
ggcaccaagc tggaaatcaa g

hBRCA84D-4VL (SEQ ID NO:93j:

DIQLTQSPSF ~ LSASVGDRVT  ITCKASQNVD
GQAPKLLIYS

ASYRYSGVPS  RFSGSGSGTD  FTLTISSLQP
YNNYPFTFGQ

GTKLEIK

Polynucleotit ma hoa hBRCA84D-4VL (SEQ ID NO:94):

gacatccage tgacccagte ceectecttc ctgtctgect cegtgggega

cagagtgacc atcacatgca aggcctecca gaacgtggac accaacgtgg
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cctggtatca geagaagect ggecaggcecc ctaagetget gatctactcc
gcctectace ggtactecgg cgtgecettee aggticiccg gcteeggcete

tggcaccgac ttcaccetga ccatctccag cetgeagect gaggacttcg
ccacctacta ctgccageag tacaacaact accctttcac cttcggeeag

ggcaccaagc tggaaatcaa g

hBRCA84D-5VL (SEQ ID NO:95):

DIQLTQSPSF LSASVGDRVT ITCKASQNVD [NVAWYQQKP
GQAPKALIYS

ASYRYSGVPS RFSGSGSGTD FTLTISSLQP EDFATYYCQQ
YNNYPFTFGQ

GTKLEIK

Polynucleotit md hod hBRCA84D-5VL (SEQ ID NO:96):
gacatccagc tgacccagte ceectecttc ctgtetgect cegtgggcega
cagagtgacc atcacatgca aggectecca gaacgiggac accaacgtgg
cctggtatca gcagaagect ggecaggece ctaaggcgct gatctactce
gcctectace ggtacteegg cgtgecttee aggttctceg getecggete
tggcaccgac ttcaccctga ccatctecag cctgecagect gaggacticg
ccacctacta ctgccageag tacaacaact accctttcac ctteggecag
ggcaccaagc tggaaatcaa g

hBRCA84D-6VL (SEQ ID NO:97):

DIQLTQSPSF LSASVGDRVT ITCKASQNVD INVAWYQQKP
GKAPKLLIYS

ASYRYSGVPS  RFSGSGSGTD  FTLTISSLQP ~ EDFAEYYCQQ
YNNYPFTFGQ

GTKLEIK
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Polynucleotit ma hoa hBRCA84D-6VL (SEQ ID NO:98):
gacatccage tgacccagtc cecetectte ctgtetgect cegtgggega
cagagtgacc atcacatgca aggcctccea gaacgtggac accaacgtgg
cctggtatca gecagaagect ggeaaggece ctaagetget gatctactee
gectectace ggtacteegg cgtgecttee aggtictecg gcteeggcetc
tggcaccgac ttcaccctga ccatctccag cetgeagect gaggacticg
ccgagtacta ctgccagceag tacaacaact accctttcac cticggecag
ggcaccaagc tggaaatcaa g

hBRCAS84D-2VH (SEQ ID NO:99):

EVQLVESGGG  LVQPGGSLRL  SCAASGFTFS
PGKGLEWVAY

ISSDSSAIYY ADTVKGRFTI SRDNAKNSLY
TAVYYCGRGR ENIYYGSRLD YWGQGTTVTV SS

Polynucleotit md hoa hBRCA84D-2VH (SEQ ID NO: 100):

gaggtgcagc tggtcgagtc tggeggagga ciggtgeage ctggeggctc
cctgagactg tettgegeeg ceteeggctt caccttetee agettcggea
tgcactgggt cegecaggcet ccaggeaagg gactggaatg ggtggcctac
atctceteeg actecteege catctactac gecgacacceg tgaagggeag

gttcaccatc tcccgggaca acgecaagaa cteectgtac ctgcagatga

actccctgeg ggacgaggac accgecegtgt actactgegg cagaggecgg

SFGMHWVRQA

LQMNSLRDED

gagaatatct actacggctc ccggetggat tattggggee agggeaccac cgtgaccgtg tectet

hBRCAS84D-3VH (SEQ ID NO:101):

EVQLVESGGG  LVQPGGSLRL  SCAASGFTFS
PGKGLEWVAY

ISSDSSAIYY ADTVKGRFTI SRDNAKNSLY
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TAMYYCGRGR

ENIYYGSRLD YWGQGTTVTV SS

Polynucleotit ma hoa hBRCA84D-3VH (SEQ ID NO:102):
gaggtgcage tggtegagtc tggeggagga ctggtgeage ctggeggcte
cctgagactg tettgegeeg cctecggett caccttctee agettcggea
tgcactgggt ccgecagget ccaggeaagg gactggaatg ggtggeetac
atctectecg actecteege catctactac geegacaceg tgaagggeag
gttcaccate tccegggaca acgecaagaa cteectgtac ctgeagatga
actccctgeg ggacgaggac accgcecatgt actactgegg cagaggecgg
gagaatatct actacggctc ccggetggat tattggggec agggeaccac
cgtgaccgtg tcctet

hBRCA84D-4VH (SEQ ID NO:103):

EVQLVESGGG  LVQPGGSLRL  SCAASGFTFS
PGKGLEWVAY

ISSDSSAIYY ADTVKGRFTI SRDNAKNSLY
TAVYYCARGR

ENIYYGSRLD YWGQGTTVTV SS

Polynucleotit ma hoa hBRCA84D-4VH (SEQ ID NO: 104):
gaggtgcage tggtcgagtc tggeggagga ciggigeage ctggeggctc
cctgagactg tettgegeeg ceteeggett caccttetee agettcggea
tgcactgggt ccgecagget ccaggeaagg gactggaatg ggtggcctac
atctcctecg actecteege catctactac geegacaccg tgaagggeag
gttcaccatc tcccgggaca acgecaagaa ctcectgtac ctgcagatga
actccctgeg gagegaggac accgeegtgt actactgege cagaggecgg

gagaatatct actacggctc ccggetggat tatiggggee agggeaccac
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cgtgaccgtg tectet

Bang 22 1iét ké cac dot bién duoc nghién clru cua chudi nhe bién d6i va chudi
ning bién déi cia hBRCAB84D; céc ky tu s dé chi hé danh s Kabat dugc sit dung trén
Fig.11A va Fig.11B.

Bang 22

Chudi nhe bién doi Chudi ning bién dbi
Vi tri Kabat 20 |21 |42 |46 |85 |Vitri Kabat 84 89 |93
BRCAS84D S |V |Q |A |E |BRCAS4D S |M
hBRCAS4D- |T |I |K |L |T |hBRCA84D- |D |V |A
1VL 1VH
hBRCAS84D- |T |1 |K |A |T |hBRCA84D- |D |V |G
2VL 2VH
hBRCAS4D- |S |V |K |L |T |hBRCA84D- |D |M |G
3VL 3VH
hBRCAS84D- |T |I |Q |L |T |hBRCA84D- |S |V |A
4VL 4VH
hBRCAS4D- |T |I |Q |A |T
5VL
hBRCAS4D- |T |I |K |L |E
6VL

Céc 4i luc lién két twong dbi ctia din xuat chudi nhe cia hBRCAS4D la
hBRCA84D-3VL, hBRCA84D-4VL va hBRCA84D-5VL dbi véi B7-H3 clia nguoi
duoc xac dinh bang cach tao ra khang thé chira cac ving bién dbi chudi nhe nay va
chudi ning BRCA84D-1VH thé kham (Fig.12). BRCA84D-5VL (K42Q, L46A) dugc
phat hién ra 13 c6 ai lyc lién két cao nhit cia hHBRCA84D-VL dugc thir nghiévm.} Do do,
BRCA84D-5VL duogc st dung 1am chudi nhe dé nghién ciru vé céc ai lyc lién két trong

ddi cta chudi ning hBRCA84D cua hBRCA84D-1VH, hBRCA84D-2VH,
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hBRCA84D-3VH via hBRCA84D-4VH d6i véi B7-H3 cia nguoi (Fig.13).
hBRCA84D-2VH (A93G) dugc phat hién ra la c6 ai luc lién két cao nhat cta
hBRCA84D-VH dugc thir nghiém.

Trinh tu axit amin va trinh ty polynucleotit ma héa cua BRCAS84D-1 thé kham

14 nhu sau:
Chudi nhe chBRCAS84D (SEQ ID NO: 105):

DIAMTQSQKF MSTSVGDRVS  VTCKASQNVD [INVAWYQQKP
GQSPKALIYS

ASYRYSGVPD RFTGSGSGTD FTLTINNVQS EDLAEYFCQQ
YNNYPFTFGS

GTKLEIKRTV AAPSVFIFPP SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY
PREAKVQWKYV

DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT LSKADYEKHK
VYACEVTHQG

LSSPVTKSFN RGEC

Polynucleotit ma hoa chudi nhe chBRCA84D (SEQ ID NO: 106):
gacattgcga tgacccagtc tcaaaaattc atgtccacat cagtaggaga
cagggtcage gtcacctgea aggecagica gaatgtggat actaatgtag
cctggtatca acagaaacca gggcaatcte ctaaageact gatttactcg
gcatcctace ggtacagtgg agtcectgat cgeticacag gcagtggatc
tgggacagat ttcactctca ccatcaacaa tgtgcagtct gaagactigg
cagagtattt ctgtcagcaa tataacaact atccattcac gttcggctcg
gggacaaagt tggaaataaa acgtacggtg gctgeaccat ctgtcttcat
cttccegeca tetgatgage agttgaaate tggaactgee tetgttgtgt
gcctgetgaa taacttctat cccagagagg ccaaagtaca gtggaaggtlg

gataacgccc tccaatcggg taactcecag gagagtgtca cagagcagga
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cagcaaggac agcacctaca gcctcageag caccetgacg clgagcaaag
cagactacga gaaacacaaa gtctacgect gcgaagtcac ccatcaggge
ctgagctcge ccgtcacaaa gagcttcaac aggggagagt gttag
Chudi ning chBRCA84D (SEQ ID NO: 107):

DVQLVESGGG LVQPGGSRKL  SCAASGFTFS  SFGMHWVRQA
PEKGLEWVAY

ISSDSSAIYY ADTVKGRFTI SRDNPKNTLF LOMTSLRSED
TAMYYCGRGR

ENIYYGSRLD YWGQGTTLTV SSASTKGPSV FPLAPSSKST
SGGTAALGCL

VKDYFPEPVT VSWNSGALTS GVHTFPAVLQ SSGLYSLSSV
VTVPSSSLGT

QTYICNVNHK PSNTKVDKRV EPKSCDKTHT CPPCPAPELL
GGPSVFLFPP

KPKDTLMISR TPEVICVVVD  VSHEDPEVKF NWYVDGVEVH
NAKTKPREEQ

YNSTYRVVSV ~ LTVLHQDWLN  GKEYKCKVSN  KALPAPIEKT
ISKAKGQPRE

PQVYTLPPSR DELTKNQVSL TCLVKGFYPS DIAVEWESNG
QPENNYKTTP

PVLDSDGSFF  LYSKLTVDKS RWQQGNVFSC  SVMHEALHNH
YTQKSLSLSP

GK
Polynucleotit ma hoa chudi nang chBRCA84D (SEQ ID NO: 108):
gatgtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttagtgeage ctggagggtc

ccggaaactc teetgtgeag cetetggatt cactttcagt agetttggaa
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tgcactgggt tcgtcagget ccagagaagg ggetggagtg ggtegeatac

attagtagtg acagtagtgc catctactat gcagacacag tgaagggecg
attcaccatc tccagagaca atcccaagaa caccetgttc ctgcaaatga
ccagtctaag gtctgaggac acggcecatgt attactgtgg aagagggagg
gaaaacattt actacggtag taggcttgac tactggggcce aaggceaccac
tctcacagtc tectcagect ccaccaaggg cccateggte ttcceeetgg
caccctecte caagageacc tetgggggea cageggecct gggetgectg
gtcaaggact acttccecga accggtgacg gtgtegtgga actcaggege
cctgaccage ggegtgeaca cettcecgge tgtectacag tectcaggac
tctactcect cageagegtg gtgaccgtge cctccageag cttgggeace
cagacctaca tctgecaacgt gaatcacaag cccageaaca ccaaggigga
caagagagtt gagcccaaat cttgtgacaa aactcacaca tgcccacegt
gcccagceace tgaactectg gggggaccgt cagtcttect cticceccea

aaacccaagg acaccctcat gatctcecgg accectgagg tcacatgegt

ggtggtggac gtgagecacg aagacceiga ggtcaagttc aactggtacg
tggacggegt ggaggtgcat aatgecaaga caaagecgeg ggaggageag
tacaacagca cgtaccgtgt ggtcagegtc ctcaccgtce tgcaccagga
ctggctgaat ggcaaggagt acaagtgceaa ggtctccaac aaagccctce
cagcecccat cgagaaaacc atctccaaag ccaaagggea gececgagaa
ccacaggtgt acaccctgee cecatccegg gatgagetga ccaagaacca
ggtcagectg acctgeetgg tcaaaggett ctatcccage gacatcgecg
tggagtggga gagceaatggg cagecggaga acaactacaa gaccacgcct
ceegtgetgg actccgacgg ctecttette ctctacagea agctcaccgt
ggacaagagc aggtggcage aggggaacgt cttctcatgce tcegtgatge

atgaggctct gcacaaccac tacacgcaga agagcctctc cetgtctecg
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ggtaaatga

Ai lyc lien két twong dbi cua khang thé chira: (1) hBRCA84D-2VL va
hBRCA84D-2VH (hai thit nghiém), (2) BRCA84D thé kham, (3) khdng thé chura
hBRCA84D-5VL vi BRCA84D-HC thé kham va (4) khéng thé chtta hBRCA84D-5VL
va hBRCA84D-2VH dugc so sanh. Cac két qua dugce thé hién trén Fig.14.

Vidull

Khéng thé khang B7-H3 dugc bién dbi gidng nhu clia ngudi te ché qua trinh phat trién

khdi u trong cdc mo ghép khéc loai

Pé ching minh kha ning cia khang thé khang B7-H3 duoc bién dbi gidng nhu
cla ngudi trong viéc e ché su phat trién khéi u in vivo, sy phét trién khdi u cia té bao
caxinom bang quang HT-1197 va té bao caxinom than A498 dugc nghién ciru trong mo
ghép & chudt. Khang thé dugc bién ddi gibng nhu ciia ngudi hBRCA84D-2 (chudi
hBRCA84D-2 Vl/chudi hBRCA84D-2 VL) dugc bién dbi dé bao gdm ving Fc ¢ cac
dot bién thay thé 1235V, F243L, R292P, Y300L va P396L. Khang thé hBRCA84D-2
duoc bién dbi Fc dugc dung cho chudt nhit (& lidu lugng 14 1 pg/kg, 10 pg/kg, hodc 20
ng/kg) 7 ngay, 14 ngay, 21 ngay va 28 ngay sau khi cdy té bao ung thu. Cac két qua thé
hién r%mg & tht ca céc lidu, khang thé hBRCA84D-2 dugc bién ddi Fc dugc st dung c6
kha ning trc ché sy phat trién khéi u cua té bao caxinom bang quang HT-1197 (Fig.15)
va cia té bao caxinom than A498 (Fig.16).

Vidu 12

Chét phan Gmg dbi muc tiéu ¢6 4i lyc kép (DART™) dc higu d6i voi B7-H3 va thy thé
té bao T

Didu tiét sy tidu diét té bao T hoat luc di dbi huéng

Chét phan g dbi muc tiéu c6 &i luc kép (DART™s) dic higu d6i voi B7-H3 va
thy thé té bao T (“TCR”) va dbi véi thu thé nhém diét tw nhien (NKG2D) duogc diéu
ché. Cac DART™ nay c6 kha nang dinh vi vi tri té bao T (bing céch lién két t€ bao T
nay v6i phan lién két TCR ciia DART™ lién két TCR) hoge dinh vi té bao NK (bang
céch lién k&t t6 bao NK nay v6i phin lién két NKG2D ciia DART™ lién két NKG2D )

sang Vi tri cua té bao ung thu (bang céch lién két té bao ung thu nay véi phén lién két
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B7-H3 ciia DART™). Té bao T hodc té bao NK da dinh vi sau do c6 thé diéu tiét su
tiéu diét t& bao ung thu trong quy trinh & day goi 1a tiéu diét “d6i huéng”.

Chét phan tmg ddi muyc tiéu c6 4i lyc kép (DART™) ddc hiéu déi véi B7-H3 va
thu thé t€ bao T (“TCR”) dugc xay dung cAu triic c6 mién bién dbi khang B7-H3 cia
hBRCA84D-2 va mién bién ddi khang TCR:

Chudi TCR VL x hBRCA84D VH-2-DART™ cudn E (SEQ ID NO: 109):

EIVLTQSPAT LSLSPGERAT LSCSATSSVS YMHWYQQKPG
KAPKRWIYDT

SKLASGVPSR FSGSGSGTEF TLTISSLQPE DFATYYCQQW
SSNPLTFGQG

TKLEIKGGGS GGGGEVQLVE SGGGLVQPGG  SLRLSCAASG
FTFSSFGMHW

VRQAPGKGLE WVAYISSDSS AIYYADTVKG RFTISRDNAK
NSLYLQMNSL

RDEDTAVYYC GRGRENIYYG SRLDYWGQGT TVTVSSGGCG
GGEVAALEKE

VAALEKEVAA LEKEVAALEK

Polynucleotit ma hoé chudi TCR VL x hBRCA84D VH-2-DART™ cuén E
(SEQ ID NO: 110):

gaaattgtgt tgacacagtc tccagecace ctgtetttgt ctccagggga
aagagccacc cteteetgea gtgecaccte aagtgtaagt tacatgcact
ggtatcagca gaaaccaggg aaagecccta agegetggat ctatgacaca
tccaaactgg cttetggggt cocatcaagg ttcageggea gtggateigg
gacagaattt actctcacaa tcagcagcect geagectgaa gattttgcaa

cttattactg tcagcagtgg agtagtaacc cgetcacgtt tggccagggg

accaagcttg agatcaaagg aggcggatee ggeggeggag gcgaggtgca
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gctggtegag tetggeggag gactggtgea gectggegge tecctgagac
tgtcttgege cgecteegge ttcaccttct ccagettcgg catgeactgg
gtccgecagg cteccaggeaa gggactggaa tgggtggect acatctecte
cgactcctce gecatctact acgecgacac cgtgaaggge aggttcacca
tctcceggga caacgecaag aactcectgt acctgeagat gaacteectg

cgggacgagg acaccgeegt gtactactge ggcagaggee gggagaatat

ctactacggc tcceggetgg attattgggg ccagggeacc accgtgaccg

Chudi hBRCA84DVL-2 x TCR VH — cudn K (SEQ ID NO: 111):

DIQLTQSPSF  LSASVGDRVT  ITCKASQNVD  TNVAWYQQKP
GKAPKALIYS

ASYRYSGVPS RFSGSGSGTD FTLTISSLQP EDFATYYCQQ
YNNYPFTFGQ

GTKLEIKGGG SGGGGQVQLV  QSGAEVKKPG ASVKVSCKAS
GYKFTSYVMH

WVRQAPGQGL  EWIGYINPYN DVTKYNEKFK  GRVTITADKS
TSTAYLQMNS

LRSEDTAVHY CARGSYYDYD GFVYWGQGTL VTVSSGGCGG
GKVAAILKEKV

AALKEKVAAL KEKVAAILKE

Polynucleotit ma hoa chudi hBRCA84DVL-2 x TCR VH - cuén K (SEQ ID NO:

gacatccagc tgacccagtc cccctectte ctgtetgect cegigggega

cagagtgacc atcacatgca aggectccca gaacgtggac accaacgigg
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cctggtatca gcagaagect ggcaaggecc ctaaggeget gatctactce
gectectace ggtacteegg cgtgecttee aggticteeg getecggete
tggcaccgac ttcaccctga ccatctccag cctgeagect gaggacticg

ccacctacta ctgccageag tacaacaact accctttcac cttcggecag

ggcaccaage tggaaatcaa gggaggegga tecggeggeg gaggecaggt
tcagctggtg cagtctggag ctgaggtgaa gaagectggg gectcagiga
aggtctectg caaggecage ggttacaagt ttaccagceta cgtgatgeac
tgggtgcgac aggeccctgg acaagggcett gagtggateg gatatattaa
tecttacaat gatgttacta agtacaatga gaagttcaaa ggeagagica
cgattaccge ggacaaatcc acgagceacag cctacctgea gatgaacage
ctgagatccg aggacacgge cgtgeactac tgtgegagag ggagetacta
tgattacgac gggtttgttt actggggcca agggactctg gtcactgiga

gctceggagg atgtgocegot ggaaaagtgg ccgeactgaa ggagaaagit

octoctttga aagagaaget cgccgeactt aaggaaaagg tegeagecct

Chét phan tmg déi myc tidu c6 4i luc kép (DARTT) dic hiéu d6i véi B7-H3 va
thu thé nhém diét tw nhién (NKG2D) dugc xay dung cAu triic ¢6 mién bién ddi khang
B7-H3 cia hBRCA84D-2 va mién bién d6i khéng TCR:

Chudi NKG2D VL x hBRCA84D VH-2-DART™ cudn E (SEQ ID NO: 113):

QSALTQPASV SGSPGQSITI SCSGSSSNIG NNAVNWYQQL
PGKAPKLLIY

YDDLLPSGVS DRFSGSKSGT SAFLAISGLQ SEDEADYYCA
AWDDSLNGPV

FGGGTKLTVL GGGSGGGGEV  QLVESGGGLV  QPGGSLRLSC
AASGFTFSSF

GMHWVRQAPG  KGLEWVAYIS SDSSAIYYAD TVKGRFTISR

-155-



30003

DNAKNSLYLQ

MNSLRDEDTA  VYYCGRGREN IYYGSRLDYW  GQGTTVTVSS
GGCGGGEVAA

LEKEVAALEKE VAALEKEVA ALEK

Polynucleotit ma hoa chudi NKG2D VL x hBRCA84D VH-2-DART™ cudn E
(SEQ ID NO: 114):

cagtctgeece tgactcagec tgecteegtg tetgggtete ctggacagic
aatcaccatc tcctgttctg gaagcagcete caacatcgga aataatgetg
ttaactggta ccagcagctc ccaggaaagg ctcccaaact cetcatctat
tatgatgacc tactgccctc aggggtcetet gaccgattct ctggetccaa
gtetggeacc tcagecttee tggecatcag tgggeteeag tetgaggatg

aggctgatta ttactgtgca geatgggatg acagcectgaa tggtccagtg

ttcggeggag ggaccaagct gaccgtccta ggaggeggat ccggeggcgg
aggcgaggtg cagetggteg agtetggegg aggactggtg cageetggcg
gctecctgag actgtettge geegeetceg getteaccett ctecagette
ggcatgeact gggtecgeca ggetecagge aagggactgg aatgggiggc
ctacatctcc tccgactect ccgecatcta ctacgeegac accgtgaagg
gcaggttcac catctccegg gacaacgeca agaactecct gtacctgeag
atgaactccc tgegggacga ggacaccgcee gtgtactact geggeagagg
ccgggagaat atctactacg getceeggct ggattatigg ggecagggea

ccaccgtgac cgtgtcotee ggaggatgtg geggtggaga agiggecgea

ctggagaaag aggttectgc tttggagaag gaggtegetg cactigaaaa

goaooicoca geectggaga aa

Chudi hBRCA84DVL-2 x NKG2D VH — cudn K (SEQ ID NO: 115):

DIQLTQSPSF LSASVGDRVT ITCKASQNVD INVAWYQQKP
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GKAPKALIYS

ASYRYSGVPS RFSGSGSGTD FTLTISSLQP EDFATYYCQQ
YNNYPFTFGQ

GTKLEIKGGG SGGGGQVQLV  ESGGGLVKPG  GSLRLSCAAS
GFTFSSYGMH

WVRQAPGKGL EWVAFIRYDG  SNKYYADSVK  GRFTISRDNS
KNTLYLQMNS

LRAEDTAVYY CAKDRGLGDG TYFDYWGQGT TVTVSSGGCG
GGKVAALKEK

VAALKEKVAA LKEKVAALKE

Polynucleotit ma hoa chudi hBRCA84DVL-2 x NKG2D VH — cu¢n K (SEQ ID
NO: 116):

gacatccage tgacccagtc ccectectte ctgtetgect cegigggega
cagagtgacc atcacatgca aggcectccea gaacgtggac accaacgigg
cctggtatca geagaagect ggeaaggece ctaaggeget gatetactce
gectectace ggtacteegg cgtgecttee aggtteteeg geteeggete
tggcaccgac ttcaccetga ccatctecag cetgeagect gaggacttcg
ccacctacta ctgccageag tacaacaact accctttcac cticggecag
ggcaccaage tggaaatcaa gggaggegga tecggeggeg gaggccaggt
acagctggtg gagtctgggg gaggecetggt caagectgga gggtcectga
gactctectg tgeagegtet ggattcacet tecagtageta tggeatgeac
tgggtcegee aggetccagg caaggggetg gagigggteg catttatacg
gtatgatgga agtaataaat actatgcaga ctccgtgaag ggccgattca
ccatctccag agacaattcc aagaacacgc tgtatctgea aatgaacage
ctgagagctg aggacacggc tgtgtattac tgtgcgaaag atcgaggttt

gggggatgga acctactttg actactgggg ccaagggacc acggtcaccg
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Dé chitng minh kha ning cia DART™ trong viéc didu tiét sy tidu diét dbi hudng
cac té bao ung thu nhu vay, DART™ hBRCA84D-2/khéng TCR (“T-DART™”) md ta
& trén, (BRCA84D-2, hBRCA84D-2 (dugc bién dbi Fc: 1235V, F243L, R292P, Y300L
va P396L), va ddi chimg TCR-DART™ dugc i & cac ndng do khac nhau véi cac té bao
ung thu dich (t€ bio ung thu phdi SK-MES-1, té bao caxinom than A498, t& bao ung
thu tuyén tién liét LNcap, hodc té bao ung thu héc t6 UACC-62) va PBMC tam ngimg
tac dong (ty 16 E:T = 30:1) va tinh gy doc té bao dugc xac dinh (thtr nghiém LDH).
Céac két qua cia nghién ctru nay dugc thé hién trén Fig.17A-Fig.17D va ching minh
kha ning cia DART™ hBRCA84D-2/khang TCR (“T-DART™”) trong viéc didu tiét
su tiéu diét ddi hudng ciia cac té bao ung thu.

Vidu 13
Profin dugc dong hoc trong chudt nhit khong c6 khdi u

Khéang thé khang B7-H3 (Mabl) dugc tiém vao chudt nhit duc mCD16-/-,
hCD16A_FOXNI (5 mg/kg; IV) va huyét thanh dugc thir nghiém (dinh lidu truée va )
&2,15,30phatval,2,4,6givval,2,3,6,8, 14,21 va 28 ngay sau khi tiém. Khang
thé nay dugc phat hién ra 12 ¢6 T % bing 10,54 ngdy va Cmax bing 43,493 pg/mL. Nong
d6 cia khéng thé theo thdi gian dugc thiy 12 hai pha, khdp vao md hinh hai thanh phan
(Fig.18A-Fig.18B). Profin dugc dong hoc theo dy doan tao ra bang cach st dung mo
hinh 2 thanh phan v&i cac thong sb tir lidu 5 mg/kg duge thé hién trén Fig.18C.

Vidu 14
Kha ndng ctia khang thé khang B7-H3 trong viéc lién két v6i té bao ung thu bang quang

HT-1197

va ngan chén hodc trc ché su phat trién khéi u trong md hinh ghép khéc loai & chudt

Khang thé khang B7-H3 (Mab1) md ta & trén dugc danh gid vé kha ning clia n
trong viéc lién két HT-1197, dong té bao caxinom bang quang biéu hién B7-H3 clia

ngudi. Nhu duoc thé hién trén Fig.19, céc té bao ndy c6 su biéu hién PRCA135 16n hon
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so voi su biéu hién HER2 va nhu vay dic biét thich hop dé danh gia kha ning tri lidu
ctia khang thé theo sang ché trong viéc diéu tiét lai khdi u HT-1197. Theo két luan nay,
bién thé hBRCA84D cua khang thé khang B7-H3 duoc phat hién ra 13 c6 kha ning lién
két voi t& bao HT-1197. Fig.20 thé hién 4i Iuc lién két ctia khang thé Mab1 véi té bao
HT-1197.

Chuot nhit (mCD16-/-, hCD16A+ FoxN1) dugc cdy té bao HT-1197 dudi da
bén sudn véi lugng 8 x 108, Té bao khéi u dugc ciy trong 200 ul moi trudng F12 cua
Ham duge pha lodng theo ty 18 1:1 véi MATRIGEL™. Viéc diéu tri bang Mab1 duogc
bét d4u trong vong 7 ngay ciy quaIV Q7D x5 bang cach str dung cic lidu120,1,0,5, 1,
5 hoic 10mg/kg (tdm con chudt nhit c4i mdi lidu). Centuximab (khang thé khang
EGRF) dugc dung cho nhom chudt nhit di chung & lidu 1, 5 hodc 15 mg/kg (tam con
chuot nhét cai mdi liéu). Tam con chudt nhét céi cling dugc tiém chét dan thubc hoic
dbi ching IgG 10mg/kg. Cac phép do khdi u dugc thuc hién mbi 3 dén 4 ngay. Céc két
qua cua thir nghiém nay (Fig.21A) cho thiy rﬁng Mab1 c¢6 kha nang ngan chdn hodc rc
ché su phat trién ctia khdi u bang quang trong mo hinh ghép khac loai & chu¢t. Fig.21B
thé hién cac két qua thu dugc bing cach sir dung centimab. So sénh giita Fig.21A va
Fig.21B chiing minh rang khang thé theo séng ché hitu hiéu hon so véi centimab trong
viéc ngan chan hodc tc ché su phat trién ciia khbi u bang quang trong mé hinh ghép

khac loai & chudt. Fig.21C so sanh két qua thu duoc & liéu tbi da dugc thir nghigm.
Vidy 15

Kha nang cua khang thé khang B7-H3 trong viéc lién két té bao ung thu bang quang
HT-1376 va ngén chan hodc ¢ ché sy phat trién khéi u trong mo hinh ghép khac loai
& chuot

Khang thé khang B7-H3 (Mab1) md ta & trén dugc dénh gid vé kha ning ctia nd
trong viéc lién két HT-1376, dong té bao caxinom bang quang biéu hién B7-H3 cua
ngudi. Nhu duge thé hién trén Fig.22A-Fig.22B, cac té bao nay c6 sw biéu hién
PRCA135 16n hon so vé6i su biéu hién HER2 hoiic PMSA va nhu vay déc biét thich hop
dé danh gia kha ning tri liéu cia khéng thé theo sang ché trong viéc didu tiét lai khéi u
HT-1376. Theo két luan nay, bién th8 hBRCAS84D cua khang thé khéng B7-H3 dugc
phat hién ra 1a ¢6 kha nang lién két véi t€ bao HT-1197. Fig.22A-Fig.22B thé hién ai
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Iuc lién két cua khang thé Mab1 véi té bao HT-1197.

Chubt nht (mCD16-/-, hCD16A+ FoxN1) dugc cy té bao HT-1376 dudi da
bén sudm vé6i lugng 5 x 106, Té bao khéi u dugc ciy trong 200 pl mdi trudong F12 cua
Ham dugc pha lodng theo ty 1€ 1:1 véi MATRIGEL™. Vigc didu tri bang Mabl1 dugc
bt dau trong vong 7 ngay ciy thong qua IV Q7D x4 & lidu 1 mg/kg. Céc két qua cta
thir nghiém nay (Fig.23) cho thiy ring Mab1 c6 kha nang ngin chin hodc {rc ché su
phat trién cta khdi u bang quang trong mo hinh ghép khac loai & chudt.

Vidu 16
Kha nang ctia khang thé khang B7-H3 trong viéc lién két té bao ung thu

Khang thé khang B7-H3 BRCA84D dugc déanh gia thong qua phéan tich FACS
vé kha ning cia n6 trong viée lién két: t& bao ung thu dai truc trang SW480 va SW620;
t€ bao ung thu da day AGS; t€ bao ung thu hic t6 M-14 va LOX IMVI ; té bio ung thu
tuyén tién liét 22rv; té bao ung thu tuy t& bao AsPC-1 va BxPc-3; té bao ung thu thin
A498 vi 786-0. Khang thé nay dugc phét hién ra 1a ¢6 thé lin két véi tht ca cc t€ bao
do.

Vidu 17
Kha ning cua khéng thé khang B7-H3 trong viéc ngén nglra hodc trc ché su phat trién
ctia khdi u da day & md hinh ghép khac loai & chudt

Chuét nhét (mCD16-/-, hCD16A+ FoxN1) dugc cdy t€ bao AGS dudi da bén
sudn v6i lugng 5 x 106, Té bao khdi u dugc cdy trong 200 pl méi truong F12 cua Ham
dugc pha lodng theo ty 1¢ 1:1 véi MATRIGEL™, Viée diéu tri bing Mabl dugc bat
dau trong vong 7 ngdy chy qua IV Q7D x5 bang cach st dung cac lidu12 0,5, 1, 5 hodc
10mg/kg. Cac két qua ctia tht nghiém (Fig.24) cho thdy rang Mab1 c6 kha nang ngén
chiin hogc e ché su phat trién khdi u da day trong mo hinh ghép khac loai ¢ chudt.
Vidu 18
Kha nang cua khang thé khang B7-H3 trong viéc lién két t& bao ung thu phéi va ngan
nglra hodc urc ché su phat trién khdi u trong mo hinh ghép khac loai & chudt

Té bao ung thu phdi A549 duge 1 v6i sy c6 mit cia hBRCA84D, chBRCA84D
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va bién thé hBRCA84 (0264 Fc) va tdc dung gy doc té bao cua cac khang thé nay dugc
xéc dinh. Céc két qua cia thir nghiém nay duoc thé hién trén Fig.25 va chira ring tat

c4 ba trong sb cac khang thé c6 tinh gy doc té bao db6i véi té bao AS549.

Chudt nhét (nCD16-/-, hCD16A+ FoxN1) dugc cdy té bao A549 dudi da bén
sudm véi lugng 8 x 10°. Té bao khéi u dugc cy trong 200 ul moi trudng F12 ctia Ham
dugc pha lodng theo tj 1¢ 1:1 véi MATRIGEL™. Viéc diéu trj bing Mabl dugc bét
déu trong vong 7 ngay ciy qua IV Q7D x4 bang céch sir dung lidu 13 1 mg/kg. Céc két
qua cta thit nghiém nay (Fig.26) cho thiy rang Mab1 c6 kha nang ngin chin hogc tc

ché sy phat trién khdi u ung thu phéi trong mé hinh ghép khac loai & chudt.

Phan tich FACS dugc tién hanh dbi véi cac té bao ung thu phdi CaLu3 dé xéac
dinh viéc liéu céc t& bao nay c6 lién két v6i khang thé khang B7-H3 hay khong. Thir
nghiém nay da khing dinh ring cac té bao nay biéu hién B7-H3 va lién két voi khang
thé theo sang ché. Pé xéc dinh viéc liéu khang thé theo sang ché c6 hiéu qua trong viéc
ngdn nglra hodc ¢ ché sy phat trién khéi u ung thu phdi hay khong, thi chudt nhét
(mCD16-/-, hCD16A+ FoxN1) dugc cy té bao CaLu3 dudi da bén sudn véi 5 x 10°.
Té bao khdi u dugc ciy trong 200 pl moi trwdng F12 cia Ham dugce pha loang theo ty
1& 1:1 v6i MATRIGEL™. Viéc diéu tri bang Mab1 dugc bt diu trong vong 7 ngdy chy
qua IV Q7D x4 bing cach st dung lidu 12 0,5, 1, hodc 5 mg/kg. Cac két qua cla thir
nghiém nay (Fig.27) cho thdy rang Mab1 c6 kha ning ngin chiin hoic e ché su phat
trién khdi u ung thu phdi trong mo hinh ghép khéc loai & chudt.

Vidu 19

Kha ning cuia khang thé khang B7-H3 trong viéc ngan ngira hodc tc ché sy phat trién

khéi u hic t6 LOX trong md hinh ghép khéc loai & chudt

Chuét nht (tim con cai mCD16-/-, hCD16A+ FoxN1) dugc chy dudi da bén
swdn vé6i té bao ung thu hic t6 LOX-IMVI va sau d6 duoc cdy truyén TV/Q7D x3 véi
“d6i chung PBS, dbi chung IgG (5/mg/kg), Mabl (0,5, 1, 5 hoic 10mg/kg), hodc
IP/BIWx2 véi Docetaxel (5, 10 hodc 20 mg/kg). Té bao khéi u dugc cly trong 200 pl
moi trudng F12 clia Ham dugc pha loang theo ty 1€ 1:1 v6i MATRIGEL™, Viée diéu
tri bang Mab1 dugc bét d4u trong vong 7 ngdy chy. Cac két qua cta thir nghiém nay

(Fig.28A-Fig.28C) cho thiy rang Mabl c6 kha ning ngin chan hodc trc ché su phat
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trién khéi u ung thu hic t6 trong mo hinh ghép khac loai & chudt.
Vidu 20

Kha ning cia khang thé khang B7-H3 trong viéc ngén ngira hodc trc ché su phat trién

ctia khéi u ung thu héc t§ UACC-62 trong md hinh ghép khac loai & chudt

Chudt nhét (tdm con cai mCD16-/-, hCD16A+_FoxN1) dugc cAy té bao ung thu
hic t6 UACC-62 duéi da bén sudn va sau d6 dugc cdy truyén IV/Q7D x5 véi d6i chiing
PBS, d6i chimg IgG (5/mg/kg) hodc Mabl (0,5, 1, 5 hodc 10mg/kg). Té bao khéi u duge
cdy trong 200 pl mdi truong F12 clia Ham dugc pha lodng theo ty 1€ 1:1 voéi
MATRIGEL™. Viéc didu trj biing Mab1 dugc bt dAu trong vong 7 ngay cdy. Céc két
qué cta thr nghiém nay (Fig.29) cho thiy ring Mab1 c6 kha nang ngan chin hodc e

ché su phat trién khdi u ung thur hic t6 u trong mo hinh ghép khac loai & chudt.
Vidu2l

Kha ning cua khang thé khang B7-H3 trong viéc ngén ngira hogc rc ché su phat trién

khéi u tuyén tién liét 22rv trong m6 hinh ghép khac loai & chudt

Chuét nhét (mCD16-/-, hCD16A+ FoxN1) dugc cy té bao ung thu tuyén tién
liét 22rv dudi da bén sudn véi luong 6 X 106 va sau d6 dugc cdy truyén IV/Q7D x4 v6i
dbi chimg PBS, IgG (10mg/kg), Mabl (0,5, 1, 5 hodc 10mg/kg; Q7D x5) hodc
trastuzumab (1. 7 hodc 15 mg/kg). Té bao khdi u dugc cy trong 200 pl mdi trudong F12
ctia Ham duge pha lodng theo ty 1¢ 1:1 véi MATRIGEL™. Viéc diéu tri bang Mabl
dugc bét diu trong vong 7 ngdy cdy. Cac két qua ctia thir nghiém nay (Fig30A-Fig.30C)
cho thdy ring Mab1 c6 kha ning ngan chin hodc trc ché sy phat trién khéi u ung thu

tuyén tién liét trong md hinh ghép khac loai & chudt,

Viduy22

Kha ning ctia khang thé khang B7-H3 trong viéc lién két té bao ung thu than va ngéin
ngtra hodc trc ché sy phat trién khdi u trong mé hinh ghép khac loai ¢ chuft

Té& bao ung thu thin A498 dugc i v6i sy c6 mét cua hBRCA84D, chBRCAS84D
v bién thé hBRCA84 (0264 Fc) va tac dung gy doc té bao ciia céc khang thé nay dugc
x4c dinh. Céc két qua cia thir nghiém nay duoc thé hién trén Fig.31 va chi ra ring tat

¢4 ba trong sb céc khang thé ndy c6 tinh gdy doc té bao dbi v6i té bao A498.
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Té bao ung thu than A498 duoc u véi sy c6 mat cia hBRCA84D, chBRCA84D
va bién thé hBRCAS84 (0264 Fc) va tac dung gay doc té bao ctia cac khang thé nay dugc
xdc dinh. Cac két qua cia thir nghiém ndy dugc thé hién trén Fig.31 va chi ra ring tAt

ca ba trong s6 céc khang thé nay c6 tinh gy doc té bao dbi véi té bao A498.

Phén tich THC ctia mo khéi u ghép khéc loai A498 dugc tién hanh bang cach st
dung khang thé BRCA84D dugc biotinyl hod (20 pg/mL), BRCA69D (5 pg/mL) va
khang thé khang Her2 (20 pg/mL). Khang thé BRCA84D duge phét hién ra Ia lién két
v6i 20-40% mo khdi u (tir yéu dén vira phai: + hodc ++); BRCA69D dugc phét hién ra
12 lién két v6i 80-100% md khdi u (tir vira phai dén manh: ++ hodc +++). Khang thé
BRCAS84D dugc phéat hién ra 1a lién két yéu véi 40% md khéi u UMUC-3 (+);
BRCA69D duogc phat hién ra 1a lién két vira phai hoic manh véi 70% md khdi u nay
(++ hodc +++); khéng thé khang Her2 dugc phat hién ra 12 lién két da dang v6i 20% mo
khéi u nay (+ -+++). La ddi chiing, khang thé khang Her2 dugc phat hién 12 lién két véi
té bao SKBR-3 (+++) va BRCA84D va BRCA69D dugc phét hién 1 ¢ kha ning lién
két voi té bao Hs 700T (+++)

Chudt nhit (mCD16-/-, hCD16A+ FoxN1) dugc cdy té bao ung thu A498 dudi
da bén sudn véi 5 x 106, Té bao khéi u duge cy trong 200 pl mdi trudng F12 ciia Ham
dugc pha loang theo ty 16 1:1 v6i MATRIGEL™. Viée diéu tri bing Mab1 dugc bét
déu trong vong 7 ngdy cly thong qua IV Q7D x5 bing cach sir dung cac lidula 0,1, 0,5,
1, 5 hodc 10mg/kg. Centuximab (khing thé khang EGRF) dugc ding cho nhém chudt
nhét dbi chimg & lidu 1, 7, hosic 15 mg/kg. Chudt nhét ddi ching b sung dugc tiém
chét din thudc hodc di ching IgG 10mg/kg. Cac két qua cua thir nghiém nay (Fig.32)
cho thdy ring Mab1 c6 khé ning ngin chin hogc tc ché sy phat trién khéi u ung thu
than trong mo hinh ghép khéc loai & chuot.

Chudt nhét (mCD16-/-, hCD16A+ FoxN1) dugc cAy té bao ung thu 786-0 dudi
da bén sudn theo cach khac véi lugng 5 x 108, TE bao khéi u duge cy trong 200 pl moi
truomg F12 ctia Ham dugc pha lodng theo ty 18 1:1 véi MATRIGEL™. Vigc didu tri
bang Mab1 dugc b4t dau trong vong 7 ngay ciy thong qua IV Q7D x5 bang cach sit
dung céc liéu1a 0,1, 0,5, 1, 5 hodc 10mg/kg. Centuximab (khéng thé khang EGRF) dugc
dung cho nhém chudt nhét dbi chimg & lidu 1, 7, hoic 15 mg/kg. Chudt nhét d6i ching

-163-



30003

bd sung dugc tiém chit din thubc hodc ddi chung IgG 10mg/kg. Céc két qua ctia thir
nghiém nay Fig.33A-Fig.33B) cho thiy ring Mab1 c6 khé ning ngan chin hodc trc ché
su phét trién khdi u ung thu than trong mé hinh ghép khéc loai & chudt.

Hoat tinh cia Mab1 dugc so sanh véi hoat tinh cua paclitaxel, chét tc ché gian
phan dugc sit dung trong liéu phap héa tri ung thu. Nhom gbm tam con chudt nhit cai
(mCD16-/-, hCD16A+_FoxN1) dugc cdy t€ bao ung thu than 786-0 dudi da bén suon
va sau d6 duge cung cip Mab1 quaIV Q7D &1iéu 0,1, 0,5, 1, 5 hodc 10mg/kg. Paclitaxel
duoc dung cho nhom dbi chimg gbém tAm con chudt nhit nhu vay ¢ lidu 2,5 mg/kg vao
ngay nghién ctru 21, 28 va 35. Chudt nhit ddi chimg bd sung (bay con cai mdi nhém)
duoc tiém chit din thudc hoic dbi chimg IgG 5 mg/kg. Céc két qua ctia thir nghiém nay
(Fig.34) cho thiy ring Mab1 c6 kha ning ngin chin hodc e ché su phat trién khdi u
ung thu than trong mo hinh ghép khac loai & chudt.

Vidy 23
Nghién ciru doc hoc & khi duodi dai

Nghién cttu doc hoc ¢ khi dudi dai duge tién hanh dé danh gia profin ddc hoc
cép tinh sau mot liéu Mab1 duy nhét, xac dinh profin dugc dong hoc cho Mabl, thiét
1ap mdi quan hé thoi gian dbi voi lidu dé cam tng xytokin lién quan dén qua trinh hoat
hoa té bao tac dong va danh gia tc dung clia viéc didu tri bang thubc dbi véi mic tun

hoan té bao bach ciu (vi dy, té bao NK va té bao T).

Nghién ctru nay co thé dugc thiét ké dé bao gbm bén nhém gdm 6 con khi (3 duc
va 3 c4i) va kéo dai 7 tudn tir khi bét ddu diéu tri dén khi m t thi cudi cing. Nhém 1
s& bao gbm nhém dbi chuing chi nhan chit din thubc trong tuan 1 va tudn 2. Bén thanh
vién ciia nhém 1 (hai duc va hai cai) s& dugc tro t & tudn 3. C4c thanh vién con lai ctia
nhém 1 s& nhan b sung chét din thubc & tudn 3 va duoc tro ti d& mé tr thi & tudn 7.
Céc nhom 2 dén 4 12 nhém thi nghiém nhén chét din thudc & tuin 1 va khang thé B7-
H3 (1, 30, hodc 100 mg/kg, mdt cach twong Ung) ¢ tudn 2. Bén thanh vién ctia mbi
nhoém (hai duc va hai cai) s& dugc trg tir & tudn 3. C4c thanh vién con lai cia mdi nhém

s& nhan bd sung chét d3n thubc & tudn 3 va dugce tro tr d€ md tir thi & tuan 7.

T4t ca cac 1an truyén déu dugc dung nap t6t va khong quan sat thdy c6 tir vong
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hay thay ddi dang ké v& thé trong, ddu hiéu 14m sang hodc hoa hoc huyét thanh. Quan
st thiy su giam tudn hoan phu thudc theo lidu & t& bao NK nhung khong quan sat thiy
su giam tudn hoan d6i v6i té bao B va té bao T.

Nghién ciru nay dua ra sy xc minh cho khi dudi dai dudi dang loai ddc hoc lién
quan. Khi tiép xtc v6i md binh thudng clia ngudi, thi khang thé BRCA84D thé hién
cac cudng d6 nhudém khac nhau trong gan, tuy, rudt Kkét, phéi va v6 thugng thén. Sy
nhuém gan bi han ché twong d6i & t€ bao dong sinusoid (nguyén bao sgi va té bao
kupffer). Sy nhudm tuy dugc quan sat thdy cha yéu & s¢i colagen va mot luong phén
trim nhé & biéu mod (6 bao hat va/hodc té bao éng gop). Su nhudm rudt két bi han ché
tvong di & mang dinh cia bidu md mdng mét va nguyén bao soi trong ni€ém mac. Phdi
thé hién sy nhudm rét yéu va khong déu trong biéu mo. BRCA84D thé hién tinh phan
tng chéo tdt & cac md cua khi dudi dai so v6i profin md ngudi ngoai trir vige thiéu su
nhudm trong gan va tuy va co thé bidu hién B7-H3 trong té bio tuyén yén clia khi dudi
dai.

T4t ca céc cong bb don va patent dugc d& céap trong ban md ta ndy dugc két hop
vao day bang cach vién dan dén cing mot pham vi nhu khi ting cong bd don hoic don
yéu cau cép patent dugc chi dinh mot cach cy thé va riéng biét 1a dugc két hop toan bd
bang cach vién din. Mac du sing ché dugc md ta cung vdi cac phuong an cu thé cua
né, cin phai hidu ring c6 thé c6 cac bién ddi khac va don nay dugc du dinh 1a bao gdm
céc thay d6i, cach st dung, hodc bién di thich hop bt ki clia sang ché theo, nhin chung
1a, cac nguyén téc cua sang ché va bao gbm ca céac ndi dung bién dbi dya trén ban mod
ta do ndm trong thuc tién da biét hodc thong thuong trong linh vuc k¥ thudt ma sang

ché thudc v& va do c6 the dugce ap dung vao cac dic diém thiét yéu néu trén day.
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YEU CAU BAO HO
1. Phan tir lién két B7-H3, trong d6 phan it nay 1a khang thé, manh phan tng mién
dich ciia n6, hoiic khang thé dang dime, chira mién bién déi lién két dic hiéu v6i mién

ngoai bao ctia B7-H3, trong d6 phéan tir nay:

(A) lién két v6i dang ddng phan 4Ig va 2Ig cia B7-H3 duge biéu hién ndi sinh trén bé

mat clia té bao ung thu; va
(B) bao gdm:

(1) mién bién ddi chudi nhe bao gdm trinh tw axit amin cia CDR1 (SEQ ID
NO: 21), CDR; (SEQ ID NO: 23) va CDR3 (SEQ ID NO: 25), va mién bién doi
chudi niing bao gdm trinh tu axit amin cia CDR1 (SEQ ID NO: 29), CDR: (SEQ
ID NO: 31) va CDR3 (SEQ ID NO: 33); hoac

(2)  mién bién dbi chudi nhe bao gdm trinh tw axit amin cta CDR; (SEQ ID
NO: 5), CDR, (SEQ ID NO: 7) va CDRs (SEQ ID NO: 9), va mién bién d6i chudi
ndng bao gbm trinh ty axit amin cia CDRi (SEQ ID NO: 13), CDR» (SEQ ID
NO: 15) va CDR3 (SEQ ID NO: 17); hodc

(3) mién bién ddi chudi nhe bao gdm trinh tw axit amin cia CDR1 (SEQ ID
NO: 37), CDR, (SEQ ID NO: 39) va CDR3 (SEQ ID NO: 41), va mién bién do
chudi ning bao gbm trinh ti axit amin ca CDR1 (SEQ ID NO: 45), CDR2 (SEQ
ID NO: 47) va CDR3 (SEQ ID NO: 49).

2. Phén tir lién két B7-H3 theo diém 1, trong d6 phan tir lién két B7-H3 nay chtra
mién bién ddi chudi nhe bao gdm trinh ty axit amin cia CDR; (SEQ ID NO: 21), CDRa
(SEQ ID NO: 23) va CDR;3 (SEQ ID NO: 25), va mién bién doi chudi ning bao gbm
trinh tw axit amin ctia CDR; (SEQ ID NO: 29), CDR; (SEQ ID NO: 31) va CDR3 (SEQ
ID NO: 33).

3. Phan tt lién két B7-H3 theo didm 1, trong d6 phan tir lién két B7-H3 nay chira
midn bién ddi chudi nhe bao gdm trinh ty axit amin cia CDR1 (SEQ ID NO: 5), CDR:
(SEQ ID NO: 7) v CDR3 (SEQ ID NO: 9), v mién bién doi chudi ning bao gbm trinh
tu axit amin cia CDR; (SEQ ID NO: 13), CDR» (SEQ ID NO: 15) va CDRs (SEQ ID
NO: 17).
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4. Phan tir lién két B7-H3 theo diém 1, trong d6 phan tir lién két B7-H3 nay chira
mién bién dbi chudi nhe bao gbm trinh tir axit amin cia CDR1 (SEQ ID NO: 37), CDR»
(SEQ ID NO: 39) va CDR; (SEQ ID NO: 41), va mién bién déi chudi ning bao gom
trinh tw axit amin ctia CDR; (SEQ ID NO: 45), CDR2 (SEQ ID NO: 47) va CDR3 (SEQ
ID NO: 49).

5. Phan tir lién két B7-H3 theo diém bt k¥ trong sd céc diém tir 1 dén 4, trong d6
phén tir nay dugc nhap vao khi lién két voi B7-H3 dugc bidu hién trén bé mit té bao
ung thu.

6. Phan tir lién két B7-H3 theo diém bt ky trong sb céc diém tir 1 dén 5, trong d6
phén tir nay bao gbm ving Fc IgG1 bién thé ciia ngudi, trong d6 ving Fe IgG1 bién thé
clia ngudi ndy bao gdm it nhét mot bién dbi axit amin so véi ving Fc kiéu dai, (c4c)
bién ddi axit amin nay bao gdm (cé4c) bién ddi axit amin 1am thay dbi i luc hodc tbng
4i luc cua ving Fc bién thé nay dé lién két FcyR sao cho phan tir nay thé hién chirc ning
tac d@ng ting cuong lién quan dén vung Fc kiéu dai.

7. Phan ti lién két B7-H3 theo diém 6, trong d6 bién d6i axit amin ctia ving Fc bao
gbm:

(A) it nhét mot dot bién thé dugc chon tir nhém bao gém:

(1) F243L;
(2) D270E;
(3) R292P;
(4)  S298N;
(5)  Y300L;
(6) V305,

(7)  A330V;va
(8)  P396L;

(B) it nhat mot dot bién thé hai gdc axit amin, dot bién thé nay duogc chon tir nhém bao

gom:
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(1)  F243L va P396L;
(2)  F243LvaR292P; va
(3)  R292P va V305I;

) it nhit mot dot bién thé ba gdc axit amin, dot bién thé nay dugc chon tir nhém

bao gdm:
(1)  F243L,R292P va Y300L;
(2)  F243L,R292P va V303I;
(3) F243L,R292P va P396L; va
(4) R292P, V305I va P396L;

(D) it nhit mot dot bién thé bén gbc axit amin, dot bién thé nay dugc chon tir nhém

bao gbm:
(1) F243L,R292P, Y300L va P396L; va
(2)  F243L,R292P, V3051 va P396L;
hodc

(E)  dot bién thé it nhit 13 ndm gdc axit amin: F243L, R292P, Y300L, V305I va
P396L;

trong d6 viéc danh s6 nay 1a theo phuong phap danh s6 Kabat.

8. Phan tir lién két B7-H3 theo diém 6, trong d6 (cac) bién ddi axit amin cla ving

Fc bao gbm dot bién thé:

(A) F243L, R292P va Y300L;

(B) L1235V, F243L, R292P, Y300L va P396L; hodc

(C) F243L, R292P, Y300L, V3051 va P396L.

trong d6 viéc danh s6 nay 13 theo phuong phéap danh s6 Kabat.

9. Phan tir lién két B7-H3 theo diém 8, trong d6 phén tir ndy bao gbm:

(A) mién bién ddi chudi nhe bao gdbm CDR: (SEQ ID NO: 5), CDR: (SEQ ID NO: 7)
va CDR3 (SEQ ID NO: 9) va mién bién ddi chudi ning ndy bao gdbm CDR; (SEQ ID
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NO: 13), CDR; (SEQ ID NO: 15) va CDR3 (SEQ ID NO: 17); va

(B) (céc) bién dbi axit amin cua ving Fc bao gbm dot bién thé: 1.235V, F243L, R292P,
Y300L va P396L;

trong d6 viéc danh s6 nay 13 theo phwong phéap danh s6 Kabat.

10.  Phan tir lién két B7-H3 theo didm bét ky trong sb céc diém tir 1 d&én 9, trong d6
khéng thé 1 khang thé thé kham.

11.  Phan tir lién két B7-H3 theo diém bt ky trong sd céc diém tir 1 dén 9, trong 46
khang thé 14 khang thé duoc bién dbi gidng nhu ctia nguoi.

12.  Phan tt lién két B7-H3 theo didm 1, trong d6 phan tir lién két B7-H3 nay bao
gom:

(A) mién bién ddi chudi nhe bao gbdm trinh tw axit amin c¢6 SEQ ID NO: 89;

B) mién bién dbi chudi ning bao gdm trinh ty axit amin c6 SEQ ID NO: 99; va
(C)  vung Fc c6 dot bién thé axit amin: L235V, F243L, R292P, Y300L va P396L;
trong d6 viéc danh s6 nay 1a theo phuong phap danh s6 Kabat.

13.  Tébao lai tibt khang thé theo diém 1.

14.  Phan tir axit nucleic ma hoa chudi polypeptit ciia phén tir lién két B-H3 theo diém
bat ky trong sd cac diém tir 1 dén 12.

15.  Phan tir lién két B7-H3 theo diém 1, trong d6 phén tir ndy 1a khéng thé dang dime
bao gom:

(A)  chudi polypeptit I chira mién lién két epitop VL globulin mién dich lién két dic
hiéu v4i B7-H3 va mién lién két epitop VH lién két dic hiéu véi phan t khac B7-H3;

va

(B)  chudi polypeptit II chira mién lién két epitop VH globulin mién dich lién két ddc
hidu v6i B7-H3 va mién lién két epitop VL lién két dic hiéu v6i phan ti khac B7-H3;

trong d6 cac chudi polypeptit I va II duogc két hop véi nhau d8 tao thanh céc mién lién

két epitop chirc ndng c6 kha ning lién két v6i B7-H3 va phan tir khac B7-H3.

16.  Phan ti lién két B7-H3 theo diém 15, trong d6 mién lién két epitop VL lién két
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dic hiéu véi B7-H3 bao gém trinh tuy axit amin cia CDR; (SEQ ID NO: 21), CDR:
(SEQ ID NO: 23) va CDR3 (SEQ ID NO: 25) v mién lién két epitop VH lién két dic
hiéu véi B7-H3 bao gdm trinh ty axit amin cia CDRi (SEQ ID NO: 29), CDR: (SEQ
ID NO: 31) va CDR3 (SEQ ID NO: 33).

17.  Phan ti lién két B7-H3 theo diém 15, trong d6 mién lién két epitop VL lién két
ddc hiéu véi B7-H3 bao gbm trinh ty axit amin cia CDR; (SEQ ID NO: 5), CDR2 (SEQ
ID NO: 7) va CDRs (SEQ ID NO: 9) va mién lién két epitop VH lién két dic hiéu voi
B7-H3 bao gdm trinh ty axit amin cia CDR1 (SEQ ID NO: 13), CDR: (SEQ ID NO:
15) va CDR; (SEQ ID NO: 17).

18.  Phan tir lién két B7-H3 theo diém 15, trong d6 mién lién két epitop VL lién két
dac hiéu véi B7-H3 bao gdm trinh tu axit amin cia CDR1 (SEQ ID NO: 37), CDR:
(SEQ ID NO: 39) va CDR3 (SEQ ID NO: 41) vi mién lién két epitop VH lién két dic
hiéu v&i B7-H3 bao gbm trinh ty axit amin cia CDR; (SEQ ID NO: 45), CDR:2 (SEQ
ID NO: 47) va CDR3 (SEQ ID NO: 49).

19.  Phan t lién két B7-H3 theo diém 15, trong d6 phan ti ndy bao gdm:
(A) mién bién dbi chudi nhe bao gdm trinh ty axit amin ¢6 SEQ ID NO: 89; va
(B) mién bién dbi chudi ning bao gdm trinh tu axit amin c¢6 SEQ ID NO: 99.

20.  Phan tir lién két B7-H3 theo diém bét ky trong sb cac diém tir 15 dén 19, trong

do6 phén tr nay bao gbm ving Fc hogc mot phan ctia né.

21.  Phén tir lién két B7-H3 theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 15 dén 20, trong
do:

(A) chudi polypeptit I ciing chira mién cudn E va chudi polypeptit II ciing chira mién

cudn K; hodc

(B) chudi polypeptit I ciing chira mién cudn K va chudi polypeptit II ciing chira mién

cudn E.
22.  Phan ti lién két B7-H3 theo diém 21, trong d6:
(A) mién cudn E c6 trinh ti axit amin c6 SEQ ID NO: 63; hoac

B) mién cudn K c6 trinh ty axit amin c6 SEQ ID NO: 64,
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23.  Phan tir lién két B7-H3 theo diém bat ky trong sb cac diém tir 15 dén 22, trong
d6 phén tir khac B7-H3 la khang nguyén khong hoan toan.

24.  Phan tir lién két B7-H3 theo diém 23, trong d6 khéng nguyén khong hoan toan

la isothioxyanat fluorescein.

25.  Phan tir lién két B7-H3 theo diém bat ky trong sé cac diém tir 15 dén 22, trong
d6 phan tir khac B7-H3 14 thy thé té bao T, ddng thu thé té bao T hogc thu thé NKG2D.

26.  Phan i lién két B7-H3 theo diém bét ky trong s cac diém tir 15 dén 22, trong
d6 phan tir khac B7-H3 14 khang nguyén lién quan dén khéi u.

27.  Phan tir lién két B7-H3 theo diém 26, trong d6 khang nguyén lién quan dén khoi
u duoc chon tir nhém bao gém A33; ADAM-9; ALCAM; BAGE; beta-catenin; CA125;
Carboxypeptidaza M; CD103; CD19; CD20; CD22; CD23; CD25; CD27, CD28;
CD36; CD40/CD154; CD45; CD46; CD5; CD56; CD79a/CD79%; CDK4; CEA;
CTLA4; Cytokeratin 8; EGF-R; EphA2; ErbB1; ErbB3; ErbB4; GAGE-1; GAGE-2;
GD2/GD3/GM2; gp100; HER-2/neu; papillomavirut-E6 clia ngudi; papillomavirut-E7
ctia ngudi; Integrin Alpha-V-Beta-6; JAM-3; KID3; KID31; KSA (17-1A); LUCA-2;
MAGE-1; MAGE-3; MART; MUC-1; MUM-1; N-axetylglucosaminyltransferaza;
Oncostatin M; p15; PIPA; PSA; PSMA; ROR1; sTn; thy thé TNF-8; thu thé TNF-q; thu
thé TNF-y; thu thé Transferrin; va thu thé VEGF.

28.  Phan tt axit nucleic mi hod chudi polypeptit cua phan tir lién két B7-H3 theo
diém bat ky trong sb cac diém tir 15 dén 27.

29.  Dugc phim chira (i) lugng hitu hiéu didu tri ciia phan tt lién két B7-H3 theo
didm bét k¥ trong s cac didm tir 1 dén 12 hodic tir 15 dén 27 va (ii) chit mang dugc
dung.

30. Dugc phim theo diém 29, trong d6 dugc phim nay ciing chira it nhit mét chét
chéng ung thu bd sung.

31.  Dugc phim theo diém 30, trong d6 chit chéng ung thu bd sung 1a chét hod tri,
chét xa tri, chit tri liéu hormon, doc t6 hodc chét tri liéu mién dich.

32.  Duogc phim theo diém 31, trong d6 chét chéng ung thu bd sung 14 doc t6 dugc

chon tir nhém bao gom: taxan, maytansinoit, auristatin, calicheamixin, antraxyclin, chat
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twong tu CC-1065, docetaxel, cathepsin, rixin, gelonin, ngoai dgc td Pseudomonas, ddc

t6 bach hdu, ARNaza va chét ddng vi phong xa giy doc.
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DANH MUC TRINH TU

<110> MacroGenics, Inc.
Loo, Deryk
Huang, Ling

<120> pHAN TU LIEN KET B7-H3 VA DUOC PHAM CHUA PHAN TU LIEN KET B7-H3
NAY

<130> 1301.00711

UsS 61/311,057

<150>  5010-03-05
<151>

<150> US 61/310,695
<151> 2010-03-04

<150> US 61/310,692
<151> 2010-03-04

<160> 116

<170> Patentln version 3.5

<210> 1
<211> 316
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 1

Met Leu Arg Arg Arg Gly Ser Pro Gly Met Gly Val His Val Gly Ala

Ala Leu Gly Ala Leu Trp Phe Cys Leu Thr Gly Ala Leu Glu Val Gin
20 25 30

Val Pro Glu Asp Pro Val Val Ala Leu Val Gly Thr Asp Ala Thr Leu
35 40 45

Cys Cys Ser Phe Ser Pro Glu Pro Gly Phe Ser Leu Ala Gin Leu Asn
50 55 60

Leu lie Trp Gin Leu Thr Asp Thr Lys Gin Leu Val His Ser Phe Ala
65 70 75 80

Glu Gly Gin Asp Gin Gly Ser Ala Tyr Ala Asn Arg Thr Ala Leu Phe
85 90 95

Pro Asp Leu Leu Ala Gin Gly Asn Ala Ser Leu Arg Leu Gin Arg Val
100 105 110

Arg Val Ala Asp Glu Gly Ser Phe Thr Cys Phe Val Ser lie Arg Asp
115 120 125
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Phe Gly Ser Ala Ala Val Ser Leu Gin Val Ala Ala Pro Tyr Ser Lys
130 135 140

Pro Ser Met Thr Leu Glu Pro Asn Lys Asp Leu Arg Pro Gly Asp Thr
145 150 155 160

Val Thr lie Thr Cys Ser Ser Tyr Arg Gly Tyr Pro Glu Ala Glu Val
165 170 175

Phe Trp Gin Asp Gly Gin Gly Val Pro Leu Thr Gly Asn Val Thr Thr
180 185 190

Ser Gin Met Ala Asn Glu Gin Gly Leu Phe Asp Val His Ser Val Leu
195 200 205

Arg Val Val Leu Gly Ala Asn Gly Thr Tyr Ser Cys Leu Val Arg Asn
210 215 220

Pro Val Leu Gin Gin Asp Ala His Gly Ser Val Thr lie Thr Gly Gin
225 230 235 240

Pro Met Thr Phe Pro Pro Glu Ala Leu Trp Val Thr Val Gly Leu Ser
245 250 255

Val Cys Leu lie Ala Leu Leu Val Ala Leu Ala Phe Val Cys Trp Arg
260 265 270

Lys lie Lys Gin Ser Cys Glu Glu Glu Asn Ala Gly Ala Glu Asp Gin
275 280 285

Asp Gly Glu Gly Glu Gly Ser Lys Thr Ala Leu Gin Pro Leu Lys His
290 295 300

Ser Asp Ser Lys Glu Asp Asp Gly Gin Glu lie Ala

305 310 315
<210> 2

<211> 948

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 2

atgctgcgtc ggcggggcag ccctggcatg ggtgtgeatg tgggtgcagc cctgggagca 60
ctgtggttct gcctcacagg agccctggag gtccaggtcc ctgaagaccc agtggtggca 120
ctggtgggca ccgatgccac cctgtgctge tccttctccc ctgagcctgg cttcagcectg 180
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gcacagctca
gagggccagyg
gcacagggca
acctgcttcg
ccctactcga
gtgaccatca
gggcagggtg
ttgtttgatg
ctggtgcgcea
cctatgacat
gcactgctgg
gagaatgcag
cctctgaaac
<210> 3
<211> 107
<212> PRT
<213> Trin

<220>
<223> Trin
<400> 3

Asp lie Ala
1

Asp Arg Val

Val Ala Trp

35

Ser Ala

50

Tyr

Ser Gly Ser

65

Glu Asp Leu

acctcatctg
accagggcag
acgcatccct
tgagcatccg
agcccagcat
cgtgctccag
tgccectgac
tgcacagcgt
accccgtgcet
tcccecceccaga
tggccctggce
gagctgagga

actctgacag

h tu

h tu

Met Thr

Ser Val

20

Tyr Gin

Ser Tyr

Gly Thr

Ala Glu

85

Gin

Thr

Gin

Arg

Asp

70

Tyr

gcagctgaca
cgcctatgcce
gaggctgcag
ggatttcggc
gaccctggag
ctaccggggc
tggcaacgtg
cctgegggtyg
gcagcaggat
ggccctgtgg
tttcgtgtge
ccaggatggg

caaagaagat

nhdn tao

axit amin cua chudi

Ser Gin

Cys

Lys

Pro
40

Lys

Tyr Ser

55

Phe Thr

Phe Cys

30003

gataccaaac
aaccgcacgg
cgcgtgegtg
agcgctgccg
cccaacaagg
taccctgagg
accacgtcgce
gtgctgggtg
gcgcacggct
gtgaccgtgg
tggagaaaga
gagggagaag

gatggacaag

nhe

Phe
10

Lys Met

Ala Gin

25

Ser

Gly Gin Ser

Gly Val Pro

Thr lie

75

Leu

Gin
90

Gin Tyr
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agctggtgca
ccctettecce
tggcggacga
tcagcctgcea
acctgcggcec
ctgaggtgtt
agatggccaa
cgaatggcac
ctgtcaccat
ggctgtctgt
tcaaacagag
gctccaagac

aaatagcc

Ser Thr Ser

Asn Val

30

Pro Lys Ala

45

Asp Arg Phe

60

Asn Asn Val

Asn Asn

Asp

Tyr

cagctttgcet
ggacctgctg
gggcagcttc
ggtggccgcet
aggggacacg
ctggcaggat
cgagcagggc
ctacagctgce
cacagggcag
ctgtctcatt
ctgtgaggag

agccctgcag

bién d3i BRCA84D

Val
15

Gly
Thr Asn
Leu lie
Thr

Gly

Ser
80

Gin

Pro Phe

95

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

948
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Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu lie Lys

100

tgacccagtc
aggccagtca
ctaaagcact
gcagtggatc
cagagtattt

tggaaataaa

Trinh ty nhédn tao

Trinh tu polynucleotit ma

tcaaaaattc
gaatgtggat
gatttactcg
tgggacagat
ctgtcagcaa

a

Trinh ty nhén tao

105

hoad chudi nhe bién ddi BRCAS84D

atgtccacat
actaatgtag
gcatcctacc
ttcactctca

tataacaact

Chudi nhe bién &bi BRCA84D CDR1

Lys Ala Ser Gin Asn Val Asp Thr Asn Val Ala

<210> 4
<211> 321
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 4
gacattgcga
gtcacctgca
gggcaatctc
cgcttcacag
gaagacttgg
gggacaaagt
<210> 5
<211> 11
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 5
1
<210> 6
<211> 33
<212> ADN
<213>
<220>
<223>

CDR1
<400> 6

5

Trinh ty nhdn tao

10

aaggccagtc agaatgtgga tactaatgta gcc

<210> 7
<211> 7
<212> PRT
<213>
<220>
<223>

Trinh ty nhéan tao

Chudi nhe bién dbéi BRCA84D CDR2
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cagtaggaga
cctggtatca
ggtacagtgg
ccatcaacaa

atccattcac

cagggtcagc
acagaaacca
agtccctgat
tgtgcagtct

gttcggctcg

Trinh tu polynucleotit md hoa chudi nhe bién déi BRCA84D

60

120

180

240

300

321

33
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<400> 7

Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Ser
1 5

<210> 8

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> Trinh tu polynucleotit m& hod chudi nhe bién dbi BRCA84D CDR2

<400> 8
tcggcatcect accggtacag t

<210> 9
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Chudi nhe bién d8i BRCA84D CDR3

<400> 9

Gin Gin Tyr Asn Asn Tyr Pro Phe Thr
1 5

<210> 10

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Trinh tu polynucleotit m& hod chudi nhe bién ddi BRCA84D CDR3

<400> 10
cagcaatata acaactatcc attcacg

<210> 11
<211> 122
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Trinh tu axit amin cua chudi ndng bién dbi BRCA84D

<400> 11

Asp Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15
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Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Gly

Gly

Arg

Met

Tyr

50

Gly

Gin

Arg

Gin

Lys

His

35

lie

Arg

Met

Gly

Gly

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Thr

Arg

100

Thr

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Glu

Thr

Cys

Arg

Asp

lie

70

Leu

Asn

Leu

Ala

Gin

Ser

55

Ser

Arg

lie

Thr

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ser

Tyr

Val

30003

Ser

25

Pro

Ala

Asp

Glu

Tyr

105

Ser

Gly

Glu

lie

Asn

Asp

90

Gly

Ser

Phe

Lys

Tyr

Pro

75

Thr

Ser

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Arg

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Met

Leu

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Asp
110

Ser

Trp

Thr

Leu

Tyr

95

Tyr

Phe

Val

Val

Phe

80

Cys

Trp

115

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

12
366
ADN
Trin

<220>
<223>

<400> 12
gatgtgcagc

tcctgtgcag
ccagagaagg
gcagacacag
ctgcaaatga
gaaaacattt

tcctca

<210> 13
<211> 4
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 13

h tu

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtyg
tgaagggccyg
ccagtctaag

actacggtag

120

nhdn tao

Trinh ty polynucleotit md

tgggggaggc
cactttcagt
ggtcgcatac
attcaccatc
gtctgaggac

taggcttgac

Trinh ty nhén tao

ho& chudi ning bién dbi BRCA84D

ttagtgcagc ctggagggtc ccggaaactc

agctttggaa
attagtagtg
tccagagaca
acggccatgt

tactggggcc

Chudi ni#ng bién abi BRCA84D CDR1
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tgcactgggt
acagtagtgc
atcccaagaa
attactgtgg

aaggcaccac

tcgtcaggct
catctactat
caccctgttce
aagagggagg

tctcacagtce

60

120

180

240

300

360

366
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Phe Gly Met His

1

<210> 14
<211> 12
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh ty polynucleotit md& hoad chudi n3ng bién déi BRCA84D
CDR1
<400> 14
tttggaatgc ac 12
<210> 15
<211> 16
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Chudi ning bién abi BRCA84D CDR2

<400> 15

Tyr lie Ser Ser Asp Ser Ser Ala lie Tyr Tyr Ala Asp Thr Val Lys
1 5 10 15
<210> 16

<211> 48

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu polynucleotit md ho& chudi n&ng bién dbi BRCA84D
CDR2
<400> 16
tacattagta gtgacagtag tgccatctac tatgcagaca cagtgaag 48
<210> 17
<211> 13
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Chudi ning bién &bdi BRCA84D CDR3

<400> 17

Gly Arg Glu Asn lie Tyr Tyr Gly Ser Arg Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 18

<211> 39
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<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ADN

Trinh tyu nhdn tao

Trinh tu polynucleotit m& hod chudi n3ng bién déi BRCA84D

CDR3

18

30003

gggagggaaa acatttacta cggtagtagg cttgactac

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

<220>
<223>

<400>
Asp lie

1

Asp Arg

Leu Asn

Tyr Tyr
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

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

<220>
<223>

<400>

gatatccaga tgacacagac tacatcctcc ctgtctgcect ctctgggaga cagagtcacc

atcagttgca gggcaagtca ggacattagt aattatttaa actggtatca gcagaaacca

19

107

PRT
Trinh tuy
Trinh tu

19

Gin Met

Val Thr
20

Trp Tyr
35

Thr Ser

Ser Gly

lie Ala

Gly Gly
100

20

321

ADN
Trinh tu

nhén tao

axit amin cua chudi

Thr Gin

lie Ser

Gin Gin

Arg Leu

Thr Asp

70

Thr Tyr
85

Gly Thr

nhan tao

Thr

Cys

Lys

His

55

Tyr

Phe

Lys

Thr

Arg

Pro

40

Ser

Ser

Cys

Leu

Ser

Ala

25

Asp

Gly

Leu

Gin

Glu
105

nhe

Ser

10

Ser

Gly

Val

Thr

Gin

90

lie

bién d8i BRCA69D

Leu

Gin

Thr

Pro

lie

75

Gly

Lys

Ser

Asp

Val

Ser

60

Asp

Asn

Ala

lie

Lys

45

Arg

Asn

Thr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Leu

Leu

15

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Gly

Tyr

lie

Gly

Gin

80

Pro

Trinh tu polynucleotit mi ho& chudi nhe bién d6i BRCA69D

20

-180-
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120



30003

gatggaactg ttaaactcct gatctactac acatcacgat tacactcagg agtcccatca

aggttcagtg gcagtgggtc tggaacagat tattctctca ccattgacaa cctggagcaa

gaagatattg ccacttactt ttgccaacag ggtaatacgc ttcctececgac gttcggtgga

ggcaccaaac tggaaatcaa a

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

<220>
<223>

<400>

21

11

PRT

Trinh ty nhédn tao

Chudi nhe bién ddi BRCA69D CDR1

21

Arg Ala Ser Gin Asp lie Ser Asn Tyr Leu Asn

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10

22

33

ADN

Trinh ty nhédn tao

Trinh tu polynucleotit ma hoa chudi nhe bién dbi BRCA69D CDR1

22

agggcaagtc aggacattag taattattta aac

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

<220>
<223>

<400>

1

<210>
<211>

23

7

PRT

Trinh tuy nhén tao

Chudi nhe bién ddi BRCA69D CDR2

23
Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser
5
24
21
ADN

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Trinh tu nhén tao

Trinh tu polynucleotit mi hoa chudi nhe bién dbéi BRCA69D CDR2

24
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30003

tacacatcac gattacactc a

<210> 25
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> Chudi nhe bién &di BRCA69D CDR3

<400> 25

Gin Gin Gly Asn Thr Leu Pro Pro Thr

1 5
<210> 26

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu polynucleotit m& ho& Chudi nhe bién dbi BRCA69D CDR3

<400> 26
caacagggta atacgcttcc tccgacg

<210> 27
<211> 120
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh tu axit amin cua chudi n3ng bién dbéi BRCA69D

<400> 27

Gin Val Gin Leu Gin Gin Ser Gly Ala Glu Leu Ala Arg Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

Trp Met Gin Trp Val Lys Gin Arg Pro Gly Gin Gly Leu Glu Trp lie
35 40 45

Gly Thr lie Tyr Pro Gly Asp Gly Asp Thr Arg Tyr Thr Gin Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Gin Leu Ser Ser Leu Ala Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys

-182-



Ala Arg Arg Gly

Gly Thr Thr Val

85

100

Thr Val Ser Ser

30003

90

105

110

95

lie Pro Arg Leu Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Ala

hod chudi ndng bién ddi BRCA69D

ctggcaagac
agctactgga
atttatcctg
actgcagata
tctgcggtcet

ggcgcaggga

115 120
<210> 28
<211> 360
<212> ADN
<213> Trinh tyu nhén tao
<220>
<223> Trinh ty polynucleotit md
<400> 28
caggttcagc tccagcagtc tggggctgag
tcctgcaagg cttctggcta cacctttact
cctggacagg gtctggaatg gattgggact
actcagaagt tcaagggcaa ggccacattg
atgcaactca gcagcttggc atctgaggac
attccacggc tttggtactt cgatgtctgg
<210> 29
<211> 5
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Chudi n#ng bién d&b6i BRCA69D CDR1
<400> 29

Ser Tyr Trp Met Gin

1
<210> 30
<211> 15
<212> ADN
<213>
<220>
<223>

CDR1
<400> 30
agctactgga
<210> 31

5

tgcag

Trinh tuy nhén tao

-183-

ctggggcttc
tgcagtgggt
gagatggtga
aatcctccag
attactgtgc

ccacggtcac

agtgaagttg

aaaacagagg

tactaggtac
cacagcctac
aagaagaggg

cgtctcctca

Trinh tu polynucleotit m& hoa chudi n3ng bién adi BRCA69D

60

120

180

240

300

360

15



30003

<211> 17
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhédn tao

<220>
<223> Chudi ndng bién &bi BRCA69D CDR2

<400> 31

Thr lie Tyr Pro Gly Asp Gly Asp Thr Arg Tyr Thr Gin Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 32

<211> 51

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu polynucleotit m& hod chudi ning bién dbi BRCA69D
CDR2
<400> 32
actatttatc ctggagatgg tgatactagg tacactcaga agttcaaggg c 51
<210> 33
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Chudi ning bién d&di BRCA69D CDR3

<400> 33

Arg Gly lie Pro Arg Leu Trp Tyr Phe Asp Val
1 5 10
<210> 34

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu polynucleotit mi hoi chudi ning bién ddi BRCA69D
CDR3
<400> 34
agagggattc cacggctttg gtacttcgat gtc 33
<210> 35
<211> 108
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
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30003

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gin

Leu

nhe

Ser

10

Ser

Lys

Val

Lys

His

90

Glu

bién dbi PRCA157

Leu

Glu

Ser

Pro

lie

75

His

lie

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Asn

Tyr

Lys

Val

lie

Gin

45

Arg

Ser

Gly

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gin

Pro
95

Gly

Tyr

Val

Gly

Pro

80

Pro

105

hod chudi nhe bién dbi PRCA157

ctatctgtat
agttatttag
acaaaaacct
ttttctctga

cattatggta

<220>
<223> Trinh ty axit amin ctia Chudi
<400> 35
Asp lie Gin Met Thr Gin Ser Pro
1 5
Glu Thr Val Thr lie Thr Cys Arg
20
Leu Ala Trp Tyr Gin Gin Lys Gin
35 40
Tyr Asn Thr Lys Thr Leu Pro Glu
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Gin Phe Ser
65 70
Glu Asp Phe Gly Arg Tyr Tyr Cys
85
Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Asn
100
<210> 36
<211> 324
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Trinh ty polynucleotit ma
<400> 36
gacatccaga tgactcagtc tccagcctcce
attacatgtc gagcaagtga gagtatttac
ggaaaatctc ctcagctcct ggtctataat
aggttcagtg gcagtggatc aggcacacag
gaagattttg ggagatatta ctgtcaacat
ggaggcacca acctggaaat caaa
<210> 37
<211> 11
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

-185-

ctgtgggaga
catggtatca
taccagaggg
agatcaacag

ctcctecegtg

aactgtcacc
gcagaaacag
tgtgccatca
cctgcagcect

gacgttcggt

60

120

180

240

300

324



30003

<220>
<223> Chudi nhe bién &di PRCA157 CDR1

<400> 37

Arg Ala Ser Glu Ser lie Tyr Ser Tyr Leu Ala

1 5 10
<210> 38

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu polynucleotit ma& hoa chudi nhe bién ddi PRCA157 CDR1

<400> 38
cgagcaagtg agagtattta cagttattta gca

<210> 39
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Chudi nhe bién dbi PRCA157 CDR2

<400> 39

Asn Thr Lys Thr Leu Pro Glu
1 5

<210> 40

<211> 21

<212> ADN
<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> Trinh tu polynucleotit mi hod Chudi nhe bién dbi PRCA157 CDR2

<400> 40
aatacaaaaa ccttaccaga g

<210> 41
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Chudi nhe bién &di PRCA157 CDR3

<400> 41

Gin His His Tyr Gly Thr Pro Pro Trp
1 5
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30003

<210> 42
<211> 27
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu polynucleotit m& hoa chudi nhe bién dbi PRCA157 CDR3

<400> 42
caacatcatt atggtactcc tccgtgg

<210> 43
<211> 117
<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> Trinh tu axit amin cia chudi n&ng bién d6i PRCA157

<400> 43
Glu Val Gin Gin Val Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Gly Met Ser Trp Val Arg Gin Thr Pro Asp Lys Arg Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Thr lie Asn Ser Gly Gly Ser Asn Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Leu
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gin Met Arg Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg His Asp Gly Gly Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Ser
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 44
<211> 351
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
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30003

<220>
<223> Trinh tu polynucleotit md hod chudi ning bién déi PRCA157

<400> 44
gaggtgcagc aggtggagtc ggggggagac ttagtgaagc ctggagggtc cctgaaactc

tcctgtgcag cctctggatt cactttcagt tcctatggca tgtcttgggt tcgecagact
ccagacaaga ggctggagtg ggtcgcaacc attaatagtg gtggaagtaa cacctactat
ccagacagtt tgaaggggcg attcaccatc tccagagaca atgccaagaa caccctttac
ctgcaaatgc gcagtctgaa gtctgaggac acagccatgt attactgtgce aagacatgac

gggggagcta tggactactg gggtcaagga acctcagtca ccgtctcctc a

<210> 45
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Chudi ning bién &5i PRCA157 CDR1

<400> 45

Ser Tyr Gly Met Ser

1 5
<210> 46
<211> 15
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Trinh tu polynucleotit m& hod chudi ning bién ddi PRCA157
CDR1

<400> 4o

tcctatggeca tgtct

<210> 47
<211> 19
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Chudi ning bién d5i PRCA157 CDR2

<400> 47

Val Ala Thr lie Asn Ser Gly Gly Ser Asn Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser
1 5 10 15

Leu Lys Gly

-188-
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30003

<210> 48
<211> 57
<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu polynucleotit mi hoad chudi n&ng bién dbéi PRCA157
CDR2
<400> 48
gtcgcaacca ttaatagtgg tggaagtaac acctactatc cagacagttt gaagggg 57
<210> 49
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> Chudi ning bién &bi PRCA157 CDR3

<400> 49

His Asp Gly Gly Ala Met Asp Tyr
1 5

<210> 50

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu polynucleotit mi hoad chudi n#&ng bién déi PRCA157
CDR3
<400> 50
catgacgggg gagctatgga ctac 24
<210> 51
<211> 218
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 51
Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro

1 5 10 15

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lie Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys
20 25 30

Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp
35 40 45
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30003

Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
50 55 60

Glu Gin Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu
65 70 75 80

His Gin Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn
85 90 95

Lys Ala Leu Pro Ala Pro lie Glu Lys Thr lie Ser Lys Ala Lys Gly
100 105 110

Gin Pro Arg Glu Pro Gin Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu
115 120 125

Met Thr Lys Asn Gin Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr
130 135 140

Pro Ser Asp lie Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gin Pro Glu Asn
145 150 155 160

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
165 170 175

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gin Gin Gly Asn
180 185 190

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
195 200 205

Gin Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

210 215
<210> 52
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> Trinh tu lién k&t axit amin

<400> 52

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
1 5

<210> 53

<211> 24

<212> ADN
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30003

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Polynucleotit m& hod trinh ty lién két axit amin

<400> 53
ggaggcggat ccggaggcgg aggc

<210> 54
<211> 4
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Trinh ty axit amin &iu tan C DART

<400> 54

Leu Gly Gly Cys
1

<210> 55

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Mién ban 1é&

<400> 55

Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro
1 5 10

<210> 56

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Mién ban 1é

<400> 56

Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Ser
1 5 10
<210> 57

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> Trinh ty axit amin &iu t&n C DART

<400> 57
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30003

Val Glu Pro Lys Ser Cys

1 5
<210> 58

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Polynucleotit m& hod trinh ty dau t&n C DART

<400> 58
gttgagccca aatcttgt

<210> 59
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tuy chita Xystein DART

<400> 59

Leu Gly Gly Cys Phe Asn Arg Gly Glu Cys

1 5 10
<210> 60

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Polynucleotit md hod trinh ty chia Xystein ddu tan C DART

<400> 60
ctgggaggct gcttcaacag gggagagtgt

<210> 61
<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh ty chita Xystein DART

<400> 61

Phe Asn Arg Gly Glu Cys

1 5
<210> 62

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhédn tao
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30003

<220>

<223> Polynucleotit m& hod trinh tu chtta Xystein DART
<400> 62

ttcaacaggg gagagtgt 18
<210> 63

<211> 28

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cudén E DART

<400> 63

Glu Val Ala Ala

1

Ala Ala Leu Glu

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

<220>
<223>

<400>

20
64
28
PRT
Trinh tu
Trinh tu
64

Lys Val Ala Ala

1

Ala Ala Leu Lys

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

<220>
<223>

<400>

20
65
5
PRT
Trinh tu

Leu Glu Lys Glu Val Ala Ala Leu Glu Lys Glu Val
5 10 15

Lys Glu Val Ala Ala Leu Glu Lys
25

nhdn tao

axit amin cudén K DART

Leu Lys Glu Lys Val Ala Ala Leu Lys Glu Lys Val
5 10 15

Glu Lys Val Ala Ala Leu Lys Glu
25

nhan tao

Thanh phdn lién két

65

Gly Gly Gly Asn Ser

1

<210>
<211>
<212>

66
383
PRT

5
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30003

<213> Homo sapiens

<400> 66

Met Gly Leu Gly Pro Val Phe Leu Leu Leu Ala Gly lie Phe Pro Phe
1 5 10 15

Ala Pro Pro Gly Ala Ala Ala Glu Pro His Ser Leu Arg Tyr Asn Leu
20 25 30

Thr Val Leu Ser Trp Asp Gly Ser Val Gin Ser Gly Phe Leu Thr Glu
35 40 45

Val His Leu Asp Gly Gin Pro Phe Leu Arg Cys Asp Arg Gin Lys Cys
50 55 60

Arg Ala Lys Pro Gin Gly Gin Trp Ala Glu Asp Val Leu Gly Asn Lys

Thr Trp Asp Arg Glu Thr Arg Asp Leu Thr Gly Asn Gly Lys Asp Leu
85 90 95

Arg Met Thr Leu Ala His lie Lys Asp Gin Lys Glu Gly Leu His Ser
100 105 110

Leu Gin Glu lie Arg Val Cys Glu lie His Glu Asp Asn Ser Thr Arg
115 120 125

Ser Ser Gin His Phe Tyr Tyr Asp Gly Glu Leu Phe Leu Ser Gin Asn
130 135 - 140

Leu Glu Thr Lys Glu Trp Thr Met Pro Gin Ser Ser Arg Ala Gin Thr
145 150 155 160

Leu Ala Met Asn Val Arg Asn Phe Leu Lys Glu Asp Ala Met Lys Thr
165 170 175

Lys Thr His Tyr His Ala Met His Ala Asp Cys Leu Gin Glu Leu Arg
180 185 190

Arg Tyr Leu Lys Ser Gly Val Val Leu Arg Arg Thr Val Pro Pro Met
195 200 205

Val Asn Val Thr Arg Ser Glu Ala Ser Glu Gly Asn lie Thr Val Thr
210 215 220

Cys Arg Ala Ser Gly Phe Tyr Pro Trp Asn lie Thr Leu Ser Trp Arg
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225

Gin

Leu

Cys

Asn

Ser

305

Phe

Ala

Pro

Pro

Asp

Pro

Gin

His

290

His

Val

Ala

Val

Leu
370

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

<400>

Gly

Asp

Gly
275

Ser

Trp

lie

Glu

Gly
355

Met

67
305
PRT
Homo

67

Pro His Ser

1

Val Gin Ser

Leu Arg Tyr

35

Ala Glu Asp

50

Val

Gly

260

Glu

Thr

Gin

lie

Gly

340

Thr

Ser

Ser

245

Asn

Glu

His

Thr

lie

325

Pro

Ser

Asp

sapiens

Leu

Gly
20

Asp

Val

Arg

Phe

Arg

Leu

230

Leu

Gly

Gin

Pro

Phe

310

Phe

Glu

Asp

Leu

Tyr

Leu

Gin

Gly

Ser

Thr

Arg

Val

295

His

Tyr

Leu

His

Gly
375

Asn

Ala

Lys

Ala
55

His

Tyr

Phe

280

Pro

Val

Val

Val

Arg

360

Ser

Leu

Glu

Arg

40

Lys

30003

Asp

Gin

265

Thr

Ser

Ser

Arg

Ser

345

Asp

Thr

Met

Gly
25

Arg

Thr

Thr

250

Thr

Cys

Gly

Ala

Cys

330

Leu

Ala

Gly

Val

10

His

Ala

Trp

-195-

235

Gin

Trp

Tyr

Lys

Val

315

Cys

Gin

Thr

Ser

Leu

Leu

Lys

Asp

Gin

Val

Met

Val

300

Ala

Lys

Val

Gin

Thr
380

Ser

Asp

Pro

Thr
60

Trp

Ala

Glu

285

Leu

Ala

Lys

Leu

Leu

365

Glu

Gin

Gly

Gin

45

Glu

Gly

Thr

270

His

Val

Ala

Lys

Asp

350

Gly

Gly

Asp

Gin

30

Gly

Thr

Asp

255

Arg

Ser

Leu

Ala

Thr

335

Gin

Phe

Ala

Gly

15

Pro

Gin

Glu

240

Val

lie

Gly

Gin

lie

320

Ser

His

Gin

Ser

Phe

Trp

Asp



30003

Leu Thr Glu Asn Gly Gin Asp Leu Arg Arg Thr Leu Thr His lie Lys
65 70 75 80

Asp Gin Lys Gly Gly Leu His Ser Leu Gin Glu lie Arg Val Cys Glu

lie His Glu Asp Ser Ser Thr Arg Gly Ser Arg His Phe Tyr Tyr Asp
100 105 110

Gly Glu Leu Phe Leu Ser Gin Asn Leu Glu Thr Gin Glu Ser Thr Val
115 120 125

Pro Gin Ser Ser Arg Ala Gin Thr Leu Ala Met Asn Val Thr Asn Phe
130 135 140

Trp Lys Glu Asp Ala Met Lys Thr Lys Thr His Tyr Arg Ala Met Gin
145 150 155 160

Ala Asp Cys Leu Gin Lys Leu Gin Leu Pro Pro Met Val Asn Val lie
165 170 175

Cys Ser Glu Val Ser Glu Gly Asn lie Thr Val Thr Cys Arg Ala Ser
180 185 190

Ser Phe Tyr Pro Arg Asn lie Thr Leu Thr Trp Arg Gin Asp Gly Val
195 200 205

Ser Leu Ser His Asn Thr Gin Gin Trp Gly Asp Val Leu Pro Asp Gly
210 215 220

Asn Gly Thr Tyr Gin Thr Trp Val Ala Thr Arg lie Arg Gin Gly Glu
225 230 235 240

Glu Gin Arg Phe Thr Cys Tyr Met Glu His Ser Gly Asn His Gly Thr
245 250 255

His Pro Val Pro Ser Gly Lys Ala Leu Val Leu Gin Ser Gin Arg Thr
260 265 270

Asp Phe Pro Tyr Val Ser Ala Ala Met Pro Cys Phe Val lie lie lie
275 280 285

lie Leu Cys Val Pro Cys Cys Lys Lys Lys Thr Ser Ala Ala Glu Gly
290 295 300

-196-



Trinh ty nhén tao

Chudi nhe bién d&bi BRCA84D-1

Leu Thr

Thr
20

lie

Tyr Gin

Ser Tyr

Gly Thr

Ala Thr

85

Gin
100

Gly

h tu

Gin

Thr

Gin

Arg

Asp

Tyr

Thr

Ser Pro

Cys

Lys

Pro
40

Lys

Tyr Ser

55

Phe Thr

Tyr

Cys

Lys Leu

nhén tao

Trinh ty polynucleotit ma

Pro

305

<210> 68

<211> 107

<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 68

Asp lie Gin

1

Asp Arg Val

Val Ala Trp

35

Tyr Ser Ala
50

Ser Gly Ser

65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> 69

<211> 321

<212> ADN

<213> Trin

<220>

<223>

gibng ngudi

<400> 69

gacatccagc

atcacatgca

ggcaaggccc

aggttctccg

gaggacttcg

tgacccagtc
aggcctccca
ctaagctgct
gctccggctce

ccacctacta

cccctectte
gaacgtggac
gatctactcc
tggcaccgac

ctgccagcag

30003

Phe
10

Ser

Ala
25

Ser
Gly Lys
Gly Val
Thr

Leu

Gin
90

Gin

Glu lie

105

Leu

Gin

Ala

Pro

lie

75

Tyr

Lys

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Ser

Asp

Leu

Phe

Leu

Tyr

dugc lam gibng nguoi

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gin

Pro
95

Gly

Asn

lie

Gly

Pro

80

Phe

hod Chudi nhe bién ddi BRCA84D-1 dugc lam

ctgtctgcect
accaacgtgg
gcctcctacc
ttcaccctga

tacaacaact

-197-

ccgtgggcega
cctggtatca
ggtactccgg
ccatctccag

accctttcac

cagagtgacc
gcagaagcct
cgtgccttece
cctgcagcct

cttcggccag

60

120

180

240

300



30003

ggcaccaagc tggaaatcaa g 321
<210> 70

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>

<223> Chudi nhe bién dbi BRCA84D-1 dugc lam gibéng ngudi CDR1

<400> 70

Lys Ala Ser Gin Asn Val Asp Thr Asn Val Ala

1 5 10

<210> 71

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Trinh tu polynucleotit m& hoa chudi nhe bién déi BRCA84D-1 dugc lam
gibng ngudi CDR1

<400> 71

aaggccagtc agaatgtgga tactaatgta gcc 33

<210> 72

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>

<223> Chudi nhe bién d8i BRCA84D-1 dugc lam gidng ngudi CDR2

<400> 72

Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Ser

1 5

<210> 73

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Trinh ty polynucleotit md hod chudi nhe bién déi BRCA84D-1 dugc lam
gidng ngudi CDR2

<400> 73

tcggcatcct accggtacag t 21

<210> 74

<211> 9

<212> PRT

-198-



30003

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Chudi nhe bién ddi BRCA84D-1 dugc lam gidng ngudi CDR3

<400> 74

Gin Gin Tyr Asn Asn Tyr Pro Phe Thr

1 5
<210> 75

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu polynucleotit m& hoa chudi nhe bién ddi BRCA84D-1 dugc lam

giéng ngudi CDR3

<400> 75
cagcaatata acaactatcc attcacg 27
<210> 76
<211> 534
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 76

Met Leu Arg Arg Arg Gly Ser Pro Gly Met Gly Val His Val Gly Ala
1 5 10 15

Ala Leu Gly Ala Leu Trp Phe Cys Leu Thr Gly Ala Leu Glu Val Gin
20 25 30

Val Pro Glu Asp Pro Val Val Ala Leu Val Gly Thr Asp Ala Thr Leu
35 40 45

Cys Cys Ser Phe Ser Pro Glu Pro Gly Phe Ser Leu Ala Gin Leu Asn
50 55 60

Leu lie Trp Gin Leu Thr Asp Thr Lys Gin Leu Val His Ser Phe Ala
65 70 75 80

Glu Gly Gin Asp Gin Gly Ser Ala Tyr Ala Asn Arg Thr Ala Leu Phe
85 90 95

Pro Asp Leu Leu Ala Gin Gly Asn Ala Ser Leu Arg Leu Gin Arg Val
100 105 110

Arg Val Ala Asp Glu Gly Ser Phe Thr Cys Phe Val Ser lie Arg Asp
115 120 125

-199-



30003

Phe Gly Ser Ala Ala Val Ser Leu Gin Val Ala Ala Pro Tyr Ser Lys
130 135 140

Pro Ser Met Thr Leu Glu Pro Asn Lys Asp Leu Arg Pro Gly Asp Thr
145 150 155 160

Val Thr lie Thr Cys Ser Ser Tyr Gin Gly Tyr Pro Glu Ala Glu Val
165 170 175

Phe Trp Gin Asp Gly Gin Gly Val Pro Leu Thr Gly Asn Val Thr Thr
180 185 190

Ser Gin Met Ala Asn Glu Gin Gly Leu Phe Asp Val His Ser lie Leu
195 200 205

Arg Val Val Leu Gly Ala Asn Gly Thr Tyr Ser Cys Leu Val Arg Asn
210 215 220

Pro Val Leu Gin Gin Asp Ala His Ser Ser Val Thr lie Thr Pro Gin
225 230 235 240

Arg Ser Pro Thr Gly Ala Val Glu Val Gin Val Pro Glu Asp Pro Val
245 250 255

Val Ala Leu Val Gly Thr Asp Ala Thr Leu Arg Cys Ser Phe Ser Pro
260 265 270

Glu Pro Gly Phe Ser Leu Ala Gin Leu Asn Leu lie Trp Gin Leu Thr
275 280 285

Asp Thr Lys Gin Leu Val His Ser Phe Thr Glu Gly Arg Asp Gin Gly
290 295 300

Ser Ala Tyr Ala Asn Arg Thr Ala Leu Phe Pro Asp Leu Leu Ala Gin
305 310 315 320

Gly Asn Ala Ser Leu Arg Leu Gin Arg Val Arg Val Ala Asp Glu Gly
325 330 335

Ser Phe Thr Cys Phe Val Ser lie Arg Asp Phe Gly Ser Ala Ala Val
340 345 350

Ser Leu Gin Val Ala Ala Pro Tyr Ser Lys Pro Ser Met Thr Leu Glu
355 360 365

-200-



30003

Thr Val Thr

380

Pro lie Thr Ser

375

Asn Leu

370

Pro Lys Asp Arg Gly Asp Cys

Gin
400

Glu Ala Glu Val Phe

395

Pro Gin Gly

390

Ser Trp Asp

385

Tyr Arg Gly Tyr

Thr Glu

405

Val Thr Thr

410

Met Ala Asn

415

Gly Val Pro Leu Gly Asn Ser Gin

Val Val Ala

425

Val Leu

430

Phe His Ser Leu Gly

420

Gin Gly Leu Asp Val Arg

Val Gin

440

Thr Val Gin

435

Leu
445

Asn Gly Tyr Ser Cys Leu Arg Asn Pro Asp

Thr Met Thr Pro

460

Val Thr lie Gin Pro Phe Pro

455

His Gly Ser Gly

450

Ala

Ala Leu

480

Val lie

475

Val Thr Leu

470

Glu Val Ser

465

Ala Leu Trp Gly Leu Cys

Ser
495

Ala Ala lie Gin

485

Val Leu Phe Val Arg

490

Leu Cys Trp Lys Lys Cys

Glu Glu Gly Glu

510

Glu Glu Glu Asn Ala Ala Gin Gly Gly

500

Gly Asp

505

Asp

Ser Glu

525

Thr His Ser

515

Leu
520

Ser Lys Ala Leu Gin Pro Lys Asp Lys Asp

Asp Gly Gin Glu lie Ala

530

<210> 77

<211> 1602
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 77

atgctgcgtc
ctgtggttct
ctggtgggca
gcacagctca

gagggccagg

ggcggggcag
gcctcacagg
ccgatgccac
acctcatctg

accagggcag

ccctggecatg
agccctggag
cctgtgctgce
gcagctgaca

cgcctatgcece

ggtgtgcatg
gtccaggtcc
tccttctecce
gataccaaac

aaccgcacgg
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tgggtgcage
ctgaagaccc
ctgagcctgg
agctggtgca

ccctettece

cctgggagca 60

agtggtggca
cttcagcctg
cagctttgcect

ggacctgctg

120

180

240

300



gcacagggca
acctgcttceg
ccctactega
gtgaccatca
gggcagggtyg
ttgtttgatg
ctggtgcgca
agaagcccca
ggcaccgatg
ctcaacctca
cgggaccagyg
ggcaatgcat
ttcgtgagca
tcgaagccca
atcacgtgct
ggtgtgcccc
gatgtgcaca
cgcaaccccg
acattccccc
ctggtggccc
gcaggagctg

aaacactctg

<210> 78

<400> 78
000

<210> 79

<400> 79
000

<210> 80

<211> 122
<212> PRT
<213>

<220>

acgcatccct
tgagcatccg
agcccagcat
cgtgctccag
tgccectgac
tgcacagcat
accccgtget
caggagccgt
ccaccctgcg
tctggcagcet
gcagcgccta
ccctgagget
tccgggattt
gcatgaccct
ccagctaccg
tgactggcaa
gcgtcctgceg
tgctgcagcea
cagaggccct
tggctttcegt
aggaccagga

acagcaaaga

30003

gaggctgcag
ggatttcggce
gaccctggag
ctaccagggc
tggcaacgtg
cctgcgggtyg
gcagcaggat
ggaggtccag
ctgctccttce
gacagacacc
tgccaaccgce
gcagcgegtg
cggcagcgcet
ggagcccaac
gggctaccct
cgtgaccacg
ggtggtgctg
ggatgcgcac
gtgggtgacc
gtgctggaga
tggggaggga

agatgatgga

Trinh ty nhén tao

cgcgtgegtg
agcgctgccg
cccaacaagg
taccctgagg
accacgtcgce
gtgctgggtg
gcgcacagct
gtccctgagg
tccccececgage
aaacagctgg
acggccctcect
cgtgtggcgg
gccgtcagcece
aaggacctgc
gaggctgagg
tcgcagatgg
ggtgcgaatg
ggctctgtca
gtggggctgt
aagatcaaac
gaaggctcca

caagaaatag
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tggcggacga
tcagcctgca
acctgcggcec
ctgaggtgtt
agatggccaa
caaatggcac
ctgtcaccat
acccggtggt
ctggcttcag
tgcacagttt
tccecggaccet
acgagggcag
tgcaggtggc
ggccagggga
tgttctggca
ccaacgagca
gcacctacag
ccatcacagg
ctgtctgtct
agagctgtga
agacagccct

cc

gggcagcttc
ggtggccgcet
aggggacacg
ctggcaggat
cgagcagggc
ctacagctgc
cacaccccag
ggccctagtg
cctggcacag
caccgaaggc
gctggcacaa
cttcacctgc
cgctccctac
cacggtgacc
ggatgggcag
gggcttgttt
ctgcctggtyg
gcagcctatg
cattgcactg
ggaggagaat

gcagcctctg

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1602



30003

<223> Trinh tu axit amin cua chudi n3ng bién déi BRCA84D-1 dugc lam
gibéng nguoi
<400> 80
Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Phe
20 25 30
Gly Met His Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Tyr lie Ser Ser Asp Ser Ser Ala lie Tyr Tyr Ala Asp Thr Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Asp Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Gly Arg Glu Asn lie Tyr Tyr Gly Ser Arg Leu Asp Tyr Trp
100 105 110
Gly Gin Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 81
<211> 366
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Trinh tu polynucleotit m& hoa chudi n&ng bién d4i BRCA84D-1 dugc

lam gibng nguoi

<400>

81

gaggtgcagc
tcttgcgecg
ccaggcaagg
gccgacaccg
ctgcagatga
gagaatatct

tcctcet

tggtcgagtc
cctcecggcett
gactggaatg
tgaagggcag
actccctgeg

actacggctc

tggcggagga
caccttctcc
ggtggcctac
gttcaccatc
ggacgaggac

ccggctggat

ctggtgcagc
agcttcggca
atctcctcceg
tcccgggaca
accgccgtgt

tattggggcc

-203-

ctggcggcete
tgcactgggt
actcctccgce
acgccaagaa
actactgcgc

agggcaccac

cctgagactg
ccgccaggct
catctactac
ctccctgtac
cagaggccgg

cgtgaccgtg

60

120

180

240

300

360

366



30003

<210> 82
<211> 4
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Chudi ning bién ddi BRCA84D-1 dugc lam gibng

ngudi CDR1
<400> 82

Phe Gly Met His

1

<210> 83
<211> 12
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh tu polynucleotit m& hoa chudi ning bién dbi BRCA84D-1 duoc

lam gidng ngudi CDRI1

<400> 83

tttggaatgc ac 12
<210>

<211> 84

<212> 16

<213> PRT

Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> Chudi ning bién ddi BRCA84D dugc lam gidng ngudi CDR2

<400> 84

Tyr lie Ser Ser Asp Ser Ser Ala lie Tyr Tyr Ala Asp Thr Val Lys
1 5 10 15
<210> 85

<211> 48

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu polynucleotit m& hoa chudi ning bién ddi BRCA84D-1 dugc

lam gibng ngudi CDR2

<400> 85

tacattagta gtgacagtag tgccatctac tatgcagaca cagtgaag 48
<210>

<211> 86

<212> 13

<213> PRT

Trinh tuy nhédn tao

<220>
<223> Chudi ning bién ddi BRCA84D-1 duoc lam gibngngudi CDR3

-204-



30003

<400> 86

Gly Arg Glu Asn lie Tyr Tyr Gly Ser Arg Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 87

<211> 39

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh ty polynucleotit m& hod& chudi ning bién 4dbi BRCA84D-1 duoc

lam gidng ngudi CDR3

<400> 87

gggagggaaa acatttacta cggtagtagg cttgactac
<210> 88

<400> 88

000

<210>

<211> 89

<212> 107

<213> PRT

Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> hBRCA84D-2VL

<400> 89

Asp lie Gin Leu Thr Gin Ser Pro Ser Phe Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lie Thr Cys Lys Ala Ser Gin Asn Val Asp Thr Asn
20 25 30

Val Ala Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Ala Leu lie

Tyr Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lie Ser Ser Leu Gin Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gin Gin Tyr Asn Asn Tyr Pro Phe
85 90 95

Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Leu Glu lie Lys
100 105
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<210> 90

<211> 321
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 90
gacatccagc

atcacatgca
ggcaaggccc
aggttctccg
gaggacttcg
ggcaccaagc
<210> 91

<211> 107
<212> PRT

<213>

<220>
<223>

<400> 91

Asp lie Gin

1

Asp Arg

Val Ala

35

Ser
50

Tyr

Ser
65

Gly
Glu

Asp

Thr Phe

Val

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

tgacccagtc
aggcctcecca
ctaaggcgcet
gctccggcete
ccacctacta

tggaaatcaa

hBRCA84D-3VL

Leu Thr

Ser Val
20

Tyr Gin

Ser Tyr

Gly Thr

Ala Thr

85

Gin Gly
100

Gin

Thr

Gin

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

30003

Trinh ty nhén tao

ccectcectte
gaacgtggac
gatctactcc
tggcaccgac
ctgccagcag

g

Trinh ty nhédn tao

Ser Pro

Cys

Lys

Pro
40

Lys

Tyr Ser

55

Phe Thr

Tyr Cys

Lys Leu

Ala

Polynucleotit md& hod hBRCA84D-2VL

ctgtctgcct
accaacgtgg
gcctcctacce
ttcaccctga

tacaacaact

Phe
10

Ser Leu

Ser Gin

25

Gly Lys Ala

Gly Val Pro

lie
75

Leu Thr

Gin
90

Gin Tyr

Glu
105

lie Lys

-206-

ccgtgggcga
cctggtatca
ggtactccgg
ccatctccag

accctttcac

Ser Ala

Asn Val

30

Pro Lys

45

Ser
60

Arg
Ser

Ser

Asn Asn

Ser

Asp

Leu

Phe

Leu

Tyr

cagagtgacc
gcagaagcct
cgtgcecttcce
cctgcagcect

cttcggccag

Val
15

Gly
Thr Asn
Leu lie
Ser

Gly

Pro
80

Gin

Pro Phe

95

60

120

180

240

300

321



<210> 92

<211> 321
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 92
gacatccagc

gtcacatgca
ggcaaggccc
aggttctccg
gaggacttcg

ggcaccaagc

<210> 093

<211> 107
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 93

Asp lie Gin

1

Asp Arg

Val Ala

35

Ser
50

Tyr

Ser
65

Gly
Glu

Asp

Thr Phe

Val

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

tgacccagtc
aggcctccca
ctaagctgcet
gctccggcetce
ccacctacta

tggaaatcaa

hBRCA84D-4VL

Leu Thr

Thr lie
20

Tyr Gin

Ser Tyr

Gly Thr

Ala Thr

85

Gin Gly
100

Gin

Thr

Gin

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

30003

Trinh tyu nhdn tao

ccectectte
gaacgtggac
gatctactcc
tggcaccgac
ctgccagcag

g

Trinh ty nhdn tao

Ser Pro

Cys

Lys

Pro
40

Lys

Tyr Ser

55

Phe Thr

Tyr

Cys

Lys Leu

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gin

Glu
105

Polynucleotit md& hod hBRCA84D-3VL

ctgtctgccet
accaacgtgg
gcctectacce
ttcaccctga

tacaacaact

Phe
10

Leu

Ser Gin

Gin Ala

Val Pro

Thr lie

75

Gin
90

Tyr

lie Lys

-207-

ccgtgggcga
cctggtatca
ggtactccgg
ccatctccag

accctttcac

Ser Ala

Asn Val

Pro Lys

45

Ser
60

Arg
Ser

Ser

Asn Asn

Ser

Asp

Leu

Phe

Leu

Tyr

cagagtgtcc
gcagaagcct
cgtgccttece
cctgcagcect

cttcggccag

Val
15

Gly
Thr Asn
Leu lie
Ser

Gly

Pro
80

Gin

Pro Phe

95

60

120

180

240

300

321



<210> 094

<211> 321
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 94
gacatccagc

atcacatgca
ggccaggcce
aggttctccg
gaggacttcg
ggcaccaagc
<210> 095

<211> 107
<212> PRT

<213>

<220>
<223>

<400> 95

Asp lie Gin

1

Asp Arg

Val Ala

35

Ser
50

Tyr

Ser
65

Gly
Glu Asp
Thr

Phe

<210> 96

val

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

Trinh ty nhédn tao

tgacccagtc cccctectte
aggcctccca gaacgtggac
ctaagctgct gatctactcc
gctccggcecte tggcaccgac
ccacctacta ctgccagcag

tggaaatcaa g

Trinh ty nhén tao

hBRCA84D-5VL

Leu Thr Gin Ser Pro

Thr
20

lie Thr Cys Lys

Pro
40

Tyr Gin Gin Lys

Ser Tyr Tyr Ser

55

Arg

Gly Thr Asp Phe Thr

70

Thr
85

Ala Tyr Tyr Cys

Gin Thr Leu

100

Gly Lys

Ala

Gly

Gly

30003

Polynucleotit md& hod hBRCA84D-4VL

ctgtctgect
accaacgtgg
gcctcctacc
ttcaccctga

tacaacaact

Phe
10

Ser Leu

Ser Gin

25

Gin Ala

Val Pro

Thr lie

75

Leu

Gin
90

Gin Tyr

Glu lie

105

Lys

-208-

ccgtgggcga
cctggtatca
ggtactccgg
ccatctccag

accctttcac

Ser Ala

Asn Val

30

Pro Lys

45

Ser
60

Arg
Ser

Ser

Asn Asn

Ser

Asp

Ala

Phe

Leu

Tyr

cagagtgacc
gcagaagcct
cgtgccttcce
cctgcagcect

cttcggccag

Val
15

Gly
Thr Asn
Leu lie
Ser

Gly

Pro
80

Gin

Pro Phe

95

60

120

180

240

300

321



<211>
<212>
<213>

321
ADN

<220>
<223>

<400> 96
gacatccagc

atcacatgca
ggccaggccc
aggttctcceg
gaggacttcg

ggcaccaagc

<210> 97

<211> 107
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 97

Asp lie Gin

1

Asp Arg

Val Ala

35

Ser
50

Tyr

Ser
65

Gly
Glu Asp
Thr

Phe

<210> 98
<211> 321

Val

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

tgacccagtce
aggcctccca
ctaaggcgct
gctccggcete
ccacctacta

tggaaatcaa

hBRCA84D-6VL

Leu Thr
5

Thr lie
20

Tyr Gin

Ser Tyr

Gly Thr

Ala Glu

85

Gin Gly
100

Gin

Thr

Gin

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Trinh ty nhdn tao

ccectectte
gaacgtggac
gatctactcc
tggcaccgac
ctgccagcag

g

Trinh tuy nh&n tao

Ser Pro

Lys

Cys

Pro
40

Lys

Tyr Ser

55

Phe Thr

Cys

Tyr

Lys Leu

Ala

30003

Polynucleotit m& ho& hBRCA84D-5VL

ctgtctgccect
accaacgtgg
gcctcctacce
ttcaccctga

tacaacaact

Phe
10

Ser Leu

Ser Gin

25

Gly Lys Ala

Gly Val Pro

Thr lie

75

Leu

Gin
90

Gin Tyr

Glu
105

lie Lys

-209-

ccgtgggcga
cctggtatca
ggtactccgg
ccatctccag

accctttcac

Ser Ala

Asn Val

30

Pro Lys

45

Ser
60

Arg

Ser

Ser

Asn Asn

Ser

Asp

Leu

Phe

Leu

Tyr

cagagtgacc
gcagaagcct
cgtgccttee
cctgcagcect

cttcggccag

Val
15

Gly
Thr Asn
Leu lie
Ser

Gly

Pro
80

Gin

Pro Phe

95

60

120

180

240

300

321



<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 098

Trinh ty nhdn tao

gacatccagc tgacccagtc ccccteccette

atcacatgca
ggcaaggccc
aggttctccg
gaggacttcg

ggcaccaagc

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

99
122
PRT

<220>

<223>

<400> 99

Glu Val Gin

1

Ser Leu

Gly Met

35

Ala Tyr

50

Lys
65

Gly
Leu Gin
Gly

Arg

Gly Gin

Arg

His

lie

Arg

Met

Gly

Gly
115

aggcctccca
ctaagctgct
gctccggcte
ccgagtacta

tggaaatcaa

hBRCA84D-2VH

Leu Val

Leu Ser
20

Trp Val

Ser Ser

Phe Thr

Asn Ser
85

Arg Glu
100

Thr Thr

Glu

Cys

Arg

Asp

lie

70

Leu

Asn

Val

gaacgtggac
gatctactcc
tggcaccgac
ctgccagcag

g

Trinh tuy nhan tao

Ser Gly

Ala

Ala

Ala
40

Gin

Ser Ser

55

Ser Arg

Arg Asp
lie

Tyr

Val
120

Thr

Gly

30003

Polynucleotit m& hod hBRCA84D-6VL

ctgtctgcct
accaacgtgg
gcctcctacc
ttcaccctga

tacaacaact

Gly Leu

10

Ser Phe

25

Gly

Pro Gly Lys

Ala lie Tyr

Ala
75

Asp Asn

Glu Asp Thr

90

Tyr Gly Ser

105

Ser Ser

-210-

ccgtgggcga
cctggtatca
ggtactccgg
ccatctccag

accctttcac

Val Gin Pro

Thr Phe Ser

30

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala

60

Asp

Lys Asn Ser

Ala Val Tyr

Leu Asp

110

Arg

cagagtgacc
gcagaagcct
cgtgccttcece
cctgcagcect

cttcggccag

Gly Gly

15

Ser Phe

Trp Val

Thr Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Tyr Trp

60

120

180

240

300

321



30003

ctggtgcagc
agcttcggcea
atctcctccg
tcccgggaca
accgccgtgt

tattggggcc

<210> 100

<211> 366

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Polynucleotit md hod hBRCA84D-2VH
<400> 100

gaggtgcagc tggtcgagtc tggcggagga
tcttgecgeeg cctececggett caccttctcee
ccaggcaagg gactggaatg ggtggcctac
gccgacaccg tgaagggcag gttcaccatce
ctgcagatga actccctgcg ggacgaggac
gagaatatct actacggctc ccggctggat
tcctet

<210> 101

<211> 122

<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>

<223> hBRCA84D-3VH

<400> 101

Glu Val Gin

1

Ser Leu

Gly Met

35

Ala Tyr

50

Lys
65

Gly
Gin

Leu

Gly Arg

Arg

His

lie

Arg

Met

Gly

Leu Val

Leu Ser
20

Trp Val

Ser Ser

Phe Thr

Asn Ser
85

Arg Glu
100

Gl

Cys

Ar

As

1i

70

Le

As

u Ser Gly

Ala

Ala

Ala
40

g Gin

p Ser Ser

55

e Ser Arg

Asp

u Arg

n lie Tyr

Gly Gly Leu

10

Ser Phe

25

Gly

Pro Gly Lys

Ala lie Tyr

Ala
75

Asp Asn

Glu Asp Thr

90

Tyr Gly Ser

105

-211-

ctggcggctce
tgcactgggt
actcctccgce
acgccaagaa
actactgcgg

agggcaccac

Val Gin Pro

Thr Phe Ser

30

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala

60

Asp

Lys Asn Ser

Ala Met Tyr

Leu Asp

110

Arg

cctgagactg
ccgccaggct
catctactac
ctccctgtac
cagaggccgg

cgtgaccgtg

Gly Gly

Ser Phe

Trp Val

Thr Val

Leu Tyr

80

Tyr Cys

95

Tyr Trp

60

120

180

240

300

360

366



30003

Gly Gin Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser

115

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

102
366
ADN

<220>

<223>

<400> 102
gaggtgcagc

tcttgecgecg
ccaggcaagg
gccgacaccg
ctgcagatga
gagaatatct

tcectet

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

103
122
PRT

<220>

<223>

<400> 103

Glu Val Gin

1

Ser Leu

Gly Met

35

Ala Tyr

50

Lys Gly

65

Leu Gin

Arg

His

lie

Arg

Met

tggtcgagtc
cctececggett
gactggaatg
tgaagggcag
actccctgceg

actacggctc

hBRCA84D-4VH

Leu Val
5

Leu Ser

20

Trp Val

Ser Ser

Phe Thr

Asn Ser

Glu

Cys

Arg

Asp

lie

70

Leu

120

Trinh ty nhén tao

tggcggagga
caccttctcc
ggtggcctac
gttcaccatc
ggacgaggac

ccggctggat

Trinh ty nhédn tao

Ser Gly

Ala

Ala

Ala
40

Gin

Ser Ser

55

Ser Arg

Arg Ser

Gly

Ala

Asp

Glu

Polynucleotit m& hod hBRCA84D-3VH

ctggtgcagce
agcttcggcea
atctcctcecg
tccecgggaca
accgccatgt

tattggggcc

Gly Leu

10

Ser Phe

25

Gly

Pro Gly Lys

lie

Tyr

Ala
75

Asn

Asp Thr

-212-

ctggcggcte
tgcactgggt
actcctccge
acgccaagaa
actactgcgg

agggcaccac

Val Gin Pro

Thr Phe Ser

30

Leu
45

Gly

Tyr Ala

60

Lys Asn

Ala Val

Glu

Asp

Ser

Tyr

cctgagactg
ccgccaggct
catctactac
ctccctgtac
cagaggccgg

cgtgaccgtg

Gly Gly

Ser Phe

Trp Val

Thr Val

Leu Tyr

80

Tyr Cys

60

120

180

240

300

360

366



85

30003

90

95

Ala Arg Gly Arg Glu Asn lie Tyr Tyr Gly Ser Arg Leu Asp Tyr Trp

100

105

Gly Gin Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 104
<211> 366
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 104
gaggtgcagc
tcttgecgcecg
ccaggcaagg
gccgacaccyg
ctgcagatga
gagaatatct
tcectet
<210> 105
<211> 214
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 105

Asp lie Ala
1

Asp Arg Val

Val Ala Trp
35

Tyr Ser Ala
50

tggtcgagtc
cctccggcett
gactggaatg
tgaagggcag
actccctgceg

actacggctc

Met Thr Gin

5

Ser Val Thr

20

Tyr Gin Gin

Ser Tyr Arg

120

Trinh ty nhdn tao

tggcggagga
caccttctcc
ggtggcctac
gttcaccatc
gagcgaggac

ccggctggat

Trinh ty nhén tao

Chudi nhe chBRCA84D

Ser Gin

Cys

Lys

Pro
40

Lys

Tyr Ser

55

Polynucleotit m& hod hBRCA84D-4VH

ctggtgcagce
agcttcggca
atctcctccg
tccecgggaca
accgccgtgt

tattggggcc

Lys Phe Met
10

Ala Ser Gin
25

Gly Gin Ser

Gly Val Pro

-213-

110

ctggcggctce
tgcactgggt
actcctccge
acgccaagaa
actactgcgce

agggcaccac

Ser Thr

Asn Val

Pro Lys
45

Asp Arg
60

Ser

Asp

Ala

Phe

cctgagactg
ccgccaggcet
catctactac
ctccctgtac
cagaggccgg

cgtgaccgtg

Val Gly

15

Thr Asn

Leu lie

Thr Gly

60

120

180

240

300

360

366



30003

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lie Asn Asn Val Gin Ser
65 70 75 80
Glu Asp Leu Ala Glu Tyr Phe Cys Gin Gin Tyr Asn Asn Tyr Pro Phe
85 90 95
Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu lie Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110
Pro Ser Val Phe lie Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gin Leu Lys Ser Gly
115 120 125
Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140
Lys Val Gin Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gin Ser Gly Asn Ser Gin
145 150 155 160
Glu Ser Val Thr Glu Gin Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175
Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190
Ala Cys Glu Val Thr His Gin Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
195 200 205
Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210
<210> 106
<211> 645
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Polynucleotit m& hod chudi nhe chBRCA84D
<400> 106
gacattgcga tgacccagtc tcaaaaattc atgtccacat cagtaggaga cagggtcagc 60
gtcacctgca aggccagtca gaatgtggat actaatgtag cctggtatca acagaaacca 120
gggcaatctc ctaaagcact gatttactcg gcatcctacc ggtacagtgg agtccctgat 180
cgcttcacag gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcaacaa tgtgcagtct 240
gaagacttgg cagagtattt ctgtcagcaa tataacaact atccattcac gttcggctcg 300
gggacaaagt tggaaataaa acgtacggtg gctgcaccat ctgtcttcat cttcccgceca 360

-214-



tctgatgagc
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagctcgc
<210>
<211>

<212>
<213>

107
452
PRT

<220>
<223>
<400> 107

Asp Val Gin
1

Ser Arg Lys

His
35

Gly Met

Ala Tyr lie

50

Lys
65

Gly Arg

Leu Gin Met

Gly Arg Gly

Gly Gin Gly

115

Val
130

Ser Phe

Ala
145

Ala Leu

agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgtcacaaa

Leu Val

Leu Ser

20

Trp Val

Ser Ser

Phe Thr

Thr Ser

85

Arg Glu

100

Thr Thr

Leu

Pro

Gly Cys

Glu

Cys

Arg

Asp

lie

70

Leu

Asn

Leu

Ala

Leu

tggaactgcce
gtggaaggtyg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagcttcaac

Trinh ty nhén tao

Chudi ndng chBRCA84D

Ser Gly

Ala

Ala

Ala
40

Gin

Ser Ser

55

Ser Arg

Arg Ser

lie Tyr

Thr Val

120

Pro Ser

135

Val Lys

150

Gly

Pro

Ala

Asp

Glu

Tyr

Ser

Ser

Asp

30003

tctgttgtgt
gataacgccc
agcacctaca

gtctacgcct

aggggagagt

Gly Leu

Ser Gly Phe

25

Glu Lys

lie

Tyr

Pro
75

Asn

Asp Thr

90

Gly Ser

105

Ser Ala

Lys Ser

Phe
155

Tyr

-215-

gcctgctgaa
tccaatcggg
gcctcagcag
gcgaagtcac

gttag

Val Gin Pro

Thr Phe

30

Leu
45

Gly

Tyr Ala

60

Lys Asn

Ala Met
Leu

Arg

Thr
125

Ser

Thr
140

Ser

Pro Glu

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

Asp

110

Lys

Gly

Pro

taacttctat
taactcccag
caccctgacg

ccatcagggc

Gly
15

Gly
Ser Phe
Val

Trp

Thr Val

Phe
80

Leu

Tyr
95

Cys
Tyr Trp
Gly Pro
Thr

Gly

Thr
160

Val

420

480

540

600

645



30003

Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro
165 170 175

Ala Val Leu Gin Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr
180 185 190

Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gin Thr Tyr lie Cys Asn Val Asn
195 200 205

His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro Lys Ser
210 215 220

Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu
225 230 235 240

Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu
245 250 255

Met lie Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser
260 265 270

His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu
275 280 285

Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gin Tyr Asn Ser Thr
290 295 300

Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gin Asp Trp Leu Asn
305 310 315 320

Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro
325 330 335

lie Glu Lys Thr lie Ser Lys Ala Lys Gly Gin Pro Arg Glu Pro Gin
340 345 350

Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gin Val
355 360 365

Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lie Ala Val
370 375 380

Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gin Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro
385 390 395 400

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

-216-



Val Asp Lys Ser

Met His Glu Ala
435

405

420

Ser Pro Gly Lys

450

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

108

ADN

<220>
<223>

<400> 108
gatgtgcagc

tcctgtgcag
ccagagaagg
gcagacacag
ctgcaaatga
gaaaacattt
tcctcagect
tctgggggca
gtgtcgtgga
tcctcaggac
cagacctaca
gagcccaaat
gggggaccgt
acccctgagg
aactggtacg
tacaacagca
ggcaaggagt
atctccaaag

gatgagctga

1359

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
ccagtctaag
actacggtag
ccaccaaggg
cagcggccct
actcaggcgc
tctactccct
tctgcaacgt
cttgtgacaa
cagtcttcct
tcacatgcgt
tggacggcgt
cgtaccgtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca

ccaagaacca

440

Trinh ty nhén tao

tgggggaggc

cactttcagt
ggtcgcatac
attcaccatc
gtctgaggac
taggcttgac
cccatcggtc
gggctgectg
cctgaccagc
cagcagcgtg
gaatcacaag
aactcacaca
cttcccccca
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagcgtce
ggtctccaac
gccccgagaa

ggtcagcctg

30003

410

425

ttagtgcagce
agctttggaa
attagtagtg
tccagagaca
acggccatgt
tactggggcc
ttcececectgg
gtcaaggact
ggcgtgcaca
gtgaccgtgc
cccagcaaca
tgcccaccgt
aaacccaagg
gtgagccacg
aatgccaaga
ctcaccgtcc
aaagccctcecce
ccacaggtgt

acctgcctgg

-217-

445

Polynucleotit mad hod chudi n&ng chBRCA84D

ctggagggtc
tgcactgggt
acagtagtgc
atcccaagaa
attactgtgg
aaggcaccac
caccctcecte
acttccccga
ccttcecegge
cctccagcag
ccaaggtgga
gcccagcacce
acaccctcat
aagaccctga
caaagccgcg
tgcaccagga
cagcccccecat
acaccctgcc

tcaaaggctt

415

Arg Trp Gin Gin Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val
430

Leu His Asn His Tyr Thr Gin Lys Ser Leu Ser Leu

ccggaaactc
tcgtcaggct
catctactat
caccctgttce
aagagggagyg
tctcacagte
caagagcacc
accggtgacg
tgtcctacag
cttgggcacc
caagagagtt
tgaactcctg
gatctcccgg
ggtcaagttc
ggaggagcag
ctggctgaat
cgagaaaacc
cccatcccgg

ctatcccagc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140



30003

gacatcgccg tggagtggga gagcaatggg cagccggaga acaactacaa gaccacgcct 1200
cccgtgetgg actccgacgg ctccttcttc ctctacagea agctcaccgt ggacaagage 1260
aggtggcagc aggggaacgt cttctcatgc tccgtgatgce atgaggctct gcacaaccac 1320
tacacgcaga agagcctctc cctgtctccg ggtaaatga 1359
<210> 109
<211> 270
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhdn tao

<220>
<223> Chudi TCR VL x hBRCA84D VH-2-cudn E DART

<400> 109
Glu lie Val Leu Thr Gin Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Ser Ala Thr Ser Ser Val Ser Tyr Met
20 25 30

His Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Arg Trp lie Tyr
35 40 45

Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60

Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr lie Ser Ser Leu Gin Pro Glu

Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gin Gin Trp Ser Ser Asn Pro Leu Thr
85 90 95

Phe Gly Gin Gly Thr Lys Leu Glu lie Lys Gly Gly Gly Ser Gly Gly
100 105 110

Gly Gly Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro
115 120 125

Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser
130 135 140

Ser Phe Gly Met His Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu
145 150 155 160

Trp Val Ala Tyr lie Ser Ser Asp Ser Ser Ala lie Tyr Tyr Ala Asp

-218-



30003

165 170 175

Thr Val Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser

180 185 190
Leu Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Asp Glu Asp Thr Ala Val Tyr

195 200 205
Tyr Cys Gly Arg Gly Arg Glu Asn lie Tyr Tyr Gly Ser Arg Leu Asp
210 215 220
Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Cys Gly
225 230 235 240
Gly Gly Glu Val Ala Ala Leu Glu Lys Glu Val Ala Ala Leu Glu Lys
245 250 255

Glu Val Ala Ala Leu Glu Lys Glu Val Ala Ala Leu Glu Lys

260 265 270
<210> 110
<211> 810
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Polynucleotit md hod chudi TCR VL x hBRCA84D VH-2-cudn E DART
<400> 110
gaaattgtgt tgacacagtc tccagccacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc 60
ctctcctgca gtgccacctce aagtgtaagt tacatgcact ggtatcagca gaaaccaggg 120
aaagccccta agcgctggat ctatgacaca tccaaactgg cttctggggt cccatcaagg 180
ttcagcggca gtggatctgg gacagaattt actctcacaa tcagcagcect gcagcctgaa 240
gattttgcaa cttattactg tcagcagtgg agtagtaacc cgctcacgtt tggccagggg 300
accaagcttg agatcaaagg aggcggatcc ggcggcggag gcgaggtgca gctggtcgag 360
tctggcggag gactggtgca gcctggegge tccctgagac tgtcttgcge cgectcegge 420
ttcaccttct ccagcttcgg catgcactgg gtccgccagg ctccaggcaa gggactggaa 480
tgggtggect acatctcctc cgactcctee gccatctact acgccgacac cgtgaagggc 540
aggttcacca tctcccggga caacgccaag aactccctgt acctgcagat gaactccctg 600
cgggacgagg acaccgccgt gtactactgc ggcagaggcc gggagaatat ctactacggc 660
tcccggetgg attattgggg ccagggcacc accgtgaccg tgtcctcecgg aggatgtgge 720
ggtggagaag tggccgcact ggagaaagag gttgctgcett tggagaagga ggtcgctgca 780

-219-



cttgaaaagg aggtcgcagc cctggagaaa

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

<220>
<223>

<400>
Asp lie

1

Asp Arg

Val Ala

Tyr Ser
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

Gly Gly

Pro Gly

130

Thr Ser
145

Glu Trp

Glu Lys

111
269
PRT

Trinh ty nhdn tao

Chudi hBRCA84DVL-2 x

111

Gin

Val

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

Gly

115

Ala

Tyr

lie

Phe

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gin

100

Gin

Ser

Val

Gly

Lys
180

Thr

lie

Gin

Tyr

Thr

Thr

85

Gly

Val

Val

Met

Tyr

165

Gly

Gin

Thr

Gin

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Gin

Lys

His

150

lie

Arg

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Leu

Val

135

Trp

Asn

Val

TCR

Pro

Lys

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Val

120

Ser

Val

Pro

Thr

30003

VH

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gin

Glu

105

Gin

Cys

Arg

Tyr

lie
185

cubén K

Phe

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gin

90

lie

Ser

Lys

Gin

Asn

170

Thr

-220-

Leu

Gin

Ala

Pro

lie

75

Tyr

Lys

Gly

Ala

Ala

155

Asp

Ala

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Gly

Ala

Ser

140

Pro

Val

Asp

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Gly

Glu

125

Gly

Gly

Thr

Lys

Ser

Asp

Ala

Phe

Leu

Tyr

Gly

110

Val

Tyr

Gin

Lys

Ser
190

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gin

Pro

95

Ser

Lys

Lys

Gly

Tyr

175

Thr

Gly

Asn

lie

Gly

Pro

80

Phe

Gly

Lys

Phe

Leu

160

Asn

Ser

810



Thr Ala

His Tyr

210

Trp
225

Gly

Gly Lys

Val Ala

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

112
807
ADN

<220>
<223>

<400> 112
gacatccagc

atcacatgca
ggcaaggccc
aggttctccg
gaggacttcg
ggcaccaagc
cagtctggag
ggttacaagt
gagtggatcg
ggcagagtca
ctgagatccg
gggtttgttt
ggaaaagtgg
aaggaaaagg

<210>
<211>

113
274

Tyr

195

Cys

Gin

Val

Ala

Trinh tu

Leu Gin

Ala

Arg

Gly Thr

Met

Gly

Leu

Ser
200

Asn

Ser
215

Tyr

Val Thr

230

Ala Ala

245

Leu
260

Lys

tgacccagtc
aggcctccca
ctaaggcgcet
gctccggcete
ccacctacta
tggaaatcaa
ctgaggtgaa
ttaccagcta
gatatattaa
cgattaccgc
aggacacggc
actggggcca
ccgcactgaa

tcgcagccct

Leu

Glu

Lys Glu

Lys Val

nhdn tao

cccectectte
gaacgtggac
gatctactcc
tggcaccgac
ctgccagcag
gggaggcgga
gaagcctggg
cgtgatgcac
tccttacaat
ggacaaatcc
cgtgcactac
agggactctg
ggagaaagtt

gaaagag

30003

Leu Arg Ser

Tyr Asp Tyr

Vval Ser

235

Ser

Val Ala

250

Lys

Ala
265

Ala Leu

ctgtctgect
accaacgtgg
gcctectacc
ttcaccctga
tacaacaact
tccggeggcyg
gcctcagtga
tgggtgcgac
gatgttacta
acgagcacag
tgtgcgagag
gtcactgtga

gctgctttga

-221-

Glu Asp Thr

205

Asp Phe

220

Gly

Gly Gly Cys

Ala Leu Lys

Lys Glu

Polynucleotit m& hoa chudi hBRCA84DVL-2 x TCR VH

ccgtgggcga
cctggtatca
ggtactccgg
ccatctccag
accctttcac
gaggccaggt
aggtctcctg
aggcccctgg
agtacaatga
cctacctgca
ggagctacta
gctccggagy

aagagaaggt

Ala Val

Val Tyr

Gly Gly

240

Glu
255

Lys

cudn K

cagagtgacc
gcagaagcct
cgtgccttcece
cctgcagcect
cttcggccag
tcagctggtg
caaggccagc
acaagggctt
gaagttcaaa
gatgaacagc
tgattacgac
atgtggcggt

cgccgcactt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

807



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

PRT

Trinh tu nhén tao

30003

Chudi NKG2D VL x hBRCA84D VH-2-cudn E DART

113

Gin Ser Ala

1

Ser

Ala

lie

Gly

65

Ser

Asn

Gly

Leu

Phe

145

Lys

Tyr

Ala

Thr

lie

Val

Tyr

50

Ser

Glu

Gly

Ser

Val

130

Thr

Gly

Tyr

Lys

Ala

Thr

Asn

35

Tyr

Lys

Asp

Pro

Gly

115

Gin

Phe

Leu

Ala

Asn

195

Val

Leu

lie

20

Trp

Asp

Ser

Glu

Val

100

Gly

Pro

Ser

Glu

Asp

180

Ser

Tyr

Thr

Ser

Tyr

Asp

Gly

Ala

85

Phe

Gly

Gly

Ser

Trp

165

Thr

Leu

Tyr

Gin

Cys

Gin

Leu

Thr

70

Asp

Gly

Gly

Gly

Phe

150

Val

Val

Tyr

Cys

Pro

Ser

Gin

Leu

55

Ser

Tyr

Gly

Glu

Ser

135

Gly

Ala

Lys

Leu

Gly

Ala

Gly

Leu

40

Pro

Ala

Tyr

Gly

Val

120

Leu

Met

Tyr

Gly

Gin

200

Arg

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Phe

Cys

Thr

105

Gin

Arg

His

lie

Arg

185

Met

Gly

Val

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Ala

90

Lys

Leu

Leu

Trp

Ser

170

Phe

Asn

Arg

-222-

Ser

Ser

Lys

Val

Ala

75

Ala

Leu

Val

Ser

Val

155

Ser

Thr

Ser

Glu

Gly

Asn

Ala

Ser

60

lie

Trp

Thr

Glu

Cys

140

Arg

Asp

lie

Leu

Asn

Ser

lie

Pro

45

Asp

Ser

Asp

Val

Ser

125

Ala

Gin

Ser

Ser

Arg

205

lie

Pro

Gly

30

Lys

Arg

Gly

Asp

Leu

110

Gly

Ala

Ala

Ser

Arg

190

Asp

Tyr

Gly

Asn

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Gly

Gly

Ser

Pro

Ala

175

Asp

Glu

Tyr

Gin

Asn

Leu

Ser

Gin

80

Leu

Gly

Gly

Gly

Gly

160

lie

Asn

Asp

Gly



210

Ser
225

Arg

Gly Gly

Ala Leu

Glu Lys

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

114
822
ADN

<220>
<223>

<400> 114
cagtctgccc

tectgttetyg
ccaggaaagg
gaccgattct
tctgaggatg
ttcggcggag
cagctggtcg
gccgccteeg
aagggactgg
accgtgaagg
atgaactccc
atctactacg
ggaggatgtg
gaggtcgctg
<210>

<211>
<212>

115
270
PRT

215

Leu Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr

230

245

260

tgactcagcc
gaagcagctc
ctcccaaact
ctggctccaa
aggctgatta
ggaccaagct
agtctggcgg
gcttcacctt
aatgggtggc
gcaggttcac
tgcgggacga
gctcececggcet
gcggtggaga

cacttgaaaa

Cys Gly Gly Gly Glu Val Ala Ala

Glu Lys Glu Val Ala Ala Leu Glu

Trinh ty nhan tao

tgcctecegtg
caacatcgga
cctcatctat
gtctggcacc
ttactgtgca
gaccgtccta
aggactggtg
ctccagctte
ctacatctcc
catctccegg
ggacaccgcc
ggattattgg
agtggccgca

ggaggtcgca

30003

Thr
235

Leu
250

Lys
265

tctgggtctc
aataatgctg
tatgatgacc
tcagccttcc
gcatgggatg
ggaggcggat
cagcctggcg
ggcatgcact
tccgactcecct
gacaacgcca
gtgtactact
ggccagggca
ctggagaaag

gccctggaga

-223-

220

Val Thr Val

Glu Lys Glu

Glu Val Ala
270

ctggacagtc
ttaactggta
tactgcectce
tggccatcag
acagcctgaa
ccggcggcegg
gctccctgag
gggtccgcca
ccgccatcta
agaactccct
gcggcagagg
ccaccgtgac
aggttgctgce

aa

Ser Ser
240

Val Ala
255

Ala Leu

Polynucleotit md& hoé chudi NKG2D VL x hBRCA84D VH-2-cudn E DART

aatcaccatc
ccagcagctc
aggggtctct
tgggctccag
tggtccagtg
aggcgaggtg
actgtcttgce
ggctccaggc
ctacgccgac
gtacctgcag
ccgggagaat
cgtgtectcce

tttggagaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

822



30003

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Chudi hBRCA84DVL-2 x NKG2D VH cudén K

<400> 115

Asp lie Gin Leu Thr Gin Ser Pro Ser Phe Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lie Thr Cys Lys Ala Ser Gin Asn Val Asp Thr Asn
20 25 30

val Ala Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Ala Leu lie

Tyr Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lie Ser Ser Leu Gin Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gin Gin Tyr Asn Asn Tyr Pro Phe
85 90 95

Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Leu Glu lie Lys Gly Gly Gly Ser Gly
100 105 110

Gly Gly Gly Gin Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys
115 120 125

Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
130 135 140

Ser Ser Tyr Gly Met His Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu
145 150 155 160

Glu Trp Val Ala Phe lie Arg Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala
165 170 175

Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn
180 185 190

Thr Leu Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val
195 200 205

Tyr Tyr Cys Ala Lys Asp Arg Gly Leu Gly Asp Gly Thr Tyr Phe Asp
210 215 220

-224-



Tyr Trp Gly Gin

225

Gly Gly Lys Val

Lys Val Ala Ala

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

116
810
ADN

<220>
<223>

<400> 116
gacatccagc

atcacatgca
ggcaaggccc
aggttctccg
gaggacttcg
ggcaccaagc
gagtctgggyg
ggattcacct
gagtgggtgg
ggccgattca
ctgagagctg
acctactttg

ggtggaaaag

cttaaggaaa

Trinh tu

Gly Thr

230

245

260

tgacccagtc
aggcctccca
ctaaggcgct
gctccggcete
ccacctacta
tggaaatcaa
gaggcctggt
tcagtagcta
catttatacg
ccatctccag
aggacacggc
actactgggg
tggccgcact

aggtcgcagc

Ala Ala

Leu Lys

nhdn tao

ccectectte
gaacgtggac
gatctactcc
tggcaccgac
ctgccagcag
gggaggcgga
caagcctgga
tggcatgcac
gtatgatgga
agacaattcc
tgtgtattac
ccaagggacc
gaaggagaaa

cctgaaagag

30003

235

250

265

ctgtctgcect
accaacgtgg
gcctcctacce
ttcaccctga
tacaacaact
tceggeggeyg
gggtccctga
tgggtccgcece
agtaataaat
aagaacacgc
tgtgcgaaag
acggtcaccg

gttgctgctt

-225-

Glu Lys Val Ala Ala Leu Lys Glu
270

Polynucleotit md hoé& chubi hBRCA84DVL-2 x NKG2D

ccgtgggcga
cctggtatca
ggtactccgg
ccatctccag
accctttcac
gaggccaggt
gactctcctg
aggctccagg
actatgcaga
tgtatctgca
atcgaggttt
tctececteegg

tgaaagagaa

Thr Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Cys Gly

240

Leu Lys Glu Lys Val Ala Ala Leu Lys Glu

255

VH

cagagtgacc
gcagaagcct
cgtgccttcece
cctgcagcect
cttcggccag
acagctggtg
tgcagcgtct
caaggggctg
ctccgtgaag
aatgaacagc
gggggatgga
aggatgtggc

ggtcgccgca

cudén K

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

810
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0,625 pg/ml
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% gay doc té bao

% gay doc té bao
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