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Linh vue k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén khang thé méi, viéc st dung khang thé nay va tuong
tu.

Tinh trang k§ thuat ciia sing ché

Bénh da u tuy, 1a mot vi du dién hinh vé bénh do su sinh truéng tao ung
thung thu cia té bao huyét tuong, chiém khoang 1% trong sb tit ca cac bénh ung
thu, va chiém nhiéu hon 10% mdt chut trong s tit ca cac khdi u mau 4c tinh.
Bénh da u tiy 14 bénh ma trong d6 t& bao huyét tuong c6 mit trong tlly xuong tré
thanh ung thu (két qua 14 tr& thanh € bao huyét tuong bét thudng) va trai qua qua
trinh sinh truéng don dong.

Trong bénh da u tiy, té bao huyét twong bat thuong (té bao u tiy) lan dén
tiy xwong khép co thé va sinh truéng & moi phén cuta tiy xwong trong toan bo co
thé. Khi té bao huyét twong bét thuong sinh truéng, ¢ nhiéu triéu chimg khac
nhau bao gdm xudt hién gdy xuong. Té bao u iy san sinh protein M, 1 globulin
mién dich bat thuong, 1am ting ndng dd protein M trong méu, va do d6 mau tr&
nén nhot.

Protein M khong c6 chirc ndng lam khang thé nguyén ban, ma nhén dién
chét ngoai lai, nhu mam bénh di vaoo co thé. Do d6, kha ning mién dich giam.
Hién tuong nay gy anh hudng dén nhiéu co quan, va do d6 xay ra cac tri¢u chimg
khac nhau. Céc tridu chimg dién hinh 14 dau va hu tén xwong, ting canxi huyét,
bénh than va suy than, thiéu mau, va triéu ching tuong tu.

Hién nay, khi diéu tri bénh da u tly, cac chét @rc ché proteasom, cac iMID,
nhu thalidomide va dan xut cta chuing, cu thé 13 lenalidomide, va liéu phap hoa
tri stt dung, vi du, melphalan két hop vé6i prednison, va ciy té bao gdc tao méau

duoc st dung chu yeéu.
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Tuy nhién, cudi cing t& bao u tiy dat dugc sy khang céc tac nhén diéu tri
nay trong hau hét cc truong hop. Do d6, thuc tai ctia cc phuong phap didu tri
hién nay la

bénh nhan u tiy c6 tién lugng khong c6 trién vong véi thoi gian sbng trung
binh sau khi khai phat bénh tur khoang 3 nam dén khoang 5 nam. Ngoai ra, cac
tac nhan didu tri nay khong tc dong dic hiéu 1én chi céc té bao u dung 1am dich,
va do d6 c6 vAn d@ 1a thé hién tinh ddc 1én ca céc té bao binh thudng, hau qua 1a
gdy ra cac tac dung phu nghiém trong.

D3 c6 nhimg nd luc dé phat trién phuong phép diéu tri cho bénh da u tay
bing cach st dung khéng thé don dong. Vi du, khang thé khéang CS1, va khang
thé khang CD38, va khang thé tuong tu dugc xem 14 co trién vong (tai lidu phi
sang ché 1 va 2). Ngodi ra, trong tii liéu sang ché 1, boc 16 thc nhan diéu tri bénh
da u tiy hodc twong tu, ma st dung khang thé don dong khang CD48 cua nguoi
lam thanh phan hoat tinh.

Integrin chi yéu tao ra dime khéc loai gbm chudi a va chudi f dap ung chirc
nang 1am thy thé trén bé mit té bao Trong co thé séng. C6 nhiéu t6 hop gdm chudi
0. va chudi B ciia cc integrin nhu vay.

Ngoai ra, trong tai liéu phi sang ché 4 dén 6, thy thé ctia khang nguyén thé
kham té bao T (CAR-Té bao T) chira vi tri nhan dién khang nguyén c6 4i luc dbi
v6i mot khang nguyén nhét dinh.

Danh sach tai liéu vién dan

Tai lidu séng ché

PTL 1: WO 2010/117059 A1l

Tai liéu phi sang ché

NPL 1: Journal of Clinical Oncology, 2012 Jun 1; 30(16): 1953-9.

NPL 2: Journal of immunology, 2011 Feb 1; 186(3): 1840-8.

NPL 3: J Biol Chem. 2012 May 4; 287(19): 15749-59.

NPL 4: J Immunol. 2009 Nov 1; 183(9): 5563-74.

NPL 5: N Engl J Med. 2014 Oct 16; 371(16): 1507-17.
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Ban chit k§ thuét ciia sang ché

Vén dé ky thuat

Khéng thé khang CS!1 c6 tinh dic hiéu tuong ddi cao véi té bao u tiy. Tuy
nhién, chi riéng khéng thé nay khong thé duoc hira hen 13 ¢6 hidu qua chong u tiy
cao, va tinh hiéu qua ctia né dudi dang mot tac nhan don 1é van chua dugc ching
minh trong thir nghiém 1am sang. D4 phat hiénra réng hiéu qua chéng u ctia khang
th8 khang CS1 tang 1én bang viéc st dung két v6i lenalidomide, va dugc cho 13
dang tim kiém su chap thuan dbi véi viée str dung két hop nay. Trong khi do,
CD38 ciing duge biéu hién & nhidu t& bao méau binh thuong bao gém té bao gdc
tao mau duong tinh véi CD34, va do d6 khang nguyén c6 tinh dic hi€u thép 1a
dich diéu tri bénh da u tiy. Trong cac trudong hgp nay, muc tiéu cua sang ché 13
dé xuét cac phuong phap cé hiéu qua hon d8 didu tri, vi du, bénh lién quan dén su
sinh trudng tao ung thu cta té bao huyét twong, nhu bénh da u tiy.

Phuong phap giai quyét van dé

Céc tac gia sang ché da thuc hién c4c nghién ctru siu rong dé dat duogc muc
dich nay, va két qua 13, da thu dwoc khang thé MMG49 bang céch tién hanh sang
loc thong qua viéc st dung lién két dic hiéu véi té bao u tiy va t& bao gbc clia
chung lam chét chi thi. Ngoai ra, cAc téc gia séng ché da x4c dinh rang khang thé
nay lién ké véi ving nhét dinh cta integrin 7 clia ngudi va phét hién ra rang
CAR-té bao T dugc tao ra béng cach st dung vi tri nhén dién khang nguyén cua
khang thé nay 1a cuc ky hitu dung dé diéu tri bénh u tity. Ngoai ra, c4c tac gia sang
ché con giai thich rang epitop ctia khang thé MMG49 c6 mit trong ving & vi tri
gbc axit amin tlr 20 dén 109 cua integrin B clia ngudi.

Sang ché duoc hoan thanh dya trén céc phat hién ndy, va bao ham céc phat
minh vé cac khia canh & pham vi rong dugc mo ta dudi déy.

(I) Khang thé

Khéng thé (I) bao gém cac khang thé duge md ta trong cac muc (I-1) dén
(I-25) dudi day.
d-1)
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Khang thé khang integrin 7 cia ngudi, ma epitop cia né cé mat trong vung
& vi tri gbc axit amin tir 20 dén 109 cta integrin 7 clia ngudi.

(1-1A)

Khéng thé theo muc (I-1), ma epitop clia nd ¢6 mat trong ving & vi tri gbc
axit amin tr 33 dén 109 cua integrin B7 clia ngudi.

(1-1B)

Khang thé theo muc (I-1), ma epitop ctia né c6 mét trong ving & vi tri gbe
axit amin tir 20 dén 90 cia integrin Bciia ngudis.

(1-10)

Khang thé theo muc (I-1), ma epitop cua né cd mit trong vung & vi tri gbe
axit amin tir 33 dén 90 ctia integrin 7 clia ngudi.

d-2)

Khang thé theo muc (I-1), ma &i luc ctia n6 dbi véi epitop gia tang khi c6
mat it nhat mot phén ctia ving & vi tri gdc axit amin tir 379 dén 721 cla integrin
B7 cua nguoi.

d-3)

Khang thé theo muc (I-2), ma &i lyc ciia n6 dbi vé6i epitop gia ting khi co
mit {t nhat mét phan cta ving & vj tr gbc axit amin tir 417 dén 721 cla integrin
7 cua nguoi.

(I-4)

Khang thé theo muc (I-2), ma &i luc ctia n6 dbi v6i epitop gia ting khi c6
mat it nhat mo6t phan cta ving & vi tri gbc axit amin tir 564 dén 721 cuia integrin
B7 cua nguoi.

d-5)

Khéng thé theo muc (I-2), ma &i luc ctia n6 dbi vé6i epitop gia ting khi c6
mit {t nhat mot phan cta ving & vj tr gbc axit amin tir 379 dén 563 cta integrin
B7 clia nguoi.

(I-6)
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Khéng thé theo muc (I-2), ma ai lyc cta nd dbi véi epitop gia tang khi co
mat it nhit mét phan ctia ving & vi tri gdc axit amin tir 417 dén 563 clia integrin
B7 clia nguoi.

d-7)

Khéng thé theo muc (I-2), ma 4i lyc cla n6 d6i véi epitop gia ting khi co
mit it nhdt mot phan ciia ving & vi tri gbc axit amin tir 379 dén 416 cua integrin
B7 cia nguoi.

-8)

Khéng thé theo muc bat ky trong sb cac muc tir (I-1) dén (I-7), ma &i luc
clia nd d6i véi epitop gia ting nhd sy hoat héa integrin B clia nguoi.

1-9)

Khéng thé khéng integrin 7 clia ngudi, ma ai lyc ctia né doi véi integrin B
ctia ngudi duge biéu hién trén té bao u tiy cao hon db6i véi integrin B 7 clia nguoi
duoc bidu hién trén té bao binh thudng.

(I-10)

Khéng thé theo muc bat ky trong sd cac muc tir (I-1) dén (1-9), ma epitop
clia n6 gidng hét véi epitop clia khang thé MMG49.

I-11)

Khéng thé theo muc bat ky trong sé cac muc tir (I-1) dén (I-10), khéng thé
nay gbém:

vung bién ddi ctia chudi ning gbm:

CDRI ctia chubi ning c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1

CDR2 ctia chudi ning cé trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2;
va/hoac

CDR3 ctia chudi niang cé trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 3;
va/hoac

ving bién ddi cia chudi nhe gbm:

CDRI cta chudi nhe ¢ trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 6

CDR2 cua chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 7; va/hodc

CDR3 ciia chudi nhe ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 8.

-6-
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(1-12)

Khéng thé theo muc bt ky trong s6 cac muc tir (I-1) dén (I-10), khéng thé
nay gdm:

ving bién dbi ctia chudi ning c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
4; va/hodc

vung bién ddi cta chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 9.

(I-13)

Khang thé theo muc bat ky trong s& cac muc tir (I-1) dén (I-12), khang thé
ndy 1a Fv, scFv, khang thé déi, khéang thé ba, khang thé tu, hodc hdn hop ciia
chung.

(I1-14)

Khéng thé theo muc bét ky trong sb cac muc tir (I-1) dén (I-11), khang thé
ndy gdm ving hang dinh.

(I-15)

Khéng thé theo muc bat ky trong sb cac muc tir (I-1) dén (I-12) va (I-14),
khang thé nay 1a khéng thé kham.

(I-16)

Khang thé theo muc bat ky trong sd céc muc tr (I-1) dén (I-12) va (I-14),
khéng thé nay 13 khang thé nguoi hoa.

(I-17)

Khang thé theo muc bét ky trong s6 cac myc tir (I-1) dén (I-12) va (I-14),
khéng thé nay 13 khéng thé clia nguoi.

(I1-18)

Khéng thé theo muc bét ky trong s6 cac muc tir (I-1) dén (I-12) va (I-14)
dén (I-17), khéng thé nay 1a globulin min dich, Fab, F(ab'),, tiéu khang thé, scFv-
Fc, hodc hdn hop cua chung.

(I-19)

Khang thé theo muc bét ky trong sb cac muc tir (I-1) dén (I-12) va (I-14)
dén (1-18), khang thé nay 14 IgA, IgD, IgE, IgG, hodc IgM.

(1-20) '
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Khéng thé theo muc bt ky trong s cac myc tir (I-1) dén (I-12) va (I-14)
dén (I-19), khang thé nay gébm chudi ning c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 5 va/hodc chudi nhe c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 10.

(I-21)

Khang thé theo muc bét ky trong s cac muc tir (I-1) dén (I-20), khang thé
ndy c6 hoat tinh gy ddc té bao.

(1-22)

Khéng thé theo muyc (I-21), trong d6 hoat tinh gdy dc té bao 1a hoat tinh
ADCC va/hodc hoat tinh CDC.

(1-23)

Khang thé theo muc bét ky trong s6 cac muyc tur (I-1) dén (1-22), khang thé
nay 1a khang thé da dic hiéu.

(1-24)

Khang thé theo muc bét ky trong sb cac muyc tir (I-1) dén (I-23), khéng thé
nay c6 doc tb té bao di kém véi no.

(1-25)

Khang thé theo muc bét ky trong sb cac muc tir (I-1) dén (I-24), khang thé
nay 14 khang thé don dong.

(I1) polynucleotit

Polynucleotit (II) bao gdm polynucleotit dugc md ta trong muc (II-1) sau.
(II-1)
Polynucleotit, ¢6 trinh ty bazo m& hoa trinh tu axit amin cta khang thé (I).

(111) Té bao chu

Té bao chu (I11) bao gdm té bao chi duge md ta trong muyc (I1I-1) hodc (III-
2) sau.

(III-1)

Té bao cht, chta polynucleotit (II).

(I11-2)

Té bao chii theo muc (ITI-1), t& bao nay 12 té bao nhan that.

(IV) Thu thé ctia khang nguyén thé kham
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Thu thé ctia khang nguyén thé kham (IV) bao gbém thu thé cta khéang
nguyén thé kham duge mé ta trong muyc (IV-1) dén (IV-5) sau.

(Iv-1)

Thu thé ctia khang nguyén thd kham, ma epitop ctia nd gidng hét véi epitop
ctia khang thé (I).

(Iv-2)

Thu thé cia khang nguyén thé kham theo muc (IV-1), thu thé cua khang
nguyén thé kham nay c6 vi tri nhén dién khang nguyén cua khang thé (I).

(IV-3)

Thu thé cua khang nguyén thé kham theo muc (IV-1) hodc (IV-2), vi tri
nhan dién khéng nguyén gom:

ving bién dbi ctia chudi ning gbm:

CDRI1 cua chudi ning c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1

CDR2 cta chudi ning cé trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2;
va/hoac

CDR3 ctia chudi ning c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3;
va/hoac

ving bién d6i ctia chudi nhe gdm:

CDRI1 ctia chudi nhe c¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 6

CDR2 cua chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 7; va/hodc

CDR3 ctia chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 8.

(Iv-4)

Thu thé ctia khang nguyén th8 kham theo muc bat ky trong s6 cac muc (IV-
1) dn (IV-3), trong d6 vi tri nhan dién khang nguyén gbm:

ving bién ddi ctia chudi ning c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
4; va/hoac

ving bién ddi ctia chudi nhe c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 9.

(IV-5)
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Thu thé ctia khang nguyén thé kham theo myc bét ky trong s cac muc (IV-
1) dén (IV-4), thu thé cta khang nguyén thé kham nay c6 trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 21.

(V) polynucleotit

Polynucleotit (V) bao gdm polynucleotit dugc md ta trong muc (V-1) hodc
(V-2) sau khong gidng polynucleotit (ID).

(V-1)

Polynucleotit, ma ma hda trinh tu axit amin cta thu thé cta khang nguyén
thé kham (IV).

(V-2)

Polynucleotit theo muc (V-1), polynucleotit nay c6 trinh ty bazo néu trong
SEQ ID NO: 22.

(VI) Té bao

Té bao (VI) bao gdm té bao duoc md ta trong myc bét ky trong sd cac muc
(VI-1) dén (VI-4) sau khong giéng té bao chu (I1I).

(VI-1)

Té bao, chtra polynucleotit (V).

(VI-2)

Té bao theo muc (VI-1), té bao nay 13 té bao nhan that.

(VI-3) |

Té bao theo muc (VI-1) hodc (VI-2), t& bao nay 13 t& bao T hozc té bao NK.

(VI-4)

Té bao theo muc bat k¥ trong s cac muc (VI-1) dén (VI-3), té bao nay 13
t& bao T thy thé cta khang nguyén thé khim hoic té bao NK thy thé cia khéng
nguyén thé kham.

(VII) Duoc phdm

Duoc pham (VII) bao gdm céc dugc pham dugc md ta trong muc (VII-1)
dén (VII-5) sau.

(VII-1)

Duoc phim, gdm khang thé (I) hoic té bao (VI).

-10-
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(VII-2)

Duoc phim theo muc (VII-1), trong d6 té bao 12 té bao T thy thé ctia khang
nguyén thé kham (VI-4).

(VII-3)

Duge phdm theo muc (VII-1) hode (VII-2), duge phim nay dé str dung
trong diéu tri bénh ung thu.

(VII-4)

Dugc phdm theo muc (VII-3), trong d6 bénh ung thu 1a bénh ung thu mau.

(VII-5)

Duoc phim theo muc (VII-4), trong d6 bénh ung thu mau la bénh gay ra su
sinh trudng tao ung thu cua té bao huyét tuong.

(VIII) Phuong phép diéu tri hodc phong ngira bénh

Phuong phép diéu tri hoic phong ngira (VIII) bénh bao gdm céc phuong
phap diéu tri hodc phong ngira bénh dugc mo ta trong muc (VIII-1) dén (VIII-6)
sau.

(VIII-1)

Phuong phéap diéu tri hosic phong nglra bénh, gdm viéc str dung mot luong
¢6 hidu qua didu tri ctia khang thé (I) hoic té bao (VI) cho doi tugng.

(VIII-2)

Phuong phap diéu tri hogic phong ngtra theo muyc (VIII-1), trong d6 té bao
13 té bao T thu thé ctia khang nguyén thé kham (VI-4).

(VIII-3)

Phuong phép diéu tri hoic phong ngira theo muc (VIII-1) hodc (VIII-2),
trong dé bénh 1a bénh ung thu, va trong d6 déi tuong 1a ngudi bénh da phat trién
bénh ung thu hodc dong vét c6 nguy co phat trién bénh ung thu.

(VIII-4) Phuong phap diéu tri hoic phong nglra theo muc (VIII-3),
trong d6 bénh ung thu 1a bénh ung thu mau.

(VIII-5)

Phuong phap diéu tri hodc phong ngira theo muc (VIII-4), trong d6 bénh

ung thu méu 1a bénh géy ra sy sinh trrdng tao ung thu cua t& bao huyét twong.

-11-
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(VIII-6)

Phuong phap diéu tri hosic phong nglra bénh da u tiy, hudéng dén integrin
B7 ciia nguoi dang cé hoat tinh.

(IX) St dung

St dung (IX) bao goém céc sir dung duge md ta trong muyc (IX-1) dén (IX-
5) sau.

(IX-1)

Str dung khang thé (I) hodic t& bao (VI), dé san xuit dugc pham.

(IX-2)

Phuong phép diéu tri hoic phong nglra theo muc (IX-1), trong d6 té bao 1a
té bao T thu thé cta khang nguyén thé kham (VI-4).

(IX-3)

St dung theo muc (IX-1) hodc (IX-2), sir dung nay dé diéu tri bénh ung
thu.

(IX-4)

St dung theo muc (IX-3), trong d6 bénh ung thu 1a bénh ung thu mau.

(IX-5)

Str dung theo muc (IX-4), trong d6 bénh ung thu mau la bénh gay ra sy sinh
trudng tao ung thu cua té bao huyét tuong.

(X) Phuong phap sang loc

Phuong phép sang loc (X) bao gbm céc phuong phap sang loc duge mo ta
trong muyc (X-1) dén (X-5) sau.

X-1)

Phuong phap sang loc thanh phan hoat tinh clia duge phim dé diéu tri hodc
ngin nglra bénh ung thu, phuong phap nay bao gdm, tao ra thur vién hop chét, hop
chit thir nghiém ma lién két dic hidu voi integrin B7 cta ngudi va lién két véi
ving & vi tri gbe axit amin tir 20 dén 109 cua integrin B clia ngudi.

(X-2)

Phuong phép sang loc theo muc (X-1), phuong phép nay con bao gbm viée
chon loc hop chét c6 hoat tinh gy doc té bao.

-12-
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(X-3)

Phuong phép sang loc theo muc (X-1) hodc (X-2), trong d6 hop chét duoc
chon 13 khang thé don dong.

(X-4)

Phuong phap sang loc theo muc bat ky trong sb cac muc (X-1) dén (X-3),
trong d6 bénh ung thu la bénh ung thu mau.

(X-5)

Phuong phép sang loc theo muc (X-4), trong d6 bénh ung thu méau la bénh
gy ra sy sinh trudng tao ung thu cta t& bao huyét tuong.

(XI) Phurong phap chin doan

Phuong phap chin doan (XI) bao gdm céc phuong phap chin doan dugc
md ta trong muc (XI-1) dén (XI-5) sau.

(XI-1)

Phuong phép chan doén bénh ung thu, gdm cho mau thu duogc tir d6i twong
tip xtic v6i khang thé ().

(X1-2)

Phuong phép chén doan theo muc (XI-1), trong d6 mau thu duoc tir dbi
tuong la mau hodc dich tiy xuong.

(XI-3)

Phuong phap chan doan theo muc (XI-1) hodc (XI-2), phuong phap nay
gdm viéc xét doan xem d6i tuong d& phat trién hodc c6 nguy co phat trién bénh
ung thu khi phét hién c6 té bao lién két véi khang thé (I).

(XI-4)

Phuong phép chin doan theo muc (XI-3), trong d6 bénh ung thur 13 bénh
ung thu mau.

(XI-5)

Phuong phap chan doan theo muyc (XI-4), trong dé té bao nay la té bao
huyét tuong, va trong d6 bénh ung thur 1a bénh gdy ra su sinh trudng tao ung thu
ctia té bao huyét tvong.

XI1I) Kt
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Kit (XII) bao gdm céc kit dugc md ta trong myc (XII-1) dén (XII-3) sau.
- (XII-1)

Kit d& chin doan bénh ung thu, gdm khang thé (I).

(X11-2)

Phuong phap chén doan theo muyc (XII-1), trong d6 bénh ung thu 14 bénh
ung thu mau.

(XII-3)

Kit theo muc (XII-2), trong d6 bénh ung thu la bénh gay ra sy sinh truéng
tao ung thu cta t& bao huyét tuong.

Hiéu qua c6 lgi cua sang ché

Khang th8 theo sang ché khong nhan dién té bao binh thudng, va do d6 hitu
dung lam thanh phéan hoat tinh ctia duoc phim. Cu thé 13, khang thé theo sang ché
httu dung lam thanh phﬁn hoat tinh cua tdc nhan diéu tri bénh ung thu (vi dy, bénh
ung thu méu).

Khéng thé theo sang ché hitu ich boi vi t& bao T thu thé cta khang nguyén
thé kham duogc tao ra bang cach gén vi tri nhan dién khang nguyén véi thu thé clia
khang nguyén thé kham c6 thé duoc ding lam thanh phan hoat tinh ctia dugc
pham nay nhu duge mo ta néu trén.

MBS ta viin tit cac hinh vé

FIG. 1 1a céc két qua thu dugc trong Vi du 2 bang céch phan tich lién két
ctia khéng thé MMG49 véi té bao Tiry xuwong c6 ngudn gbc tir bénh nhan u tiy
béng cach str dung FACS. (Tréi) So d6 minh hoa phuong phap x4c dinh phan
doan té bao nguyén ban u tiy (Té bao nguyén ban u tiy), phan doan té bao huyét
twong u tiy (t€ bao huyét trong u tiy), va bach cdu CD45" (bach cau CD45").
(Phai) Cac biéu dd thé hién lién két ctia khang thé MMG49 véi mdi phan doan
nay.

FIG. 2 1 c4c biéu d6 thé hién két qua thu duoc trong Vi du 2 bang cach
phan tich, bing FACS, lién két cia khang thé8 MMG49 véi phan doan t& bao
nguyén ban u tiy, phan doan té bao huyét trong u tiy, va bach cdu CD45" cia

céc t& bao Ty xuong c6 ngudn gbc tlr bénh nhan u tiy (UPN1 dén UPN5).
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FIG. 3 minﬁ hoa qua trinh x4c dinh protein khang nguyén dugc nhén dién
bdi khéng thd MMGA49 bang phuong phap tich dong biéu hién trong vi du 3. Minh
hoa qué trinh ¢ dic t€ bao BaF3 ma lién két voi khang thé MMG49, tir nong dd
ban dau 12 0,1% hodc nhé hon, bing phwong phap phan loai FACS.

FIG. 4 1a céc bidu dd thé hién két qua thu duoc trong Vi du 4 bang cach
nhudm té bao U266 khuyét ITGB7 dugc tao ra bing cach st dung hé théng Crisp-
cas9 v6i khang thé MMG49 hoic khang th8 FIB27 (khang thé khang integrin B
c6 sn trén tri trudong), sau do tién hanh phan tich FACS.

FIG. 5 12 4nh thé hién cac két qua thu dugc trong Vi dy 4 béng cach dua
san phim duoc két tia mién dich tir dich ly giai té bao c6 ngudn gdc tir té bao u
tiy MM1s v6i khang th8 MMG49 hoic khéng thé déi chimg cung typ, vao phén
tich trén SDS-PAGE, va sau d6 tién hanh thim tich mién dich western véi khang
thé khang integrin Py c6 san trén thi truong (Abcam plc).

FIG. 6 1 céc biéu dd thé hién két qua thu dugc trong Vi du 5 bang cach
phan tich lién két ctia mdi khéng thé trong sb cac khang thé MMG49, khéang thé
FIB27, va khang thé FIB504 véi mdi phan doan t& bao cta t& bao mau ngoai vi &
nguoi khoe manh (trén céc hinh V&, t bao B, t& bao T, bach ciu don nhén, bach
cdu trung tinh, té bao héng cAu, va tiéu cAu dugc thé hién theo thit tu da dinh tir
bén tay trai) bang cach sir dung phan tich FACS.

FIG. 7 1 céc biéu db thé hién két qua thu dugc trong Vi du 5 bang cich
phan tich, bang FACS, lién két ciia khang thé MMG49 véi timg phan doan té bao
clia t& bao Tuy xuwong cd ngudn gbc tir bénh nhan u tdy. O phia bén tay trai,
phuong phép x4c dinh mdi phan doan té bao dugc minh hoa, va & phai bén tay
phai, cac bidu dd thé hién lién két cia MMG49 véi mdi phan doan duoc thé hién.
Trén FIG. 7A, thé hién so sénh giira té bao gbc tao mau va phan doan té bao
nguyén ban, va t& bao u tay, va trén FIG. 7B, thé hién so sanh gifta cac phan doan
bach ciu B/T, va té bao nguyén ban u tity va phan doan té bao huyét twong u tiy.

FIG. 8 1a c4c biéu dd thé hién két qua thu duge trong Vi du 6 bang cach
phan tich lién két cia m&i khéng thé trong s8 cac khang thé MMG49 va khéng thé

FIB27 vé&i mdi té bao Trong sb cac dong té bao u tiiy khac nhau, va té bao T va té
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bao B c6 ngudn gde tir mau ngoai vi béang cach st dung FACS. Con c6 céc két
qua duoc thé hién xdc nhan sy biéu hién ciia ITGA4 (lién két ctia khang thé khéng
integrin a4) va sy biéu hién ITGAE (lién két clia khang thé khéng integrin o)
trong té bao néu trén bang phan tich FACS.

FIG. 9 1a céc bidu db thé hién két qua thu dugc trong Vi du 6 béng cach
phén tich, bing FACS, lién két cta khang thé MMG49 va khéng thé FIB27 véi té
bao U266 v té bao U266 thiéu hut ITGA4 (integrin ag). Con c6 cac két qua dugce
thé hién thu duogc bang cach phan tich, bing FACS, su biéu hién ctia ITGA4 (lién
két ctia khang thé khang integrin o.) trong té bao néu trén.

Céc FIG. 10 1a c4c biéu db thé hién két qua thu duge trong Vi du 7 bing
céch cho phép té bao K562 bidu hién manh integrin cf; va té bao T c6 ngudn gbe
tir m4u ngoai vi clia ngudi binh thudng duoc xir 1y khi c6 mat Ca**/Mg*" hodc
Mn?* & nhiét d6 37°C trong 20 phut phan tng v61 khang thé MMG49 hoic khang
thé isotyp, sau &6 nhuém té bao bang cach st dung khang thé khang IgG ctia chuot
1am khéng thé thtr cép, va dua té bao dwoc nhudm vao phan tich FACS.

FIG. 11 l1a bidu dd minh hoa céu tric clia protein thé kham ngudi/chudt
integrin B7 va sy c6 mat hodc khong c6 mit lién két ctia khang thé MMG49 véi té
bao 293T dugce tao ra dé biéu hién tam thoi protein trong Vi du 8.

FIG. 12 13 céc biéu db thé hién két qua thu dugc trong Vi du 8 bang cach
phan tich, bing FACS, lién két ctia khang thé MMG49 véi té bao 293T duge tao
ra @& bidu hién tam thoi protein thé kham ngudi/chudt integrin B7.

FIG. 13 1 bidu dd tdng két cac két qua dugc thé hién trén FIG. 12. Trén
bidu db trén FIG. 13, truc tung thé hién ty 18 phan trim té bao dugc lién két voi
khang thé, va truc hoanh thé hién céc protein thé kham ngudi/chudt integrin B
khéc nhau.

FIG. 14 13 c4c biu dd thé hién két qua thu dugc bang cach nhuém té bao
MM s va té bio KMS12BM véi khang thé MMG49 duge kham héa dugc tao ra
bing céach lién két cac ving bién dbi ctia khang thé MMG49 véi ving héng dinh
ctia khang thé IgG4 ctia nguoi.
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FIG. 15 la so db minh hoa phuong phép tao ra c4u tric CAR nho st dung
cac ving bién dbi ctia khang thé MMG49.

FIG. 16 14 c4c bidu dd thé hién két qua thu duoc bing cach nhudm té bao T
duoc tao ra dé biéu hién cdu traic CAR béng cach sir dung cic ving bién ddi cua
khang thé MMG49 véi khéng thé PE khéang F(ab"), cia ngudi.

FIG. 17 13 cac biéu @b thé hién két qua thu dugc trong Vi du 11 bang cach
x4c dinh dinh luong, bang ELISA, c4c lugng IFN-y va IL2 dugc tao ra nhd nudi
chy ddng thoi té bao T c6 CAR c6 ngudn gbe tir khang thé MMG49 hoic € bao
T c6 GFP (d8i chimg) dugc dua vao véi té bao K562 khong biéu hién integrin B
hoic té bao K562 gdy ra sy biéu hién manh integrin a.4B7. *P: <0,05

FIG. 18 12 c4c biéu dd thé hién két qua thu dugc trong Vi du 11 béng cach
xéc dinh dinh lwong, bing ELISA, lugng IFN-y dugc tao ra nhd nudi chy dong
thoi t& bao T c6 CAR c6 ngudn gde tir khang thé MMGA49 hodc té bao T ¢6 GFP
(d6i chimg) duoc dua vao vai té bao biu hién hoic té bao khong biéu hién khang
nguyén MMG49.

FIG. 19 13 cac biéu dd thé hién két qua thu dugc trong Vi du 11 bang cach
xéc dinh dinh lugng, bing ELISA, lugng IL2 duoc tao ra nhd nudi cdy dong thoi
t& bao T c6 CAR c6 ngudn gbe tir khang thé MMG49 hoic t& bao T c6 GFP (doi
chimg) dugc dua vao véi t& bao bidu hién hodc té bio khong biéu hién khang
nguyén MMG49.

FIG. 20 13 cac biéu dd thé hién két qua thu duoc trong Vi du 11 bang cach
do, bing thir nghiém tiéu diét *'Cr, mirc d6 hity hoai té bao gay ra béi té bao T c6
CAR c6 ngudn gdc tir khang thd MMG49 hoic té bao T c6 GFP (d6i chimg) dugc
dua vao so véi té bao K562 khong biéu hién integrin B hodc té bao K562 duge
tao ra dé bidu hién manh integrin ouB;. Truc y cia moi dd thi trén FIG . 20 biéu
thi ty 1& phan tram hity hoai té bao (%).

FIG. 21 14 cAc biéu dd thé hién két qua thu duoc trong Vi du 11 bang cach
do, bing thir nghiém tiéu diét 5'Cr, mirc d6 hty hoai té bao gy ra bdi té bao T ¢6

CAR c6 ngudn gbc tir khéng thé MMG49 hoic té bao T c¢6 GFP (d6i chimg) dugce
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dua vao so v6i té bao bidu hién hodc té bao khong biéu hién khing nguyén
MMGH49.

FIG. 22 13 biéu dd va cac dd thi minh hoa va thé hién thiét ké thir nghiém
didu tri cho dong t& bao u thy MM 1s duge ghép trong tuy xuwong ctia chudt NOG
va két qua clia thir nghiém nay trong Vi du 12. Té bao tiy xuwong sau 1 tudn chuyén
t8 bao T c6 CAR c¢b ngudn gbe tir khang thé MMG49 hoic té bao T c6 GFP (dbi
ching) dugc dua vao dugc thu gom va phén tich bing FACS. Té bao MMIs c6
thé duoc nhén dang 13 t& bao CD138" clia ngudi. Trong nhom sir dung té bao T
¢6 CAR c6 ngudn gbc tir khang thé MMG49, t& bao MM s trong tily xwong gan
nhu bién méat hoan toan.

FIG. 23 1 so dd, anh, va dd thi minh hoa va thé hién thiét ké tht nghiém
didu tri cho dong t& bao u ty MM s dugc ghép toan than vao chudt NOG va két
qua cua thtr nghiém nay trong Vi du 12. Lugng té bao u tly trudc va sau khi
chuyén té bao T c6 CAR c6 ngudn gde tir khéng th8 MMG49 hoic té bao T ¢6
GFP (d6i chimg) dugc dua vao duge danh gia bang phép do cudng do phat huynh
quang dua trén chup anh IVIS. Trong nhém su dung té bao T c6 CAR c6 ngudn
gbc tir khang thé MMG49, té bao MM s trong tiiy xuong gan nhu bién mét hoan
toan.

FIG. 24 la tong quan minh hoa viéc so sanh gifta trinh tu axit amin cta
integrin 7 c6 ngudn gbc tir nguoi va trinh ty axit amin of integrin B7 c6 ngudn
gbc tir chudt.

FIG. 25 1 biéu dd va dd thi minh hoa va thé hién viéc tao ciu trlic protein
thé kham nguoi/chudt integrin B7 va sy ¢6 mat hodc khoéng c6 mit lién két cua
khéang thé MMG49 véi té bao 293T duoc tao ra dé biéu hién tam thoi protein
trong Vidu 13.

FIG. 26 13 biéu dd thé hién két qua ctia thir nghiém nghién ctru epitop ciia
khang thé MMG49 trong Vi du 14. MFI trén truc hoanh biéu thi cudng do cia
lién két voi khang thé MMGA49, va gid tri sd cang cao biéu thi 4i luc cang cao.

MO ta chi tiét sang ché
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J day, "bao gdm" va "cé" 12 ngdn ngit md, nhung mdi khéi niém bao gém
ngdn ngit dong "gdm cd", va theo mot phuong an, co thé duoc thay thé bang "gdm
co".

"Té bao nguyén ban u tiy" 1a té bao nguyén ban & giai doan trudce khi biét
héa thanh té bao huyét tuong u tiy, va dugce dic trung boi biéu hién CD38 & murc
cao, nhung khong bidu hién CD138, ding 1am cht danh d4u d3c hiéu cho té bao
huyét tuong truéng thanh. Do d6, té bao nguyén ban u tily doi khi duge goi 1 "té
bao CD38+CD138™" hoic "té bao CD19:CD38"*CD138™.

"Té bao huyét twong u tiy" thudong duge goi la té bao u tiy, va 12 té bao
san sinh protein M, 1a globulin mién dich bét thuong. Té bao huyét trong u tiy
biéu hién CD138 ngoai biéu hién CD38 & murc cao. Do do, té bao huyét tuong u
ty dbi khi duoc goi la "té bao CD38™CDI138" " hodc "té bao CDIY
CD38"CD138"".

Té bao nguyén ban u tiy va té bao huyét tuong u tiiy con chi té bao nguyén
ban khdi u va té bao huyét twong ung thu, twong Gmg & bénh gdy ra su phat trién
ung thu ctia té bao huyét tuong ngoai bénh da u tuy.

"Té bao nguyén ban tao méau" 12 t& bao c6 thé biét hoa thanh cac té bao tao
méau khac nhau. Té bao nguyén ban tao mau dic trung & chd biéu hién CD34. Do
d6, & day, té bao nguyén ban tao mau déi khi duge goi la "té bao CD34™ "

(1) Khéng thé

Khang thé (I) uu tién 12 khéng thé khang integrin ;7 clia ngudi ma epitop
cua nd c¢d mit trong vung & vi tri gbc axit amin 20 dén 109 cua integrin p7 cla
nguoi.

Vi du uu tién hon vé khang thé (I) ¢6 thé bao gdm: khang thé ma epitop ctia
né cd mit trong vung & vi tri gbc axit amin 33 dén 109 cta integrin B7 clia ngudi;
va khang thé ma epitop ctia n6 c6 mit trong ving & vi tri gbc axit amin 20 dén 90
cua integrin 7 cia nguoi. Vidu uu tién nhét c6 thé 12 khang thé ma epitop clia né
cO mit trong vung ¢ vi tri gbc axit amin 33 dén 90 cua integrin B7 cia nguoi.

Integrin B clia ngudi khong bi gidi han cy thé, va cé thé 1a protein xuyén

mang c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 31, protein ¢6 thé tao ra
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heterodime v&i integrin a. Vi du cu thé vé integrin o c6 thé bao gbm integrin oy
va integrin og.

Vi du cu thé vé trinh ty axit amin clia integrin f7 clia nguoi co thé bao
gbm, ngoai trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 31, trinh ty axit amin m6 ta
trong, vi du: DANG KY: EAW96675, PHIEN BAN: EAW96675.1, GI:
119617081; PANG KY: NM000889, PHIEN BAN: NM000889.2, GI:
540344585; DANG KY: XM005268851, PHIEN BAN: XM005268851.2, GI:
767974096; DANG KY: XM006719376, PHIEN BAN: XM006719376.2, GI:
767974098; va DANG KY: XM005268852, PHIEN BAN: XM005268852.3,

GI: 767974097, liét ké trong co s& dit licu NCBI.

Phén moé ta sau day lién quan dén integrin B clia ngudi duge tao ra dya trén
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 31. Tuy nhién, d61 voi trinh tu axit amin
khac bat ky cta integrin B7 ctia ngudi, ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
¢ thé d& dang xéac dinh ving hodc vi tri ndo cua trinh ty axit amin khac cua
integrin B7 clia ngudi trong Ung v6i ving va/hodc vi tri clia integrin 7 cua ngudi
duoc md ta dudi day bing cach x4c dinh muc do tuong ddng cua trinh tur axit
amin khac so véi trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 31 trén mdy tinh.

Ving & vi tri gde axit amin 1 dén 19 cta integrin B7 cia ngudi 1a doan peptit
dung l1am peptit tin hi¢u va khong c6 mat néu integrin B7 cia ngudi hoat dong
chirc ndng lam protein mang trong co thé sbng. Do d6, néu integrin B7 ctia ngudi
thé hién chtrc ning 1a protein mang, dAu tan cung N cuia no 13 gbe axit amin & vi
tri 20 cua trinh tu axit amin néu trén.

Vung & vi trf gbe axit amin 20 dén 109 cua integrin By cia nguoi gbdm ving
PSI. Vung PSI cua integrin B7 cua ngudi va ving PSI cua integrin 7 cua chudt
duoc biét 1a ¢6 muc do tuong déng cao khoang 80% hodc cao hon. Tuy nhién,
nhu minh hoa trén FIG. 24, khi dugc so sanh v6i nhau, géc axit amin cua vung &
vi tri gbc axit amin 20 dén 109 gém vung PSI cua integrin B7 clia ngudi va integrin
B7 cia chudt khac nhau tdng sb 15 gde axit amin, cy thé 1a gbc axit amin & vi tri
23, vi tri 26, vi tri 28, vi tri 30, vi trf 32, vi tri 35, vi tri 36, vi tri 38, vi tri 41, vi tri

42, vitri 48, vi tri 93, vi tri 94, vi tri 102, va vi tri 109 ctia integrin B7 clia nguoi.
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Do d6, uwu tién la epitop cua khang thé (I) di kém véi mot hodc nhiéu axit
amin bét ky, tbt hon 1a hai hogc nhidu, t8t hon nita 12 ba hogc nhiéu trong s6 15
gbc axit amin nay. Cy thé 13, epitop ctia khing thé (I) wu tién 12 c6 mit trong vung
& vi tri gbe axit amin 23 dén 109 cua integrin 7 ciia ngudi, vu tién hon 1a c6 méat
trong vung & vi tri gbc axit amin 23 dén 48 hodc vung & vi tri gbc axit amin 93
dén 109.

Epitop ctia khang thé (I) theo mdt phuong an khac duge wu tién hon c6 the
trong: vung & vi tri gbc axit amin 23 dén 48; ving & vi tri gbc axit amin 93 dén
109; hoac vung ba chiéu 12 td hop clia ving & vi tri géc axit amin 23 dén 48 va
ving & vi tri gdc axit amin 93 dén vi tri 109.

Epitop ctia khang thé (I) c6 thé 13 epitop thing, hodc ¢6 thé 1a epitop hinh
thu (con dugc goi la epitop khong thing). Nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc di biét rang epitop thang 14 trudng hop trong do cac gbc axit amin lién tiép
nhau ding lam epitop va epitop hinh thu 1a epitop duoc tao ra bdi cac gbc axit
amin khong lién tiép nhau.

Vi duy, truong hop trong dé vung ba chidu néu trén 13 t6 hop ctia ving & vi
tri gbc axit amin 23 dén 48 va ving & vi tri gbc axit amin 93 dén 109 dung lam
epitop c6 thé dudc dua ra lam vi du twong tmg véi epitop hinh thu, va truong hop
trong d6 ving gém céc gbc axit amin khong lién tiép duoc bao gdm trong ving &
vi trf gbe axit amin 20 dén 109 dung lam epitop cling dugc bao gdm trong epitop
hinh thu.

Trong sb cac epitop néu trén, wu tién 1a gbc axit amin & vi tri 48 c6 lién
quan manh véi epitop clia khang thé (I) hodc dugc bao gbm trong epitop clia
khéng thé (I).

Neudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc c6 thé hiéu vé epitop thang
dic hiéu va epitop hinh th, tham chiéu dén, vi dy, JP 2011-527572 A, JP 2009-
534401 A, hoic "Dissecting antibodies with regards to linear va conformational
epitopes." Forsstrom B, Axnas BB, Rockberg J, Danielsson H, Bohlin A, Uhlen
M.  PLoS One. 2015 Mar 27, 10(3): e0121673. doi:
10.1371/journal.pone.0121673. eCollection 2015.
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N6i céch khac, nhung didu néu trén c6 nghia 1a khang thé (I) 1a khéng thé
ma lién két diic hiu véi ving & vi tri gbe axit amin 20 dén 109 cua integrin B7 cua
ngudi, va cu thé 13, vu tién 1a lién két dic hiéu voi ving & vi trf tir 23 dén 109, wu
tién hon 12 lién két dic hidu véi ving & vi tri tir 23 dén 48 va/hodc vi tri tir 93 dén
109.

Ngodi ra, ddc tinh ctia khang thé (I) 12 lién két véi ving & vi tri goc axit
amin 20 dén 109 cta integrin B7, ma dung lam epitop, d6i khi dugc goi 1a ai luc
vé6i epitop. Do d6, thuat ngit "4i luc véi epitop tdng " ¢ cing nghia v4i "kha nang
lién két déc hiéu véi epitop tang."

Thuét nglr "dac hiéu" co thé phén biét v6i thudt ngir "chon loc".

Phuong 4n khéc vé khang thé (I), wu tién 13 4i luc ctia khang thé (I) d6i voi
epitop tang khi c6 mat it nhét mot phan cta ving & vi tri gbc axit amin 379 dén
721 cua integrin 7 clia nguoi.

"[t nh4t mot phan cla ving & vi tri gbc axit amin 379 dén 721" chi gbc axit
amin bét ky trong ving & vi tri gdc axit amin 379 dén 721 va ving riéng phan cta
n6 c6 thé duoc chon. Vi du cu thé vé "ving riéng phén ciia nd" bao gbm: it nhét
mot phan cta ving & vi tri gbc axit amin 417 dén 721 cua integrin By clia nguoi;
it nhat mot phan cta ving & vi tri gbc axit amin 564 dén 721 cua integrin B; cua
nguoi; it nhit mét phan ctia ving & vi tri gbc axit amin 379 dén 563 cla integrin
B7 cia nguoi; it nhét mét phan cua ving & vi tri gbc axit amin 417 dén 563 cla
integrin 7 clia nguoi; va it nhét mét phan cla ving & vi tri gbc axit amin 379 dén
416 cta integrin B7 cua nguoi. Co nghia 1, i luc cuia khang thé (1) dbi véi epitop
c6 thé duoc gia ting khi c6 mt clia vung bat ky trong sd cac viing nay.

Thuat ngtt "voi sy ¢6 mat cia" chi ving 6 vi tri gbc axit amin 20 dén 109
cua integrin 37 cua nguoi va it nhit mét phan cta ving & vi tri gbc axit amin 379
dén 721 cta integrin B7 ctia ngudi c6 thé c6 mit trong cling phén tr, hodc hai ving
nay c6 thé c6 mit nhu hai phén tir riéng biét. Uu tién 13 hai viing ndy c6 mét trong
cung phén tt. Thuat ngft "v6i su cd mét cua" ¢d thé dugc doc 12 "boi".

Nguoi cb hiéu biét trung binh trong linh vyc c6 thé d& dang x4c nhan rang

4i luc ctia khang thé (I) néu trén véi epitop dugc gia tang, béng phuong phap thir

-2



32525

nghiém mién dich dugc st dung phé) bién duoc mé ta trong, vi du, cac vi du dugc
mo ta dudi day.

Vi du, té bao duogc tao ra dé bidu hién protein thé kham ngudi/chudt
integrin B7 (#4960), la cac protein thé kham ngu’bi/chuét integrin B7 khac nhau
dugc mo ta trong Vi du 8, va céc protein nay gdm ving & vi tri gbc axit amin 1
dén 109 cua integrin B7 c6 ngudn gbc tlr ngudi va gbdm ving & vi tri gbc axit amin
722 dén 798 cua integrin By co ngudn gbc tir ngudi, dugc tao ra, va protein thé
kham ngudi/chudt integrin B7 (#4961) trong d6 vung ctia #4960 & vi tri gbc axit
amin 379 dén 721 cua integrin B7 c6 ngudn gbc tir nguoi dugc thay thé bang ving
& vi trf gbe axit amin 379 dén 721cta integrin B7 c6 ngudn gbc tir chudt dugc tao
ra. Trong truong hop nay, su tang 4i luc cia khang thé (1) véi epitop co thé dugc
x4c nhan bing cach so sanh muc do lién két ctia khang thé (I) giira té bao biéu
hién protein néi sau (#4961) va té bao biu hién protein néi trudc (#4960).

Phuong 4n khéc vé khéng thé (I), wu tién 13 4i lyc cta khéng the (I) véi
epitop dugc gia ting bang cach hoat héa integrin B 7 ctia ngudi. Co thé 13 do
integrin; Bcia ngudi duge hoat hoa cé dic tinh cAu trac trong ving gdém epitop,
4i luc ciia khang thé (I) véi epitop duoc gia tang.

Phuong phéap hoat hda integrin 7 cia nguoi la da biét. Vi du, bang cach
cho phép phorbol este, nhu PMA, mudi cia mangan, ho#c twong ty hoat dong trén
t€ bao biéu hién integrin B7 cia ngudi, vi duy, té bao duoc chon tir té bao méu va
t& bao midn dich, nhu té bao huyét tuong, t& bao NK, té bao T, té bao B, nguyén
bao lympho, Té bao c6 ngudn gdc tir u lympho Burkitt, va t& bio tua, integrin B7
ctia ngudi duoc biéu hién trong t& bao c6 thé duoc hoat hoa. Ngoai ra, khdng chi
gidi han & cac t& bao cu thé néu trén, té bao duoc tao ra dé biéu hién integrin B7
clia ngudi ¢6 thé duge sir dung va xu ly bang phorbol este, mudi clia mangan,
hoic tuong tu dé hoat héa integrin B; clia ngudi.

Ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc c6 thé d& dang x4c nhén ring
4i luc ctia khang thé (I) véi epitop duge gia ting nho hoat héa integrin B cla
ngudi, bing phuong phép thi nghiém mién dich duge st dung phé bién duge md

ta trong, vi du, cac vi du dugec mo6 ta dudi day.
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Vi du, té bao duoc tao ra dé biéu hién #4960 hodc #4961, 1a c4c protein thé
kham nguoi/chudt integrin B7 khac nhau dugc mo ta trong Vi du 8 va gbm ving
O vi tri gé)c axit amin 1 dn 109, dugc tao ra, va té bao dugc dua vao dé hoat hoa
integrin ;-6 nghia nhu dugc mo ta trong Vi du 7. Sau d6, 4i lyc trude va sau khi
x1r 1y hoat hoa dugc so sanh véi nhau bang bién phép st dung thir nghiém mién
dich. Do d6, sy gia ting 4i luc ctia khéng thé (I) véi epitop trong t€ bao sau khi
hoat héa ¢ thé dugc x4c nhan.

Phuong 4n khac ctia khang thé (1) 13, khéng thé (I) c6 thé 1a khang thé khéng
integrin B7 cia ngudi ¢ dic tinh 1a ¢6 &i lyc cao véi integrin B7 cua nguoi dugc
bidu hién trén t& bao c6 ngudn gbc tlr u tiry hon véi integrin B ciia nguoi duge
bidu hién trén té bao binh thudng.

Té bao binh thuong khong bi gi6i han cu thd midn 13 t bao nay c6 ngudn
gbe tir ngudi khoe manh, va cé thé 13, vi dy, & bao binh thudng c6 ngudn gbe tir
méu. Trong s6 cac té bao binh thudng nay, t& bao huyét twong binh thudng dugce
uu tién.

Phuong phap x4c nhan réng khang thé c6 ai lyc cao hon vdi integrin B7 cta
ngudi duoc biéu hién trén t& bao u tily hon véi integrin B; ciia ngudi duoc biéu
hién trén té bao binh thudng ndy c6 thé d& dang dugc thyc hién boi ngudi ¢6 hiéu
biét trung binh trong linh vuc bang phuong phap thtt nghiém mién dich dugc st
dung phé bién dugc mé ta trong, vi du, cac vi du duge md ta dudi day.

"Phuong phap thit nghiém mién dich dugc sir dung phd bién" khong bi gidi
han cu thé mién 13 phuong phép nay lién quan dén phép do st dung nhiéu khéc
thé khac nhau bt chip khang nguyén. Vi du vé céc phuong phap nay c6 thé bao
gdém phuong phép dém té bao theo dong (FACS), phan loai té bao dugc bao gdbm
td day, thAm mién dich western, ELISA, phuong phap két tia mién dich, phuong
phép SPR, va phuong phap QCM.

Phuong 4n khac vé khang thé (I) 13, epitop cta khang thé (I) wu tién 1a gidng
véi epitop cua khang thé8 MMG49 dugc bdc 16 trong cac vi du duge mo ta sau

day. Khang thé gidng véi khang thd MMG49 duoc uvu tién nhit. Vé phuong phap
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san xuAt khang thd MMGA49, c6 thé tham chiéu dén céc vi du duoc md ta dudi
day.

Phuong 4n khac vé khéng thé (I) 13, khéng thé (I) uu tién 14 khang thé theo
phuong an gdm ving bién dbi ctia chudi ning va/hodc ving bién ddi cua chudi
nhe. Ttc 13, khang thé (I) ¢6 thé chi 13 ving bién ddi cia chudi ning, hogc c6 thé
chi 1 ving bién déi ctia chudi nhe. Khéng thé (I) dugc uu tién 1a khang thé gom
ving bién ddi cua chudi ning va ving bién dbi clia chudi nhe.

Vung bién d6i con dwoc goi 13 vi tri nhén dién khang nguyén, va dugc nguoi
¢6 hidu bidt trung binh trong linh vuc hiéu 1 vi trf quan trong déi v6i khang the
& nhan dién khang nguyén. Ving bién di nay c6 ba ving goi 13 ving siéu bién
(con dugc goi la vung quyét dinh bd thé (bd théarity determining regions -
CDRs])), va nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc cling biét ring cac CDR
14 cac viing cuc ky quan trong tham gia nhiéu nhat vao chirc ndng nhén dién khang
nguyén cua khang thé.

Theo moét phuong an khac, vung bién ddi cta chudi ning dugc bao gém
trong khéng thé (I) gdm mat hoic nhidu chudi ning bat ky trong s& chudi ning
CDR1, chudi ning CDR2, va chudi ning CDR3. Ttc 14, ving bién dbi ctia chudi
nang c6 thé bao gbm chi chudi ning CDRI, chudi nang CDR2, hozc chudi ning
CDR3, va tét hon 1a gdm it nhit chudi nang CDR3. Phuong 4n duoc uu tién hon
gdm chudi nang CDR1, chudi ning CDR2, va chudi ning CDR3 theo thir ty da
dinh tr diu tan cing amin (d4u tan cling N).

Ving bién déi cta chudi nhe c6 thé twong tw véi viing bién doi cta chudi
nang, tuc la, gé)m, vi dy, chudi nhe bat ky trong s6 chudi nhe CDR1, chudi nhe
CDR2, va chudi nhe CDR3, uu tién 13 gdm it nhat chudi nhe CDR3, va vu tién la
gdm chudi nhe CDR1, chudi nhe CDR2, va chudi nhe CDR3 theo thir tu da dinh
tir dAu tAn clng amin ctia ving bién do6i cia chudi nhe.

Céc ving khac ngoai CDR1 dén CDR3 trong m&i ving bién ddi ctia chudi
ning va viing bién ddi cua chudi nhe déi khi dugc goi 1a FR. Cu thé hon 14, ving
ndm gitta diu tan cting N va CDR1 dugc goi la FR1, ving nim gitta CDR1 va

CDR2 goi la FR2, vung nim gitta CDR2 va CDR3 goi 1a FR3, va ving nim giira
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CDR3 va diu tan cuing cacboxy (du tan cung C) goi 1a FR4, va tén dugc dit cho
mdi ving bién ddi ctia chudi ning va viing bién ddi ctia chudi nhe.

Trinh ty axit amin cta chudi ning CDR1 dén CDR3 va chudi nhe CDR1
dén CDR3 khéng bi gi6i han cu thé. Vi du vé cac ving ndy bao gébm CDRI1 ctia
chudi ning c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1, chudi nang CDR2 c6
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2, chudi ning CDR3 c6 trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 3, chudi nhe CDR1 cé trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 6, chudi nhe CDR2 c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 7,
va chubi nhe CDR3 c¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 8 dung lam chudi
nang CDR 1 dén 3 hodc chudi nhe CDR 1 dén 3 cua khang thé MMG49.

Phuong 4n uu tién vé ving bién dbi ctia chudi nang gdm chudi ning CDR1
dén CDR3, c6 thé dugc dua ra, vi du, ving bién dbi ctia chudi ning c6 trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 4, 1a vung bién d6i cua chudi ning ctia khang
thé MMG49. Ngoai ra, phuong 4n wu tién v& ving bién ddi ctia chudi nhe gbm
chudi nhe CDR1 dén CDR3, ¢6 thé dua ra, vi dy, ving bién d6i ctia chudi nhe c6
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 9, 1a vung bién d6i ctia chudi nhe cta
khang thé MMG49.

Trinh ty axit amin néu trén cuakhang thé MMG49 néu trong SEQ ID NO:
1 dén 4 va 6 dén 9 dugc thé hién trong Bang 1 dudi day. Céc phan dugc gach chan
trong mdi trinh ty axit amin cia chudi ning va ving bién d6i néu trong SEQ ID
NO: 4 va 9 trong Bang 1 chi cac phén & vi tri CDR1, CDR2, va CDR3 theo tht

tu d& dinh tir d4u tan cling amin.

Bang 1:
<Trinh ty axit amin cta khang thé MMG49>
CDRI1 |GYTFSSYW
Ch |(SEQ
udi |ID
nd [NO: 1)
ng |CDR2 MLPGSGSS
(SEQ
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ID
NO: 2)

CDR3
(SEQ
ID
NO: 3)

ARGDGNYWYFDV

Vung
bién
doi
(SEQ
ID
NO: 4)

MEWTWVFLFLLSVTAGVHSQVQLQQSGAELMKPGASVKIS
CKASGYTFSSYWIEWVKQRPGHGLEWIGEMLPGSGSSNYNE
KFKGKATFTADTSSNTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARGDGN
YWYFDVWGAG

Ch
udi

nh

CDRI1
(SEQ
ID
NO: 6)

SSVGY

CDR2
(SEQ
ID
NO: 7)

ATS

CDR3
(SEQ
ID
NO: 8)

QQWSSDPPT

Viung
bién
doi
(SEQ
ID

NO: 9)

MDFQVQIFSFLLISASVIMSRGQIVLSQSPAILSASPGEKVTMT
CRASSSVGYMHWFQQKPGSSPKPWIYATSNLASGVPARFSG
SESGTSYSLTISRVEAEDAATYYCQQWSSDPPTFGGGTKLEI
K
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CAu trac cua khang thé (I) khong bi giéi han. Vi du cu thé v& cAu tric nay
bao gdbm Fv, scFv, khang thé doi, khang thé ba, va khang thé tu, va ciu tric nay
cling c6 thé 14 cau trac thu duoc bing cach két hop cac c4u tric ndy mot cach phu
hop. Ngoai ra, cac cAu triac ndy con bao gdm céc cAu truc duoc két hop dbi khi
con dugc goi 13 khang thé phan doan. Khéng thé phan doan nay c6 thé 1a protein
tai t6 hop dugc thiét ké nhan tao gdm Fv, hodc c6 thé 1a protein dugc dung hop
v6i phén tr sinh hoc, nhu protein.

Fv con dugce goi 1a don vi cAu tric nhé nhét cta khang thé, va 1a cAu trac
ma trong d6 ving bién dbi ctia chudi ning va ving bién ddi ctia chudi nhe dugc
lién két v6i nhau bang tuong tac khong cdng hoa tri lién phan tir. Hon nita, Fv ¢6
thé 1a cAu trac trong d6 cac nhom thiol gdm céc gbc xystein c6 mit trong ving
bién dbi clia chudi ning va viing bién ddi cta chudi nhe tao ra lién két disulfit véi
nhau.

scFv 1a cAu trac trong d6 dau tan cing C cia ving bién dbi cua chudi ning
va dau tan cung N clia ving bién dbi ctia chudi nhe dwoc ndi v6i nhau bang cau
ndi, va con duoc goi 1a khang thé chudi don. Ngoai ra, dAu tan cung C va dau tan
cung N duoc nbi bang ciu ndi ¢6 thé 1a dau tan cung C cla ving bién dbi cta
chudi nhe va dau tan cing N ciia ving bién dbi ctia chudi nang. CAu tric cta the
scFv ¢6 thé dugc tao ra bing lién hop dua trén tuong tic khong cdng hoa tri lién
phén tir hodc tuwong tac tuong tu nhu trong Fv.

Khang thé doi, khang thé ba, va khang thé tu 1 cc cau tric trong d6 scFv
néu trén 1an luot tao ra dime, trime, va tetrame va dugc lién két & trang thai on
dinh nhit vé& mat cdu triic nho twong tic khong cdng hoa tri lién phén tir hodc
tuong tac tuong tu gifta vung bién dbi nhu trong Fv hodc twong ty.

Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc c¢6 thé dé dang tao ra khang
thé (1) c¢6 cAu triic bat ky trong sé céc chu tric khac nhau ndy: tao cau tric vecto
biéu hién bing cach sir dung cac phuong phép k¥ thuét di truyén duoc st dung
phé bién; va st dung, véi vecto biéu hién nay, hé biéu hién nhan té bao cht phu
hop véi su san sinh khang thé, nhu t& bao nhan so (nhu Escherichia coli hodc xa

khuan) hoic té bao nhéan that (nhu t€ bao nadm men, t& bao con trung, hodc t€ bao
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doéng vat co vu), hé biéu hién khong chtra té bao duoc st dung phé bién, hodc
tuong tu. Khang thé duoc tao ra c6 thé duge dua mot cach thich hgp vao quy trinh
tinh ché duoc sir dung phé bién dé duoc thu nhan & tinh trang c6 do tinh khiét
cao.

Phuong 4n khéc cia khang thé (I) 14, khéng thé (I) ¢6 thé chita ving hing
dinh. Ving hing dinh duoc hidu béi nguoi cé hiéu biét trung binh trong linh vic
nhu sau: ving hang dinh cta chudi ning gébm CHI, CH2, va CH3, va ving héng
dinh cta chudi nhe gdm CL. Ngoai ra, ving gébm CH2 va CH3 d6i khi duge goi
la ving Fc.

Ngudn gbc cu thé cia ving héng dinh khong bi gi6i han cu thé. Vi du vé
chang ¢6 thé bao gém ving hing dinh c6 ngudn gde tlr cac lodi dong vat c6 kha
ning san xuét sinh khéi, cac loai dong vat c6 quan hé gan giii v6i ngudi, cac loai
dong vat it c6 kha nang gy ra tinh sinh mién dich khi sir dung cho nguoi, va
tuong tu, vi dy, vung hing dinh c6 ngudn gbe tir nguoi, ngudn gbc tir chudt, ngudn
gbc tir chuot nhét, ngudn gbe tir tho, ngudn gbc tir khi, va ngudn gdc tir tinh tinh.

Trong khéang thé (I), néu ving bién dbi ctia chudi niing va/hodc ving bién
ddi cua chudi nhe c6 trinh tu axit amin ¢ nguén géc tir chudt, vi du, vung héng
dinh ¢6 ngudn gbe tir ngudi cé thé duge két hop vao, do do tao ra khang thé (I)
duéi dang khang thé thé kham.

Ngoai ra, chudi ning FR1 dén FR4 va/hodc chudi nhe FR1 dén FR4 trong
khang thé thé kham ndi trén c6 thé dugc thay thé bang trinh tu axit amin c6 ngudn
gbe tir nguoi, do do tao ra khang thé (I) duéi dang khéng thé ngudi hoa.

Ngoai ra, chudi ning CDR1 dén CDR3 va/hoic chudi nhe CDR1 dén CDR3
trong khang thé nguoi hoa néu trén cd th8 duoc thay thé bang trinh tu axit amin
¢6 ngudn gdc tir ngudi & mirc d6 ma cac chire ning cia CDR khong bi giam, do
d6 tao ra khang thé (I) duéi dang khang thé ngudi. Thuét ngit "khang thé nguoi"
doi khi duge goi 1a "khéng thé ngudi hoa hoan toan".

Vi du vé cAu trac ctia khang thé (I) theo phuong 4n gdm ving hing dinh c6
thé bao gdm cac cu truc nhu Fab, F(ab'),, tiéu khang thé, va scFv-Fc, ciing nhu

an globulin mién dich c¢6 cau tric bon chudi gdm mot cdp chudi nang, moi chuoi
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¢6 ving bién d6i ctia chudi ning va ving héng dinh cta chudi ning, va mot cap
chudi nhe, m3i chudi c6 ving bién ddi ctia chudi nhe va ving hing dinh cta chudi
nhe. Ngoai ra, cdu tric thu duge bing cach két hop cac cAu triic ndy mot cach
thich hop cling c¢6 thé dugc chon. Ngoai ra, céc cAu trac ndy gdm céc cau tric két
hop dbi khi con duoc goi 1a khang thé phan doan. Khang thé phan doan nay c6
thé 13 protein tai td hop duoc thiét ké nhan tao gdm Fv, hodc ¢6 thé 1a protein
dugc dung hop véi phén tr sinh hoc, nhu protein.

Fab gdm phan doan chudi ning gdm ving bién ddi ctia chudi ning va CH1
trong ving hang dinh cia chudi ning, va chudi nhe gbm ving bién ddi ctia chudi
nhe va ving hing dinh ctia chudi nhe, va ¢6 cdu tric trong d6 ving bién dbi cua
chudi ning va viing bién dbi ctia chudi nhe dugc lién két v6i nhau nho twong tac
lién phén tir khéng cong hoa tri néu trén, hodc dugce lién két v6i nhau bang cau
ndi disulfit. Ngoai ra, Fab c6 thé 14 sao cho CH1 va CL tao ra cau ndi disulfit gitta
c4c nhém thiol cua gde xystein trong ing c6 mat ¢ do.

F(ab'), c6 cédp Fab, va co cAu trac trong d6 cadc CHI tao ra cau nbi disulfit
gitta cAc nhom thiol cua gbc xystein tuong ung dugc bao gbdm & do.

Tiéu khang thé c6 cip phan doan khéng thé, mdi doan gdm scFv va CH3,
v ¢6 cAu triic ma trong d6 mdi phan doan khang thé dugc lién két v6i nhau nho
twong tac khong cong hoa tri lién phan tir gilta cac CH3.

scFv-Fc ¢6 cdp phéan doan khang thé, mdi phan doan gbém scFv, CH2, va
CH3, va c6 chu triic ma trong dé, gibng nhu trong tiéu khang thé, cac phan doan
khéang thé duoc lién két voi nhau nhé tuong tac khong cong hoa tr lién phan ti
gitra cac CH3, va taora cAu nbi disulfit giita cac nhém thiol cua gbc xystein duge
bao gdm trong cac CH3 tuwong ng.

Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc c6 thé d& dang tao ra khing
thé (I) gdbm ving hang dinh c6 cAu trac bat ky trong sb céc cac cAu tric khéac nhau
nay nhu véi khang thé (I) khéng gbém ving héng dinh, bang céch tao chu tric
vecto biéu hién bang cach str dung céc phuong phép k¥ thudt di truyén dugc sir
dung phd bién, va st dung, véi vecto biéu hién nay, hé biéu hién nhén t€ bao chu

phu hop dé san xuét khang thé. Khang thé duge tao ra c6 thé duoc dua phu hop
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vao quy trinh tinh ché duoc sir dung phé bién dé duoc thu nhéan & tinh trang ¢6 do
tinh khiét cao.

Fab c6 thé thu duoc bang cach, vi du, thiét ké globulin mién dich IgG véi
proteaza nhu papain. Ngoai ra, F(ab’),, F(ab’), c6 thé thu duge bing cach thiét ké
IgG véi proteaza nhu pepsin.

Trong s cac khang thé (I) néu trén, mdi khang thé gébm ving héng dinh,
cAu trac duge uu tién 13 globulin mién dich. Typ phu cua globulin mién dich ndy
khéng bi gi6i han cu thé, va vi du vé& ching c6 thé bao gdm IgA, IgD, IgE, IgG,
va IgM. Trong sd cac typ phu ndy, IgG duge vu tién, va vi dy, trong truong hop
IgG co ngudn gbe tir chudt, IgG2 dugce uvu tién trong sd 4 16p phu.

Trong sb cac khang thé (I) néu trén, mdi khang thé gdm ving hing dinh,
khang thé theo phwong 4n duge wu tién hon la khang thé gdm chudi ning ¢ trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 5 va/hodc chudi nhe ¢6 trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 10. Khang thé duge uu tién nhét 13 khang thé gdm chudi ning
cé trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 5 va chudi nhe ¢6 trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 10.

Dot bién c6 thé dugc dua vao mdi ving c6 trinh ty axit amin néu trén tlry
thudc vao hoan canh. Uu tién 1a dot bién nay khong dugc dua vao chudi ning
CDR va chudi nhe CDR. Ttc 13, dot bién nay uu tién 1a dugc dua vao chudi ning
FR hoic chudi nhe FR. Néu khéng thé (I) gdm ving hing dinh, dot bién c6 thé
con duoc dua vao ngoai dot bién dé diéu chinh hoat tinh ADCC hoic hoat tinh
CDC dugc mo ta dudi day.

Sd luong géc axit amin cy thé ma tai d6 dot bién dugc dua vao khong bi
gidi han cu thé. Vi du, mac do tuong déng gilta trinh ty axit amin trudc khi dua
d6t bién vao va trinh tu axit amin sau khi dua dot bién vao la khoang 70%, tot hon
14 khoang 75%, tdt hon nita 13 khoang 80%, t6t hon nita 14 khoang 85%, tt hon
nita 13 khoang 90%, tét hon nita 1a khoang 95%, t6t hon nita 1a khoang 96%, ot
hon nita 12 khoang 97%, t6t hon nita 1 khoang 98%, t6t nhét 1a khoang 99%. Gié

tri s6 nay 12 gié tri thu dugce bang cach 1am tron.
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Thuét nglt "mac do tuong ddng" chi mirc dd cua céc trinh ty axit amin
twong ddng véi nhau trong hai hodc nhiéu trinh ty axit amin c6 thé so sanh dugc.
Do d6, khi mttc do twong ddng gitta hai trinh tu axit amin cho trudc ting, c6 thé
no6i rang céc trinh tw ndy khong chi c6 muc do tuong ddng cao ma con c6 muc do
tuong tu cao.

Mrc dd twong dong clia cac axit amin co thé dugc tinh toan bang cach st
dung cdng cu phén tich cé ban trén thi truong hodc co6 san trén Internet (vi du,
phin mém nhu FASTA, BLAST, PSI-BLAST, hoic SSEARCH). Vi dy, c4c diéu
kién chinh ban ddu dé duoc sir dung néi chung cho tra ctu BLAST 1a nhu dugc
md ta dudi day. Tuc 1a, gia tri (%) cho muc do tuong dong gifta cac trinh tu axit
amin c6 thé dugc tinh toan bang cach thuc hién tra ctru trén BLAST 2.1 cai tién
vé6i blastp duoc sir dung 1am chuong trinh, gia tri Expect dugc dat ¢ 10, toan bd
Filter dugc tit, BLOSUMS62 dugc st dung cho Matrix, Gap existence cost, Per
residue gap cost, va ty s6 Lambda dugc dat 1an luot bang 11, 1, va 0,85 (gid tri
mdic dinh), va cac thong s6 khac nhau khac cling duoc dit & cac gia tri mac dinh.

Viéc dua dot bién néu trén vio trinh ty axit amin c6 nghia 1a thay thé, loai
b6, chén hodc tuong tu. Vide dua dot bién vao cu thé khéng bi giéi han cu the
mién 13 viéc dua dot bién vao nay c6 thé dat duoc bang cach chon phuong phép
duoc st dung phd bién. Vi du, trong trudng hop thay thé, c6 thé chon phuong
phéap thay thé bao toan.

Thuét ngir "phuong phap thay thé bao toan" chi phuong phap bao gdm viée
thay thé mét gbc axit amin nhét dinh bing mét gdc axit amin c6 chudi bén twong
tur voi gbe axit amin do.

Vi du, thay thé giita gbc axit amin, mdi gbc ¢6 chudi bén bazo, nhu lysin,
arginin, va histidin, 1a phuong phap thay thé bao toan. Ngoai ra, mdi su thay thé
gifta: gdc axit amin, mdi gbc ¢ chudi bén axit, nhu axit aspartic va axit glutamic;
gbc axit amin, mdi gbc ¢ chudi bén phan cuc khong mang dién, nhu glyxin,
asparagin, glutamin, serin, threonin, tyrosin, va xystein; gbc axit amin, moi gbc
c6 chudi bén khéng phin cuc, nhu alanin, valin, leuxin, isoleuxin, prolin,

phenylalanin, metionin, va tryptophan; goc axit amin, moi goc ¢ chudi bén phan
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nhanh B, nhu threonin, valin, va isoleuxin; va géc axit amin, moi géc c6 chudi bén
thom, nhu tyrosin, phenylalanin, tryptophan, va histidin, twong tw la phuong phap
thay thé bao toan.

Phuong 4n khéc vé khang thé (1), khéng thé (I) c6 thé c6 hoat tinh gdy ddc
t& bao. Hoat tinh gay doc t& bao chi hoat tinh ma khéng thé lién két véi té bao, va
két qua 13, gay ra hiy hoai té bao dugc lién két v6i khang thé.

Vi du v& hoat tinh gay doc té bao nhu vay bao gdm hoat tinh ADCC va hoat
tinh CDC. Thuat ngit "hoat tinh ADCC " 14 viét tht ctia hoat tinh gay ddc t€ bao
phu thudc khang thé (Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity), va 13 hoat tinh
thu nap té bao ¢6 hoat tinh gdy doc té bao, nhu té bio NK biéu hién thy thé dac
hiéu v6i ving hing dinh ctia khang thé, dén ving 1an cén khéng thé, do d6 gy ra
hily hoai t& bao ma lién két véi khéng thé théng qua hoat dong cua té bao nay va
tuong tu.

Thuét ngit "hoat tinh CDC" 14 viét tét ciia hoat tinh gy doc té bao phy thude
bd thé (Bb thé-Dependent Cytotoxicity), va chi hoat tinh ma khang thé thu nap bo
thé dén ving 1an can no, do d6 gy ra hoat dong 1am hty hoai t& bao duge lidn két
v6i khang thé théng qua hoat dong clia b thé nay.

G day, mdi hoat tinh trong sb hoat tinh ADCC va hoat tinh CDC c6 thé
duoe didu chinh bing cach dua dot bién vao ving hang dinh, dong thoi tham khao
céc tai liéu, nhu Lazar GA et al., Proc Natl Acad Sci USA, 103: 4005-10 (2006),
Shields RL et al., J Biol Chem, 276: 6591-604 (2001)), Moore GL et al., J
Immunol, 159:3613-21 (1997), An Z et al., MAbs, 1:572-9 (2009).

Vi du, ndu ving hing dinh 13 IgG, clia ngudi, hoat tinh ADCC c6 thé
duoc gia ting bang cach dwa vao dot bién nhu S239D, 1332E, S239D/I332E,
S239D/I332E/A330L, S298A, K334A, S298A/K334A, hodc
S298A/E333A/K334A.

Ngoai ra, néu ving hing dinh 12 IgG; cia ngudi nhu néu trén, hoat tinh
ADCC ¢6 thé duogc gidm béng cach dua vao dot bién nhu V234A/G237A, hodc
H268Q/V309L/A330S/P3318S.
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Lién quan dén hoat tinh CDC, néu ving hing dinh 13 IgG; clia ngudi, hoat
tinh nay c6 thé dugc gia ting bing cach dua vao dot bién nhu S267E, H268F,
S324T, S267E/H268F, S267E/S324T, H268F/S324T, hodc
S267E/H268F/S324T.

Hoat tinh ADCC c¢6 thé do dugc theo phwong phap cua Brunner K.T., et al.
(Brunner, K.T., et al., Inmunology, 1968. 14:181-96). Vi du, t& bao u tiy duoc
nudi cdy trong méi trudng RPMI1640 c6 bd sung 10% FCS, va duoc chuén bi sao
cho s6 lugng t& bao c6 thé tir 0,5x10* dén 1,0x10% B6 sung luong thich hop
Na,’!CrO, vio mdi trudng va dé cho phan tmg véi hop chét ndy & nhiét do 37°C
trong 1 gitr d& danh dAu t& bao bang 3'Cr, va té bao thu dugc dugc rira va sau do
duoc ding 1am té bao dich. Lam té bao phan tmg, t& bao thu dugc bang cach nudi
cy té bao tiry xwong ctia chudt SCID trong 6 ngdy trong moi truong RPMI1640
¢6 bd sung 10% FBS, 10 ng/ml GM-CSF ctia chudt, va 40 IU/ml IL2 cua nguoi,
hodc tuong tu c6 thé duge st dung. Vao dia 96 giéng, khang thé can dugc thir
nghiém hoac isotyp khang thé cua n6 ding lam dbi chimg dugc bd sung & nong
6 cudi cing tir 0,05 pg/mL dén 10 pg/mL, va té bao dich (1,0x10* t& bao) va té
bao phéan tng (5%10° té bao) dugc bd sung thém. Hon hop duge cho phan tmg &
nhiét d6 37°C trong 4 gi va ly tAm, va sau d6 >'Cr duoc gidi phéng trong dich
ndi dugc do bing thiét bi dém y. Hoat tinh ADCC ¢6 thé dugce x4c dinh dya vao
phuong trinh sau.

Hoat tinh ADCC={([*'Cr giai phéng tir té bao dich]-[>'Cr giai phong tw phat
trong didu kién khong c6 khang thé])/([lugng 3'Cr giai phong nhiéu nhat do bo
sung 1% Triton X-100]-[>'Cr giai phong tu phét trong diéu kién khong c6 khang
thé])}x100

Hoat tinh CDC ciing c6 thé do dugc theo phuong phép ctia Brunner K.T.,
et al. (Brunner, K.T., et al., Inmunology, 1968. 14:181-96). Vi duy, té bao u tiy
duoc ding 13m té bao dich dugc nudi cAy trong méi trrong RPMI 1640 c6 bb sung
10% FCS, va duoc tao ra dé sb luong té bao c6 thé tir 0,5x10* dén 1,0x10% Bo
sung luong thich hop Na,*'CrO, vao méi trudng va dé phan tmg véi hop chét nay

& nhiét d6 37°C trong 1 gid dé danh d4u té bao bing 3'Cr, va té bao thu duoc dugce
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rira va sau d6 duge dung lam té bao dich. Khang thé can dugc thir nghiém hoc
isotyp khang thé ding lam dbi ching dugc tao huyén phu trong méi trudng
RPMI1640 c6 bd sung huyét thanh bao thai bd dugc bd sung vao dia 96 giéng &
ndng do cudi cing tir 0,5 pg/mL dén 50 pg/mL, va sau d6 té bao dich va a bo thé
duoc bd sung, sau d6 cho phan ung trong 1,5 gio. Chét léng phan tmg dugc ly
tam, va >!Cr dugc giai phong trong dich ndi duoc do bang thiét bi dém vy. Hoat
tinh CDC ¢6 thé duoc xac dinh dua vao phuong trinh sau.

Hoat tinh CDC={([*'Cr giai phong tir té bao dich]-[*'Cr gii phong tu phat
trong didu kién khéong c6 khang thé])/([ lugng *'Cr giai phéng nhiéu nhét do b6
sung 1% Triton X-100]-[>'Cr giai phong tu phét trong didu kién khong c6 khang
thé&])}x100

Khang thé c6 hoat tinh gay doc té bao c6 thé thu duge bang cach, vi dy,
danh gia sy c6 mat hodc khong c6 mat hoat tinh gy doc té bao bang cach sir dung
phuong phép néu trén, va chon loc khang thé ¢6 hoat tinh nay.

Phuong 4n khéc vé khang thé (I), khang thé (I) c6 thé 1a khang thé da déc
hiéu. Tt 13, khang thé (I) c6 thé c6 kha nang lién két c6 tinh dgc hiéu véi khang
nguyén khac ngoai vung & vi tri gbc axit amin 20 dén 109 cua integrin B7 cua
ngudi (khang nguyén sau déy goi 1a khang nguyén khac).

Khéang nguyén khac uu tién la khang nguyén khong tuong tu vé mit cdu
truc voi vung & vi tri gbc axit amin 20 dén 109 cua integrin B7 cia nguoi.

Khang nguyén khac cu thé khong bi giéi han cu thé. Vi du v& chung gém
CD3, CD16, Clqg, va vung u cuia virut adeno, va it nhét mét trong céc khang
nguyén ndy ¢ dang két hop phu hop c6 thé duoc chon phu hop lam khéng nguyén
khac. Uu tién 1a khang nguyén trong cac khang nguyén dugc dua ra lam vi dy néu
tfén duoc chon lam khang nguyén khac. Tuc 1a, khang thé da dic hiéu dugc uu
tién 1am khéng thé dic hiéu kép.

Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc c6 thé d& dang tao ra khang
thé da dic hiéu nhu vy bang cach chon phu hop phuong phap dugce st dung phd
bién. Vi du, khang thé da dic hidu c6 thé thu dugc theo cach sau: té bao lai dugc

tao ra béng cach st dung t& bao san sinh khang thé, nhu té bao B, thu dugc tur
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dong vét dugc gay mién dich bang té& bao biéu hién phéan doan peptit twong Gng
v6i ving & vi tri gbe axit amin 20 dén 109 cta integrin B7 cia ngudi, hodc integrin
B, thé kham trong d6 chi ving & vi tri gbc axit amin 20 dén 109 cua integrin B
cua ngudi co ngudn gdc tlr ngudi va phan con lai khong cé ngudn gbc tir nguoi,
nhu cé ngué)n géc tr chudt, dugc tao ra; riéng biét, t& bao lai dugc tao ra bé‘mg
cach st dung té bao san sinh khang thé, nhu té bao B, thu dugce tir dong vat dugc
gdy mién dich bang khang nguyén khic néu trén; va thuc hién sang loc, béng
phuong phap duge sit dung phd bién, déi voi té bao lai méi thu duge bang cach
dung hop t& bao gita té bao lai néu trén (té bao lai méi con duoc goi 1 thé lai cép
hai trong truong hop san sinh khang thé dic hidu kép).

Ngoai nhung dé cép trén day, vi dy, trong trudng hop khéng thé dic hiéu
kép, khang thé dic hiéu kép co thé duoc tao ra bang quy trinh dugc mo té trong
muc (1) dén (4) sau:

(1) Khang thé c6 cAu trac F(ab'), néu trén, khang thé nay st dung ving &
vi trf gbe axit amin 20 dén 109 cta integrin B7 clia ngudi lam epitop, dugce tao ra;

(2) Trong khi dé, khéng thé c6 chu tric F(ab’), ma lién két ddc hiéu véi
khang nguyén khac cling duoc tao ra theo cach tuong tu;

(3) Cac khang thé ¢6 clu truc F(ab'), tuong tmg thu dugc trong (1) va (2)
duge xtr Iy bang tac nhan khir, nhu DTT, va sau d6 mot trong céc san phém dugc
xtr ly bt ky duoc xt ly tiép bing thude thir Ellman; va

(4) Céc khang thé duoc xir 1y ¢6 ciu truc F(ab"), thu dugce trong (3) duge
tron va duoc dé cho phan tng véi nhau.

Khéng thé dic hidu kép con co thé dugc tao ra bing quy trinh duge mo ta
trong (A) dén (D) sau day.

(A) Khéng thé st dung ving & vi tri gbc axit amin 20 dén 109 cta integrin
B7 ciia ngurdi lam epitop dugc tao ra.

(B) Trong khi d6, khang fhé lién két dac hiéu véi khang nguyén khac duge
tao ra theo cach tuong tu.

(C) Trinh ty axit amin cta cic vung bién ddi trong tmg thu dugc trong (A)

va (B) va trinh ty bazo cua polypeptit ma hoa ving bién ddi duoc nhan dang.
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(D) Vecto biéu hién c6 polynucleotit dugc két hop c6 trinh tu bazo twong
tmg dugc nhin dang trong (C) cung Vi, néu can, polynucleotit cé trinh ty bazo
cho vung hé‘mg dinh va trinh ty cAu ndi duoc tao ra, va sau d6 vecto biéu hién duoc
dua vao t& bao chu phi hop dé san xudt khang thé, nhu té bao CHO.

Phuong 4n khac vé khang thé (I), khang thé (I) c6 thé lién két vao do
xytotoxin (hop chét c6 hoat tinh gy doc t& bao). Xytotoxin khong bi gidi han cu
thé mién 13 xytotoxin 13 hop chit ma gy ra su hity hoai t& bao, nhu diét té bao
hodc trc ché su sinh trudng ctia té bao.

Vi du vé cac xytotoxin ndy c6 thé bao gdm: tac nhan alkyl héa, nhu
xyclophosphamit hydrat, iphosphamit, thiotepa, busulfan, melphalan, nimustin
hydroclorua, ranimustin, dacarbazin, va temozolomit; chét dbi khang kim loai,
nhu metotrexat, pemetrexed natri hydrat, flouraxil, doxifluridin, capexitabin,
tegafur, xytarabin, gemxitabin hydroclorua, fludarabin phosphat, nelarabin,
cladribin, va canxi levofolinat; chét khéng sinh, nhu doxorubixin hydroclorua,
daunorubixin hydroclorua, pirarubixin, epirubixin hydroclorua, idarubixin
hydroclorua, aclarubixin hydroclorua, amrubixin hydroclorua, mitoxantron
hydroclorua, mitomyxin C, actinomyxin D, bleomyxin hydroclorua, peplomyxin
hydroclorua, zinostatin stimalame, va calicheamixin; chét tc ché vi 6ng, nhu
vincristin sulfat, vinblastin sulfat, vindesin sulfat, va paclitaxel; chét tc ché
aromataza, nhu anastrozol, exemestan, letrozol, va fadrozol hydroclorua hydrat;
tac nhan platin hda, nhu xisplatin, carboplatin, nedaplatin, va oxaliplatin; chét tc
ché topoisomeraza, nhu irinotecan hydroclorua hydrat, nogitecan hydroclorua,
etoposit, va sobuzoxan; steroid vo thuong than, nhu prednisolon va
dexametason; thalidomit va dan xuét cta nd, cu thé 1a lenalidomit; bortezomib
ding lam chét trc ché proteaza; va cac ddng vi phong xa, nhu 90-Ittri.

Trong sb cc hop chat ndy, calicheamixin, melphalan, vincristine sulfat,
doxorubixin hydroclorua, prednisolon, dexametason, thalidomit, lenalidomit, va
bortezomib dugc wu tién, va calicheamixin chimg té déc tinh lién két véi khang

thé tuyét voi duoc wru tién hon.
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MB3i trong sb cac xytotoxin ndy c6 béan trén thi trudng, va mot loai hodc hai
hoiic nhiéu loai & dang két hop thich hop c6 thé duoc chon tlr cic xytotoxin néu
trén.

Céch thirc lién két gifta xytotoxin va khéng thé néu trén khong bi gi6i han
cu thé, va ngudi c¢6 hiu biét trung binh trong linh vuc ¢6 thé d& dang lién két
xytotoxin vdi khang thé néu trén bang cach, vi du, chon phu hop phuong phap k§
thuat di truyén duoc st dung phé bién hoic k¥ thuat thiét ké protein. Cu thé hon
13, ¢6 thé dua ra, vi dy, phuong phéap bao gom lién két xytotoxin véi nhém chir,
nhu nhom amino, nhém thiol, nhém guanidyl, nhom hydroxy, hodc nhém
cacboxyl, ciia chudi bén gbc axit amin ctia khéng thé (1) théng qua ciu nbi.

Khang thé (I) c6 thé 13 khang thé da dong hodc cé thé 13 khang thé don
dong. Khang thé (I) wu tién 1a khang thé don dong.

Thuit ngtt "don dong" c6 nghia la thu dugc tur quan thé v& co ban dong
nhat, va "khang thé don dong" chi khang thé thu duoc tir quan thé nay. C6 nghia
13, dugc hiéu ring céc khang thé don 1¢ duoc bao gém trong quan thé nay 1a gidng
hét nhau ngoai trir dot biét xdy ra trong ty nhién c6 thé c6 mit véi lugng rat nho.

Ngoai ra, lién quan dén dich lién két diic hidu (epitop) ctia khang the, vi du,
trong truong hgp khéng thé (I), epitop c6 mit trong ving & vi tri gbc axit amin 20
dén 109 cta integrin B7 clia ngudi. V& vén dé nay, trong truong hop khang thé da
dong, epitop la nhiéu vi tri trong ving & vi trf gbc axit amin 20 dén 109 cla
integrin B7 ciia nguoi, trong khi trong trudng hop khang thé don dong, epitop 1a
mét vi tri duy nhat. Vi ly do nay, khéng thé don dong thé hién tinh dic hiéu cao,
va do d6 c6 lgi thé hon.

Thuét ngtt "don dong" dugc st dung dudi dang yéu t6 cai bién duoc hiéu
12 chi thu dugc tir quan thé co ban 1a ddng nhit nhu mo ta trén ddy, va khong dugc
hiéu 12 y8u tb cai bién dé dinh rd phuong phéo san xuét khang thé.

Ngoai phuong phép néu trén, nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
c6 thé d& dang tao ra khang thé (I) béng cach chon lua phuong phap lai, phuong
phép ADN téi t6 hop st dung té bao chii (IIT) chira polynucleotit (IT) duge mé ta

dudi day, phan 18p tir thu vién thuc khuén thé, hodc tuong tu.
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Vi du, c6 thé dua ra phuong phép bao gbm: gy mién dich dong vét phu
hop dé san xuét khang thé, nhu chuot, chudt nhét, hodc tho, bang peptit tuong ing
véi viing & vi tri gde axit amin 20 dén 109 cta integrin 7 clia ngudi; sau do6 thu
hdi t& bao B va cho t& bao B thu hdi dugc vao phuong phép lai; va tién hanh sang
loc bang cach sir dung chiic ning dugce thé hién bang khang thé (I) duoc md ta
trén day 1am chat chi thi, nh& d6 tao ra khéng thé (I).

Ngoai nhiing dé cap trén day, co thé dua ra phuong phap bao gbm: tao ra
té bao biéu hién integrin p; thé kham trong d6 chi ving & vi tri gbc axit amin 20
dén 109 cua integrin B7 c6 ngudn gbc tir ngudi va phan con lai khéng c6 ngudn
gbc tlr nguoi, nhu co ngudn gbc tir chudt; gdy mién dich dong vat phit hop dé san
xuét khang thé, nhu chudt, chudt nhit hodc thd (wu tién 1a chudt), bing té bao; sau
@6 thu hdi t& bao B va dua t& bao B thu hdi dugc vao phuong phap lai; va tién
hanh sang loc bing céch st dung chire ning duge thé hién bang khéng thé (I) dugc
mé ta trén day lam chét chi thi, nhd d6 tao ra khang thé ().

Vi du v& chire ning dugc thé hién bing khang thé (I) c¢6 thé bao gdm: ting
ai luc cho viung & vi tri gbc axit amin 20 dén 109 cua integrin B ctia ngudi khi co
mit it nhat mot phan cta ving & vi tri gbc axit amin 380 dén 721 cta integrin B
clia ngudi; va ting 4i lyc thong qua su hoat hoa integrin B7 cta ngudi. Do do,
khang thé (I) co thé thu duoc bing phuong phép duoc thé hién trong phuong phép
sang loc (X) dugc mo ta dudi ddy, st dung chirc ndng nhu vay.

Epitop cho khang thé (I) c6 mit trong ving & vi tri gbc axit amin 20 dén
109 cua integrin B7 cua nguoi, va do d6 khang thé (I) dugc mong mudn 13 thé hién
hoat tinh gdy doc té bao hodc hoat tinh tuong tu trén té bao biéu hién integrin B;
bang cach két hop mot hodc hai hogc nhiéu hoat tinh khong chi trong s6 hoat tinh
ADCC va hoat tinh CDC néu trén, ma con hoat tinh gy chét té bao theo chuong
trinh, hoat tinh chan tin hiéu séng sOt, va hoat tinh tuong ty trén té bao nay. Do
6, ché phdm gdm khéng thé (I) hitu dung lam dugc pham (VII) nhu duge mo ta
chi tiét duéi day.

Cu thé 13, khang thé (I) sir dung ving & vi tri gbc axit amin 20 dén 109 cua

integrin B7 cia nguoi lam epitop, va 4i luc cua khang thé (I) véi epitop duoc gia
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tang thong qua su hoat héa integrin ;. Integrin B dang hoat hoa dugc biéu hién
trong t& bao méu, nhu té bao huyét twong, va do d6 khang thé (1) dugc sir dung
Jam thanh phan hoat tinh ctia dugc phdm dé diéu tri bénh ung thu (vi dy, bénh ung
thu méau). Cu thé 13, khang thé (T) dugc sir dung hidu qua lam dugc pham diéu tri
bénh gay ra su bét thudng trong té bao néu trén (vi du, bénh u tiy hogc bénh da u
tay).

(IT) polynucleotit

Polynucleotit (IT) 1 polynucleotit ¢ trinh tyr bazo ma héa trinh ty axit amin
ctia khang thé (I). Thuat ngt “Polynucleotit" gbm, vi du, dang sgi don hodc dang
soi d6i trong d6 ribonucleotide, deoxyribonucleotide, nucleotit bat ky ciand hodc
tuong tu dugc bién dbi phi hop bing phuong phap da biét.

Ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vue ¢6 thé xac dinh mét cdch phu
hop trinh tw bazo cua polynucleotit (I), vi dy, trén mdy tinh dya trén trinh ty axit
amin cua khang thé (I). Loai codon dugc st dung dé x4c dinh trinh tu bazo nay
khong bi gidi han. Trinh tu bazo t8t hon duoc xac dinh khi xem xét tan suét codon
ctia vat chu trong do polynucleotit dugc sur dung.

Trinh tur bazo cu thé ciia polynucleotit (IT) khong bi gi6i han cu thé. Su
twong Gng gitta m&i SEQ ID NO ma trong dé trinh ty axit amin dugc xac dinh 1a
mot phuong an cia khang thé (I) d3 néu va SEQ ID NO trong do trinh tu bazo ma
hoéa trinh tu axit amin ndy la nhur néu trong Bang 2 dudi ddy. Tt 14, trinh ty bazo
cua polynucleotit (IT) duoc uu tién 14 trinh tu bazo néu trong cac SEQ ID NO: 11
dén 20.

Bang 2

Trinh ty axit amin|Trinh tu bazo

SEQIDNO:1 |[SEQIDNO: 11
SEQIDNO:2 |SEQIDNO: 12
SEQIDNO:3 |SEQIDNO: 13
SEQIDNO:4 |SEQIDNO: 14
SEQIDNO:5 |SEQIDNO: 15
SEQIDNO: 6 |SEQIDNO: 16
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SEQIDNO:7 |SEQIDNO: 17
SEQIDNO: 8 |SEQIDNO: 18
SEQIDNO:9 |SEQIDNO: 19
SEQID NO: 10 |SEQ ID NO: 20

Polynucleotit (I) c6 thé chon phuong 4n dé duoc két hop vao vecto. Vecto
khong bi gidi han cu thé, va co thé 1a, vi du, vecto dé tach dong hoic vecto dé
biéu hién, va viéc st dung n6 ¢6 muc dich khong bi giéi han.

Ngoai ra, vecto dé biéu hién co thé 13 vecto cho té bao nhin so, nhu
Escherichia coli hodc xa khudn, hodc co thé 14 vecto cho t& bao nhan that, nhu té
bao nAm men, t& bao con trung, hoac té bao dong vat c6 vu.

Trinh tu bazo ma héa a peptit tin hiéu dugc bd sung thich hop vao dau cudi
5’ ctia polynucleotit (IT) (twong tmg voi d4u tan cuing N clia khang thé (I)).

Phuong phép cu thé dé st dung polynucleotit (IT) khong bi gidi han cu thé.
Vi duy, polynucleotit (IT) co thd duoc st dung dé biu hién khang thé (I) bang cach
dugc dua vao té bao chu (III) sau.

(1I1) Té bao chu

Té bao chu (I1) 14 té bao chira polynucleotit (II). Thuat ngft "chira" chi gitr
trang thai trong d6 polynucleotit (II) c6 mét trong té bao, va c6 nghia 13 té bao &
trang thai khong ty nhién loai bo polynucleotit ra ngoai té bao bat chép sur loai bd
¢6 hoat dong hay khong.

Phuong an trong do té bao chu (III) chira polynucleotit (IT) khong bi gidi
han cu thé. Vi dy, polynucleotit cé thé dugc chira & dang vecto trong té bao, hoic
polynucleotit (II) c6 thé duoc chira & dang duoc két hop vao bd gen trong té bao.

Loai té bao cu thé cta té bao chi (I1T) c6 thé 13 t& bao nhan that, nhu té bao
nAm men, té bao coén trung, hodc té bao dong vat c6 v, hodc co thé 12 té bao nhan
so, nhu Escherichia coli hodc xa khudn, va khong bi giéi han cu the.

(IV) Thu thé cua khéng nguyén thé kham

Thu thé ctia khang nguyén thé kham 1a protein gidng thu thé té bao T (TCR)

nhan tao, va 14 protein trong d6 vi trf nhén dién khang nguyén dugc biéu hién trén

mang t& bao ctia té bao T (twong g v6i ving ngoai bao) dugc thay thé bang vi
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trf nhan dién khang nguyén mong mubn va duoc tao cAu tric dé c6 thé biéu hién
hiéu qua hon chiic ning, nhu hoat tinh gy doc té bao, ca chinh té bao T.

Thy thé cua khang nguyén thé kham (IV) 12 thy thé cta khang nguyén thé
kham ma epitop clia né gidng hét véi epitop cta khang thé (I), va cu thé hon 13,
13 protein c6 vi tri nhan dién khang nguyén ctia khang thé (I). C6 nghia 13, epitop
c6 mit trong vi tri nhan dién khang nguyén duogc bao gém trong thu thé cua khang
nguyén thé kham c6 thé giéng nhu vi tri nhan dién khang nguyén dugc mo ta chi
tiét trong khang thé (I).

Cu thé hon 14, thu thé cia khang nguyén thé kham (IV) 14 protein trong d6
vi tri nhan dién khang nguyén cua khang thé (I), trinh tu khoang céch, ving xuyén
mang, yéu tb ddng kich thich, va ving ni bao TCR duogc sip xép theo thi ty d
dinh tir d4u tAn cing amin cta thu thé cia khang nguyén thé kham (IV).

Vi tri nhan dién khang nguyén cia khang thé (1) duoc sap xép trong thu thé
ctia khéng nguyén thé kham (IV) ¢6 thé 1a nhur duoe mé ta chi tiét trong khang thé
(1), vaviduycu thé v& chung c6 thé bao gdm ving bién ddi ctia chudi ning va/hodc
ving bién ddi cua chudi nhe. Trong s6 d6, vi tri nhan dién khang nguyén uu tién
13 ¢6 cAu trac cta scFv trong khi c6 ving bién dbi ctia chudi ning va ving bién
dbi ctia chudi nhe.

Trong scFv nay, vi dy, gitta vung bién ddi ctia chudi ning va ving bién dbi
cta chudi nhe, trinh tw khoang cach gdm khoang 10 dén khoang 25 gbc axit amin
c6 thé duoc sép xép mot cach phu hop. Sé lugng gbe axit amin dugc wu tién hon
1a tir khoang 15 dén khoang 18. Trinh ty khoang cach nay cé thé 13 giéng véi trinh
tu khoang cach néu trén dugc sip xép trong thu thé cta khéng nguyén thé kham
(IV), hodic ¢6 thé 14 khéc trinh ty nay.

Trinh tu khoang cach dugc sap xép trong thu thé cua khang nguyén thé
kham (IV) khong bi gidi han cu thé. Vi du, trinh tu khoang cach c6 thé gdm
khoéng 10 dén khoang 25 gbc axit amin. S6 luong gdc axit amin duge wu tién hon
1 tir khoang 15 dén khoang 18.

Ving xuyén mang dugc sap xép trong thu thé ctia khang nguyén thé kham

(IV) khong bi gidi han cu thé. Cu thé 13, ving xuyén mang cia t& bao c6 ngudn
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gbc tlr protein, nhu CD28 hodc 4-1BB, duoc biéu hién trong té bao T ho#c twong
tw ¢6 thé duge chon trong khi duge cho phép dé c6 mét cach phu hop dot bién
duoc dua vao do.

Yéu t6 ddng kich thich duoc sip xép trong thu thé cta khang nguyén thé
kham (IV) c6 thé 1a yéu t6 dong kich thich cta té bao T hodc twong tu, va khong
bi gi6i han cu thé. Vi dy, 4-1BB, OX40, CD28, hogc tuong ty cé thé dugc chon
trong khi dugc cho phép dé c6 mot cach phu hop dot bién duoc dua vao do.

Ving ndi bao TCR duoc sip xép trong thyu thé cua khang nguyén thé kham
(IV) khong bi gidi han cu thé. Vi du, ving noi bao c6 ngudn gbc tir CD3, con
duoc goi 1a chudi TCRE, hodc twong tu c6 thé dugc chon trong khi duge cho phép
d8 c6 mot cach phit hop dot bién duoc dua vao d6. Uu tién 14 dot bién duge dua
vao CD3 dé bao gébm mootip hoat héa trén co s¢ thy thé mién dich Tyrosin
(ITAM).

Thu th8 ctia khang nguyén thé kham (IV) uu tién 1a c6 trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 21.

Dot bién c6 thé duoc dua thich hop vao trinh ty axit amin nhén dang thu
thé néu trén ctia khang nguyén thé kham. Ngoai ra, dot bién ciing c6 thé dugc dua
theo cach twong tu vao mdi trong s6 ving xuyén mang, yéu t6 ddng kich thich, va
vung ndi bao TCR néu trén. Sd lugng dot bién cu thé duoc dua vao khong bi gidi
han cu thé.

Vi du, mtc d twong ddng gifta trinh tyr axit amin trude khi dua dt bién
vao va an trinh tu axit amin after viéc dua dot bién is about 70%, tét hon 1a khoang
75%, t6t hon nita 1 khoang 80%, t6t hon nita 1& khoang 85%, tot hon nita 1a
khoang 90%, tét hon nita 1a khoang 95%, tbt hon nita la khoang 96%, tot hon nira
14 khoang 97%, t5t hon nita 1a khoang 98%, t6t nhét 1a khoang 99%. Gi4 tri s
nay 1a gia tri thu dugc béng cach 1am tron.

Viée dua dot bién vao trinh tr axit amin néu trén chi viéc thay thé, loai bo,
chén hoic tuong tu. Viée dua dot bién vao cu thé khong bi gi6i han cu thé mién

1a viéc dua dot bién vao nay c6 thé dat dugc bang cach 1am theo phuong phap
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duoc st dung phd bién. Vi du, trong trudng hop thay thé, c6 thé lam theo phuong
phap thay thé bao toan.

Pé tao ra thu thé cia khdng nguyén thé kham, nguoi co hiéu biét trung binh
trong linh vuc co thé d& dang tao ra thy thé cua khang nguyén thé kham khi tham
khao phuong phap dugc mo ta trong, vi du, mdi trong sb cac tai lidu phi sang ché
4 dén 6.

(V) Polynucleotit

Polynucleotit (V) 1a polynucleotit m& héa trinh tu axit amin cta thu thé cta
khang nguyén thé kham (IV) khéng gidng polynucleotit (ID).

Nhu trong polynucleotit (II), trinh tu bazo ctia polynucleotit (V) co thé
duoc xé4c dinh pht hop, vi du, trén may tinh dua trén trinh ty axit amin cua thu
thé ctia khang nguyén thé kham (IV). Loai codon dugc st dung dé xac dinh trinh
tu bazo khong bi gidi han. Trinh tu bazo t8t hon 1a dugc xac dinh khi xem xét tan
suat codon cta té bao dung lam dich ma polynucleotit dugc st dung.

Trinh tu bazo cu thé khong bi gioi han cu thé. Vi du, ¢6 thé dua ra
polynucleotit c6 trinh ty bazo néu trong SEQ ID NO: 22, trinh ty nay dugc X4c
dinh dua trén trinh ty axit amin cta thu thé cua khang nguyén thé kham (IV) c6
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 21. TAt nhién, viéc xem xét loai codon
duoc str dung khong bi gidi han, khong can phai néi, trinh ty bazo duge xac dinh
dua trén trinh tu axit amin nay khdng bi gi6i han boi trinh tu bazo néu trong SEQ
ID NO: 22.

Trinh ty bazo mi hoda peptit tin hiu dugc bd sung thich hgp vao dau cudi
5’ cta polynucleotit (V) (twong g voi dAu tan cing N cta thu thé ctia khéng
nguyén thé kham (IV)).

Phuong phép cu thé dé str dung polynucleotit (V) khong bi gidi han cu thé.
Vi duy, polynucleotit (V) c6 thé dugc st dung dé biéu hién thu thé cta khang
nguyén thé kham (IV) bang cach duoc dua vao té bao (VI) sau.

Té bao (VI)

Té bao (VI) 14 té bao chira polynucleotit (V) khong gidng t€ bao chii (IID).

Thuéat nglt "chua" co thé tuong tugng nhu trong té bao chu (II). Loai té bao cu
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thé ciing c6 thé 1a giéng nhu trong té bao chu (IIT), nhung € bao (VI) wu tién 1a
c6 hoat tinh gay doc té bao. Vi du vé chung c6 thé bao gbm té bao T, té bao NK,
va té bao K. Trong s6 do, t& bao T diét (d6i khi dugc goi 1a t& bao T gay doc té
bao [CTL]), 12 loai té bao T duoc uu tién nhat.

Ul tién 13, néu polynucleotit (V), ma m hoa thu thé cua khang nguyén thé
kham, duoc bao gdm trong té bao (VI) dugc biéu hién, vi tri nhan dién khang
nguyén ctia khang thé (I) dung lam bd thé ctia thu thé ctia khéng nguyén thé kham
(IV) dugc dé 16 ra bén ngoai té bao, va viing xuyén mang, yéu t6 ddng kich thich,
hodic ving ndi bao TCR diing 1am bd thé ciia thu thé ctia khang nguyén thé kham
(IV) duoc dit trén mang t& bao hogc bén trong té bao.

Yéu tb déng kich thich, hodc ving dugc dat trén mang té bao hodc bén
trong t& bao hoat héa tin hiéu gy ra hoat tinh gdy doc té bao trong té bao néu vi
trf nhan dién khang nguyén ciia khang thé (I) lién két véi ving & vi trf gde axit
amin 20 dén 109 cta integrin B7 clia ngudi. Ngoai ra, ai luc cia khing thé (I) cho
ving & vi tri gbc axit amin 20 dén 109 cta integrin B; ctia nguoi duge gia téng
nho su hoat hoa integrin B7 clia nguoi. Do d6, khang thé (I) tAn cbng, hoic thé
hién hoat tinh gay doc té bao trén, té bao hodc mé biéu hién integrin B7 dang hoat
héa dung lam dich.

Néu t& bao thé hién chire ning nay 12 té bao T, t& bao nay dugc goi 13 té bao
T thu thé cta khang nguyén thé kham (VI-4). Gidng té bao T thu thé ctia khang
nguyén thé kham, té bao c6 kha nang thé hién hoat tinh gay ddc té bao, nhu té bao
NK, ciing co thé thé hién tac dong tuong tu tdc dong cla té bao T thu thé cta
khang nguyén thé kham (té bao nay dugc goi 12 té bao NK thuy thé ctia khang
nguyén thé kham) thong qua méi lién hé giita lién két ctia vi tri nhan dién khang
nguyén voi vung & vi tri gbc axit amin 20 dén 109 cta integrin B7 ctia nguoi dang
hoat hoa, va sy hoat hoa tin hiéu ma gy ra hoat tinh gdy doc té bao & mang té bao
hodc vung ndi bao.

Nhu duoc m ta trén ddy, t& bao (VI) thé hién hoat tinh gdy doc té bao va
twong tu trén t& bao hodc mo biéu hién dang hoat héa integrin B7. Do d6, véi khang

thé (1), ché phédm gdm t& bao (VI) c6 thé dugc cho 1a ¢6 tac dung lam dugc phdm
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(IV) nay nhu duoc mé ta chi tiét dudi day. Dang integrin B hoat héa dugc bicu
hién trong t& bao mau, nhu té bao huyét tuong, va do dé & bao (VI) dugc dung
lam thanh phan hoat tinh ctia dugc pham cho bénh ung thu (vi du, bénh ung thu
méu). Cu thé 13, té bao (VI) dugc sir dung hiéu qua lam duge pham cho bénh gy
ra b4t thudng trong té bao néu trén (vi dy, bénh u tiy hodc bénh da u tiy).

(VII) Duoc phim

Dugc phim (VII) gdm khang thé (I) hodc té bao (VI). Té bao (VI) uu tién
13 t& bao T thu thé cua khang nguyén thé kham (VI-4).

Ham lugng ctia khang thé (I) hodc té bao (VI) trong duge pham (VII) khong
bi giéi han cu thé. Vi du, trong truong hop khang thé (I), ham lugng nay ¢6 thé 1
i khoang 0,001 phan khéi luong dén khoang 10 phan khéi lugng so v6i 100 phan
khéi luong ctia dugc phim. Ngoai ra, trong trudng hop t& bao (VI), ham lugng
ndy c6 thé 12 tir khoang 1 té bao/mL dén khoang 10 t& bao/mL.

Phuong phap sir dung dugc phim (VII) khéng b giéi han cu thé. Béi vi
thanh phan hoat tinh ctia dugc phim 14 khang thé hogc t€ bao, viée sir dung qua
duong tiém hodc st dung khéng qua duong rudt dugc uvu tién. Vi du vé chiing
gbm sir dung trong tinh mach, st dung trong co, va stt dung dudi da. Trong s6 do,
st dung trong tinh mach dugc uu tién.

Dang liéu cta dugc pham (VII) c6 thd duoc bao ché cing v6i chit mang
duoc dung va dugc st dung phd bién tuy thudc vao phuong phép st dung néu
trén. Xem xét phuong phép st dung dugc uu tién néu trén, dang lidu t6t hon 1a
thudc tiém.

Bénh dich cta duge phdm (VII) khong bi gi6i han cu thé. Vi du cy thé vé
bénh dich l1a bénh ung thu, t6t hon 1a bénh ung thu mau, tot hon nita 1a bénh gay
ra su sinh trudng tao ung thung thu cua t& bao huyét twong. Thuat ngit "bénh gay
ra su sinh truéng tao ung thung thu cua t& bao huyét twong" chi bénh dic trung
béi su sinh trudng tao ung thung thu cua té bao huyét trong bat thuong va su ting
protein bat thuong duge tiét ra tr t& bao nay. Vi du vé bénh nay c6 thé bao gém
bénh u thy, bénh da u tuy, bénh bach cAu té bao huyét twong, u té bao huyét twong,
bénh chudi H, va ching thoéi héa dang tinh bot AL toan than. Theo mét phuong
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an khac, bénh dich cta dugc phém (VII) cé thé 12 bénh mau 4c tinh khéc, nhu
bénh u lympho 4c tinh hoac bénh bach cau.

Dich str dung (déi trong) cta duge phédm (VII) c6 thé 1a ngudi bénh da phat
tridn bénh néu trén, hodc ¢ thé 13 déng vat c6 nguy co phét trién bénh néu trén.
Liéu "c6 nguy co phat trién" hay khéng c6 thé duoc xé4c dinh bang phuong phép
chén doan (XI) dugc md ta sau day. Pong vat c6 thé 14, vi dy, dong vat c6 vi, va
uu tién 1a ngudi.

Lidu ding cta duoc phdm (VII) thay doi tiy thudc vao céc tinh trang khac
nhau cta dich stt dung, nhu mure do trAm trong cda bénh, muc do hi€u qua mong
mudn dat dugc bang viée sit dung nay, khéi luong co thé, gi6i tinh, do tudi va loai
dong vat, va khong thé duoc xac dinh mot cach khong co diéu kién. Vi du, néu
thanh phan hoat tinh 13 khang thé (I), n6i chung liu ding 6 thé la tir khoang 1
ug/ke (khéi luong co thé) dén khoang 10 g/kg (khdi lugng co thé) mbi ngay.
Ngoai ra, néu thanh phn hoat tinh 13 t& bao (VI), néi chung lidu diing c6 thé 14 tir
khoang 10* t& bao/kg (khdi luong co thd) dén khoang 10° té bao/kg (khdi lugng
co thé).

Véi lidu ding cta ché pham, phac dd st dung duogc pham (VII) cling c6 thé
thay ddi tly thudc vao cac diéu kién khac nhau cta dich st dung, nhu mirc do
trdm trong clia bénh, va khong thé dugc xac dinh mot cach khong c6 diéu kién.
Vi du, duoc phdm (VII) duge wu tién st dung voi liéu hang ngay néu trén & tan
suét tr mdt 1n mdi ngay dén mét 1an mdi théng.

(VIII) Phuong phép diéu tri hodc phong ngira bénh

Phuong phap diéu tri hodc phong ngira (VIIT) bénh 13 phuong phép diéu tri
hodc phong nglra bénh gdm budc sir dung mot lugng ¢ hiu qua diu tri cla
khang thé (I) hoic té bao (VI) cho dbi twong. Té bao (VI) uu tién 1a té bao T thy
thd cua khang nguyén thé kham (VI-4).

Déi twong c6 thé 13 gibng nhu trong dugc pham (VII). Néu d6i tuong 14
nguoi bénh da phat trién bénh, viéc stir dung luong c6 hiéu qua diéu tri ctia khang
thé (I) hoic té bao (VI) dugc mong mudn 13 dat duge hiéu qua didu tri trén ngudi

bénh, va néu dbi tuong 1a dong vat c6 nguy co phat trién bénh, viéc sir dung mong
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mudn 12 dat duoc hiéu qua ngin ngira bénh trén dong vat. Nhu duge mo ta trong
phuong phap chén doan (XI) dugc md ta dudi ddy, ngan nglra c6 nghia la gilt gia
tri s6 do duoc bang phuong phap mién dich duoc st dung phé bién khéng dat dén
gi4 tri s6 ma tai d6 dugc chin doén 12 bénh da phat trién.

Bénh nay c6 thé 1& giéng nhu trong duge pham (VII), va dwoc minh hoa
béi, vi dy, bénh ung thu. Vi du uu tién vé bénh ung thu c6 thé 1a bénh géy ra sy
sinh trudng tao ung thung thu cua té bao huyét twong (vi dy, bénh da u tuy).

Luong c6 hiéu qua didu tri o6 thé 13 gidng nhu lidu ding ciia duge pham
(VII), va dang bao ché ctia khang thé (I) hodc té bao (V) c6 thé 13 giong nhu dang
bao ché ctia duoc phim (VII). Ngoai ra, phuong phép sir dung déi v6i khang thé
(I) hoic t& bao (VI), phéc dd st dung déi voi ching, va tuong tw cling ¢6 the 1a
nhu dugc mé ta chi tiét trong duoc pham (VII).

Phuong phap diéu tri hogic phong ngira (VIII) bénh c6 thé bao gdbm phuong
phap diéu tri hoic phong nglra bénh da u tity gbdm huéng dich dang hoat héa cta
integrin B; ctia ngudi. Vi du v& hudng dich ¢6 thé 12 vige ding khang thé (I) hodc
té bao (V).

(IX) St dung

St dung (IX) 1a viéc sir dung khéng thé (I) hodc té bao (IV), dé san xuét

dugc pham.

Duoc pham c6 thé 14 gidéng nhu duge phdm (VII). Té bao (IV) uu tién 1a té
bao T thu thé cta khang nguyén thé kham (VI-4).

Ngoai ra, bénh dich ciia duogc phém cling tuong tu, va dugc phém duoc
ding dé diéu tri, vi du, bénh ung thu, wu tién la bénh ung thu méu, t6t hon nira 14
bénh gy ra sy sinh trudng tao ung thung thu cua té bao huyét twong (vi du, bénh
u tiy hodc bénh da u tuy).

Negoai ra, ham luong khéng thé (I) hodc té bao (VI) ding lam thanh phén
hoat tinh trong dugc phém, dang bao ché, phuong phéap sir dung, phac do st dung,
va tuong tu ciing c¢6 thé 1a gidng nhu nhitng didu duoc md ta chi tiét trong dugc
phim (VII).

(X) Phuong phap sang loc
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Phuong phép sang loc (X) la phuong phép sang loc thanh phan hoat tinh
cta duoc phidm dé didu tri hodc ngin ngira bénh gdy ra sy sinh truéng tao ung
thung thu cta té bao huyét twong, gdm budc chon loc, tao ra thu vién hop chét,
hop chét dich ma lién két dc hiéu véi integrin By clia ngudi va lién két voi ving
& vi tri gbe axit amin tir 20 dén 109 cua integrin B7 clia nguoi.

Dugc phim c6 thé 13 gidng nhu duge pham (VII), va vi du vé thanh phan
hoat tinh ctia dugc phém dé diéu tri hodc ngan nglra bénh ung thu, vu tién 12 bénh
ung thu mau, tt hon nita 12 bénh gdy ra sy sinh trudng tao ung thung thu cua té
bao huyét trong (vi du, bénh u tlty hodc bénh da u tuy) 1a khang thé ().

Thu vién hop chét khong bi gi6i han cu thé, va c6 thé sir dung thu vién hién
c6. Thu vién hop chat vu tién 14 thu vién khéng thé, va thu vién nay uu tién 1a
gém té bao lai dugc tao ra béng cach st dung té bao san sinh khang thé, nhu té
bao B, thu dugc tir dong vat dugc gdy mién dich bang khang nguyén mong mudn.

O day, khang nguyén mong mudn khong bi giéi han cu thé, va uu tién 13,
vi du, ving & vi tri gdc axit amin 20 dén 109 cua integrin B7 ctia nguoi. Khang
nguyén mong mudn tot hon nita 13 integrin B7 cia ngudi dang hoat hoa.

Phuong phap chon loc hop chét d& xudt khong bi gidi han cu thé. Vidy, c6
thé 1am theo phuong phép bao gdm: chon loc hop chét d& xuAt ma lién két dic
hidu véi integrin B7 ciia ngudi; xéc nhan ring hop chat dé xuét nay lién két voi
phan doan peptit twong ung véi ving & vi tri gbc axit amin 20 dén 109 cta integrin
B; ctia ngudi, bing cach st dung phuong phép mién dich thir nghiém dugc st
dung phé bién; va chon loc hop chét dé xuét nay.

Ngoai ra, c6 thé 1am theo phuong phép bao gdém: chon loc hop chét d& xuét
ma lién két dic hidu véi integrin B7 clia nguoi; tiép the xéc nhan hop chit dé xuat
lién két véi té bao biéu hién integrin B; thé kham trong d6 chi ving & vi tri goc
axit amin 20 dén 109 clia integrin By 1a ¢ ngudn goc tir ngudi va phan con lai
khong c6 ngudn goc tir ngudi, nhu cb ngudn gde tir chudt, dugc md ta chi tiét
trong khang thé (I), bing céch str dung phuong phép mién dich thir nghiém dugc
str dung phd bién; va chon loc hop chét dé xuét nay. Phuong phap bao gdm chon

loc hop chét d& xuét nay cling c6 thé duoc lam theo.
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Ngoai ra, ciing c6 thé lam theo phuong phép bao gdm: chon loc hop chit
d& xuét lién két dic hiéu véi integrin B7 clia ngudi; ngoai ra xtr Iy t& bao biéu hién
integrin P; thé kham trong d6 chi ving & vi tri gbc axit amin 20 dén 109 cla
integrin B71a co ngudn gde tir ngudi va phan con lai khong co ngudn goc tir ngubi,
nhu ¢6 ngudn gbe tir chudt, duge mo ta chi tiét trong khang thé (I) bing phorbol
este, mudi clia mangan, hodc tuong tu, va xac nhén hop chét d& xuét thé hién murc
d6 lién két ting sau khi xi Iy so véi trude khi xtr ly; va chon loc hop chét dé xuét
nay.

Ngoai ra, cling cé thé 1am theo phuong phép bao gdm: chon loc hop chét
dé xuét lién két dic hiéu véi integrin B7 clia ngudi; ngoai ra tao ra t& bao biéu hién
thé kham ma trong d6 ving & vi tri gbc axit amin tir 111 dén 378 cua integrin B
ctia nguoi dugc thay thé bang ving c6 ngudn gdc tir chudt dugc md ta chi tiét
trong khang thé (I), va thé kham ma trong d6 ving & vi tri gbc axit amin tir 110
dén 721 ctia integrin 7 cia nguoi dugce thay thé bang ving c6 ngudn gde tir chudt;
xéc dinh hop chét d& xuét thé hién mtrc do lién két cao hon ddi véi dang trude do;
va chon loc hop chét d& xuét nay.

Ngoai ra, phuong phap sang loc (X) cling ¢ thé bao gdm budc chon loc
hop chét d& xudt béng cach sir dung sy c6 mit cla hoat tinh gdy doc té bao lam
chi thi. Té bao cu thé dung 1am dich ma trén d6 hoat tinh gdy doc té bao dugc xac
dinh khong bi gidi han cu thé. Vi du vé chung c6 thé bao gbm té bao mau biéu
hién integrin B dang hoat hoa c6 ngudn gbe tir ngudi c6 dic tinh trong ving PSI
cua integrin B7 clla nguoi dugc mo ta trén day.

§ day, néu hop chét dé xuét duoc sang loc 1a khang thé, budc chon loc hop
chét dé xuat br?mg cach st dung su c6 mit cia hoat tinh gdy doc té bao lam chi thi
c6 thé 13 budc chon loc khang thé c6 hoat tinh ADCC hogc hoat tinh CDC.

Hop chét dé xuét duoc chon loc bang phuong phép sang loc (X) nhu duge
mé ta trén ddy wu tién 1a khéng thé, t8t hon nita 14 khang thé don dong. Hop chat
d& xut duge chon loc vu tién nhat 1 khéng thé (I).

(XI) Phuong phap chén dodn

-50-



32525

Phuong phap chén doan (XI) 13 phuong phap chan doén cho bénh ung thu,
va gdm bude cho miu thu dugce tir di twong tiép xic voi khang thé (T).

Déi tuong nay c6 thé 1a gidng nhu dbi twong dwoc md ta chi tiét trong
phuong phép diéu tri hosic phong ngira (VIII) bénh.

Mau thu duoc tir d6i tuong c¢6 thé 13 mau hosc dich tiy xwong.

Phuong phap chin doan cu thé khong bi giéi han cu thé, nhung c6 thé bao
gdm, vi du, chin doan ddi tuong d3 phat trién, hodc cé nguy co phat trién, bénh
ung thu néu phat hién té bao lién két véi khang thé (I).

Ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc c6 thé d& dang xac dinh mic
d6 lién két bang cach lam theo phuong phap thir nghiém mién dich duoc sir dung
phé bién. Bét ky dbi twong nao di phat trién bénh ung thu va ddi tuong nao cd
nguy co phat trién bénh ung thu c6 thé duogc xac dinh tiy thude vao muc d6 do
duoc & day.

Chén doan bénh ung thu cu thé khong bi gidi han cu thé, nhung, vi du, dbi
tuong c6 thé duge chin doan 1a d3 phat trién, hodic co nguy co phét trién, bénh
ung thu mau, 5t hon nita 1a bénh gay ra sy sinh trudng tao ung thung thu cta té
bao huyét tuong (vi du, bénh u tiy hodc bénh da u tiy) néu té bao lién két véi
khang thé (I) 12 té bao huyét tuong.

(XII) Kiit

Kit (XII) 1a kit dé chan dodn bénh ung thu, gdm khang thé (I).

Bénh ung thu khong bi gidi han cu thé, va ¢ thé 1a nhu dugce mo ta chi tiét
trong dugc phém (VII) néu trén, va uu tién l1a bénh ung thu mau, t5t hon nita 13
bénh gy ra sy sinh trudng tao ung thung thu cia té bao huyét twong (vi du, bénh
u tiy hodc bénh da u tiy). _

Kit (XII) c6 thé di kém phi hop véi sach hudng dan. Trong sach huéng dan
nay, phuong phép duge mé ta chi tiét trong phwong phap chan doan (XI) néu trén
c6 thé duoc mo ta dé 1am tiéu chuin dé chin doan bénh ung thur.

Vi du thuc hién sang ché

Bay gid, cac vi du dé minh hoa sang ché chi tiét hon s& dugc mo ta. Khong

can phai noi, sang ché khong bi gidi han & cac vi du dugc mo ta dudi day.
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Phuong phap thir nehiém: Pém té bao theo dong chay va phan loai té bao

Trong céc vi du sau ddy, dém té bao theo dong chay (FACS) duoc st dung
dé chon loc té bao dugce thyuc hién theo cach thirc sau.

Té bao bach ciu don nhan tir tiy xuong thu dugc tir xwong chiu cla ngudi
bénh u tiy da c6 su ddng ¥ thong bao duge tao huyén phi trong dung dich ACK
(150 mM NH,4CI va 10 mM KHCO3), va toan bd huyén pht duoc dé tinh & nhiét
do6 4°C trong 3 phit dé loai bo té bao hong cau. Té bao bach cau don nhan tir tiy
xuong sau budc loai bé dugce rira bang PBS ¢6 bd sung 2% huyét thanh bao thai
bo, va sau d6, dé ngan chan lién két ciia khang thé khong dic hiédu, thyuc hién
phong bé & nhiét d6 4°C trong 20 phut trong PBS chira 10% huyét thanh AB cua
nguoi.

Sau d6, mdi khang thé (xem dudi day) dugc déanh déu bang thudc nhudm
huynh quang dugc bd sung vao do dé tién hanh nhudém & nhiét do 4°C trong 30
phut. Sau do, té bao dugc rira bang PBS, va sau d6 duoc tao huyén phu trong PBS
chira 1 pg/ml propidi iodua (PI), sau d6 phan tich FACS. Tién hanh phan tich té
bao va phan loai t& bao bing cach sir dung thiét bi FACS Aricell Sorter (dwgc san
xut boi Becton Dickinson Immunocytometry Systems).

Pé nhudm té bao, khang thé don dong sau ddy dugc chon va sir dung mot
cach phu hop.

‘Khéng thé khang CD34 ctia nguoi dugc lién hop véi APC (dugc sén xuét
baoi BD Pharmingen)

‘Khang thé khang CD34 ctia nguoi duoc lién hop véi PE-Cy7 (duoc san
xuét béi BD Pharmingen)

‘Khéng thé khang CD19 ctia ngudi dugce lién hop véi APC/Cy7 (dugc san
xuét boi Biolegend)

‘Khéng thé khang CD38 ctia ngudi duoc lién hgp véi FITC (duge san xudt
bai eBioscoience)

‘Khéng thé khang CD138 clia ngudi duge lién hop véi APC (duoc san xuét
bai Biolegend) |
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‘Khéng thé khang CD3 ctia ngudi dugc lién hop véi PE/Cy7 (duoc san xuét
bai Biolegend)

‘Khéng thé khang CD14 ctia ngudi dugc lién hop véi FITC (duge san xuét
bdi BD Pharmingen)

‘Khang thé khang CD45 ctia ngudi duge lién hop véi PE/Cy7 (duoc san
xuét boi Biolegend)

[Vidu 1]

Tao thu vién khang thé don dong lién két véi dong té bao u tiy va khong

lién két véi mau ngoai vi cua nguoi khoe manh

Trong lidu phap khang thé chdng bénh da u tiy, quan trong 13 st dung
khang thé lién két véi té bao u tily nhung khéng lién két véi té bao mau binh
thuong. TU goc dd nay, khang thé nhu vay duoc nhan dang bang phuong phap
sau. PAu tién, 10.000 dong hogic nhidu hon khang thé don dong ma duogc lién két
v6i céc dong té bao u tiy khac nhau dugc tao ra bang phuong phap sau.

Chudt Balb/c duoc gay mién dich & ban chin hai 14n m&i tudn trong khoang
thoi gian tir 2 tudn dén 3 tudn bang cach sir dung sdu loai dong té bao u tiy cla
ngudi (t& bao MM.1s, t& bao RPMI8226, t bao INAG, té bao U266, té bao OPM2,
va té bao KMS12BM) lam khang nguyén. Sau d6, hach lympho duéi dau gbi duoc
loai bo, va huyén phu t& bao dugc tao ra va duoc dua vao dung hop té bao voi
dong té bao u tiy ctia chudt SP2/0 dé tao ra té bao lai. Qua trinh dung hop té bao
duoc thuc hién bang cach sir dung phuong phép dung polyetylen glycol (Phuong
phéap PEG). Sau do, té bao duoc nudi cly trong méi trudng hypoxanthin-
aminopterin-thymidin (moi truong HAT) dé chon loc té bao lai (>10.000 dong).

Cubi ding, bang céch sir dung dich néi nudi cdy cta té bao lai, dich ndi
gdm khéng thé ma dugc lién két v6i dong té bao u tiy duoc dung dé gay mién
dich va khong lién két v6i té bao bach ciu don nhan cé ngudn gdc tir mau ngoai
vi clia ngudi khée manh dugce chon loc nho str dung FACS. Khang thé dé& xuit
d3c hiéu cho té bao u tiy thu dugc 13 két qua ctia thir nghiém néu trén 1a khoang
200 dong, va té bao lai biéu hién cac khang thé d& xuét nay dugc sinh truéng va

sau d6 duogc bao quan lanh.
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[Vi du 2]

Nhan dang khang thé lién két dic hidu véi té bao u tiy trong tiy xuong cua

neuoi bénh da u tuy

f(hoéng 200 dong khéng thé @& xuat thu dugc trong Vi du 1 dugc mo ta
trén day dugc st dung dé nhuom té bao tiy xwong cé ngudn gbc tir bénh nhan u
tiy, sau d6 phan tich bang cach sir dung FACS.

MOi khang thé dé xuét duoc bd sung vao Té bao tiry xwong c6 ngudn gbc
tlr nguoi bénh da u ty, va té bao dugc U 6 nhiét @6 4°C trong 30 phit va sau dé
duoc rira. Khang thé khang IgG cta chudt duge lién hop véi PE duoc bd sung
dudi dang khéng thé tht cép, va té bao duoc U tiép tuc & nhiét d6 4°C trong 30
phit. Sau khi rira, cudi dung, té bao dwgc nhudm bing céch st dung khang thé
khang CD138 cua nguoi duoc lién hop véi APC, khang thé khang CD38 cua
ngudi duoc lién hgp véi FITC, hodc khang thé khang CD45 cta ngudi duoc lién
hop véi PE/Cy7. Lam dbi chimg 4m, mau dugc bd sung vao d6 dbi ching isotyp
thay cho khéng thé & xuat duoc chuin bi dong thoi.

Phan tich cac t& bao nay bang cach sir dung FACS dé chon loc khang thé
ma duoc lién két véi té bao huyét twong bénh u tily CD45°CD38*CD138" va té
bio nguyén ban u tily CD45-CD38**CD138", nhung khong lién két v6i t bao mau
CD45",

Két qua 13, khang thd MMG49 duoc nhan dang 13 khang thé d4p tmg diéu
kién néu trén (FIG. 1 va FIG. 2). Trong mdi bidu dd trén hinh v&, truc Y biéu thi
s6 luong & bao, va truc X biéu thi cuong do lién két ciia khang thé MMGA49.

[Vidu 3]

Nhan dang protein khang nguyén ma khéng thé MMG49 lién két

Protein khang nguyén ma khang th8 MMG49 lién két duoc nhan dang bang
phuong phép tach dong biéu hién.

Pau tién, thu vién cADN dugc tao ra tir t& bao MM.1s, ma khang thé
MMG49 duoc biét 1a lién két véi, bing cach st dung hé chon chi sb trén dé tong
hop cADN (Invitrogen), va dugc chén vao vecto pMXs clia virut retro (duge cung

cép bdi gido su Toshio Kitamura ¢ Vién Khoa hoc y hoc cuia Truong Dai hoc
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Tokyo) st dung bd nbi BstXI (Invitrogen). Do d6, thu vién cADN dugc tao ra
duoc dua vao té bao plat-E (duge cung cp boi gido su Toshio Kitamura), va té
bao BaF3 duoc gy nhidm béng virut retro thu dugc. Do d6, thu dugc té bao BaF3
bidu hién thu vién cADN c6 ngudn goc tir MM. 1s.

Tiép theo, t& bao dugc c6 nhidu 14n bing cich nhudm té bao véi khang thé
MMG49 va phan loai té bao duong tinh bang FACS (FIG. 3). Sau khi phén loai
té bao 14n ba, hau hét té bao 1a té bao duoc lién két véi khang thé MMG49. Sau
d6, doan chén cua virut retro duge mang béi cac té bao ndy dugc khuéch dai bang
PCR, va sau d6 duoc xac dinh trinh ty dé nhan dang trinh ty bazo ctia no. Két qua
13, thdy ring doan chén dugc mang béi té bao 1a ITGB7.

[Vidu 4]

Xéc nhén ring khng nguyén ma khang thé MMG49 lién két véi 1 protein
duoc bidu hién boi ITGB7 bing cach tao ra té bio u tly thiéu hut ITGB7

Dong té bao u tiy U266 thiéu hut ITGB7 duogc tao ra bang cach st dung hé

Crisp-cas9.

DAu tién, vecto dugc tao ra bang cach chén trinh ty ADN soi kép dung lam
trinh tu dich dic hiéu voi ITGB7 vao vecto PX330 (addgene). Vecto nay dugc
dua vao ciing véi vecto biéu hién gen khang hygromyxin mach thang (Clontech)
ding 1am vecto d& chon loc thudc vao té bao U266 bang cach s dung
Nucleofector (nhan hiéu) II (Lonza). Sau d6, d6i voi dong ma d sinh trudng trong
mdi trudng ¢ bd sung hygromyxin, su biéu hién ITGB7 dwoc nhudm bang cach
st dung khang thé FIB27 (khang thé khang integrin B7; Biolegend), sau d6 phan
tich bing FACS, nh& d6 nhén dang té bao thiéu hut ITGB7.

Tiép theo, t& bao thiéu hut ITGB7 thu dugc dugc nhuém béang cach sir dung
khang thé MMG49 va dugc phén tich bang FACS. Két qua 13, phét hién ra ring
khang thé MMG49 lién két véi té bao U266 kiéu dai, trong khi lién két ctia khang
th8 MMG49 bién mét hoan toan trong ching thiéu hut ITGB7 (FIG. 4). Diéu nay
cho thdy ring MMG49 duoc lién két chi véi protein dugc biéu hién béi ITGB7
(integrin 7).
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Tiép theo, tién hanh két tia mién dich tir dich ly giai ctia té bao u thy MM1s
bing cach st dung khang th8 MMG49, sau do tién hanh SDS-PAGE. Tiép theo,
thuc hién WB bing céch sir dung khang thé khang integrin B, (Miltenyi). Két qua
13, integrin B7 duge phét hién trong san phdm dugc két ttia mién dich bang khang
thé MMG49 (FIG. 5). Pidu nay cho thiy ring khang thé MMG49 duoc lién két
véi integrin f37.

[Vidu 5]

Po mau lién két cta khang thé MMG49 trong cdc phan doan t8 bao cua

Ma4u ngoai vi cua ngudi khde manh va Tuy xuong cua nguoi bénh u tuy

Bing cach st dung khang thé khang integrin B7 c6 ban sin trén thi trudng
(FIB27 khang thé; Biolegend) va khang thé MMG49, lién két v6i cac phan doan
té bao khac nhau trong méu ngoai vi clia ngudi khée manh va té bao tiy xuong
duoc do.

Té bao hdng cau duoc loai ra khoi té bio mau ngoai vi c6 ngudn gdc tir
ngudi khoe manh bang cach sir dung HES40, va sau d6 thudc thir phong bé thy
thé Fc (Miltenyi) dugc bd sung dé phong bé lién két ctia khang thé khong dic
hiéu. Sau d6, khang thé MMG49 hoic khang thé FIB27, hodc IgG2a cia chudt
dung lam dbi chung isotyp duge bd sung, va té bao duoc G ¢ nhiét dd 4°C trong
30 phut va sau d6 dugc rira. Khang thé khang IgG cta chudt duge lién hop véi
PE duoc bd sung duéi dang khang thé thir cép, va té bao duoc U tiép tuc & nhiét
do 4°C trong 30 phut.

Té bao thu dugc dugc rira, va sau do, cudi dung, dugc nhudm béng cach sur
dung khang thé khang CD19 ctia ngudi dugc lién hop véi APC/Cy7, khéng thé
khang CD14 cia nguoi dugc lién hop véi FITC, hodc khang thé khang CD3 cua
ngudi duoc lién hop véi PE/Cy7. Té bao sau khi nhudém duge phan tich bang cach
stt dung FACS, do d6 do duoc lién két ciia khang thé MMG49 va khéng thé FIB27
trong mdi phan doan (FIG. 6).

Ngoaira, 100 ul PBS (chtta EDTA) c6 b sung 1 pl méu ngoai vi ctia nguoi
khée manh dugc nhudm theo cach tuong tu béng cach st dung khang thé MMG49
hodc khang thé FIB27, va cudi ding duge nhuém bing céach sir dung khéng thé
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khang CD235 cia nguoi dugc lién hop véi xanh hoa binh (BD Pharmingen) hodc
an khang thé khang CD41 cta ngudi duge lién hop véi FITC (BD Pharmingen),
va do d6 su c6 mit hogc khong c6 lién két cua timg khang thé véi té bao hong cau
CD235" va tiéu cau ciing dugc nghién ctru theo cach tuong tu bang phan tich
FACS (FIGS. 6). Céc két qua cta thir nghiém néu trén cho thiy ring khéng thé
FIB27 lién két manh véi nhidu té bao lympho, trong khi lién két ctia khang thé
MMG49 véi t& bao méu binh thuong néu trén 13 cuc yéu.

Ngoai ra, dé 1am sang to xem lién két ctia khang thé MMG49 véi timg phan
doan té bao binh thudng ngoai trir té bao u tiy khong co trong tiy xuong, té bao
tuy xuong cia nguoi bénh u tiy cling dugc nhudm theo cach twong tu béng cach
str dung khéng thé MMG49, va cudi ding dugc nhudém béng céch str dung khéng
thé khang CD34 cia ngudi duoc lién hop véi APC (dugc sén xuét boi BD
Pharmingen), khang thé CD3 ctia nguoi dugc lién hop véi Alexa647 (duge san
xudt béi BD Pharmingen), khang thé nguoi khang CD19 dugc lién hop véi
Cy7APC (dugc san xuét boi BD Pharmingen), khang thé ngudi khang CD38 duoc
lién hop véi PE-Cy7 (duge san xudt boi BD Pharmingen), hoic khang thé nguoi
khéng CD14 duoc lién hop v6i FITC (dugc san xuét boi BD Pharmingen). Té bao
tiy xwong c¢6 ngudn gde tlir bénh nhan u tiy sau khi nhudm duge phan tich béng
cach st dung FACS, va do d6 lién két ctia khang thé MMG49 trong mdi phan
doan dugc do (FIG. 7). Cac két qua cua thir nghiém néu trén cho thay rang khang
th8 MMG49 lién két manh véi t& bao u tiy, nhung hiu nhu khong lién két véi tat
ca t& bao mau binh thuong gdm té bao gdc tao méau va phan doan t€ bao nguyén
ban.

[Vidu 6]

Phaén tich lién két cia MMG49 véi céc dong té bao khac nhau

Lién két cua khang thé MMGA49 va khang thé FIB27 trong céc dong té bao
khac nhau(té bao MM1s, té bao U266, té bao RPMI8226, va té bao JIN3) dugc

phan tich bang cach st dung FACS. Phuong phdp nhudm 1a nhu trong trong

trrong hop méu ngoai vi hodc tuwong tur duge mo ta trén day trong Vi du 5.
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Integrin B7 duoc biét 13 tao heterodime véi integrin a4 hodc integrin og va
duoc biéu hién trén bé& mait t& bao. Do dé, su biéu hién ctia n6 ciing dugc phan
tich ddng thoi bang cach sir dung FACS, véi khang thé khang CD49d clia ngudi
duoc lién hop v6i Alexa647 (Biolegend) va khang thé khang CD103 clia ngudi
dugc lién hop véi APC (Biolegend). CD103 biéu thi integrin oz, va CD49d biéu
thi integrin a4. Theo céach thitc twong tu nhu trong vi du 5 dugc mo ta trén day,
muc d6 biéu hién cta integrin ag va integrin o4 trong mau ngoai vi ¢d ngudn gbc
tlr nguoi khée manh ciing dugce nghién ctru (FIG. 8).

Két qua 13, ITGA4 dugc biéu hién & hau hét cac dong té bao u tly, va
ITGAE khéng dugc biéu hién & dong té bao nao. Khang thé FIB27 dugc lién két
v6i tht ca dong t& bao u tiy, nhung lién két cia khdng thé MMG49 khong tring
khép véi mire do biéu hién ciia khang thd FIB27. Ngoai ra, lién két ctia khang thé
MMG49 hoiic khang thé FIB27 v6ité bao U266 thiéu hut ITGA4 dugc tao ra bing
cach str dung hé Crisp-cas9 dugc nghién ciru bing FACS, va két qua 13, phat hién
ra ring lién két cia ca hai khang thé véi té bao U266 khong xudt hién do thiéu
ITGA4. C6 nghia 14, phét hién ra rang ca hai khang th8 MMG49 va khéang thé
FIB27 nhan dién integrin B duoc biéu hién 14 integrin a4fs.

[Vidu 7]

Phan tich méi twong quan gitra su hoat hoa integrin va lién két ctia khang
thé MMG49

Xem xét cach thirc lién két duy nhét cta khéang thé MMG49 duge mo ta

trén day, duoc cho ring khang thé MMG49 nhan dién integrin B7 dd dugc bién
dbi trong cau trac théng qua su hoat héa.

Tur gbc dd néu trén, t& bao K562 dugce tao ra dé biéu hién manh a4y va té
bao CD4T tir mau ngoai vi binh thudng cia ngudi duoc co bang cach st dung kit
lam giau té bao CDA4T (BD pharmingen) dugc rira bang 5 mM EDTA/HBS, va
sau d6 dugc 0 trong 1 mM Ca?/1 mM Mg*/HBS (dung dich dém cho hoat tinh
thép) hodc 2 mM Mn2/HBS (dung dich dém hoat héa) cling véi khang thé
MMG49 hoic khang thé FIB27 & nhiét d6 trong phong trong 30 phit, sau dé ria.
Khéng thé khang IgG ctia chudt dugce lién hop véi PE dugce bd sung duéi dang
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khéng thé thtr cp, va té bao dugc u tiép tuc & nhiét dd trong phong trong 30 phtt.
Té bao thu duoc duge phan tich bang céch sit dung FACS, do d6 do dugc lién két
ctia khang thé MMG49 va khéng thé FIB27 trong té bao trong d6 integrin oyP; da
duoc hoat hoa.

Két qua 13, nhan thiy sy gia ting lién két cta khang thé MMG49 khi c6 mit
Mn?2* (FIG. 10). Trong khi d6, khéng nhan thiy su thay doi tuong tw d6i véi khéng
thé FIB27. Diéu nay dé xuét kha ning ring khang thé MMGA49 13 khang thé dac
hiéu v6i dang dugc hoat hoda cta integrin 7.

[Vi du 8]

Nhan dang epitop can thiét cho su nhan dién bdi khang thé MMG49

D& nhan dang epitop duge nhan dién béi khang thé MMGA49, vecto biéu

hién 8 loai protein thé kham ngudi/chudt integrin B7 nhu minh hoa trén FIG. 11
duoc tao ra bing cach st dung phuong phap PCR gbi chong.

M3i vecto biéu hién duge dua vao té bao 293T béng phuong phép chuyén
nhiém dua trén lipit (lipofection), va 48 gid sau d6, phén tich sy c6 mét hodc
khéng c6 mat lién két ciia khang thé MMG49. Té bao duoc tao huyén phu trong
PBS c6 bd sung 1% huyét thanh bao thai bo, khang thé MMGA49 dugc b sung,
va sau d6 toan bd huyén pht duge dé tinh & nhiét d trong phong trong 30 phtt.
Sau khi rtra, bd sung khéng thé khang IgG ctia chudt dugc lién hop véi Alexa488,
va toan bd huyén phi duoc dé tinh & nhiét d6 trong phong trong 30 phut, sau d6
phan tich bing FACS.

Két qua 13, thiy rang khang thé MMG49 lién két manh véi protein thé kham
integrin B7 (#4960) trong d6 ving & vi tri gdc axit amin tir 110 dén 721 c¢6 ngudn
gbc tir chudt va phan con lai (ving & vi tri gbc axit amin 20 dén 109 va ving & vi
tri gbc axit amin 722 dén 798) c¢6 céc trinh tu ¢6 ngudn gdc tlr nguoi theo cach
gan nhu tuong tu nhu trong truong hop protein thé kham integrin B7 hoan toan c6
ngudn gbc tir ngudi (#4927) (FIG. 11 dén FIG. 13).

Tir gbc d6 thyc té rang ving & vi tri gbc axit amin 722 dén 798 gbém ving
xuyén mang (TM) va viung ndi bao (t& bao chét), va rang ving & vi tri gbc axit

amin tr 1 dén 19 1a peptit tin hiéu, dugc thiy ring epitop can thiét cho lién két
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ctia khang thé MMG49 c6 mit trong ving & vi tri gbc axit amin 20 dén 109 gdm
vung PSI.

Ngoai ra, thiy rang khang thé MMG49 c6 &i lyc ting mot chut dbi voi
protein thé kham integrin B7 (#4961) trong d6 ving & vi tri gbc axit amin tlr 110
dén 378 c6 ngudn gc tir chudt, va trong d6 ving & vi tri gbc axit amin tir 20 dén
109 va ving c6 vi trf gbc axit amin 379 dén 798 co ngudn gdc tir ngudi so véi
protein thé kham integrin B7 (#4960), va 4i luc ting dung bing murc do lién két
nhu trong truong hop protein thé kham integrin B hoan toan c6 ngudn gbc tir
nguoi (#4927).

Ngoai ra, ciing cho thiy rang khang th8 MMG49 ¢6 kha nang lién két ting
mdt chut déi véi protein thé kham integrin B (#4944) trong d6 ving & vi tri gbc
axit amin 20 dén 109 néu trén, thé hién 13 gdm epitop cta khang thé MMG49, va
vung & vi tri gbc axit amin tir 1 dén 378 gdm ving tuong Gng véi peptit tin hidu
& vi tri gbe axit amin 1 dén 19 ¢6 ngudn gbe tir chudt, va trong d6 ving & vi tri
gbc axit amin tir 379 dén 798 c6 hguén gdc tir ngudi, va protein thé kham integrin
B7 (#4945) trong d6 vung & vi tri gbc axit amin tir 1 dén 416 c6 ngudn gbc tir
ngudi va ving & vi tri gbc axit amin tir 417 dén 798 c6 ngudn gbe tir nguoi so véi
protein thé kham integrin B7 (#4946) trong d6 ving & vi tri gbc axit amin tir 1 dén
563 c6 ngudn gde tir chudt va ving & vi tri gbc axit amin tir 564 dén 798 ¢ ngudn
gbc tir ngudi, va protein thé kham integrin B7 (#4947) trong d6 ving & vi tri gbe
axit amin tir 1 dén 721 ¢6 ngudn gbc tir chudt va ving & vi tri gbc axit amin tir
722 dén 798 ¢6 ngudn gbe tir ngudi.

Tir céc két qua thir nghiém néu trén, cling cho thdy rang ai luc dic hidu, co
ngha 13, 4i luc ctia khang thé MMG49 dbi véi ving & vi tri gbe axit amin 20 dén
109 cua integrin 7 dugc gia tang boi vung & vi tri gbc axit amin 379 dén 721 cua
integrin 7 clia ngudi, c6 nghia 13, khi c6 mat vung & vi tri gbc axit amin 379 dén
721 ctla integrin B7 cia ngudi.

[Vidu9]

Xéc dinh trinh tu bazo cia Ving bién ddi phan ti khéng thé ctia khéng thé
MMG49
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Lé6p phu cua khéng th8 MMG49 duge x4c nhan bang cach str dung kit xac
dinh Isotyp (Roche), va dugc xéac dinh 12 16p phu IgG2a. Ngoai ra, trinh tu bazo
va trinh ty axit amin cta ving bién déi cia khang thé MMG49 dugc x4c dinh.

Phuong phép x4c dinh trinh tw dugc thuc hién bang cach st dung kit khuéch
dai Smarter RACE cDNA amplification kit (Clontech). Cé nghia la, cADN dugc
tao ra tir mARN c6 ngudn gc tir té bao lai MMG49 san sinh khang thé MMG49
dugce st dung 1am khudn dé khuéch dai céc phan doan cADN cuia ving bién ddi
ctia chudi H va chudi k bing phan tmg PCR, va doc trinh ty bazo ctia ching. Trinh
tu axit amin va trinh tuy bazo, va vung siéu bién (CDR1 dén CDR3) cta ving bién
dbi ctia chudi H doc duge dugce thé hién trén Bang 3 va 4 dudi day.

Trinh ty axit amin va trinh tu bazo, va ving siéu bién (CDR1 dén CDR3)
ctia ving bién d6i ctia chudi L (chudi «) cling dugc thé hién trén Bang 3 va 4 duéi
day.

Dé x4c dinh tinh ddc hiéu cla trinh ty ving bién dbi phan 1ap duge cla
khang th8 MMG49, trinh ty AND ciia viing bién d6i dugc lién két véi ving hing
dinh cta IgG4 ciia ngudi va trinh ty vung héng dinh ctia chudi k ctia IgL clia ngudi
tao ra khang thé th8 kham. Cuy thé 13, trinh trr ving bién d6i dugc chén vao pFuse-
CH-Ig-hG4 hodc pFuse-CL-Ig-hk (invivogen) bang cach st dung kit In-Fusion
cloning kit (Takara). Sau d6, san phiam dugc dua vao té bao FreeStyle CHO-S
cells (Invitrogen), va khang thé thé kham duoc tiét vao dich ndi nudi cdy duoc thu
hdi. Tiép theo, t& bao MM 1s ma khang thé MMG49 lién két va té bao KMS12BM
ma khéang thé MMG49 lién két khong lién két dugce 0 trong dung dich dém ¢6 bd
sung MMG49-hIgG4, va dugc rira. Sau do, khang thé khang IgG cia nguoi duoc
biotinyl héa (Rockland) dugc bd sung duédi dang khang thé thtr cip, va té bao
duoc rta l4n nita, va sau dé nhudm béng cach bd sung streptavidin-PE
(Biolegend), sau d6 phén tich FACS. Két qua 13, MMG49-hIgG4 thé hién mau
nhudém twong ty nhu mau nhudém cua khéang th8 MMG49 nguyén ban, d& xuét

rang trinh tu ving bién d6i thu dugc 13 chinh xéc (FIG. 14).
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[Bang 3] Trinh ty axit amin cua MMG49>
CDRL (SEQ ID |GYTFSSYW
NO: 1)
CDR2 (SEQ ID |MLPGSGSS
NO: 2)

chusi | CDR3 (SEQ ID | ARGDGNYWYFDV

n&ng NO: 3)

; ) 1 MEWTWVFLFLLSVTAGVHSQVOLQOQSGAE
vung bién doi | [ MKPGASVKISCKASGYTFSSYWIEWVKQ
(SEQ ID NO: RPGHGLEWIGEMLPGSGSSNYNEKFKGKA
4) TFTADTSSNTAYMQLSSLTSEDSAVYYCA
RGDGNYWYFDVWGAG

CDR1 (SEQ ID | SSVGY
NO: 6)
CDR2 (SEQ ID |ATS
NO: 7)

chusi |CDR3 (SEQ ID [QQWSSDEPT
NO: 8)

nhe

viung bién dbi
(SEQ ID NO:
9)

MDFQVQIFSFLLISASVIMSRGQIVLSQS
PAILSASPGEKVTMTCRASSSVGYMHWEQ
QKPGSSPKPWIYATSNLASGVPARFSGSE
SGTSYSLTISRVEAEDAATYYCQQWSSDP
PTFGGGTKLEIK
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<Bang 4: Trinh ty bazo cua MMG49>
CDR1 (SEQ ID |GGCTACACATTCAGTAGCTACTGG
NO: 11)
CDR2 (SEQ ID |ATGTTACCTGGAAGTGGTAGTTCT
NO: 12)
CDR3 (SEQ ID |GCAAGGGGGGATGGTAACTACTGGTACTTCG
NO: 13) ATGTC
ATGGAATGGACCTGGGTCTTTCTCTTCCTCC
TGTCAGTAACTGCAGGTGTCCACTCCCAGGT
Chuds TCAGCTGCAGCAGTCTGGAGCTGAGCTGATG
5 AAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGATATCCTGCA
nens AGGCTTCTGGCTACACATTCAGTAGCTACTG
ving bién dbi |GATAGAGTGGGTAAAGCAGAGGCCTGGACAT
(SEQ ID NO:|GGCCTTGAGTGGATTGGAGAGATGTTACCTG
14) GAAGTGGTAGTTCTAACTACAATGAGAAGTT
CAAGGGCAAGGCCACATTCACTGCAGATACA
TCCTCCAACACAGCCTACATGCAACTCAGCA
GCCTGACATCTGAGGACTCTGCCGTCTATTA
CTGTGCAAGGGGGGATGGTAACTACTGGTAC
TTCGATGTCTGGGGCGCAGGG
CDR1 (SEQ ID |TCAAGTGTAGGTTAC
NO: 16)
Cchudi |CDR2 (SEQ ID |GCCACATCC
nhe NO: 17)
CDR3 (SEQ ID |CAGCAGTGGAGTAGTGACCCACCGACG
NO: 18)
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ATGGATTTTCAAGTGCAGATTTTCAGCTTCC
TGCTAATCAGTGCTTCAGTCATAATGTCCAG
AGGACARATTGTTCTCTCCCAGTCTCCAGCA
ATCCTGTCTGCATCTCCAGGGGAGAAGGTCA
CAATGACTTGCAGGGCCAGCTCAAGTGTAGG
ving bién déi |TTACATGCACTGGTTCCAGCAGAAGCCAGGA
(SEQ ID NO:|TCCTCCCCCAAACCCTGGATTTATGCCACAT
19) CCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCTGCTCGCTT
CAGTGGCAGTGAGTCTGGGACCTCTTACTCT
CTCACAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAAGATG
CTGCCACTTATTACTGCCAGCAGTGGAGTAG
TGACCCACCGACGTTCGGTGGAGGCACCAAG
CTGGARATCAAA

[Vidu 10]
Tao té bao T thu thé ctia khang nguyén thé kham bing cach st dung ving
bién ddi phan tir khang thé cia khdng thé MMG49

Té bao T thu thé ctia khang nguyén thé kham (sau diy goi 1a té bao T thu
thé cta khang nguyén thé kham cé ngudn gbe tir khang thé MMG49) duoc tao ra
bang céch st dung trinh ty ving bién d6i phan tr khang thé MMG49 theo quy
trinh sau v6i viéc tham chiéu dén tai liéu phi sang ché 2 dén 4 va tuong tu.

(1) Tach dong CD28 va CD3z:

Thu ARN tir t& bao Jurkat bang cach sir dung Trizol (Invitrogen), va cADN
duoc tao ra bang cach st dung kit tong hop cADN Superscript IIT cDNA synthesis
kit (Invitrogen). Sau do, cADN dugc str dung lam khuon dé khuéch dai cADN
ctia CD28 va CD3z bang PCR, mdi trong sé ching duoc tach dong bang cach st
dung kit TA cloning (Invitrogen), va xac dinh trinh tu bazo cua chung bang cach
giai trinh tu.

(2) Lién két ctia bdn phan doan, tic 13, VL/VH va CD28/CD3z c6 ngudn
gbc tir khang thé MMG49,:
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Bing céach str dung phuong phap PCR gbi chdng, cac phan doan gen tuong
ing cta vung VL va vung VH ¢6 ngudn gbc tir khéng thé MMG49, va CD28 va
CD3z dugc tach dong trén day duogc lién két v6i nhau dé tao ra cADN thé kham.
Quy trinh va doan mdi dugc st dung duge minh hoa trén FIG. 15. Trinh ty bazo
ctia doan mdi dugc st dung duoc thé hién trén Bang 5 dudi day.

Bang 5

S6 | Tén doan moi Trinh tu bazo

23 | 49 car vk-s5 gaattccaccatggattttcaagtgcagatt

24 |49 car vk-as6 | gccggaaccgcetagtggagecccgtttgatticcagettggt

25 1593 car vk as4 | getgectteteegetgecaggtttgecggaaccgetagtggagee

26 | 49 car vh-s5 aaacctggcagcggagaaggceagecaggttcagetgcageagte

27 | 49 car vh-as6 |tgaggagacggtgaccgtgg

28 | 49 VKVH28as8 | atacataacttcaattgcggecgctgaggagacggtgacegtgg

29 | 49carinfusl ctaggcgccggaattccaccatggatttte

30 | terzcarinfuas4 aatgtcgacctcgagtggctgttagegag

cADN thé kham dugc lién két duogc tach dong bang cach sir dung Zeroblunt
PCR cloning kit (Invitrogen), va sau d6 giai trinh tu dé xé4c dinh trinh tu bazo cla
né. Ngoai ra, trinh ty axit amin (SEQ ID NO: 21) dugc x4c dinh dya trén trinh tu
bazo di xac dinh va trinh tu bazo (SEQ ID NO: 22) dugc thé hién trong danh muc
trinh ty. Trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 21 1a trinh tu thu duogc béng
cach chuyén thanh trinh tu axit amin tir codon khéi dau (atg) ngay sau trinh tu
Kozak (gaattccacc) dugc thé hién trén day trong SEQ ID NO: 23, trinh ty nay da
duoc loai di.

(3) Chén vao vecto biéu hién:

Tiép theo, cADN thé kham dugc lién két trong (2) duoc cét bing hai enzym
gi6i han EcoRI/Sall, va dugc chén vao vecto MSCV-ires-GFP.

Vecto virut retro cADN thy thé ctia khang nguyén thé kham c6 ngudn gbe
tir khang thé MMG49 dugc tao ra bang thtr nghiém trén dugc dua vao té bao 293T

cing vé6i vecto biéu hién vo ngodi gag/pol va VSV-G béng cach st dung
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lipofectamin 2000 (invitrogen), nhd d6 tao ra virut retro. Sau 48 gi¢ tir khi dua
gen vao, thu hdi dich ndi va sir dung lam dung dich virut.

(4) Pua vai té bao T:

Tiép theo, cADN ctia thu thé c6 ngudn gdc tir khang thé MMG49 ctia khéng
nguyén thé kham duoc dua vio té bao T cta ngudi nhu duge md ta dudi day.

DAu tién, té bao bach cAu don nhan tir mau ngoai vi clia nguoi dugc bd sung
vao dia 48 giéng duoc phu bang khang thé khang CD3 (eBioscience) va dugc nudi
cdy trong 72 giv. X-VIVO15 (Lonza) c6 b6 sung 10% huyét thanh AB clia ngudi
va IL-2 (175 IU/L) dugc dung lam mdi truong nudi cdy, va t& bao bach cau don
nhén tr mau ngoai vi dugc kich thich. Sau d6, dung dich virut duoc tao ra trén
day dugc bd sung vao dia 48 giéng dugc phti boi Retronectin (Takara), va virut
duoc hip phu 1én Retronectin bang cach ly tAm & tbc d6 1.700xg trong 120 phut.
Sau do, t& bao bach ciu don nhén tir mau ngoai vi (gdm té bao T) sau khi kich
thich duoc bd sung, va gen duoc dua vao. Sau do, tiép tuc nudi cdy trong moi
trudng néu trén dé khuéch dai t& bao T thu thé ciia khang nguyén thé kham c6
ngudn gdc tir khang thé MMG49, dugc sir dung trong nghién ciru sau. Tébao T
duoc tao ra dé bidu hién cAu tric CAR bang céach sir dung ving bién dbi ctia khang
th8 MMG49 duoc nhudm bing cach sit dung khang thé khang F(ab'), clia ngudi
duoc lién hop vai PE (Jackson Laboratory), va két qua 13, sy biéu hién cia F(ab")
cia nguoi dugce phat hién ty 1€ voi su biéu hién ctia GFP chi ra su dua vao cla
cAu trac nay (FIG. 16). Cé nghia 13, x4c nhan rang CAR dugc dua vao dugc bidu
hién trén bé mat té bao.

[Vidu 11]

Phén tich su nhén dién ctia té bao khdi u biéu hién ITGB7 bang té bao T

thu thé ctia khdng nguyén thé kham co nguén géc tu khang thé MMG49 va hoat

tinh gdy doc té bao cua no.

Té& bao T thu thé cua khang nguyén thé kham co ngudn gde tir khang thé
MMG49 duoc tao ra bang phuong phap néu trén hoic té bao T ddi ching chi c6
GFP duoc dua vao duge nudi ciy ddng thoi voi té bao K562 khong biéu hién

integrin B7 hodc t& bao K562 dugc tao ra dé biéu hién manh integrin a4f7, va luong
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xytokin dugc tao ra duogc xac dinh dinh luong. Cu thé 13, 1x10° mdi trong 36 té
bao T va té bao dich duoc bd sung vio dia 96 giéng. Sau 24 gid, thu hdi dich ndi,
va do luong san sinh IFN-y bang ELISA. Phép do dugc thyc hién béng cach st
dung kit Quantikine (R&D). Két qua 13, chi trong nudi cy dong thoi té bao K562
duoctaora dé biéu hién manh integrin o7 v6i t8 bao T thu thé cua khang nguyén
thé kham c6 ngudn gde tir khang thé MMG49, quan sat thiy su san sinh IFN-y va
TL.2 cao hon so véi trong ddi chimg (t€ bao T thu dugc bing cach nudi cdy tuong
tu t& bao bach cau don nhan mau ngoai vi duoc kich thich c¢é vecto biéu hién GFP
duoc dua vao) (FIG. 17).

Tiép theo, té bao T thu thé cta khang nguyén thé kham c6 ngudn gbc tir
khang thé MMG49 hoic té bao T dbi chimg chi c6 GFP dugc dua vao dugce nudi
chy ddng thoi véi dong té bao u tily ma khang thé MMG49 lién két (1€ bao MM.1s,
té bao RPMIS226, va t& bao JIN3) hoic t& bao ma khang thé MMG49 khong lién
két (KMS12BM, Molt4, va té bao Raji), va lugng xytokin dugc tao ra dugc xac
dinh dinh luong theo cich tuong tu. Két qua 1a, chi khi té bao MM.1s, té bao
RPMIS226, va té bao JIN3, 1a cac té ba ma khang th8 MMG49 lién két, dugc nudi
ciy dong thoi véi té bao T thy thé cua khang nguyén thé kham c6 ngudn goc tir
khéng thé MMG49, quan st thdy su san sinh IFN-y va IL2 cao hon trong d6i
chtng (té bao T thu dugc bang cach nudi cly tuong tur té bao bach cau don nhan
mau ngoai vi dugc kich thich c6 vecto biéu hién GFP duoc dua vao) (FIG. 18 va
FIG. 19). CAc két qua thé hién ring té bao T thu thé cia khang nguyén thé kham
c6 ngudn gde tir khang thd8 MMG49 duoc hoat héa bang cach nhan dién khang
nguyén dugc nhan dién béi khang thé MMG49 (d6i khi duoc goi 1a khang nguyén
MMG49).

Ngoai ra, xem té bao T thu thé ctia khang nguyén thé kham c6 ngudn gbc
tr khéng thé MMG49 ¢6 hily hoai dong té bao u tily duogc nghién ctru bang thir
nghiém vé tinh gy déc té bao °'Cr. Pau tién, t& bao K562 khong biéu hién integrin
B hodic té bao K562 dugc tao ra dé biéu hién manh integrin a4B7 dugce ding lam
té bao dich duge nudi cdy trong méi trudng RPMI1640 c6 bd sung 10% FCS, va

duoc chudn bi sao cho s8 luong 6 bio 14 tir 0,5x10* dén 1,0x10%,

-67-



32525

Luong thich hop Na,®'CrO, duge bd sung vao do va dé phan tmng véi hop
chit nay & nhiét do 37°C trong 2 gi dé dénh diu t& bao bang 3'Cr, va té bao thu
duogc dugce rira va sau do6 duge dung lam t& bao dich. Té bao dich dugc tron véi té
bao T thu thé ctia khang nguyén thé kham c¢6 ngudn gdc tir khang thé MMG49
dugc tao huyén phu trong moi truong RPMI1640 c6 bd sung huyét thanh bao thai
bo, va t& bao duge nudi ciy ddng thoi trong 4 gio.

Sau d6, 5'Cr dugc gidi phéng vao dich ndi dugc do bang thiét bi dém y. Ty
1& phan trim hity hoai té bao (%) dugc xéc dinh dwa vao sy biéu hién sau (1).

(A-B)/(C-D)x100 (1)

A: Luong 3'Cr duge giai phong tir t€ bao duge st dung trong thir nghiém

B: Luong giai phong 3!'Cr ty phat trong tinh trang khong c6 khang thé

C: Luong giai phong 3'Cr nhidu nhét ¢6 bd sung 1% Triton X-100

D: Luong giai phong >!Cr ty phét trong tinh trang khong c6 khang thé.

Két qua 13, trong té bao K562 dugc tao ra dé biéu hién manh integrin a4f;
ma khang thé MMGA49 lién két, quan sét thdy sw hity hoai té bao cao hon béi té
bao T thu thé cua khang nguyén thé kham co ngudn gbc tir khang thé MMG49 so
véi trong t& bao T chi biéu hién GFP dung lam ddi ching (FIG. 20).

Tiép theo, té bao T thu thé ctia khang nguyén thé kham c6 ngudn gdc tir
khéng thé MMG49 hoic té bao T dbi chimg chi c6 GFP duoc dua vao dugc nudi
chy ddng thoi v6i dong té bao u tity ma khang thd MMG49 lign két (1€ bao MM1s,
t& bao RPMI8226, va té bao JIN3) hoic té bio ma khang thé MMG49 khéng lién
két (KMS12BM, Molt4, va té bao Raji), va nghién ctru twong tu duoc thuc hién.
Két qua 13, chi trong t& bao K562 dugc tao ra dé biéu hién manh integrin a4 ma
khéng thé MMG49 lién két, quan sat thiy su hiy hoai t& bao cao hon gay ra béi
té bao T thu thé cua khang nguyén thé kham c6 ngudn gdc tir khéng thé MMG49
so véi trong t& bao T chi biéu hién GFP dung lam dbi chimg (FIG. 21).

Két qua néu trén thé hién réng té bao T thy thé ctia khdng nguyén thé kham
c¢6 ngudn gbc tir khang thé MMG49 c6 thé hiy hoai dic biét 1a té bao biéu hién
khéng nguyén duoc nhan dién béi khang thé MMG49.

[Vidu 12]
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Phan tich kha ning loai bd t bio u tiy dwoc thé hién béi t& bao T thu thé

cua khang nguvyén thé kham c6 nguén géc tu khang thé MMG49 in vivo

Hiéu qua diéu tri bénh trén bénh da u tly dugc nghién ctru in vivo nho sir
dung t& bao T thu thé clia khang nguyén thd kham c6 ngudn gbc tir khéng thé
MMG49.

Dong & bao u tiy t& bao MM1s (4x10° té bao) dugc ghép vao tiy xuong
ctia chudt NOG duoge dua vao chiéu xa & cudong d6 2,4 Gy. Sau 5 ngdy, cc con
chudt dugce chia nhém thanh nhém st dung té bao T thy thé ctia khéang nguyén thé
kham ¢6 ngudn gdc tir khang th8 MMG49 va nhém dbi chimg st dung té bao T,
va mdi nhém duoc st dung theo dudng trong tinh mach 1idu 5%10° t& bao mbi con
chudt. Sau 7 ngay tir khi st dung, tiy xuong dugc phén tich. Két qua 14, nhan thay
rd rang sy sinh trudng dang ké clia té bao u tly trong tit ca cac con chudt cla
nhém ddi chimg st dung té bao T, trong khi khdi u gin nhu bién mét hoan toan
trong nhom s dung t& bao T thu thé cta khang nguyén thé kham c6 ngudn gbc
tlr khéng thé MMG49. C4c két qua thé hién ring viéc sir dung té bao T thy thé cta
khang nguyén thé kham cé ngudn goc tir khang thé MMG49 c6 kha ning loai bd
khdi u biéu hién khang nguyén MMG49 ngay ca trong diéu kién in vivo (FIG.
22).

Ngoai ra, hiéu qua diéu trj bénh trén bénh da u tiy duoc nghién ctru in vivo
bang cach st dung m6 hinh dugc gy bénh u tiy toan than.

Dong té bao u tay té bao MMIs (5x10° t& bao) c6 gen luxiferaza dugc dua
vao duoc ghép theo dudng trong tinh mach vao chuét NOG dugc dua vao chiéu
xa & cuong dd 2,4 Gy. Sau 5 ngdy tir khi ghép, mirc d6 ghéo cta té bao khéi u
duoc do béng cach st dung hé chup anh IVIS (PerkinElmer). Sau do, cac con
chudt dugc chia nhom thanh nhém str dung té bao T thu thé ciia khang nguyén thé
kham c6 ngudn gde tir khang th8 MMG49 va nhém ddi ching st dung té bao T,
va mdi nhém duoc st dung theo dudng trong tinh mach 1iéu 3x10° t& bao cho mdi
con chuot sau khi ghép 5 ngay va 7 ngay. Sau 7 ngay tur khi sir dung té bao T lan
hai, do thé tich khéi u lai bing cach st dung hé chup anh IVIS. Két qu 13, nhan

thay rd rang su sinh trudng dang ké clia té bao u tly trong tat cd cac con chudt cia
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nhém dbi chimg st dung té bao T, trong khi khéi u gan nhu bién méat hoan toan
trong nhém st dung té bao T thy thé cua khang nguyén th kham c6 ngudn gbc
tir khéng thd MMG49 (FIG. 23). Céc két qua thé hién ring viéc st dung té bao T
thu thé cta khang nguyén thé kham c¢6 ngudn gbc tir khang thé MMG49 c6 kha
nang loai bd khdi u biéu hién khang nguyén MMG49 ngay ca trong diéu kién in
Vivo.

[Vidu 13]

Débi véi epitop ctia khdng thd MMGA49, thir nghiém dé nghién ctru, chi tiét
hon, céc kbt qua ctia nghién ctru trong Vi du 8 dugc thyc hién. Vecto dé biéu hién
ba loai protein thé kham ngudi/chudt integrin B7 nhw minh hoa trén FIG. 25 dugc
tao ra, v mdi trong sd cac vecto biéu hién dugc dua vao t& bao 293T bang phuong
phép lipofection. Sau 48 gid, sw c6 mit hodc khong ¢6 mit lién két cta khang the
MMG49 duge phén tich bing FACS.

Két qua 13, thiy ring khang thé MMG49 lién két manh véi protein thé kham
integrin B7 (ch5.1 trén FIG. 25) trong d6 cdc vung & vi tri gbc axit amin 1 dén 32
va vi trf 91 dén 798 cua protein integrin B cd ngudn gbc tlr chudt, va phan con lai
(vung & vi tri gbc axit amin 33 dén 90) c6 trinh tur c6 ngudn gbc tir ngudi theo
cach gan nhu twong tu nhu trong trudng hop cua protein integrin 7 hoan toan c6
ngudn goc tlr ngudi (#4927 trén FIG. 11) (FIG. 25).

Do d6, d& xuét manh m& ring epitop ctia khang th8 MMG49 duoc bao gdm
trong gdc axit amin & vj tri 33 dén 90 cua protein integrin 37 clia ngudi.

[Vidu 14]

Vecto biéu hién integrin 7 ctia ngudi, integrin B7 ctia chudt, va cac bién thé
khac nhau thu duoc bing cach gy dot bién chi mot hoic hai axit amin cua integrin
B7 clia nguoi thanh trinh ty axit amin ¢6 ngudn gde tr chudt (R35E/N36D, H38D,
M41L/L42Q, va A48V) dugc dua vao té bao 293T béng phuong phap lipofection,
va tién hanh thir nghiém theo c4ch tuwong ty nhu trong Vi du 8. Két qua 13, nhu
duge thé hién trén FIG. 26, thy ring chi co bién thé A48V c6 4i lyc gidm déng
ké d6i v6i khang thé MMG49 so véi integrin B clia ngudi, va c6 gia tri sb gan

v6i gia tri cO cua integrin B7 cla chudt. Cac két qua ndy chimg to rang goc axit
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amin & vi tri 48 cla integrin B; ciia ngudi c6 lién quan mat thiét dén epitop cuia
khang thé MMGA49, hoic dugce bao gdm trong epitop cia khang thé MMG49.
Trinh ty bazo va trinh tu axit amin dugc mo ta & day duoc thé hién dudi

day.
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YEU CAUBAO HQ
1. Khang thé khang integrin B7 clia ngudi, trong d6 khang thé nay gbém:
ving bién dbi cua chudi ning gdm
CDRI1 ctia chudi ning c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1,
CDR2 ctia chudi ning ¢ trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2, va
CDR3 ctia chudi ning c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 3; va
ving bién dbi cua chudi nhe gdm
CDRI cua chudi nhe ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 6,
CDR2 ctia chudi nhe c6é trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 7, va
CDR3 cua chudi nhe cé trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 8.
2. Khang thé theo diém 1, trong d6 khang thé nay gbm:

ving bién d6i cta chudi ning c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 4;
va

vung bién ddi ctia chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 9.

3. Khéng thé theo diém 1 hodc 2, trong d6 khang thé nay 13 khang thé da dic
hiéu.

4. Thu thé cta khang nguyén thé kham, gém vi tri nhan dién khang nguyén ctia
khang thé theo diém bat ky trong s cac diém tir 1 dén 3.

5. Té bao ma biéu hién thu thé cta khang nguyén thé kham theo diém 4.

6. Polynucleotit ma ma hoa thu thé ctia khang nguyén thé kham theo diém 4.

7. Vecto chtra polynucleotit theo diém 6.

8. Té bao, trong do t& bao nay chira polynucleotit theo diém 6 hodc vecto theo
diém 7.

9. Té bao theo diém 8, trong d6 t& bao nay 13 té bao T thy thé ctia khang nguyén
thé kham hodc té bao NK.
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10. Dugc phdm dé diéu tri bénh da u tiy, trong d6 dugc phim nay chira khang

thé theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 ¢én 3.

11. Dugc pham dé diéu tri bénh da u tiy, trong d6 dugc phdm nay chta té bao

T thu thé cta khang nguyén thé kham hodc té bao NK theo diém 9.
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DANH MUC TRINH TU
<110> OSAKA UNIVERSITY
<120> Khang thé& khang integrin p7 cta ngudi, thu thé cua khang nguyén
thé kham, polynucleotit ma& héa thu thé, té bao chuia polynucleotit va dugc
phdm d& diédu tri bénh da u tay chia khang thé nay

<130> P16-107WO

<150> JP 2015-159240
<151> 2015-08-11

<160> 31

<170> PatentIn phién ban 3.5

<210> 1
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh ty Nhé&n tao

<220>
<223> CDR1 VH cta khang thé MMG49

<400> 1

Gly Tyr Thr Phe Ser Ser Tyr Trp

1 5
<210> 2

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhé&n tao

<220>
<223> CDR2 VH cua khang thé MMG49

<400> 2

Met Leu Pro Gly Ser Gly Ser Ser

1 5
<210> 3

<211> 12

<212> PRT

<213> Trinh tuyu Nhé&n tao

<220>
<223> CDR3 VH cua khang thé MMG49

<400> 3

Ala Arg Gly Asp Gly Asn Tyr Trp Tyr Phe Asp Val
1 5 10

-08-



32525

<210> 4
<211> 131
<212> PRT

<213> Trinh tuy Nhén tao

<220>
<223> VH cta khang thé MMG49

<400> 4
Met Glu Trp Thr Trp Val Phe Leu Phe Leu Leu Ser Val Thr Ala Gly

1 5 10 15

Val His Ser Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Met Lys
20 25 30

Pro Gly Ala Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe
35 40 45

Ser Ser Tyr Trp Ile Glu Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly His Gly Leu
50 55 60

Glu Trp Ile Gly Glu Met Leu Pro Gly Ser Gly Ser Ser Asn Tyr Asn
65 70 75 80

Glu Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr Phe Thr Ala Asp Thr Ser Ser Asn
85 90 95

Thr Ala Tyr Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val
100 105 110

Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Asp Gly Asn Tyr Trp Tyr Phe Asp Val Trp
115 120 125

Gly Ala Gly

130
<210> 5
<211> 461
<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<223> Chudi ndng cta khang th& MMG49

<400> 5

Met Glu Trp Thr Trp Val Phe Leu Phe Leu Leu Ser Val Thr Ala Gly
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Val His Ser Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Met Lys
20 25 30

Pro Gly Ala Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe
35 40 45

Ser Ser Tyr Trp Ile Glu Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly His Gly Leu
50 55 60

Glu Trp Ile Gly Glu Met Leu Pro Gly Ser Gly Ser Ser Asn Tyr Asn
65 70 75 80

Glu Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr Phe Thr Ala Asp Thr Ser Ser Asn
85 90 95

Thr Ala Tyr Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val
100 105 110

Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Asp Gly Asn Tyr Trp Tyr Phe Asp Val Trp
115 120 125

Gly Ala Gly Ala Lys Thr Thr Ala Pro Ser Val Tyr Pro Leu Ala Pro
130 135 140

Val Cys Gly Asp Thr Thr Gly Ser Ser Val Thr Leu Gly Cys Leu Val
145 150 155 160

Lys Gly Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Leu Thr Trp Asn Ser Gly Ser
165 170 175

Leu Ser Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Asp Leu
180 185 190

Tyr Thr Leu Ser Ser Ser Val Thr Val Thr Ser Ser Thr Trp Pro Ser
195 200 205

Gln Ser Ile Thr Cys Asn Val Ala His Pro Ala Ser Ser Thr Lys Val
210 215 220

Asp Lys Lys Ile Glu Pro Arg Gly Pro Thr Ile Lys Pro Cys Pro Pro
225 230 235 240
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Cys Lys Cys Pro Ala Pro Asn Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Ile
245 250 255
Phe Pro Pro Lys Ile Lys Asp Val Leu Met Ile Ser Leu Ser Pro Ile
260 265 270

Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Glu Asp Asp Pro Asp Val Gln
275 280 285

Ile Ser Trp Phe Val Asn Asn Val Glu Val His Thr Ala Gln Thr Gln
290 295 300

Thr His Arg Glu Asp Tyr Asn Ser Thr Leu Arg Val Val Ser Ala Leu
305 310 315 320

Pro Ile Gln His Gln Asp Trp Met Ser Gly Lys Glu Phe Lys Cys Lys
325 330 335

Val Asn Asn Lys Asp Leu Pro Ala Pro Ile Glu Arg Thr Ile Ser Lys
340 345 350

Pro Lys Gly Ser Val Arg Ala Pro Gln Val Tyr Val Leu Pro Pro Pro
355 360 365

Glu Glu Glu Met Thr Lys Lys Gln Val Thr Leu Thr Cys Met Val Thr
370 375 380

Asp Phe Met Pro Glu Asp Ile Tyr Val Glu Trp Thr Asn Asn Gly Lys
385 390 395 400

Thr Glu Leu Asn Tyr Lys Asn Thr Glu Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly
405 410 415

Ser Tyr Phe Met Tyr Ser Lys Leu Arg Val Glu Lys Lys Asn Trp Val
420 425 430

Glu Arg Asn Ser Tyr Ser Cys Ser Val Val His Glu Gly Leu His Asn
435 440 445

His His Thr Thr Lys Ser Phe Ser Arg Thr Pro Gly Lys

450 455 460
<210> 6
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh ty Nhéan tao
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<220>
<223> CDR1 VL cua khang thé& MMG49

<400> 6

Ser Ser Val Gly Tyr

1 5
<210> 7

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tyu Nhén tao

<220>
<223> CDR2 VL cua khang thé& MMG49

<400> 7

Ala Thr Ser

1

<210> 8
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh ty Nhén tao

<220>
<223> CDR3 VL cua MMG49

<400> 8

Gln Gln Trp Ser Ser Asp Pro Pro Thr

1 5
<210> 9

<211> 128

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>
<223> VL cua khang thé MMG49

<400> 9
Met Asp Phe Gln Val Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Ala Ser

1 5 10 15

Val Ile Met Ser Arg Gly Gln Ile Val Leu Ser Gln Ser Pro Ala Ile
20 25 30

Leu Ser Ala Ser Pro Gly Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Arg Ala Ser
35 40 45
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Ser Ser Val Gly Tyr Met His Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Ser Ser
50 55 60

Pro Lys Pro Trp Ile Tyr Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro
65 70 75 80

Ala Arg Phe Ser Gly Ser Glu Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile
85 90 95

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp
100 105 110

Ser Ser Asp Pro Pro Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

115 120 125
<210> 10
<211> 234
<212> PRT

<213> Trinh ty Nhén tao

<220>
<223> Chudi nhe clhia khang thé MMG49

<400> 10
Met Asp Phe Gln Val Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Ala Ser

1 5 10 15

Val Ile Met Ser Arg Gly Gln Ile Val Leu Ser Gln Ser Pro Ala Ile
20 25 30

Leu Ser Ala Ser Pro Gly Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Arg Ala Ser
35 40 45

Ser Ser Val Gly Tyr Met His Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Ser Ser
50 ' 55 60

Pro Lys Pro Trp Ile Tyr Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro
65 70 75 80

Ala Arg Phe Ser Gly Ser Glu Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile
85 90 95

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp
100 105 110
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Pro

Pro

Gly

Asn

165

Asn

Ser

Thr

Phe

Nhéan tao

Thr

Thr

Ala

150

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
230

Phe

Val

135

Ser

Lys

Trp

Leu

Glu

215

Arg

Gly

120

Ser

Val

Trp

Thr

Thr

200

Ala

Asn

32525

Gly

Ile

Val

Lys

Asp

185

Leu

Thr

Glu

CDR1 VH cua khang thé& MMG49

ggctacacat tcagtagcta ctgg

Trinh ty Nhén tao

CDR2 VH cua khang thé MMG49

Ser Ser Asp Pro
115

Ala Asp Ala Ala

130

Leu Thr Ser Gly

145

Pro Lys Asp Ile

Asn Gly Val Leu

180

Tyr Ser Met Ser
195

His Asn Ser Tyr

210

Ile Val Lys Ser

225

<210> 11

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu

<220>

<223>

<400> 11

24

<210> 12

<211> 24

<212> ADN

<213>

<220>

<223>

<400> 12

atgttacctg gaagtggtag ttct

24

Gly

Phe

Cys

Ile

170

Gln

Thr

His

Cys

-104-

Thr

Pro

Phe

155

Asp

Asp

Lys

Lys

Lys

Pro

140

Leu

Gly

Ser

Asp

Thr
220

Leu

125

Ser

Asn

Ser

Lys

Glu

205

Ser

Glu

Ser

Asn

Glu

Asp

190

Tyr

Thr

Ile

Glu

Phe

Arg

175

Ser

Glu

Ser

Lys

Gln

Tyr

160

Gln

Thr

Arg

Pro



Trinh tu Nhan tao

32525

CDR3 VH cua khang thé MMG49

gcaagggggg atggtaacta ctggtacttc gatgtc

<210> 13
<211> 36
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 13
36

<210> 14
<211> 393
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 14
atggaatgga
60
gttcagctgc
120
tgcaaggctt
180
ggacatggcc
240
gagaagttca
300
caactcagca
360
aactactggt
393

<210> 15
<211> 1383
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 15

cctgggtcectt

agcagtctgg

ctggctacac

ttgagtggat

agggcaaggc

gcctgacatc

acttcgatgt

Trinh tu Nhé&n tao

VH cua khang thé MMG49

tctcttectce

agctgagctg

attcagtagc

tggagagatg

cacattcact

tgaggactct

ctggggcgcea

Trinh ty Nhén tao

ctgtcagtaa

atgaagcctg

tactggatag

ttacctggaa

gcagatacat

gccgtctatt

gg9g9

Chudi n&ng cta khang thé MMG49

ctgcaggtgt

gggcctcagt

agtgggtaaa

gtggtagttc

cctccaacac

actgtgcaag

ccactcccag

gaagatatcc

gcagaggcct

taactacaat

agcctacatg

gggggatggt

atggaatgga cctgggtctt tctcttcctc ctgtcagtaa ctgcaggtgt ccactcccag

60
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gttcagctgc
120

tgcaaggctt
180

ggacatggcc
240

gagaagttca
300

caactcagca
360

aactactggt
420

ccactggccce
480

aagggttatt
540

gtgcacacct
600

gtaacctcga
660

agcaccaagg
720

tgcaaatgcc
780

atcaaggatg
840

agcgaggatg
900

gctcagacac
960

cccatccagce
1020

gacctcccag
1080

caggtatatg
1140

tgcatggtca
1200

agcagtctgg

ctggctacac

ttgagtggat

agggcaaggc

gcctgacatc

acttcgatgt

ctgtgtgtgg

tcccectgagcece

tcccagcetgt

gcacctggcc

tggacaagaa

cagcacctaa

tactcatgat

acccagatgt

aaacccatag

accaggactg

cgcccatcga

tcttgcecctcece

cagacttcat

agctgagctg

attcagtagc

tggagagatg

cacattcact

tgaggactct

ctggggcgca

agatacaact

agtgaccttg

cctgcagtct

cagccagtcc

aattgagccc

cctcttgggt

ctccctgage

ccagatcagc

agaggattac

gatgagtggc

gagaaccatc

accagaagaa

gcctgaagac

32525

atgaagcctg
tactggatag
ttacctggaa
gcagatacat
gccgtctatt
ggggctaaaa
ggctcctcgg
acctggaact
gacctctaca
atcacctgca
agagggccca
ggaccatccg
cccatagtca
tggtttgtga
aacagtactc
aaggagttca
tcaaaaccca
gagatgacta

atttacgtgg
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gggcctcagt

agtgggtaaa

gtggtagttc

cctccaacac

actgtgcaag

caacagcccc

tgactctagg

ctggatccct

ccctcagcag

atgtggccca

caatcaagcc

tcttcatctt

catgtgtggt

acaacgtgga

tccgggtggt

aatgcaaggt

aagggtcagt

agaaacaggt

agtggaccaa

gaagatatcc

gcagaggcct

taactacaat

agcctacatg

gggggatggt

atcggtctat

atgcctggtce

gtccagtggt

ctcagtgact

cccggcaage

ctgtcctcca

ccctccaaag

ggtggatgtg

agtacacaca

cagtgccctc

Ccaacaacaaa

aagagctcca

cactctgacc

caacgggaaa
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acagagctaa actacaagaa cactgaacca gtcctggact ctgatggttc ttacttcatg
1260

tacagcaagc tgagagtgga aaagaagaac tgggtggaaa gaaatagcta ctcctgttca
1320

gtggtccacg agggtctgca caatcaccac acgactaaga gcttctcccg gactccgggt
1380

aaa

1383

<210> 16
<211> 15
<212> ADN

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<223> CDR1 VL cua khang thé MMG49

<400> 16
tcaagtgtag gttac
15

<210> 17

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<223> CDR2 VL cua khang thé MMG49

<400> 17

gccacatcc

9

<210> 18

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>
<223> CDR3 VL cua khang thé MMG49

<400> 18

cagcagtgga gtagtgaccc accgacg
27

<210> 19

<211> 384

<212> ADN

<213> Trinh ty Nhén tao

<220>
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<223>
<400> 19
atggattttc
60
agaggacaaa
120
gtcacaatga
180
ccaggatcct
240
gctcgcttca
300
gctgaagatg
360
ggaggcacca
384

<210> 20
<211> 702
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 20
atggattttc
60
agaggacaaa
120
gtcacaatga
180
ccaggatcct
240
gctcgcttcea
300
gctgaagatg
360
ggaggcacca
420
tccagtgagc
480

aagtgcagat

ttgttctctc

cttgcagggc

cccccaaacc

gtggcagtga

ctgccactta

agctggaaat

aagtgcagat

ttgttctctc

cttgcagggc

cCccccaaacc

gtggcagtga

ctgccactta

agctggaaat

agttaacatc

VL cta khang thé& MMG49

tttcagcttc

ccagtctcca

cagctcaagt

ctggatttat

gtctgggacc

ttactgccag

caaa

Trinh tu Nhé&n tao

tttcagcttc

ccagtctcca

cagctcaagt

ctggatttat

gtctgggacc

ttactgccag

caaagcagat

tggaggtgcc

32525

ctgctaatca

gcaatcctgt

gtaggttaca

gccacatcca

tcttactctc

cagtggagta

Chudi nhe ctia khang thé& MMG49

ctgctaatca

gcaatcctgt

gtaggttaca

gccacatcca

tcttactctc

cagtggagta

gctgcaccaa

tcagtcgtgt
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gtgcttcagt

ctgcatctcc

tgcactggtt

acctggcttc

tcacaatcag

gtgacccacc

gtgcttcagt

ctgcatctcc

tgcactggtt

acctggcttc

tcacaatcag

gtgacccacc

ctgtatccat

gcttcttgaa

cataatgtcc

aggggagaadg

ccagcagaag

tggagtccct

cagagtggag

gacgttcggt

cataatgtcc

aggggagaag

ccagcagaag

tggagtccct

cagagtggag

gacgttcggt

cttcccacca

caacttctac
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cccaaagaca tcaatgtcaa gtggaagatt gatggcagtg aacgacaaaa tggcgtcctg
540

aacagttgga ctgatcagga cagcaaagac agcacctaca gcatgagcag caccctcacg
600

ttgaccaagg acgagtatga acgacataac agctatacct gtgaggccac tcacaagaca
660

tcaacttcac ccattgtcaa gagcttcaac aggaatgagt gt

702

<210> 21

<211> 485
<212> PRT

<213> Trinh ty Nhén tao

<220>
<223> CAR dugc md ta trong vi du

<400> 21
Met Asp Phe Gln Val Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Ala Ser

1 5 10 15

Val Ile Met Ser Arg Gly Gln Ile Val Leu Ser Gln Ser Pro Ala Ile
20 25 30

Leu Ser Ala Ser Pro Gly Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Arg Ala Ser
35 40 45

Ser Ser Val Gly Tyr Met His Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Ser Ser
50 55 60

Pro Lys Pro Trp Ile Tyr Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro
65 70 75 80

Ala Arg Phe Ser Gly Ser Glu Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile
85 90 95

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp
100 105 110

Ser Ser Asp Pro Pro Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
115 120 125

Arg Gly Ser Thr Ser Gly Ser Gly Lys Pro Gly Ser Gly Glu Gly Ser
130 135 140
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Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Met Lys Pro Gly Ala
145 150 155 160

Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Ser Ser Tyr
165 170 175

Trp Ile Glu Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly His Gly Leu Glu Trp Ile
180 185 190

Gly Glu Met Leu Pro Gly Ser Gly Ser Ser Asn Tyr Asn Glu Lys Phe
195 ‘ 200 205

Lys Gly Lys Ala Thr Phe Thr Ala Asp Thr Ser Ser Asn Thr Ala Tyr
210 215 220

Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
225 230 235 240

Ala Arg Gly Asp Gly Asn Tyr Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Ala Gly
245 250 255

Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ala Ala Ala Ile Glu Val Met Tyr Pro
260 265 270

Pro Pro Tyr Leu Asp Asn Glu Lys Ser Asn Gly Thr Ile Ile His Val
275 280 285

Lys Gly Lys His Leu Cys Pro Ser Pro Leu Phe Pro Gly Pro Ser Lys
290 295 300

Pro Phe Trp Val Leu Val Val Val Gly Gly Val Leu Ala Cys Tyr Ser
305 310 315 320

Leu Leu Val Thr Val Ala Phe Ile Ile Phe Trp Val Arg Ser Lys Arg
325 330 335

Ser Arg Leu Leu His Ser Asp Tyr Met Asn Met Thr Pro Arg Arg Pro
340 345 350

Gly Pro Thr Arg Lys His Tyr Gln Pro Tyr Ala Pro Pro Arg Asp Phe
355 360 365

Ala Ala Tyr Arg Ser Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro
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370 375 380

Ala Tyr Gln Gln Gly Gln Asn Gln Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly
385 390 395 400

Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro
405 410 415

Glu Met Gly Gly Lys Pro Arg Arg Lys Asn Pro Gln Glu Gly Leu Tyr
420 425 430

Asn Glu Leu Gln Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu Ile Gly
435 440 445

Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr Gln
450 455 460

Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His Met Gln
465 470 475 480

Ala Leu Pro Pro Arg
485

<210> 22
<211> 1468
<212> ADN

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<223> CAR dugc mdé td trong vi du

<400> 22
gaattccacc atggattttc aagtgcagat tttcagcttc ctgctaatca gtgcttcagt
60

cataatgtcc agaggacaaa ttgttctctc ccagtctcca gcaatcctgt ctgcatctcc
120

aggggagaag gtcacaatga cttgcagggc cagctcaagt gtaggttaca tgcactggtt
180

ccagcagaag ccaggatcct cccccaaacc ctggatttat gccacatcca acctggcettce
240

tggagtccct gctcgecttca gtggcagtga gtctgggacc tcttactctc tcacaatcag
300

cagagtggag gctgaagatg ctgccactta ttactgccag cagtggagta gtgacccacc
360
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gacgttcggt
420

acctggcagc
480

gcctggggcece
540

gatagagtgg
600

tggaagtggt
660

tacatcctcc
720

ctattactgt
780

cacggtcacc
840

caatgagaag
900

cctatttccc
960

ttgctatagc
1020

caggctcctg
1080

gcattaccag
1140

cagcaggagc
1200

caatctagga
1260

gatgggggga
1320

agataagatg
1380

ggggcacgat
1440

tcacatgcag
1468

ggaggcacca

ggagaaggca

tcagtgaaga

gtaaagcaga

agttctaact

aacacagcct

gcaagggggyg

gtctcctcag

agcaatggaa

ggaccttcta

ttgctagtaa

cacagtgact

ccctatgcecc

gcagacgccc

CcCgaagagagg

aagccgagaa

gcggaggcect

ggcctttacc

gccctgceccce

agctggaaat

gccaggttca

tatcctgcaa

ggcctggaca

acaatgagaa

acatgcaact

atggtaacta

cggccgcaat

ccattatcca

agcccttttg

cagtggcctt

acatgaacat

caccacgcga

ccgcgtacca

agtacgatgt

ggaagaaccc

acagtgagat

agggtctcag

ctcgctaa

32525

caaacggggc
gctgcagcag
ggcttctggce
tggccttgag
gttcaagggc
cagcagcctg
ctggtacttc
tgaagttatg
tgtgaaaggg
ggtgctggtg
tattattttc
gactccccgce
cttcgcagcee
gcagggccag
tttggacaag
tcaggaaggc
tgggatgaaa

tacagccacc
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tccactagcg

tctggagctg

tacacattca

tggattggag

aaggccacat

acatctgagg

gatgtctggg

tatcctcctce

aaacaccttt

gtggttggtg

tgggtgagga

cgccececgggce

tatcgctcca

aaccagctct

agacgtggcc

ctgtacaatg

ggcgagcgcc

aaggacacct

gttccggcaa

agctgatgaa

gtagctactg

agatgttacc

tcactgcaga

actctgccecgt

gcgcagggac

cttacctaga

gtccaagtcc

gagtcctggce

gtaagaggag

ccacccgcaa

gagtgaagtt

ataacgagct

gggaccctga

aactgcagaa

ggaggggcaa

acgacgccct
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<210> 23
<211> 31
<212> ADN

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>
<223> PDoan mdi

<400> 23

gaattccacc atggattttc aagtgcagat t
31

<210> 24

<211> 42

<212> ADN

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<223> PDoan mdi

<400> 24
gccggaaccg ctagtggagc cccgtttgat ttccagcttg gt
42

<210> 25
<211> 45
<212> ADN

<213> Trinh ty Nhé&n tao

<220>
<223> Poan mdi

<400> 25
gctgccttct ccgctgeccag gtttgccgga accgctagtg gagcc
45

<210> 26
<211> 44
<212> ADN

<213> Trinh tu Nhén tao

<220>
<223> Doan mdi

<400> 26
aaacctggca gcggagaagg cagccaggtt cagctgcagc agtc
44

<210> 27
<211> 20
<212> ADN

<213> Trinh ty Nhén tao

<220>
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<223> Poan mdi

<400> 27

tgaggagacg gtgaccgtgg
20

<210> 28

<211> 44

<212> ADN

<213> Trinh ty Nhéan tao

<220>
<223> Poan mdi

<400> 28
atacataact tcaattgcgg ccgctgagga gacggtgacc gtgg
44

<210> 29
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh tu Nhén tao

<220>
<223> Poan mdi

<400> 29

ctaggcgccg gaattccacc atggatttte
30

<210> 30

<211> 29

<212> ADN

<213> Trinh ty Nhédn tao

<220>
<223> Poan mdi

<400> 30

aatgtcgacc tcgagtggct gttagcgag
29

<210> 31

<211> 798

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 31

Met Val Ala Leu Pro Met Val Leu Val Leu Leu Leu Val Leu Ser Arg
1 5 10 15

Gly Glu Ser Glu Leu Asp Ala Lys Ile Pro Ser Thr Gly Asp Ala Thr
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20 25 30

Glu Trp Arg Asn Pro His Leu Ser Met Leu Gly Ser Cys Gln Pro Ala
35 40 45

Pro Ser Cys Gln Lys Cys Ile Leu Ser His Pro Ser Cys Ala Trp Cys
50 55 60

Lys Gln Leu Asn Phe Thr Ala Ser Gly Glu Ala Glu Ala Arg Arg Cys
65 70 75 80

Ala Arg Arg Glu Glu Leu Leu Ala Arg Gly Cys Pro Leu Glu Glu Leu
85 90 95

Glu Glu Pro Arg Gly Gln Gln Glu Val Leu Gln Asp Gln Pro Leu Ser
100 105 110

Gln Gly Ala Arg Gly Glu Gly Ala Thr Gln Leu Ala Pro Gln Arg Val
115 120 125

Arg Val Thr Leu Arg Pro Gly Glu Pro Gln Gln Leu Gln Val Arg Phe
130 135 140

Leu Arg Ala Glu Gly Tyr Pro Val Asp Leu Tyr Tyr Leu Met Asp Leu
145 150 155 160

Ser Tyr Ser Met Lys Asp Asp Leu Glu Arg Val Arg Gln Leu Gly His
165 170 175

Ala Leu Leu Val Arg Leu Gln Glu Val Thr His Ser Val Arg Ile Gly
180 185 190

Phe Gly Ser Phe Val Asp Lys Thr Val Leu Pro Phe Val Ser Thr Val
195 200 205

Pro Ser Lys Leu Arg His Pro Cys Pro Thr Arg Leu Glu Arg Cys Gln
210 215 220

Ser Pro Phe Ser Phe His His Val Leu Ser Leu Thr Gly Asp Ala Gln
225 230 235 240

Ala Phe Glu Arg Glu Val Gly Arg Gln Ser Val Ser Gly Asn Leu Asp
245 250 255
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Ser Pro Glu Gly Gly Phe Asp Ala Ile Leu Gln Ala Ala Leu Cys Gln
260 265 270

Glu Gln Ile Gly Trp Arg Asn Val Ser Arg Leu Leu Val Phe Thr Ser
275 280 285

Asp Asp Thr Phe His Thr Ala Gly Asp Gly Lys Leu Gly Gly Ile Phe
290 295 300

Met Pro Ser Asp Gly His Cys His Leu Asp Ser Asn Gly Leu Tyr Ser
305 310 315 320

Arg Ser Thr Glu Phe Asp Tyr Pro Ser Val Gly Gln Val Ala Gln Ala
325 330 335

Leu Ser Ala Ala Asn Ile Gln Pro Ile Phe Ala Val Thr Ser Ala Ala
340 345 350

Leu Pro Val Tyr Gln Glu Leu Ser Lys Leu Ile Pro Lys Ser Ala Val
355 360 365

Gly Glu Leu Ser Glu Asp Ser Ser Asn Val Val Gln Leu Ile Met Asp
370 375 380

Ala Tyr Asn Ser Leu Ser Ser Thr Val Thr Leu Glu His Ser Ser Leu
385 390 395 400

Pro Pro Gly Val His Ile Ser Tyr Glu Ser Gln Cys Glu Gly Pro Glu
405 410 415

Lys Arg Glu Gly Lys Ala Glu Asp Arg Gly Gln Cys Asn His Val Arg
420 425 430

Ile Asn Gln Thr Val Thr Phe Trp Val Ser Leu Gln Ala Thr His Cys
435 440 445

Leu Pro Glu Pro His Leu Leu Arg Leu Arg Ala Leu Gly Phe Ser Glu
450 455 460

Glu Leu Ile Val Glu Leu His Thr Leu Cys Asp Cys Asn Cys Ser Asp
465 470 475 480

Thr Gln Pro Gln Ala Pro His Cys Ser Asp Gly Gln Gly His Leu Gln
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Cys

Cys

Ala

Cys

545

Cys

Phe

Gly

Glu

Gln

625

Cys

Phe

Thr

Lys

Asp
705

Gly

Ser

Pro

530

Gly

Asp

Gly

Arg

Gly

610

Cys

Lys

Arg

Asn

Glu

690

Ala

Val

Val

515

Asn

Arg

Asp

Arg

Ala

595

Gly

Leu

Thr

Thr

Val

675

Arg

Arg

Cys

500

Ala

Gly

Cys

Ala

Cys

580

Cys

Leu

Asp

Pro

Gly

660

Thr

Thr

Gly

485

Ser

Glu

Thr

Ser

Ser

565

Gln

Glu

Cys

Gly

Cys

645

Pro

Leu

Leu

Thr

Cys

Leu

Gly

Cys

550

Cys

Cys

Cys

Ser

Tyr

630

Glu

Leu

Ala

Asp

Val
710

Ala

Ser

Pro

535

Ser

Glu

Gly

Ser

Gly

615

Tyr

Arg

Ala

Leu

Asn

695

Val

Pro

Ser

520

Leu

Gly

Arg

Val

Gly

600

His

Gly

His

Thr

Ala

680

Gln

Leu

32525

Gly

505

Pro

Cys

Gln

His

Cys

585

Asp

Gly

Ala

Arg

Asn

665

Pro

Leu

Arg

490

Arg

Asp

Ser

Ser

Glu

570

His

Met

Arg

Leu

Asp

650

Cys

Ile

Phe

Val
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Leu

Leu

Gly

Ser

555

Gly

Cys

Asp

Cys

Cys

635

Cys

Ser

Leu

Phe

Arg
715

Gly

Glu

Lys

540

Ile

His

Ser

Lys

620

Asp

Ala

Thr

Asp

Phe

700

Pro

Arg

Ser

525

Gly

His

Leu

Ala

Cys

605

Cys

Gln

Glu

Ala

Asp

685

Leu

Gln

Leu

510

Gly

His

Leu

Cys

Asn

590

Ile

Asn

Cys

Cys

Cys

670

Gly

Val

Glu

495

Cys

Cys

Cys

Cys

Gly

575

Arg

Ser

Arg

Pro

Gly

655

Ala

Trp

Glu

Lys

Glu

Arg

Gln

Glu

560

Gly

Thr

Pro

Cys

Gly

640

Ala

His

Cys

Asp

Gly
720



Ala

Ala

Tyr

Asn

Thr
785

Asp

Val

Asp

Trp

770

Ile

His

Gly

Arg

755

Lys

Asn

Thr

Leu

740

Arg

Gln

Pro

Gln
725
Gly

Glu

Asp

Arg

Ala

Leu

Tyr

Ser

Phe
790

Ile

Val

Ser

Asn

775

Gln

Val

Leu

Arg

760

Pro

Glu

32525

Leu Gly

730
Ala Tyr
745

Phe Glu

Leu Tyr

Ala Asp
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Cys

Arg

Lys

Lys

Ser
795

Val

Leu

Glu

Ser

780

Pro

Gly

Ser

Gln
765

Ala

Thr

Gly

Val

750

Gln

Ile

Leu

Ile Val
735
Glu Ile

Gln Leu

Thr Thr





