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Linh vue ky thuat dwoc dé cap

Nhin chung, sing ché dé cap dén cac phan tif gan két khang nguyén dac hiéu kép dé
hoat hoa té bao T. Ngoai ra, sang ché d& cap dén cac polynucleotit ma hoa cac phan tu gan
két khang nguyén dac hi¢u kép nay, va cac vecto va cac té bao vat chu chta cac
polynucleotit nay. Sang ché con dé cap dén cac phuong phap san xuét cac phan tir gin két
khang nguyén dac hiéu kép theo sang ché, va cac phuong phap st dung cac phan tlr gan

két khang nguyén dac hiéu kép nay dé diéu tri bénh.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Tinh tiéu diét co chon loc dbi véi timg t€ bao hodc timg loai té bao cu thé thuong la
duoc mong mudn trong rat nhidu cac thiét 1ap 1am sang khac nhau. Vi du, muc dich chu
yéu cua viéc diéu tri bénh ung thu la pha huy ¢ chon loc d6i vai té bao khdi u, trong khi

van dé lai cac té bao va cac md khoe manh nguyén ven va khong bi ton thuong.

Phuong phap dang quan tam dé dat duge muc dich nay la kich thich dap tng mién
dich khang khéi u, dé 1am cho céc & bao tac dong mién dich nhu céc té bao tiéu diét tu
nhién (NK) hodc cac té& bao lympho T gay doc té bao (cdc CTL) tAn cong va pha huy cac
té bao khdi u. Cac CTL tao thanh nhom té bao tac dong hiéu qua nhét ctia hé mién dich,
tuy nhién chung khong thé hoat héa thong qua co ché téc dong dugc didu chinh boi mién

Fc ciia cac khang thé thuong dung trong tri li¢u.

Lién quan dén véan dé nay, cdc khang thé dac hiéu kép duge thiét ké sao cho mot
“nhanh” ctia chung gin khang nguyén bé mit ndm trén cac té bao dich, va “nhanh” thir hai
gén vao thanh phén hoat hoa, khong thay d8i ctia phirc chét thu thé € bao T, da thu hut sy
quan tdm trong nhirng nam gan day. Viéc gin két dong thoi khang thé nay vao ca hai dich
cia n6 8 budc cac té bao dich tuong tac tam thoi voi t bao T, didu nay s& gy hoat hoa t&
bao T bat ky c¢6 chire nang gay doc té bao va tiép do s& phan gidi té bao dich. Do vay. dap
tng mién dich dugc dinh hudng lai va nhim vao cac té bao dich va khong phu thudc vao
qué trinh trinh dién khdng nguyén peptit boi té bao dich hodc khong phu thude vao tinh dac

hiéu cua té bao T ma c6 thé lién quan dén qué trinh hoat hoa gi¢i han MHC binh thuong
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cua cac CTL. Trong truong hop nay, didu kién tién quyét 1 cac CTL chi dugc hoat hoa khi
té bao dich trinh dién khang thé dic hiéu kép véi chung, tirc la synap mién dich s& dugc
md phong. Diéu dic biét mong mubn 13 cac khang thé dic hiéu kép khong can phai diéu
hoa trude lympho bao hodc d6ng kich thich dé tao ra qu4 trinh phén giai hiéu qua d6i voi

cac té bao dich.

Mot s dang khang thé dac hiéu kép dad dugc phat trién va tinh phi hop cta chung
trohg liéu phép diéu tri mién dich qua trung gian té bao T da duogc nghién ciru. Ngoai céc
dang nay, cfing da xac dinh dugc chinh xac cac phan tir duoc goi 1a BiTE (chét gin két dic
hidu kép té bao T) va cling da thiy mot s trién vong trong 1dm sang (xem trong tai liéu
Nagorsen and Béuerle, Exp Cell Res 317, 1255-1260 (2011)). Céac BiTE la cac phén tr
scFv nbi tiép trong d6 hai phén t& scFv dugc dung hop thong qua tac nhan lién két linh
dong. Cac dang ddc hiéu kép khac da dugc danh gia vé kha ning gén két v6i té bao T bao
gdm cac khang thé thé doi (Holliger et al., Prot Eng 9, 299- 305 (1996)) va cac dan xuit
cua nd, nhu cac khang thé thé d6i néi tiép (Kipriyanov et al., ] Mol Biol 293, 41-66 (1999)).
Mot phan tr méi duge phat hién gln day hon dugc goi la cac phan ta DART (tao dich lai
4i luc kép), cac phan tir nay dya trén dang khang thé thé d6i nhung cau disulfua dau tan
cung C can phai 1am 4n dinh thém (Moore et al., Blood 117, 4542-51 (2011)). Phén tr
dugc goi 1a trimab, 12 mot phan tir IgG toan phﬁn lai gitta chuot nhét/chudt cdng va hién
ciing dang dénh gia trong cac thir nghiém 14m sang, 1a mot dang duoc tao ra vai kich ¢co

16n hon (xem trong Seimetz et al., Cancer Treat Rev 36, 458-467 (2010)).

R4t nhiéu dang dang dugc nghién cuu thé hién hoat luc cao. Diéu nay duge cho la
nho viée dinh hudng lai va hoat hoa té bao T trong liéu phap mién dich. Tuy nhién, nhiém
vu tao ra cac khang thé dic hiéu kép thich hop chua khi nao d2 ma n6 gap rat nhiéu tr&
ngai can vugt qua lién quan dén hiéu luc, ddc tinh, kha nang dp dung va kha ndng san xuét

cac khang thé nay.

Céc chu trac nhd nhu, vi du, cdc phén tir BiTE — vira ¢6 kha nang tao ra lién két
ngang hi¢u qua gitra té bao tac dong va té bao dich — vira c6 thoi gian ban hiy trong huyét
thanh rit ngén néu dung cho bénh nhéan thuong cAn phai dung thong qua viéc truyén lién
tuc. Mat khéc, cac dang gibng IgG— trong khi ¢4 uu diém vé thoi gian ban hiy lau — nhung
lai ¢6 ddc tinh gan v6i chire niang tac dong tu nhién vén thude vé phan tir IgG. Kha nang
sinh mién dich ctia chiing da tao nén cac dac diém khac khong ¢6 loi cho cac khang thé dic

hidu kép giéng IgG, ddc bit 1a cac dang khong co ngudn gbc tir ngudi, dé ¢o thé st dung
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thanh cdng chung trong didu tri. Cudi cung, tré ngai chinh khi phat trién cac khang thé dic
hiéu kép noéi chung 1a vigc san xuAt ra cac cAu tric khang thé dic hiéu kép voi s6 luong va
do tinh khiét du dé str dung trong 1am sang, do viéc bét cap khong chinh x4c gifta chudi
nang voi chudi nhe c6 tinh dic hiéu cta khang thé khi déng biéu hién sé& lam giam hiéu
suét thu duge cau triic dugce lip ghép chinh x4c va tao ra mot s6 san pham phy khong c6

chtrc niing ma kho tach ra khoi khang thé dac hiéu kép mong mubn.

Nhiéu phuong phéap khac nhau da duge thue hién nhim khéc phuc dugc van dé ghép
cap céc chudi néu trén trong cic khang thé dic hiéu kép (vi du xem: Klein et al., mAbs 6,
653-663 (2012)). Vi dy, phuong phép “khoa trong 4 1a mot phuong phap lam cho hai
chudi ning khang thé khac nhau ghép cdp v6i nhau thdng qua viée dua cac dot bién vao
midn CH3 dé 1am thay dbi bé mat tiép xtic. Trén mot chudi, cac axit amin 16n dugc thay
thé biang céc axit amin c6 mach bén ngén dé tao ra ‘phén &’. Nguoc lai, cac axit amin c6
mach bén 16n dugce dua vao midn CH3 khac, dé tao ra ‘phén khéa’. Bing cach ddng biéu
hién hai chudi ning ndy (va hai chudi nhe gidng nhau, ma can phil hop v6i ca hai chudi
ning nay), quan sat thdy lugng di dime (‘*kh6a-6’) cao hon so v6i lugng ddng dime (6-6°
hoic ‘khda-khoa’) (Ridgway, J.B., et al., Protein Eng. 9 (1996) 617 -621; va
WO 96/027011). Ty 1€ phan trdm cta di dime ¢6 thé tang 1én bang cach sap xép lai bé mit
tuong tac cua hai mién CH3 st dung phuong phap bidu hién thé thuc khudn va bang cach
dua clu disulfua vao dé 1am 6n dinh céc di dime (Merchant, A.M., et al., Nature Biotech.
16 (1998) 677-681; Atwell, S., et al., J. Mol. Biol. 270 (1997) 26-35). Cac phuwong phap

tiép can méi dbi voi cong nghé khoa trong b duge mo ta, vi du trong EP 1870459 Al.

Tuy nhién, phuong phép “khoa trong 6 khong giai quyét duge vén @& vé viéc ghép
cip sai gitta chudi ning va chudi nhe, ma thuong xuét hién trong cic khang thé ddc hiéu
kép c6 mang cac chudi nhe khac nhau dé gén két vio cac khang nguyén dich khac nhau.

Mét phuong phap gilp tranh dugc vAn d& ghép cap sai gitra chudi nang va chudi
nhe 1a trao ddi cac mién gitta chudi niing va chudi nhe ctia mdt trong sé cac nhanh lién két
ctia khéng thé dic hidu kép (xem WO 2009/080251, WO 2009/080252, WO 2009/080253,
WO 2009/080254 va Schaefer, W. et al, PNAS, 108 (2011) 11187-11191, phuong phap
nay lién quan dén céac khang thé IgG ddc hidu kép c6 tinh lai chéo mién).

Viéc trao dbi cac midn bién ddi cua chudi ning va chudi nhe, VH va VL, trong mot

trong s6 cac nhanh lién két ctia khang thé dic hi¢u kép (WO2009/0 80252, ddng thoi xem:
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Schaefer, W. et al, PNAS, 108 (2011) 11187-11191) 1am giam mot cach rd rét lugng sén
phim phu dugc tao ra do su ghép cdp sai cia chudi nhe trén khang nguyén thir nhét c6
chudi ning sai so v6i khang nguyén thir hai (so v6i cac phuong phap khong trao d6i mién).
Tuy nhién, ché phdm khang thé thu duoc khong hoan toan khong chira c4c san phdm phu
Céc san phim phu chinh dya vao tuong téc kidu Bence Jones (Schaefer, W. et al, PNAS,
108 (2011) 11187-11191; trén Fig.S1I cua trang bd sung). Do do, cAn tiép tuc gidm luong

san phim phu tao ra d8 cai thién, vi dy hiéu qua san xuit cac khang thé dic hiéu kép nay.

Vi cac kho khan va nhuge di8m gin véi cac khdng thé dac hiéu kép hlen dang duogc

st dung trong liéu phap mién dich qua trung gian té bao T néu trén thi van can phai c6 céc
dang méi, duge cai tién ctia cac phan t néu trén. Sang ché d& xuét cic phén tir gin két
khang nguyén dic higu kép duge thiét ké d8 hoat hoa té bao va dinh hudéng lai va hudng
vao té bao T, vira c6 hiéu qua va kha nang san xuat tét, vira c6 doc tinh thép va céc tinh

chat dugc dong hoc thich hop.
Ban chit ky thuit ciia sang ché

Theo sang ché, ty 1€ gitta khang thé dic hiéu kép mong mudn so v6i cac san phim
phu khong mong mubn, cu thé 14 céc san phim phu sinh ra tir trong tac kiéu Bence Jones
xuht hién trong cac khang thé dic hiéu kép co sy trao ddi mién VH/VL trong mot trong s6
céc nhanh lién két cia chung, c6 thé dugc cai thién bang cach dua cac axit amin tich dién

véi cac dién tich trai ddu vao cac vi tri axit amin ddc hi¢u trong mién CH1 va CL.

Nhu vdy, theo khia canh dau tién, sang ché d& xuit phan tir gin két khang nguyén
dic hiéu kép hoat hoa té bao T bao gdm:

() phén tir Fab thir nhit gin két dic hiéu voi khang nguyén thir nhét;

(b) phan tr Fab th{t hai gin Kkét dic hiéu v6i khang nguyén thir hai, va trong d6 céc

mién bién ddi VL va VH cta chudi nhe Fab va chudi ning Fab dugc trao dbi cho nhau;

trong d6 khang nguyén thlr nhét 12 khang nguyén hoat hoa t& bao T va khang nguyén
thir hai 1a khang nguyén t& bao dich, hoic khang nguyén thir nhét 12 khang nguyén té bao
dich va khang nguyén thir hai 1a khang nguyén hoat hoa té bao T; v

trong do

i) trong mién ¢é dinh CL ctia phan tir Fab thi nhét trong a) axit amin & vi tri 124

duoc thay thé doc 1ap bang lysin (K), arginin (R) hodgc histidin (H) (danh sd
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theo hé théng ddnh s Kabat), va trong d6 trong mién ¢b dinh CH1 cua phén
ttr Fab thir nhét trong a) axit amin & vi tri 147 hodc axit amin ¢ vi tri 213 dugc
thay thé doc lap bang axit glutamic (E), hodc axit aspartic (D) (danh s6 theo
hé théng danh s6 EU Kabat); hodc

ii) trong mién ¢b dinh CL ctia phén tir Fab thir hai trong b) axit amin & vi tri 124
dwoc thay thé doc 14p bing lysin (K), arginin (R) hodc histidin (H) (d4nh sb
theo hé théng dédnh s6 Kabat), va trong do trong mién cb dinh CHI cua phan
ttr Fab thtt hai trong b) axit amin & vi tri 147 hodc axit amin & vi tri 213 dugc
thay thé doc 14p bing axit glutamic (E), hodc axit aspartic (D) (danh sb theo
hé théng danh s6 EU Kabat).

Theo sang ché, phan tir Fab thir hai 1 phan tir Fab lai chéo, trong d6 cac vung bién
d8i ctia chudi nhe Fab va chudi nang Fab dugc trao ddi cho nhau. Theo céc phuong an cu
thé, phan t Fab thir nhét (va tha ba, néu c6) 1a phéan ti Fab thong thuong. Theo phuong
an cu thé khéc, khong qua mot phén tir Fab c6 kha ning gin két dic hidu voi khang nguyén
hoat hoa té bao T c6 mit trong phén tir gén két khang nguyén dc hiéu kép hoat hoa té bao
T (ttc 1a phan tr gén két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T tao ra khang nguyén
hoat hoa té bao T).

Theo mdt phuong an cu thé, khang nguyén thi nhét 1a khang nguyén té bao dich va
khang nguyén thir hai 1a khang nguyén hoat hoa t& bao T. Theo phuong 4n cu thé hon,
khang nguyén hoat hoa t& bao T 1a CD3, cu thé 14 epsilon CD3. Theo mdt phuong an,
khang nguyén té bao dich 1a CD20.

Theo mot phuong an cua phan tir gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa té
bao T theo sang ché, trong mién cb dinh CL ctia phén ti Fab thir nhét trong a) axit amin &
vi tri 124 dugo thay thé doc 1ap bing lyéin (K), arginin (R) hogc histidin (H) (danh s theo
hé théng danh s6 Kabat) (theo mdt phwong én dugc uu tién doc lap bang lysin (K) hodc
arginin (R)), va trong mién ¢ dinh CH1 cua phan ti Fab tht nhét trong a) axit amin & vi
tri 147 hodc axit amin & vi tri 213 dugc thay thé ddc lap béng axit glutamic (E), hodc axit

aspartic (D) (danh s6 theo hé théng dénh s6 EU Kabat).

Theo mot phuong an khac, trong mién ¢b dinh CL cta phén tir Fab tht nhét trong
a) axit amin & vi tri 124 dugc thay thé doc lap bang lysin (K), arginin (R) hodc histidin (H)
(danh s6 theo hé théng danh s6 Kabat), va trong mién ¢ dinh CH1 cua phén tir Fab tht
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nhét trong a) axit amin & vi tri 147 duogc thay thé doc lap bang axit glutamic (E), hodc axit
aspartic (D) (danh s6 theo hé théng danh s EU Kabat).

Theo mot phuong an Khac nira, trong midn ¢b dinh CL cta phén tir Fab thir nhét
trong a) axit amin & vi trf 124 dugc thay thé doc 1ap bang lysin (K), arginin (R) hogc histidin
(H) (danh sb theo hé thong danh sé Kabat) (theo mdt phuong an duoc vu tién doc 1ap bang
lysin (K) hogc arginin (R)) va axit amin & vi tri 123 dugc thay thé doc 1ap bang lysin (K),
arginin (R) hodc histidin (H) (¢anh s6 theo hé thdng danh s6 Kabat) (theo mdt phuong an
dugc uvu tién doc 1ap bang lysin (K) hodc arginin (R)), vatrong mién ¢b dinh CHI1 ctia phan
t{t Fab thir nhét trong a) axit amin & vi tri 147 duogc thay thé doc 1ap bang axit glutamic (E),
hoic axit aspartic (D) (dénh s6 theo hé thong danh 6 EU Kabat) va axit amin ¢ vi trf 213
dugc thay thé doc 1ap bang axit glutamic (E), hodc axit aspartic (D) (danh s theo hé thong
danh sb EU Kabat).

Theo mot phuong an cu thé, trong mién ¢b dinh CL ctia phan tr Fab thi nhét trong
a) axit amin ¢ vi tri 124 dugc thay thé bang lysin (K) (danh s6 theo hé théng danh sb Kabat)
v axit amin & vi tri 123 dugc thay thé bang lysin (K) (ddnh s6 theo hé thdng danh sb
Kabat), va trong mién ¢6 dinh CH1 cta phan tir Fab thir nhét trong a) axit amin & vi tri 147
duoc thay thé bang axit glutamic (E) (danh s6 theo hé théng danh s6 EU Kabat) va axit
amin & vi tri 213 duogc thay thé bang axit glutamic (E) (danh s6 theo hé thong danh s6 EU
Kabat).

Theo mdt phuong an cu thé khac nita, trong mién ¢b dinh CL cla phén tir Fab thir
nhét trong a) axit amin & vi tri 124 dugc thay thé bang lysin (K) (danh s6 theo hé thong
danh sb Kabat) va axit amin & vi tri 123 dugc thay thé bang arginin (R) (danh s6 theo hé
théng danh s6 Kabat), va trong mién cb dinh CH1 cta phén tir Fab thir nhit trong a) axit
amin & vi tri 147 dugc thay thé bang axit glutamic (E) (danh s6 theo hé thdng danh s6 EU
Kabat) va axit amin & vi tri 213 dugc thay thé bang axit glutamic (E) (danh sb theo hé
théng danh s6 EU Kabat).

Theo mot phurong an, phan tir gin két khang nguyén déc hiéu kép hoat hoa tébao T

theo sang ché bao gdm
(a) phan tir Fab tht nhét gin két dic hiéu véi khang nguyén thir nhat;

(b) phan tir Fab tht hai gin két dic hidu v6i khang nguyén thir hai, va trong do cac

mién bién dbi VL va VH cua chudi nhe Fab va chudi ning Fab dugc thay thé 13n nhau;
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trong d6 khang nguyén th nhét 13 khang nguyén té bao dich va khang nguyén thir

hai 12 khang nguyén hoat hoa té bao T; va

trong do trong mién c¢b dinh CL cta phan tir Fab thir nhét trong a) axit amin & vi tri
124 duoc thay thé doc 14p bang lysin (K), arginin (R) hodc histidin (H) (dénh sb theo hé
théng ddnh sé Kabat) (theo mot phuong dn duge uu tién doc 14p bang lysin (K) hodc arginin
(R)) va axit amin & vi tri 123 dugc thay thé doc 1ap bang lysin (K), arginin (R) hodc histidin
(H) (dénh sb theo h¢ thong danh 56 Kabat) (theo mdt phuong 4n dugc uu tién doe 1ap bang
lysin (K) hodc arginin (R)), va trong midn ¢b dinh CH1 clia phén tir Fab tha nhét trong a)
axit amin O vi tri 147 dugc thay thé doc 1ap bang axit glutamic (E), hogc axit aspartic (D)
(danh sb theo hé théng d4nh sb EU Kabat) va axit amin & vi tri 213 dugc thay thé doc lap
bang axit glutamic (E), hoic axit aspartic (D) (danh s6 theo hé thdng dénh s6 EU Kabat).
Theo mdt phuong 4n thay thé cia phan tir gin két khang nguyén dac hiéu keép hoat hoa té
bao T theo sang ché, trong mién ¢6 dinh CL ctia phan tir Fab thir hai trong b) axit amin &
vi tri 124 duoc thay thé doc 1ap bing lysin (K), arginin (R) hogc histidin (H) (d4nh sb theo
hé théng danh s6 Kabat) (theo mdt phuong an dugc uu tién doc lap bang lysin (K) hodc
arginin (R)), va trong mién c¢b dinh CHI ctia phan t Fab thir hai trong b) axit amin & vi tri
147 hodc axit amin & vi tri 213 dugc thay thé doc 1ap b%lng axit glutamic (E), hodc axit

aspartic (D) (danh s6 theo hé thdng dénh s6 EU Kabat).

Theo mdt phuong 4n khac, trong mién cb dinh CL cta phan ti Fab thi hai trong b)
axit amin & vi tri 124 duoc thay thé doc 1ap bing lysin (K), arginin (R) hogc histidin (H)
(danh sb theo hé théng danh sd Kabat), va trong mién ¢ dinh CH1 cua phén tr Fab thu
hai trong b) axit amin & vi tri 147 dugc thay thé doc 1ap bang axit glutamic (E), hodc axit

aspartic (D) (danh s6 theo hé thdng dénh s6 EU Kabat).

Theo mot phuong an khéc nira, trong mién ¢ dinh CL ctia phén tir Fab thir hai trong
b) axit amin & vi tri 124 dugc thay thé doc 14p bing lysin (K), arginin (R) hodc histidin (H)
(d4nh sb theo hé théng danh s6 Kabat) (theo mot phuong an dugc uu tién doe 14p bang
lysin (K) hogc arginin (R)) va axit amin & vi tri 123 duoc thay thé doc 1ap bang lysin (K),
arginin (R) hodc histidin (H) (d4nh s6 theo hé thdng danh s6 Kabat) (theo mot phuong an
dugc uu tién doc 1ap bang lysin (K) hodc arginin (R)), va trong mién ¢b dinh CH1 cuia phén
tir Fab thir hai trong b) axit amin & vi tri 147 dugc thay thé doc 1ap bang axit glutamic (E),
hodc axit aspartic (D) (dénh s6 theo hé théng danh s6 EU Kabat) va axit amin & vi tri 213
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duoc thay thé doc 1ap bang axit glutamic (E), hodc axit aspartic (D) (ddnh sé theo hé thong
danh sb EU Kabat).

Theo mdt phuong an, trong midn ¢b dinh CL cia phan tir Fab th hai trong b) axit
amin & vi tri 124 dugc thay thé bang lysin (K) (ddnh sé theo hé théng danh s6 Kabat) va
axit amin & vi tri 123 dugc thay thé bang lysin (K) (danh 56 theo hé thdng danh sb Kabat),
va trong midn ¢b dinh CH1 cua phan tir Fab thr hai trong b) axit amin & vi tri 147 dugce
thay thé bang axit glutamic (E) (dénh s6 theo hé thdng danh sd EU Kabat) va axit amin &
vi tri 213 duoc thay thé bing axit glutamic (E) (d4nh s theo hé thong dénh s EU Kabat).

Theo mdt phuong an khac nita, trong midn ¢b dinh CL ctia phén ti Fab thi hai trong
b) axit amin & vi tri 124 duogc thay thé bang lysin (K) (danh s6 theo hé théng danh sb Kabat)
va axit amin & vi tri 123 dugc thay thé bing arginin (R) (danh s6 theo hé théng dénh s6
Kabat), va trong mién ¢b dinh CH1 cta phén t Fab thér hai trong b) axit amin & vi tri 147
duoc thay thé bang axit glutamic (E) (danh 36 theo hé thdng danh sd EU Kabat) va axit
amin & vi tri 213 duogc thay thé bang axit glutamic (E) (danh s6 theo hé thong dénh s6 EU
Kabat).

Theo mdt sd phuong 4n, phén tr gin két khang nguyén déc higu kép hoat hoéa té bao
T theo sang ché con bao gdm phén tir Fab thir ba ma gin két dic hidu v6i khang nguyén

thit nhét.

Theo cac phuong an cu thé, phan tir Fab tht ba gibng hét v6i phén tir Fab thir nhét.
Trong cic phuong an nay, phan tir Fab thr ba nay c6 thay thé axit amin gidng nhu phén tr
Fab tht nhit. Gidng nhu phan ti Fab thir nhét, phan tit Fab tht ba, cu thé 1a phén ti Fab
thong thuong.

Néu phan tir Fab thir ba ¢6 mat, theo mdt phuong an cu thé, phan tr Fab thir nhét va
thi ba gin Kkét dic hiéu voi khang nguyén t& bao dich, va phan tir Fab thi hai gin két dic
hidu v6i khang nguyén hoat héa té bao T, cu thé 1a CD3, cu thé hon 1a epsilon CD3.

Theo mot sb phuong an vé phan tir gén két khang nguyén dac hiéu kép hoat hoa té
bao T theo sang ché phan tir Fab thtr nhét trong a) va phén tir Fab thir hai trong b) dugc
dung hop v6i nhau, tuy y thong qua tac nhan lién két peptit. Theo mot phuwong 4n cu thé,
phan tr Fab th hai duoc dung hop ¢ d4u tan cung C cla chudi ning Fab voi d4u tan cung
N ctia chudi nang Fab ctia phan tir Fab tht nhét. Theo mdt phuong an thay thé, phan tir Fab

thtr nhét duge dung hop & d4u tan cung C cta chudi ning Fab voi d4u tan cung N cua chudi
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ning Fab cta phan tir Fab thir hai. Theo cac phuong én, trong d6 (i) phan tir Fab th® hai
dugc dung hop & dau tan cung C cla chudi ning Fab véi dau tan cung N cla chudi ning
Fab cta phan tir Fab thit nhét hoic (ii) phan ti Fab thir nhét duoc dung hop & d4u tan cling
C ctia chudi ning Fab véi dau tan cing N cua chudi ning Fab cua phén tir Fab thir hai,
ngoai ra chudi nhe Fab cua phén tr Fab va chudi nhe Fab cua phén ti Fab thir hai ¢6 thé

duoc dung hop v6i nhau, tuy y thong qua tac nhén lién két peptit.

Theo cic phuong an cu thé, phan tt gin két khang nguyén ddc hi¢u kép hoat hoa té
bao T theo sang ché con bao gom mién Fc bao gdbm chu trac siéu phén tir thi nhét va thir
hai ¢6 kha ning lién két on dinh.

Phan tir gén két khang nguyén dac hiéu kép hoat héa t& bao T theo sang ché c6 thé
6 cac cAu hinh khac nhau, tirc 1 phén ti Fab tha nhét, thir hai (va thit ba ty y) ¢o thé
duoc dung hop voi nhau va voi midn Fe theo cac cach khéac nhau. Céc thanh phan nay c6
thé dugc dung hop truc tiép v6i nhau hodc, t&t hon 13, thong qua mot hodc nhiéu tac nhan
lién két peptit thich hop. Khi viée dung hop duoc dién ra & dau tan cing N cta mot chu
trac siéu phén tir thudc midn Fe thi viéc dung hop nay thuong duge thuc hién thong qua

ving ban 18 cua globulin mién dich.

Theo mot phuong &n, phan tir Fab tht hai dugc dung hop & d4u tan cung C cua
chudi ning Fab v6i dau tan cung N cua cAu trac siéu phéan t thu nhét hozc thr hai ciia
midn Fc. Theo phuong 4n ndy, phén tir Fab thi nhit c6 thé duge dung hop & dau tan cung
C ctia chudi ning Fab véi dau tan cung N cua chudi ning Fab cta phén tir Fab thir hai hodc
v6i ddu tan cing N cla chudi niang Fab khac clia mt trong sb cac cAu tric siéu phén tr
ciia mién Fe.

Theo mdt phuong an, timg phén tir trong s6 phan tir Fab thu nhét va thtt hai duoc
dung hop ¢ dau tan cung C cua chudi niing Fab véi dau tan cung N ciia mdt trong cac chu
trac siéu phén tir cua mién Fe. Theo phuong 4n nay, phén tir gin két khang nguyén dic
hiéu kép hoat hoa t& bao T chu yéu bao gbm phén tir globulin mién dich, trong do6 trong
mot trong cac nhanh Fab cac vung bién ddi chudi nang va chudi nhe VH va VL dugc trao

dbi/duge thay thé 13n nhau (xem Fig.1A, D).

Theo c4c phuong 4n thay thé, phan t Fab thr ba dugc dung hop & déu tan cung C
ctia chudi ning Fab véi dau tan cung N cla cAu trc siéu phan tir thir nhét hoic tht hai cia

mién Fc. Theo phuong an cu thé nay, cac phén tir Fab thtr hai va thit ba déu duge dung hop
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& dau tan cung C cua chudi ning Fab voi dau tan cung N ciia mot trong s6 cac chu tric siéu
phén tir ciia mién Fc, va phéan ti Fab th nhét duoc dung hop & du tan cing C cua chudi
ning Fab voi dau tan cung N cla chudi nang Fab cua phén t Fab tht hai. Theo phuong
4n ndy, phan ti gén két khang nguyén dac hiéu kép hoat hoa t& bao T chi yéu bao gdm
phan ti globulin mién dich, trong d6 bén trong mot trong c4c nhanh Fab, cac viung bién ddi
chudi ning va chudi nhe VH va VL dugc trao ddi/dugc thay thé cho nhau, va trong d6 phan
tir Fab bd sung (thong thudng) duoc dung hop & dAu tan cung N v6i nhanh Fab da néu
(xem Fig.1B, E). Theo m6t phuong an khac nita, céc phan tit Fab thu nhét va thi ba déu
dugce dung hop & dAu tan cung C cua chudi niing Fab véi dAu tan cing N cia mt trong cac
cAu trac siéu phén tir ciia midn Fc, va phén tir Fab thtt hai duoc dung hop & du tan cung
C ctia chudi ning Fab v6i dau tan cung N cua chudi ning Fab cua phan tir Fab thir nhét.
Theo phuong 4n nay, phan tir gin két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T chi
yéu bao gbm phan tir globulin mién dich véi phén tir Fab khac duoc dung hop & déu tan
cung N vao mét trong cac nhanh Fab globulin midn dich, trong d6 trong phén tr Fab bd
sung néu trén, cac vung bién ddi chudi ning va chudi nhe VH va VL duogc trao dbi/duoc

thay'thé 13n nhau (xem Fig.1C, F)..

Trong tAt ca trong cac cAu hinh khac nhau ctia phén t gin két khang nguyén ddc
hiéu kép hoat hoa té bao T theo sang ché, thay thé axit amin dugc mo ta trong ban mo ta
hodc lacd thé trong céac mién CH1 va CL cua phén tir Fab thir nhét va (néu co thé) phan ti
Fab tht ba, hodc trong cac mién CH1 va CL cua phén ti Fab thir hai. Tét hon 14, chung ¢
trong cac mién CH1 va CL cua phan tir Fab thu nhét va (néu co thé) phan ti Fab thir ba.
Theo quan diém cla sang ché, néu thay thé axit amin nhu dugc md ta & ddy xay ra trong
phan ti Fab thtr nhét (v, néu can, tht ba), khong tao ra sy thay thé axit amin nay trong
phan tt Fab tht hai. Nguogc lai, néu su thay thé axit amin nhu dugc mo ta & day dugc tao
ra trong phén tir Fab thir hai, khong xéy ra su thay thé axit amin ndy trong phén tir Fab thu

nhét (va, néu cn, phan tir Fab th ba).

Theo c4c phuong an cu thé ctia phan tlr gin két khang nguyén dac hi¢u kép hoat hoa
té bao T theo sang ché, cu thé 1a trong d6 sy thay thé axit amin nhu duge mo ta & ddy xay
ra trong phén tir Fab thtr nhét (va, néu cén, phan tir Fab thi ba), mién ¢d dinh CL cta phén
tir Fab thir nhat (v, néu cén, phan t Fab thir ba) 13 loai isotyp kappa. Theo cac phuong an
khéc cua phan ti gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa té bao T theo sang ché, cu

thé 1a trong d6 su thay thé axit amin nhu dugc mo ta & day duge tao ra trong phan tu Fab

-11-



39315

thir hai, mién cb dinh CL ctia phén tir Fab tht hai 12 loai isotyp kappa. Theo mdt s6 phuong
4n, mién ¢b dinh CL ctia phén tir Fab thi nhét (va, néu cén, phan t Fab tht ba) va mién

¢b dinh CL ciia phan tir Fab th hai 1a loai isotyp kappa.

Theo mot phuong an cu thé, phan tir globulin mién dich bao gdm phan tir gin két
khang nguyén ddc hi¢u kep hoat hoa té bao T theo sang ché 1 globulin mién dich 16p IgG.
Theo phuong an cu thé hon globulin mién dich nay 1a globulin mién dich phan 16p 1gG1.
Theo mdt phuong 4n khac nira, globulin mién dich ndy la globulin mién dich phén 16p IgGa.

Theo mot phuong an cu thé, sdng ché dé xuét phan tir gin két khang nguyén ddc
hiéu kép hoat hoa té bao T bao gém:

a) phan ti Fab thtr nhét gin két dic hiéu v6i khang nguyén thir nhat;

b) phén t& Fab tht hai gin két dic hidu véi khang nguyén thir hai, va trong d6 cac
mién bién ddi VL va VH clia chudi nhe Fab va chudi ning Fab dugc thay thé 14n nhau;

¢) phan tir Fab thr ba ma gin két dic hiéu véi khang nguyén th nhit; va

d) mién Fc bao gdm cAu trac siéu phén tir tha nhét va thir hai ¢6 kha ning lién két
6n dinh;

trong d6 khang nguyén tha nhét 13 khang nguyén t& bao dich va khang nguyén thu
hai 12 khang nguyén hoat hoa té bao T, cu thé 1a CD3, cu thd hon 1a epsilon CD3;

trong d6 phén tir Fab thi ba trong ¢) gidng hét v6i phan tir Fab tht nhét trong a);

trong do trong mién cb dinh CL ctia phan tir Fab thir nhét trong a) va phén tir Fab
thi ba trong c) axit amin & vi tri 124 dugc thay thé bang lysin (K) (danh s theo hé thong
danh sb Kabat) va axit amin & vi tri 123 dugc thay thé bang lysin (K) hodc arginin (R)
(danh s6 theo hé thdng danh s6 Kabat), va trong do trong mién cb dinh CH1 cua phén tir
Fab tht nhét trong a) va phan tir Fab thir ba trong ¢) axit amin & vi tri 147 dugc thay thé

béng axit glutamic (E) (danh s6 theo hé théng dénh s& EU Kabat) va axit amin & vi tri 213
dugc thay thé bang axit glutamic (E) (danh sé theo hé théng danh s6 EU Kabat); va

trong do:

(i) phan tir Fab tha nhét trong a) duge dung hop 6 dau tan cung C ctla chudi nang
Fab v6i dau tan cing N cua chudi niing Fab cua phén tr Fab thir hai trong b), va phén tu

Fab thi hai trong b) va phén tir Fab thir ba trong ¢) mdi phan tir duoc dung hop ¢ d4u tan
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cung C ctia chuoi ngng Fab v6i du tan cung N cua mot trong cac chu trac siéu phan tir cia

mién Fc trong d), hodc

(ii) phan tir Fab thir hai trong b) dugc dung hop © dau tan cung C cua chudi ning
Fab véi dau tan cing N cua chudi ning Fab cta phan tu Fab thit nht trong a), va phén tir
Fab thr nhit trong a) va phén tir Fab thlr ba trong ¢) mdi phan ti dugc dung hop & dau tan
cung C cua chudi ning Fab voi dAu tAn cing N ctia mot trong céc cAu tric siéu phan tir clia

mién Fc trong d).

Theo phuong an cu thé hon, sang ché @ xuét phan tir gin két khang nguyén déc

hiéu kép hoat hoa t& bao T bao gdm:
a) phan tr Fab thtr nhét gén két dac hiéu v6i khang nguyén thir nhat;

b) phén tir Fab tht hai gén két dic hiéu véi khang nguyén thir hai, va trong do cac
midn bién ddi VL va VH cua chudi nhe Fab va chudi ning Fab duoc thay thé 14n nhau;

¢) phan ti Fab tht ba ma gin két dac hidu v6i khang nguyén thir nhét; va

d) mién Fc bao gdm cAu trc siéu phén tir thir nhét va thir hai c6 kha nang lién két
bn dinh;

trong d6 khang nguyén thtr nhét 14 khéang nguyén t& bao dich va khang nguyén thu
hai 12 khang nguyén hoat hoa té bao T, cu thé 12 CD3, cu thé hon 1a epsilon CD3;

trong d6 phén tix Fab thir ba trong ¢) gibng hét v6i phan tir Fab thi nhét trong a);

trong do trong mién ¢b dinh CL cua phén t Fab tht nhét trong a) va phan tir Fab
thir ba trong c) axit amin & vi tri 124 dugc thay thé bang lysin (K) (danh s theo hé thng
danh sb Kabat) va axit amin & vi tri 123 duogc thay thé bang arginin (R) (danh s6 theo hé
théng danh s6 Kabat), va trong do trong mién ¢b dinh CHI ctia phan tir Fab thir nhét trong
a) va phan tir Fab thi ba trong ¢) axit amin & vi tri 147 dugc thay thé bang axit glutamic
(E) (danh s6 theo hé théng danh s& EU Kabat) va axit amin & vi tri 213 duogc thay thé bang
axit glutamic (E) (danh s6 theo hé théng dénh s& EU Kabat); va

trong d6 phan tir Fab thi nhét trong a) dugc dung hop & dau tan cung C cua chudi
ning Fab voi d4u tan cung N cta chudi ning Fab cta phén tir Fab th( hai trong b), va phan
tit Fab thit hai trong b) va phén tr Fab tht ba trong ¢) mdi phan tir duge dung hop & dau
tan cung C cua chudi ning Fab véi d4u tan cung N cia mot trong cac cAu tric siéu phan tir

ctia mién Fe trong d).
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Theo mot phuong an khac, sang ché d& xuét phan tir gin két khang nguyén déc hiu

kép hoat hoa té bao T bao gdm:
a) phan tir Fab thi nhét gin két dic hiu v6i khang nguyén thi nhét;

b) phén t Fab thit hai gin két dic hiéu voi khang nguyén thi hai, va trong d6 cac

mién bién d6i VL va VH clia chudi nhe Fab va chudi ndng Fab dugc thay thé 1an nhau; va
¢) mién Fc bao gdm cAu tric siéu phén tir thi nhét va thi hai ¢6 kha ning lién két
bn dinh;
trong do:

(i) khang nguyén thu nhét 12 khang nguyén t& bao dich va khang nguyén thir hai la
khang nguyén hoat héa té bao T, cu thé 1a CD3, cu thé hon 1a epsilon CD3; hodc

(i) khang nguyén tha hai 1a khang nguyén té bao dich va khang nguyén thir nhét 12
khang nguyén hoat hoa té bao T, cu thé 1a CD3, cu thé hon 14 epsilon CD3;

trong do trong mién cb dinh CL cta phén tr Fab tha nhét trong a) axit amin & vi tri
124 duogc thay thé bang lysin (K) (danh sé theo hé théng dénh s6 Kabat) va axit amin & vi
tri 123 dugc thay thé bang lysin (K) hodc arginin (R) (danh sé theo hé théng danh sb Kabat),
va trong d6 trong midn cb dinh CH1 cua phan tir Fab thir nhét trong a) axit amin & vi tri
147 dugc thay thé bang axit glutamic (E) (danh sb theo hé théng danh s6 EU Kabat) va
axit amin & vi tri 213 dugc thay thé bang axit glutamic (E) (danh s6 theo hé théng danh s6
EU Kabat); va

trong d6 phan tir Fab thi nhét trong a) va phan tr Fab tht hai trong b) mdi phan tlr
dugc dung hop ¢ dau tan cung C cia chudi ning Fab v6i d4u tan cung N cliia mot trong cac

cAu tric siéu phan tir ciia mién Fe trong c).

Theo c4c phuong an cy thé ctia phan tir gin két khang nguyén dic hidu kep hoat hoa
té bao T, mién Fc 12 mién Fe cua IgG. Theo mdt phuong an cu thé, mién Fc 1a mién Fc cta
IgGi. Theo mdt phwong an cy thé khéc, mién Fc 1a mién Fe cta IgGs. Theo mdt phuong
4n cu thé hon nita, mién Fc 1a mién Fc cta IgGs bao gbm sy thay thé axit amin S228P (danh

s6 theo Kabat). Theo cac phuong an cu thé, mién Fc la mién Fc & nguoi.

Theo cic phuong an cy thé, mién Fc bao gdm sy bién dbi thuc day lién két cua cau
trac siéu phéan tir mién Fe thi nhat va tha hai. Theo mot phuong 4n cu thé nay, gbc axit

amin trong midn CH3 ciia cdu tric siéu phan tir thir nhét ctia mién Fc dugc thay thé bang
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gbc axit amin c0 thé tich chudi bén 16n hon, nho do tao ra phan nho ra trong mién CH3 cua
cAu trac siéu phan tir thu nhét ma c6 thé nam trong hdc trong midn CH3 ctia cdu tric siéu
phan tir thir hai, va gdc axit amin trong mién CH3 ciia cAu tric siéu phén ti thir hai cta
mién Fc dugc thay thé bing gbc axit amin c6 thé tich chudi bén nho hon, nho do phan nho
ra trong mién CH3 ctia cAu tric siéu phén tir thir hai trong do phan nho ra trong mién CH3

cia cAu tric sidu phan tir thir nhit 12 c6 thé duoc dinh vi.

Theo mot phuong an cu thé, mién Fc c6 4i luc lién két giam dbi v6i thu thé Fe
va/hoidc c6 chiic nang tac dong giam, so vOi mién Fec cia IgG1 tu nhién. Theo cac phuong
4n nhét dinh, mién Fc dugc thit ké di truyén dé co 4i lyc lién két giam d6i v6i thu thé Fe
va/hogc c¢6 chirc nang tic dong gidm so vOi mién Fc khong duoc thiét ké di truyén. Theo
mdt phuong an, mién Fc bao gdm mot hodc nhiéu thay thé axit amin ma lam giam gin két
voi thu th& Fc va/hodc chirc ndng tac dong. Theo mdt phuong dn, mot hodc nhiéu thay thé
axit amin trong mién Fc ma lam giam gin két v6i thu thé Fc va/hodc chire nang tac dong ¢

mot hodc nhidu vi tri dugc chon tir nhom 1234, L.235, va P329 (danh 36 theo chi sd danh
s& Kabat EU). Theo cac phuong an cu thé, mdi cAu tric siéu phan tir ctia mién Fe bao gdm
ba thay thé axit amin ma lam giam gin két v6i thu thé Fe va/hodc chirc nang tac dong trong
d6 thay thé axit amin da néu 1a L234A, L23 5A va P329G (danh sb theo chi sb danh s6
Kabat EU). Theo mét phuong an nay, midn Fe 1a mién Fc cua IgGi, cu thé 12 mién Fc cta
IgGi. Theo cac phuong an khéc, mdi cau tric siéu phan tir clia mién Fc bao gdm hai thay
thé axit amin ma lam giam gin Kkét voi thu thé Fe va/hodc chirc ndng tac dong trong do thay
thé axit amin d4 néu 1a L235E va P329G (danh s6 theo chi s6 dénh sd Kabat EU). Theo
mot phuong an nay, midn Fc 1a mién Fe cta IgGs, cu thé 13 mién Fc ctia IgGs & nguoi.
Theo mdt phuong an, mién Fc cua phén ti gin két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té
bao T 12 mién Fc ctia IgGava bao gbm sy thay thé axit amin L235E va S228P (SPLE) (d4nh
s theo chi sb danh s6 Kabat EU).

Theo mdt phuong an, thu th& Fe 13 thu thé Fcy. Theo mot phuong 4n, thu thé Fc 1a
thy thé Fc & nguoi. Theo mot phuong 4n, thu thd Fe 1a thu thé Fc hoat hoa. Theo mot
phuong an cu thd, thu thé Fc 1a FcyRlla, FcyRI, va/hodc FcyRIlla ¢ nguoi. Theo mot
phuong 4n, chirc nang tac dong 1a doc tinh té bao qua trung gian té bao phu thudc khang
thé (ADCC).

Theo mdt phuong an cu thé ctia phén tir gin két khang nguyén dic hiu kép hoat
héa té bao T theo sang ché, phan tir Fab ma ohn két dic hiéu v6i khang nguyén hoat hoa té
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bao T, cu thé 1a CD3, cu thé hon 12 epsilon CD3, bao gbm vung xac dinh bd thé chudi nang
(CDR) 1 cua SEQ ID NO: 4, CDR 2 chudi nang ctia SEQ ID NO: 5, CDR 3 chudi nang
cta SEQ ID NO: 6, CDR 1 chudi nhe cia SEQ ID NO: 8, CDR 2 chudi nhe cta SEQ ID
NO: 9 va CDR 3 chudi nhe cua SEQ ID NO: 10. Theo mdt phuong an cu thé hon nita, phan
tir Fab ma gén két dic hiéu véi khang nguyén hoat hoa té bao T, cu thé 1a CD3, cu thé hon
1a epsilon CD3, bao gdm ving bién ddi chudi nang bao gdm trinh ty axit amin ma c6 do
tuong ddng trinh tw it nhét khoang 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hozc 100% vdi trinh t axit
amin cta SEQ ID NO: 3 va vung bién ddi chudi nhe bao gém trinh tu axit amin ma c6 do
tuong ddng trinh ty it nhét khoang 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100% vdi trinh tu axit
amin caa SEQ ID NO: 7. Theo mdt phuong 4n cu thé, phan tir Fab thir hai bao gbm phéan
tir géan két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T theo sang ché gin két dac hiéu voi
CD3, cu thé hon 12 epsilon CD3, va bao gdm ving xéc dinh bd thé chudi ning (CDR) 1
ctia SEQ ID NO: 4, CDR 2 chudi ning cua SEQ ID NO: 5,CDR3 chudi ning cua SEQ ID
NO: 6, CDR 1 chudi nhe ciia SEQ ID NO: 8, CDR 2 chudi nhe ctia SEQ ID NO: 9 va CDR
3 chudi nhe ctia SEQ ID NO: 10. Theo mdt phuong an cu thé hon nita, phan tir Fab th{r hai
néu trén bao gdm vung bién dbi chudi ning bao gdm trinh tw axit amin cla SEQID NO: 3

va vung bién ddi chudi nhe bao gbm trinh tyr axit amin cia SEQ ID NO: 7.

Theo mot phuong an cu thé hon cua phan tr gin két khang nguyén dic hiéu kép
hoat hoa té bao T theo sdng ché, phan tir Fab ma gin két dac higu v6i khang nguyén té bao
dich, cu thé 14 CD20, bao gdm vung xac dinh bd thé chudi ning (CDR) 1 cuia SEQ ID NO:
46, CDR 2 chudi ning ctia SEQ ID NO: 47, CDR 3 chudi ndng cia SEQ ID NO: 48, CDR
1 chudi nhe ctia SEQ ID NO: 49, CDR 2 chudi nhe ciia SEQ ID NO: 50 va CDR 3 chudi
nhe ciia SEQ ID NO: 51. Theo mot phuong an cu thé hon nita, phin tr Fab ma gin két dic
hiéu v&i khang nguyén té bao dich, cu thé 1a CD20, bao gbm vung bién dbi chudi nang bao
g6m trinh tu axit amin ma c6 d6 tuong ddng trinh ty it nhét khoang 95%, 96%, 97%, 98%,
99% hodc 100% vdi trinh tw axit amin cua SEQ ID NO: 30 va vung bién d6i chudi nhe bao
gbm trinh ty axit amin ma c6 do tuong ddng trinh tur it nhét khoang 95%, 96%, 97%, 98%,
99% hogc 100% véi trinh tw axit amin ctia SEQ ID NO: 31. Theo mét phuong an cu thé,
phan tir Fab thir nhét (va, néu c6, phan tix Fab thir ba) bao gbm phan tir gén két khang
nguyén dac hiéu kép hoat héa té bao T theo sang ché gin két dac hiéu voi CD20, va bao
gdm viing xéc dinh b thé chudi ndng (CDR) 1 ctia SEQ ID NO: 46, CDR 2 chudi nang
cta SEQ ID NO: 47, CDR 3 chudi ning ctia SEQ ID NO: 48, CDR 1 chudi nhe cua SEQ

-16-



39315

ID NO: 49, CDR 2 chudi nhe caa SEQ ID NO: 50 va CDR 3 chudi nhe cua SEQ ID NO:
51. Theo mdt phuong &n cy thé hon nita, phan tir Fab thi nhét da néu (va, néu co, phan tir
Fab tht ba d& néu) bao gbm ving bién ddi chudi nang bao gbm trinh ty axit amin cua SEQ

D NO: 30 va viing bién déi chudi nhe bao gbm trinh ty axit amin ciia SEQ ID NO: 31.

Theo mot khia canh cu thé, sang ché d& xuét phan tir gén két khang nguyén dic hiéu

kép hoat hoa té bao T bao gém:
a) phan tir Fab thtr nhét gén két dic hidu vo6i khang nguyén thir nhat;

b) phén ti Fab thtt hai gin két dic hiéu v6i khang nguyén thir hai, va trong do cac

midn bién ddi VL va VH clia chudi nhe Fab va chudi nang Fab dugc thay thé 1an nhau;

¢) phan tir Fab thir ba gin két dic hiéu v6i khang nguyén thir nhét; va

d) mién Fc bao gdm cAu trac siéu phén ti thir nhét va thir hai c6 kha ning lién két
4n dinh;

trong do

(i) khang nguyén thir nhit 12 CD20 va khang nguyén th hai 13 CD3, cu thé 1a epsilon
CD3;

(ii) phan tir Fab tha nhét trong a) va phén tir Fab thir ba trong ¢) mdi phan tir bao
gdm ving xac dinh bd thé chudi nang (CDR) 1 ciia SEQ ID NO: 46, CDR 2 chudi ning
ctia SEQ ID NO: 47, CDR 3 chudi niang cta SEQ ID NO: 48, CDR 1 chudi nhe cia SEQ
ID NO: 49, CDR 2 chudi nhe cia SEQ ID NO: 50 va CDR 3 chudi nhe cia SEQ ID NO:
51, va phén t Fab thtt hai trong b) bao gdm chudi ning CDR 1 ctia SEQ ID NO: 4, CDR
2 chudi nang cua SEQ ID NO: 5,CDR 3 chudi nang cua SEQ ID NO: 6,CDR 1 chudi nhe
ciia SEQ ID NO: 8, CDR 2 chudi nhe cuia SEQ IDNO: 9 va CDR 3 chudi nhe ctia SEQ ID
NO: 10;

(iif) trong mién ¢b dinh CL cita phan tir Fab thit nhit trong a) va phan tir Fab thir ba
trong ¢) axit amin & vi tri 124 dugc thay thé bing lysin (K) (d4nh s6 theo hé théng danh sb
Kabat) va axit amin & vi tri 123 dugc thay thé bang lysin (K) hodc arginin (R), cu thé 1a
bang arginin (R) (danh s6 theo hé thong danh s6 Kabat), va trong do trong mién cb dinh
CHI1 cua phan tir Fab thu nhét trong a) va phan tir Fab thir ba trong ¢) axit amin & vi tri 147
dugc thay thé bang axit glutamic (E) (danh s6 theo hé théng danh sb EU Kabat) va axit
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amin & vi tri 213 dugc thay thé bing axit glutamic (E) (danh s6 theo hé thong danh s6 EU
Kabat); va

(iv) phén tir Fab thu nhét trong a) dugc dung hop ¢ dau tan cung C cua chudi ning
Fab v6i dau tan cung N cua chudi ning Fab cta phan tir Fab thtr hai trong b), va phén t
Fab th hai trong b) va phén tir Fab thir ba trong ¢) mdi phén tir duge dung hop & dau tan
cung C cua chudi niing Fab voi d4u tan cung N ctia mot trong cac cAu trac siéu phan tir cua

mién Fc trong d).

Theo mot khia canh khéc, sang ché @& xuét phan tir gin két khang nguyén déc hi¢u

kép hoat hoa t& bao T bao gom:
a) phan tit Fab thtr nhét ohn két ddc hiéu v6i khing nguyén tha nhét;

b) phan t Fab thtr hai gin két dic hiéu vdi khang nguyén thir hai, va trong doé cac

midn bién dbi VL va VH cta chudi nhe Fab va chudi ning Fab duoc thay thé 14n nhau;

¢) phan tir Fab thr ba gin két dac hiéu véi khang nguyén tht nhét; va

d) mién Fc bao gdbm cAu trtic siéu phan tir thir nhét va thir hai ¢6 kha nang lién két
4n dinh;

trong do

(i) khang nguyén thlr nhét 1a CD20 va khéng nguyén thir hai 1a CD3, cu thé 1a epsilon
CD3;

(ii) phén tir Fab th nhét trong a) va phan ti Fab tht ba trong ¢) mdi phén tir bao
gdm viing xéc dinh bd thé chubi nang (CDR) 1 ciia SEQ ID NO: 46, CDR 2 chubi ning
ciia SEQ ID NO: 47, CDR 3 chudi nang ctia SEQ ID NO: 48, CDR 1 chudi nhe cia SEQ
[D NO: 49, CDR 2 chui nhe ctia SEQ ID NO: 50 va CDR 3 chudi nhe ctia SEQ ID NO:
51, va phan tir Fab thir hai trong b) bao gdm chudi ning CDR 1 ctia SEQ ID NO: 4, CDR
2 chudi ning cia SEQ ID NO: 67, CDR 3 chudi ning cta SEQ ID NO: 6, CDR 1 chudi
nhe ctia SEQ ID NO: 68, CDR 2 chudi nhe cia SEQ ID NO: 9 va CDR 3 chudi nhe cla
SEQ ID NO: 10;

(iii) trong mién c¢b dinh CL cta phén ti Fab thtr nhét trong a) va phan tir Fab thir ba
trong ¢) axit amin & vi tri 124 duoc thay thé bang lysin (K) (danh s theo hé théng danh sd
Kabat) va axit amin & vi tri 123 dugc thay thé bang lysin (K) hodc arginin (R), cu thé 1a
bang arginin (R) (danh s6 theo hé thong danh s6 Kabat), va trong do trong mién cb dinh
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CHI1 cta phan tir Fab tht nhét trong a) va phan tir Fab thir ba trong ¢) axit amin & vi tri 147
duoc thay thé bing axit glutamic (E) (danh s6 theo hé thdng danh s& EU Kabat) va axit
amin & vi tri 213 dugc thay thé bing axit glutamic (E) (d4nh sb theo hé thong danh s6 EU
Kabat); va

(iv) phén tir Fab thu nhét trong a) dugc dung hop & dau tan cung C cua chudi ning
Fab vé&i dau tan cung N cua chudi ning Fab cua phén tir Fab tht hai trong b), va phan tir
Fab th hai trong b) va phén tir Fab th ba trong ¢) mdi phan t& dugc dung hop & dau tan
cung C cua chudi ning Fab v6i dAu tan cang N ctia mot trong cac chu trtic siéu phan tr cua

mién Fc trong d).

Theo khia canh khac nita cia sang ché, sang ché d& xudt mot hodc nhiéu
polynucleotit dugc phan 1ap ma hoa phan tr gén két khang nguyén dac hiéu kép hoat hoa
té bao T theo sang ché. Sang ché con d& xuat mot hodc nhiéu vecto biéu hién bao gbm (cac)
polynucleotit dugc phan 14p theo sang ché, va té bao vat chi bao gdm (céc) polynucleotit
dugc phan 14p hodc vecto bidu hién cla sang ché. Theo mot sb phuong an té bao vat chu

12 t& bao nhan chuan, cu the 1a t& bao dong vit co vi.

Theo mdt khia canh khac, sang ché @ xuét phuong phéap san xuét phan tir gin két
khang nguyén dac hiéu kép hoat hoa té bao T theo séng ché, bao gbdm céc budce a) nudi chy
t& bao vat chil cua sang ché trong céc diéu kién thich hop dé biéu hién phén ti gin két
khang nguyen dzc higu kép hoat hoa té bao T va b) thu hdi phan tir gén két khang nguyén
d3c higu kép hoat hoa té bao T. Séng ché con bao gdbm phén tir gin két khang nguyén déc
hiéu kép hoat hoa té bao T dugce tao ra boi phuwong phap cla sang ché.

Sang ché con @& xuét dugc phﬁm chira phan tw gén két khang nguyén dic hi¢u kép

hoat hoa té bao T theo séng ché va chat mang dugc dung.

Sang ché bao gdm phuong phap st dung phén tu gin két khang nguyén dac hiéu
kép hoat hoa té bao T va dugc pham theo sing ché. Theo mot khia canh, sang ché d& xuit
phén tu gén‘két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T hodc dugc phim theo séng
ché dé dung lam thudc. Theo mot khia canh, sang ché d& xuét phén tir gin két khang nguyén
dic hidu kép hoat héa té bao T hogc duge phim theo sang ché dé ding dé diéu tri bénh &

c4 thé can diéu tri. Theo mot phuong 4n cu thé, bénh 12 bénh ung thu.

Sang ché con dé xuét viéc sir dung phén tir gin két khang nguyén déc hiéu kép hoat

héa té bao T theo sang ché d€ bao ché thubc dé diéu tri bénh & doi tuong can diéu tri; cing
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nhu phuong phéap diéu tri bénh ¢ ¢ thé, bao gdbm viéc cho cé thé da néu st dung mot lugng
hitu hidu c6 tac dung tri liéu cua dugc phdm chira phan tir gin két khang nguyén déc hiu
kép hoat hoa té bao T theo sang ché & dang dugc dung. Theo mot phuong an cu thé, bénh
13 bénh ung thu. Theo phuong 4n bat ky trong s6 cac phwong 4n néu trén, cd thé t6t hon 12

ddng vét cé vu, cu thé 12 nguoi.

Sang ché con d& xudt phuong phép kich thich phan giai té bao dich, cu thé 12 té bao
khéi u, bao gbm viéc cho t4 bao dich tiép xtic voi phéan tir gin két khang nguyén dic hiéu
kép hoat hoa té bao T theo sang ché vGi su co mit cua té bao T, cu thé 1a té bao T gy ddc
té bao.

M6 ta vin tit cac hinh vé

Fig.1. CAu hinh minh hoa cua cac phan tir gin két khang nguyén dac hi¢u kép hoat
héa té bao T (cic TCB) cta sang che. (A, D) Minh hoa phan tir “1+1 CrossMab”. (B, E)
Minh hoa phan tir “2+1 IgG Crossfab” voi trat tu thay thé ctia cac thanh phan Crossfab va
Fab (“dao nguoc”). (C, F) Minh hoa phan tir “2+1 IgG Crossfab”. (G, K) Minh hoa phan
tir “1+1 IgG Crossfab” voi trat tu thay thé cua cac thanh phan Crossfab va Fab (“dao
ngugc”). (H, L) Minh hoa phan tir “1+1 IgG Crossfab”. (I, M) Minh hoa phén t <2+1 IgG
Crossfab” c6 hai CrossFab. (J, N) Minh hoa phan tir “2+1 IgG Crossfab” ¢ hai CrossFab
va trit tu thay thé cia cac thanh phin Crossfab va Fab (“dao ngugc”). (O, S) Minh hoa
phén tir “Fab-Crossfab”. (P, T) Minh hoa phan tu «Crossfab-Fab”. (Q, U) Minh hoa phan
tir “(Fab)2-Crossfab”. (R,‘ V) Minh hoa phén tir «“Crossfab-(Fab)2”. (W, Y) Minh hoa phéan
&t “Fab-(Crossfab)”. (X, Z) Minh hoa phén tir “(Crossfab)-Fab”. Chdm den: bién doi tiry
y trong midn Fe thuc diy su di dime hoa. ++, - cac axit amin c6 dién tich trai diu dugc

dua vao trong cac mién CH va CL.

Fig.2. Minh hoa cac TCB dugc didu ché trong Vi du 1. (A) “2+1 1gG CrossFab, do
ngugc” khong bién d@bi dién tich (trao déi CH1/CL trong tac nhan gin két CD3), (B) “2+1
IgG CrossFab, dao ngugc” ¢ cac bién ddi dién tich (trao 461 VH/VL trong tc nhan gin
1ét CD3, bién ddi dién tich trong cc tac nhan ghn két CD20, EE = 147E, 213E; RK =
123R, 124K), (C) “2+1 IgG CrossFab” ¢6 cac bién ddi dién tich (trao d6i VH/VL trong tac
nhan gén két CD3, bién ddi dién tich trong cac tac nhan gén két CD20, EE = 147E, 213E;
RK = 123R, 124K), (D) “2+1 IgG CrossFab, dao nguoc” khong bién doi dién tich (trao d6i
VH/VL trong tac nhan gin két CD3), (E) “2+1 1¢G CrossFab, dao nguoc” khong bién d6i
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dién tich (trao d8i VH-CH1/VL-CL trong tdc nhén gin két CD3), (F) “2+1 IgG CrossFab,
dao nguoc” cé cac bién d6i dién tich (trao ddi VH/VL trong céc chét gén két CD20, co
bién dbi dién tich trong tac nhan gén két CD3, EE = 147E, 213E; KK = 123K, 124K), (G)
“2+1 IgG CrossFab, dao nguoc’ » ¢4 cac bién dbi dién tich va su dot bién DDKK trong vung
Fc (trao ddi VH/VL trong tac nhén gin két CD3, bién ddi dién tich trong céc tac nhan gin
két CD20, EE = 147E, 213E; RK = 123R, 124K), (H) “1+1 CrossMab” ¢o6 céc bién d6i
dién tich (trao dbi VH/VL trong tac nhan gin két CD3, c6 bién ddi dién tich trong chét gin
két CD20, EE = 147E, 213E; RK = 123R, 124K), (I) “1+1 CrossMab” voi céc bién ddi
dién tich (trao ddi VH/VL trong tac nhan gin két CD3, c6 bién ddi dién tich trong chét gin
két CD20, EE = 147E, 213E; RK = 123R, 124K, chét gan két CD20 khac nhau), (J) “2+1
IgG CrossFab, ddo ngugc” c6 cic bién ddi dién tich 213E, 123R (trao doi VH/VL trong
tac nhan gin két CD3, cac bién dbi dién tich trong chit gén két CD20, E=213E;R=123R),
(K) “2+1 IgG CrossFab, dao ngugc” co cac bién dbi dién tich (trao di VH/VL va su bién
ddi dién tich trong téc nhan gén két CD3).

Fig.3. (A-L, N, O) phan tich CE-SDS cua cac TCB dugce didu ché trong Vi du 1 (cac
ché phim dugc tinh ché cudi cung). (A) Dién di dd ctia phan tir ”A”, dugc thé hién trén
Fig.2A, (B) dién di dd cua phén tir "B”, dugc thé hién trén Fig.2B, (C) dién di d6 ctia phan

t ”C”, dugc thé hién trén Fig.2C, (D) dién di dd cua phan ta ”D”, dugc thé hién trén
Fig.2D, (E) dién di dd cua phan tt “E”, dugc thé hién trén Fig.2E, (F) dién di dd cua phan
u ”F”, dugce thé hién trén Fig.2F, (G) dién di dd ctia phan tr ’G”, dugc thé hién trén Fig.2G,
(H) dién di dd cua phan tir "H”, dugc thé hién trén Fig.2H, (I) dién di dd cta phan tir ”I”,
duoc thé hién trén Fig.2I, (N) Dién di dd cita phan tir ”J”, duge thé hién trén Fig.2J, (O)
dién di dd cua phan tir ”K”, dugc thé hién trén Fig.2K. Lan A = khong kht, lan B = khir.
(J-L, P, Q) Phén tich SDS-PAGE ctia cac TCB dugc didu ché trong Vi du 1 sau budc tinh
ché diu tién (Shc ky 4i luc protein A). (J) 4-12% Bis-Tris SDS-PAGE, khong kht; 1an 1=
gen danh d4u (Mark 12, chuin khdng nhuom mau, Invitrogen); 1an 2-11 = céc phén manh
tir sic ky 4i lyc protein A cua phan t B, (K) 3-8% T Tris-Axetat SDS-PAGE, khong khir;
lan 1 = gen dénh diu (HiMark, Invitrogen); lan 2- 12 = phan manh tu séc ky 4i luc protein
A ctia phan tit C, (L) 4-12% Bis-Tris SDS-PAGE, khong khir; 1an 1 = gen danh diu (Mark
12, chudn khong nhu¢m mau, Invitrogen); lan 2-14 = phén manh tr séc ky 4i lyc protein
A cua phan tt D, (P) 4-12% Bis/Tris SDS PAGE, khong khir; 1an 1 = gen danh ddu (Mark
12, Invitrogen); lan 2 -10 = phan manh tir sdc ky 4i luc protein A cla phan tir J, (Q) 4-12%
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Bis/Tris SDS PAGE, khong khir; lan 1 = gen danh déu (Mark 12, Invitrogen); lan 2 -12=
phén méanh tr sic ky ai lyc protein A ciia phan tir K. (M) Séc ky loai trlr theo kich ¢ diéu
ché (SEC; budc tinh ché dau tién) cua cic TCB duge didu ché trong Vi du 1 (phén ti A
(bude SEC ddu tién), B va D, nhu da chi ra).

Fig.4. Viéc gin két CD3 va CD20 cua céc khang thé dac hiéu kép té bao T khang
CD3 /khang CD20 (TCB) (“CD20 TCB”) ¢6 hodc khong co sy bién dbi dién tich (“céc gbe
tich dién”) (xem Vi du 1).

Fig.5. Phan giai té bao khdi u dugc kich thich bang cac khang thé dic hiéu kép té
bao T (TCB) khang CD3/khang CD20 (“CD20 TCB”) ¢6 hodc khong ¢ su bién ddi dién
tich (“cac gbc tich dién”) khi u 22 gio bang PBMC ngudi (xem Vi dul).

Fig.6. Su hoat héa cla cac té bao T CD8" (A) hodc cac té bao T CD4* (B) khi ti€u
diét qua trung gia t& bao T té bao dich khdi u bidu hién CD20 (Nalm-6) dugc kich thich
bang cac khang thé dac hiéu kép té bao T (TCB) khang CD3/khang CD20 (“CD20 TCB”)

¢6 hotic khong ¢6 su bién doi dién tich (“cac gbc tich dién”) (xem Vi du 1).

Fig.7. Su hoat hoa cua céc t& bao T CD8" (A) hodc cac té bao T CD4" (B) khi tiéu
diét qua trung gia té bao T té bao dich khéi u bidu hién CD20 (Z-138) dugc kich thich bang
cac khang thé dic hiéu kép té bao T (TCB) khang CD3/khang CD20 (“CD20 TCB”) ¢6
hoic khong c6 sy bién doi dién tich (“cac gbe tich dién”) (xem Vi du 1).

Fig.8. Su ti€u té bao trong dong méau chung ¢ ngudi khoe manh khi u v6i khang thé
dac hiéu kép té bao T khang CD3/khang CD20 (TCB) (“CD20 TCB”) c¢6 hogc khong co
su bién dbi dién tich (“cac gbc tich dién”); thir nghiém 22 gidy (xem Vidu 1).

Fig.9. Sw hoat hoa ctia cac té bao T CD8" (A) hodc céc té bao T CD4* (B) khi tiéu
diét qua trung gian t4 bao T cua té bao B biéu hién CD20 trong mau nguyén ven khée manh
cia ngudi duge kich thich bang cac khang thé dic hiéu kép té bao T (TCB) khéang
CD3/khang CD20 (“CD20 TCB”) ¢6 hoidc khong ¢6 su bién d6i dién tich (“cic gbc tich
dién”) (xem Vi du 1).

Fig.10. Viéc gin Kkét cia TCB khang CD20/khéng CD3 (phan t “B” dugc thé hién
trén Fig.2B) voi té bao dich biéu hi¢n CD20 (A) va bidu hién CD3 (B) & ngudi.
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Fig.11. Viéc gin Kkét cia TCB khang CD20/khang CD3 (phan tir “B” dugc thé hién
trén Fig.2B) voi t& bao dich bidu hién CD20 va CD3 & ngudi va khi dau cho. (A) té bao B,
(B) té bao T CD4, (C) té bao T CD8.

Fig.12. Phan giai té bao khéi u qua trung gian bang cac dang khang thé TCB khang
CD20/khang CD3 khac nhau.

Fig.13. Phén giai t& bao khdi u va sy hoat hoa té bao T sau d6 qua trung gian bing
cac dang khang thd TCB khang CD20/khang CD3 khac nhau. (A-C) phan giai té bao dich
Kkhdi u Z138 bing té bao tac dong PBMC tir ba ngudi cho khic nhau. (D) Phén giai panen
clia cac dong té bao khéi u DLBCL nhur da chi.

Fig.14. Su ti€u té bao trong dong méu chung 6 ngudi qua trung gian bang cac dang

khang thé TCB khang CD20/khang CD3 khac nhau.

Fig.15. Su hoat hoa cia cic té bao T biang cac dang Khang thé TCB khang
CD20/khang CD3 khéac nhau, dugc danh gia bang cach xac dinh s6 lvgng cua cudong do tin
hidu xudi dong CD3 st dung thtr nghiém bdo céo Jurkat-NFAT.

Fig.16. Cac thong s6 dugc dong hoc cta 0,5 mg/kg dung lidu 16n trong tinh mach
cia khang thé TCB khéng CD20/khang CD3 (phén tir “B” duoc thé hién trén Fig.2B) ti

dir lidu 1y mau rai ric & cac con chudt nhat NOG.

Fig.17. Thé hién so lugc v thit ké nghién ciru @& danh gid hoat tinh ticu té bao cla
khéng thé TCB khang CD20/khdng CD3 (phén tir “B” duoc thé hién trén Fig.2B) ¢ cac
con chudt nhit NOG duoc nhén hoa day dd.

Fig.18. Pong hoc cua tan suét té bao B va té bao T trong mau cua cac con chuot
nhit NOG dugc nhén hoa day du duge xtt Iy bang (B) khang thd TCB khang CD20/khang
CD3 (phén t “B” duoc thé hién trén Fig.2B) hodc (A) d6i chung ta dugc 1éng. DO, D7:
ngay tiém diéu tri.

Fig.19. Phan tich cac sy bidu hién gen danh d4u bé mat khac nhau trén té bao T
ngoai vi ba ngay (D3) va mudi ngay (D10) sau khi tiém chét din thudc (thanh mau den)
hoic khang thé TCB khang CD20/khang CD3 (phén tir “B” duoc thé hién trén Fig.2B)
(thanh mau tréng) & chudt nhét duoc nhan hoa ddy di.

Fig.20. Phén tich tn suét té bao B (A), tAn suit té bao T (B) va su biéu hién gen

danh dAu bé mit trén t6 bao T (C) trong 14 lach cla chu6t nhit duge nhan hoa day du dugc
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didu tri bang chét din thudc (thanh mau den) hodc khang thé TCB khang CD20/khang CD3
(phén tit “B” dugc thé hién trén Fig.2B) (thanh mau tring) & cudi thir nghi¢m (D10 sau khi

tiém tri lidu lan dau).

Fig.21. Hoat tinh khang khoi u clia khang thd TCB khang CD20/khang CD3 (phan
tt “B” duoc thé hién trén Fig.2B) (0,5 mg/kg, mot 14n mot tudn) trong mo hinh WSU-
DLCL2 & cic con chudt nhit NOG ¢6 truyén huPBMC.

Fig.22. Minh hoa phén tir “2+1 IgG CrossFab, dao nguoc” duge didu ché trong Vi
du 2. (1) Phén t&r khong bién dbi dién tich, (2) phan ti véi cac bién ddi dién tich trong céc
mién CH1 va CL ctia phén tir Fab ma ohn két dic higu véi BCMA (EE = 147E, 213E; KK
= 123K, 124K).

Fig.23. Phan tich CE-SDS (lan A = khong kh, 1an B = khir, bang trén ciing cho lan
A) cia phén tir “2+1 IgG CrossFab, dao ngugce” duge st dung trong Vi du 2. Céc phuong
phép tinh ché khac nhau (Sic ky ai luc protein A (PA), sac ky loai trir kich c& (SEC), sdc
ky trao ddi cation (cIEX), va bude sic ky loai trir kich ¢@ cubi cung (re-SEC)) dugce ap
dung cho phén tir khong bidn dbi dién tich (83A10-TCB) va phan tir ¢6 cac bién dbi dién
tich (83A10-TCBcv).

Fig.24. Phén tich CE-SDS (lan A = khong khu, 1an B = kh, bang trén cing cho lan
A) ctia phén tir “2+1 IgG CrossFab, dao ngugc” duge st dung trong Vi du 2, trong so sanh
d6i dau (H2H) sau bude tinh ché séc ky ai lyc protein A (PA) va sic ky loai trir kich ¢&
(SEC).

Fig.25. Phan tich bao ké chay cta vige gan két cta cac khang thé dic hiéu kép té
bao T khang BCMA/khing CD3 v6i dong té bao da u tiy duong tinh véi BCMA. (A)
83A10-TCB trén t& bao H929 va té bao MKN45, (B) 83A10-TCBcv trén té bao H929 va
& bio MKNA45, (C) so sinh 83A10-TCB va 83A10-TCBev trén té bao H929.

Fig.26. Tiéu diét té bao u tiy H929 duong tinh véi BCMA bing khang thé TCB
khang BCMA/khang CD3 ((A) 83A10-TCB, (B) 83A10-TCBcv) nhu dugc xéc dinh boi
su giai phong LDH.

Fig.27. Minh hoa TCB dugc didu ché trong Vi du 3. (A) “2+1 IgG CrossFab, dao
nguoc” co cac bién ddi dién tich (trao dbi VH/VL trong tac nhan gin két CD3, cac bién

d4i dién tich trong chét gén két Her2, EE = 147E, 213E; RK = 123R, 124K), (B) “2+11gG
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CrossFab” ¢6 céc bién dbi dién tich (trao ddi VH/VL trong tac nhan gén két CD3, c4c bién
481 dién tich trong chit gin két Her3, EE = 147E, 213E; RK = 123R, 124K).

Fig.28. Phén tich CE-SDS cta TCB dugc didu ché trong Vi du 3 (ché phim duge
tinh ché cudi cing). (A) Dién di d6 ctia TCB Her2, dugc thé hién trén Fig.27A, (B) dién di
dd ctia TCB Her3, duoc thé hién trén Fig.27B. Lan A =khong khtr, 1an B = kht.

Fig.29. Viéc gan Kkét cia TCB Her2 (A) va TCB Her3 (B) v6i té bao, nhu dugce xac
dinh bai FACS. Céc cuong d6 huynh quang trung binh d6i véi viee gan két cua phan ti
TCB Her2 véi CD3 ¢ ngudi trén té bao Jurkat (bén trai) hodc vdi Her2 & nguoi (A) hodc
Her3 (B) trén té bao KPL-4 (bén phai), nhu dugc xac dinh bang bao ké chay. Pugc thé
hién 12 gia tri huynh quang trung binh, dya trén ba ban sao, bao gbm SD.

Fig.30. Sy hoat hoa té bao T bang TCB Her3. Khi cung u té bao tac dong PBMC &
nguoi, té bao dich KPL-4 va lam tang ndng do cua TCB Her3, phan trdm té bao T CD8
dwong tinh véi CD69 duge xdc dinh bai FACS sau 48 gio. Duoc thé hién 1a ba ban sao v6i
SD.

Fig.31. Sy hoat hoa cua té bao Jurkat thong qua CD3 sau 5 gio, nhu dugc xéc dinh
bang su phat quang. Khi 4 cac té bao khbi u KPL4 véi t& bao bao co Jurkat-NFAT (E:T
5:1 (A) hozc 2,5:1 (B)) va lam ting ndng do cia TCB Her2 (A) hoic TCB Her3 (B), su
hoat héa ctia Jurkat dugc xac dinh bang cac tin hi¢u phat quang lién quan (RLUS) sau 5
gid. Gia tri EC50 duogc tinh toén bing Graph Pad Prism (34,4 pM (A) va 22 pM (B)). Dugc
thé hién 1a gi4 tri trung binh tir ba ban sao, thanh sai s6 chi SD.

Fig.32. (A, B) Phén giai t6 bao khéi u, nhu dugc xéc dinh boi giai phong LDH, khi
4 t& bao dich KPL4, N87, T47D hodc MDA-MB-231 duong tinh v6i Her2 v6i té bao tac
dong PBMC nguoi (E:T 10: 1) va lam tang ndng dd cua phan tir TCB Her 2 trong 25 gio
(A) hodc 46 gio (B). Dugc thé hién 1a gid tri trung binh tir ba ban sao, thanh sai sb chi SD.
Gi4 tri EC50 dugc tinh toan bing GraphPadPrism: 7,5 pM (té bao KPL4), 25,6 pM (té bao
N87), 30,6 pM (té bao T47D), va 59,9 M (té bao MDA-MB-231). (C) Phan giai té bao
khédi u, nhu dugc xac dinh bang su giai phéng LDH, khi 1 té bao dich KPL4 duong tinh
v6i Her3 voi té bao tac dong PBMC nguoi (E:T 10:1) va lam tang ndng dd cua phén tir Her
3 TCB trong 24 gid hodc 48 gio, nhu d3 chi ra. Dugc thé hién 1a gia tri trung binh tr ba
ban sao, thanh sai sé chi SD. Gia tri EC50 dugc tinh toan bang GraphPadPrism: 2,54 pM
(24 gi®) va 0,53 pM (48 gio).
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Fig.33. Phan giai té bao khdi u, dugc gdy cam ing bing TCB Her3, nhu dugc xéc
dinh bang hoat tinh caspaza 3/7 (su phat quang). Dugc thé hién 12 tin hiéu phat quang lién
quan, dugc xac dinh 12 két qua cua hoat tinh caspaza 3/7 trong té bao dich KPL-4-Caspaza-
3/7 GloSensor sau 6,5 gid cing U v6i cac PBMC (E:T = 10:1) va cac ndng do khac nhau
cua TCB Her3, nhu dé chi ra. Dugc thé hién 12 ba ban sao véi SD. Gi4 tri EC50 dugc tinh
bing GraphPadPrism: 0,7 pM.

Fig.34. Minh hoa TCB dugc didu ché trong Vi du 4. (A) “(Fab),-CrossFab” c6 cac
bién dbi dién tich (trao ddi VH/VL trong tc nhan gén két CD3, cac bién ddi dién tich trong
t4c nhan lién két MCSP, EE = 147E, 213E; RK = 123R, 124K), (B) “(Fab),-CrossFab”
khong bién ddi dién tich (trao dbi VH/VL trong tac nhan gén két CD3).

Fig.35. Phan tich CE-SDS ctia TCB ¢6 cdc bién dbi dién tich dugc didu ché trong
Vi du 4 (ché phdm duoc tinh ché cubi cling): Dién di dd cta (Fab)2-XFab-LCO07cv, duge
thé hién trén Fig.34A. Lan A =khong khtr, lan B = khur. |

Fig.36. Céac cuong do huynh quang trung binh d6i vé6i viéc gan két ctia phan t TCB
v6i MCSP & ngudi trén té bao MV-3 (bén tréi) hode CD3 & ngudi trén té bao Jurkat (bén
phai), nhu dugc xac dinh bang bao ké chay. Pugc thé hién 13 gia tri huynh quang trung
binh, dva trén ba ban sao, bao gdm SD.

Fig.37. Phén giai té bao Kchéi u, nhu dugc xéc dinh boi sy gidi phong LDH, khi 0 té
bio MV-3 duong tinh véi MCSP ¢ ngudi voi t& bao tac dong PBMC ngudi (E:T 10:1) va
lam tang ndng d6 ctia phan ti TCB trong 24 gidr (bén trai) hodc 48 gio (bén phai). Duoc

thé hién 1 gia tri trung binh tir ba ban sao, thanh sai s6 chi SD.
Mo ta chi tiét sang ché
DPinh nghia

Céac thuat ngit dugc st dung trong ban mod ta nhu thudng duge s dung trong linh
vuc k¥ thuat nay, trir khi duoc x4c dinh nhu sau.

Nhu duoc st dung trong ban m ta, thuat nglt "phén ti gin két khang nguyén" theo
nghia rong nhét ding dé chi phén t gén két ddc hiéu chét x4c dinh khang nguyén. Céc vi
du v& phan tir gin két khang nguyén 1a globulin mién dich va cac dn xuét, vi du cac manh

cua no.
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Thuét ngit “dac hiéu kép” co nghia 14 phan tt gin két khang nguyén c6 thé gin két
diic hidu véi it nhét hai chat x4c dinh khéng nguyén riéng biét. Thong thudng, phén tir gén
két khang nguyén dic hiu kép bao gom hai diém gén két khang nguyén, mdi diém dic
hiéu véi chét xac dinh khang nguyén khdc nhau. Theo cac phuong an nhét dinh, phén ttr
gin két khang nguyén ddc hi¢u kép co kha nang gin két ddng thoi hai chéit x4c dinh khang

nguyén, cu thé 12 hai chit xac dinh khang nguyén dugc biéu hién trén hai té€ bao riéng biét.

Thuit ngit “héa tri” nhu duge sir dung trong ban mo ta chi sy c6 mit sb luong cu
thé cua cac didm gin két khang nguyén trong phan tur gén két khang nguyén. Nhu véy,
thuat ngit “oin két hoa tri mot v6i khang nguyén” chi su c6 mit cia mot (va khong qua
mot) vi tri gin két khang nguyén dic hiéu vdi khang nguyén trong phén t gén két khang

nguyén.

“Vj trf gn két khang nguyén” dé cap dén vi tri, tirc 1a mot hodc nhidu gbc axit amin,
cua phén tir gin két khang nguyén tao ra tuong tac v6i khang nguyén. Vi du, vi tri gén két
khang nguyén ctia khang thé bao gdm cac gdc axit amin tlr ving Xac dinh b thé (CDR).
Phan tir globulin mién dich ty nhién thudng c6 hai diém gin két khang nguyén, phén ti

Fab thuong ¢6 mot vi tri gin két khang nguyén.

Nhu dugc st dung trong ban md ta, thuat ngit "gbe gin két khang nguyén" dé cap
dén phan tt polypeptit gin két dic hiéu véi chét x4c dinh khang nguyén. Theo mot phuong
an, gbc gén két khang nguyén c6 kha nang dinh huéng toan bd vi tri ma no duoc gan (vi
dy, gbc gin két khang nguyén thir hai) vao vi trf dich, vi du, vao loai cu thé ctia té bao khéi
u hodc mo dém khéi u mang chét x4c dinh khang nguyén. Theo mot phuong 4n khéc nira,
gbe gin két khang nguyén co6 thé hoat hoa viéc truyén tin hiéu qua khang nguyén dich cua

né, vi du, khang nguyén phirc thu thé té bao T. Géc gin két khang nguyén bao gdm khang
thd va cac méanh cta né nhu con duge dinh nghia trong ban mo ta. Géc gin két khang
nguyén cy thé bao gdbm mién gén két khang nguyén cia khang thé, bao gdbm ving bién dbi
chudi ning khang thé va ving bién 441 chudi nhe khang thé. Theo cac phuong an nhét dinh,
cac gbe gin két khang nguyén co thé bao gdm ving hing dinh khang thé nhu con duoc
dinh nghfa trong ban mo ta va d3 biét trong linh vuc k§ thudt nay. Ving hing dinh chudi
ning hitu ich bao gbm isotyp béat ky ctia ndm isotyp: a, 3, €, v, hodc p. Vung hang dinh
chudi nhe hitu ich bao gdm isotyp bét ky trong hai isotyp: k va A.
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Trong ban md ta ndy, thudt nglr "chét xac dinh khang nguyén" la ddng nghia voi
"khang nguyén" va "epitop," va chi vi tri (vi du dai 1idn lidn ké ctia céc axit amin hodc cAu
trtic cAu hinh duoc tao thanh tr cac ving khac nhau cta cac axit amin khong 1ién k&) trén
dai phén tir polypeptit ma gbe gén két khang nguyén gin két vao d6, hinh thanh phirc gbe
gin két khang nguyén-khang nguyeén. Chét xac dinh khang nguyén hitu ich c6 thé dugc tim
thay, vi du, trén bé miit cia té bao khéi u, trén bé mit cua té bao bi nhiém khuén virut, trén
bé mit clia cac t& bao bi bénh khac, trén bé mit cia cac t& bao mién dich, tu do trong huyét
thanh, va/hodc trong chét dém ngoai bao (ECM). Céc protein dugc goi 1a cac khang nguyén
trong ban mo ta (vi du CD3) co thé 1a dang tu nhién bét ky, céc protein tr ngudn dong vat
c6 xuong sdng bét ky, bao gdm dong vat c6 vu nhu cac loai linh truong (vi du nguoi) va
cac loai gam nham (vi du chudt nhit va chudt céng), trix khi ¢6 quy dinh khac. Theo phuong
an cu thé, khang nguyén 1a protein & ngudi. Khi vién din dugc thuc hién cho protein dac
hiéu trong ban mo ta, thudt nglt nay bao gbm “chidu dai ddy du”, protein chua dugc xu ly
cling nhu dang protein bét ky ma tao ra tlr viéc xUr ly trong té bao. Thuét ngir nay con bao
gdm cac bién thé cua protein co trong tu nhién, vi du céc bién thé ndi hodc cac bién thé
alen. Protein ngudi 14y 1am vi du hitu ich d8 1am khang nguyén 1a CD3, cu thé 1a céu trac
siéu phan tir epsilon cua CD3 (xem UniProt s6 P07766 (phién ban 130), NCBI RefSeq s0
NP_000724.1, SEQ ID NO: 1 dbi véi trinh tu ngudi; hodc UniProt s6 Q95LIS5 (phién ban
49), NCBI GenBank s6 BAB71849,1, SEQID NO:2 61 vai trinh tu & khi dau cho [Macaca
fascicularis]). Theo cac phuong an nhét dinh, phén ti gin két khang nguyén dac hiéu kép
hoat hoa té bao T theo sdng ché gin Kkét v6i epitop cia CD3 hodc khang nguyén té bao dich

duoc bao toan giita CD3 hodc khéng nguyén t& bao dich tir cac loai khac.

~, N

Thuét nglr gin két dic hidu" c6 nghia 1a viéc gin két chon loc dbi v6i khang nguyén
va c6 thé dugc phan biét véi cac tuong tac khong mong mubdn hogc khong dic hiéu. Kha
ning cua gbe gin két khang nguyén dé gin Kkét voi chat xac dinh khang nguyén dic hiéu
c6 thd dwoc xéc dinh thong qua thir nghiém hp thu midn dich lién két enzym (ELISA)
hodc céc k¥ thuét khac quen thudc d6i v6i ngudi co trinh o trung binh trong linh vuc ky
thuat nay, vi du, k§ thudt cong hudng plasmon bé mit (SPR) (dugc phan tich trén dung cu
BlIAcore) (Liljeblad et al., Glyco J 17, 323-329 (2000)), va cac thir nghiém gin két truyén
théng (Heeley, Endocr Res 28, 217-229 (2002)). Theo mdt phuong an, mac do gin két clia
gde gén két khang nguyén vdi protein khong lién quan la nh6 hon khoang 10% mirc do gin

két cia gbc gin két khang nguyén véi khang nguyén nhu dugc xac dinh, chéng han, bang

-28-



39315

SPR. Theo cac phuong an nhét dinh, gdc gin két khang nguyén ma gin két v&i khang
nguyén, hodc phan tir gin két khang nguyén bao gdm gbc gin két khang nguyén nay, cO
hﬁngsophanly(KD)<1 pM, < 100 nM, <10nM, <1 nM, <0,1 nM, < 0,01 nM, hodc <
0,001 nM (vi du 10* M hozc nho hon, vi du tir 10°* M dén 101> M, chang han, tir 10- ‘M
dén 103 M).

“Ai lyc” dung d8 chi 46 bén cua tbng cong cac tuong tac khong phai cing hoa tri
gifta vi tri lién két don ctia phan t&r (Vi du, thu thé) va cap gin két ctia n6 (vi dy, phdi ti).
Trir khi c6 quy dinh khéc, nhu duge sir dung trong ban mo ta, “ai luc gin két” dé cap dén
4i lyc gin két bén trong ma phan anh tuong tac 1:1 giita cac thanh vién clia cdp gin két (vi
du, goc gan két khang nguyén va khang nguyén, hodc thu thé va phéi tir ctia n6). Ai lyc
cta phan tr X dbi véi cap Y cia no thong thuong ¢6 thé dugc thé hién bang hing s6 phan
ly (Kp), 1a ty 1€ gitta hing s phan ly va tbc dd két hop (Koft va Kon, mOt cach tuong Ung).
Nhu vay, cac ai lyc tuong duong c6 thé bao gom cac hing sb tdc dd khac nhau, mién 13 ty
1¢ gilta hing s6 tdc d6 van nhu vay. Ai lue ¢ thé duogc xac dinh bang cac phuong phap
duogc thiét 1ap t6t da biét trong linh vuc k¥ thudt nay, bao gdm céc phuong phap dugc md
ta & day. Phuong phap cu thé d@& do 4i luc 1a phuong phap cong huéng plasmon bé mit
(SPR).

“Gén két giam”, vi du gin két giam vdi thu thé Fc, chi giam v& 4i lyc ddi véi tuong
tac twong ing, nhur duge xac dinh vi du bang SPR. D4 1am rd hon, thuét ngft ndy con bao
gdm ca su giam 4i luc dén bang khong (hodc thip hon gidi han phat hién ctia phuong phap
phan tich), tirc 1a hity bo hoan toan tuong tac. Ngugc lai, “odn két tang” chi su tang &i luc

gin Kkét dbi véi su tuong tac twong ung.

“Khéang nguyén hoat héa t& bao T” nhu dugc sir dung trong ban md ta chi chét xac
dinh khang nguyén dugc biéu hién trén bé mit cua té bao lympho T, cu thé 12 té bao lympho
T gay doc té bao, c6 kha nang kich thich su hoat hoa t6 bao T khi twong tac v6i phan tir
gin két khang nguyén. Cu thé 13, twong tac clia phan tr gén két khang nguyén v6i khang
nguyén hoat hoa té bao T co thé kich thich sy hoat héa té bao T bang cach khéi phat tang
truyén tin hiéu cta phtrc chét thy thé t4 bao T. Theo mdt phuong an cu thé, khang nguyén
hoat hoa té bao T1a CD3, cu thé 13 cAu trac siéu phan ti epsilon ctia CD3 (xem UniProt )
P07766 (phién ban 130), NCBI RefSeq s6 NP_000724.1, SEQ ID NO: 1 dbi véi trinh tu
nguoi; hodc UniProt s6 Q95LI5 (phién ban 49), NCBI GenBank s6 BAB71849.1, SEQ ID
NO: 2 d@bi véi trinh tu ¢ khi dau cho6 [Macaca fascicularis]).
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“Hoat hoa t& bao T” nhu dugc st dung trong ban md ta chi mot hodc nhiéu dap tng
té bao cua té bao lympho T, cu thé 13 t& bao lympho T giy doc té bao, dugc chon tu: sy
tang sinh, sy bigt hoa, su tiét xytokin, giai phong phén tr tac dong gay doc té bao, hoat tinh
gay doc té bao, va su biéu hién cta gen danh d4u hoat héa. Céc phan ti gin két khang
nguyén dac hiéu kép hoat héa té bao T theo sang ché ¢6 kha nang kich thich sy hoat hoa té
bao T. Thir nghiém thich hop dé xac dinh sy hoat héa t& bao T 1a da biét trong linh vuc k¥

thuat nay dugc md ta ¢ day.

“Khang nguyén t& bao dich” nhu dugc st dung trong ban mo ta chi chét x4c dinh
khang nguyén dugc biéu hién trén bé miit cua té bao dich, vi du t& bao trong khéi u nhu té
bao ung thu hodc t6 bao cia md dém khdi u. Theo mot phuong 4n cu thé, khang nguyén té

bao dich 1a CD20, cu thé 1a CD20 & nguoi (xem UniProt s6 P11836).

Nhu duoc sit dung trong ban mo ta, thuat ngtt “thlr nhét”, “thr hai” hodc “tht ba”
lién quan dén phan ti Fab v.v., duoc str dung dé thuén loi cho viée phan biét khi co nhidu
hon mot trong mdi loai gc‘)c. Viéc sir dung cac thuat ngir nay khong duoc dy dinh dé taora
thir tu hodc hudéng cu thé ctia phan tir gin két khang nguyén dac hiéu keép hoat héa té bao

T trir khi dugce néu 10 rang.

«Phan tir Fab” chi protein gom c6 mién VH va CH1 ctia chudi nang (“chudi ning

Fab”) va mién VL va CL cla chudi nhe (“chudi nhe Fab”) clia globulin mién dich.

Thuét ngit “dugc dung hop” ¢6 nghia la cac thanh phﬁn (vi dy, phén ttr Fab va ciu
trac siéu phén tir ciia mién Fc) dugc lién két bang lién két peptit, truc tiép hodc thong qua

mot hodc nhiéu tac nhan lién két peptit.

Nhu duoc st dung trong ban mo ta, thuat ngir "chudi don" chi phan tir bao gdm
monome cua axit amin dugc lién két thing bang lién két peptit. Theo cac phuong 4n nhét
dinh, mot trong s cac gbe gin két khang nguyén 1a phan tir Fab chudi don, trc 1a phan ti
Fab trong do chudi nhe Fab va chudi ning Fab dugc ndi bang tac nhan lién két peptit aé
tao ra chudi peptit don. Theo phuong an cu thé nay, dau tan cung C cua chudi nhe Fab

dwogce ndi véi dAu tan cung N cua chudi ning Fab trong phéan tir Fab chudi don.

Thuat ngft phan ti Fab “lai chéo” (con goi 1a “Crossfab”) chi phan tir Fab trong d6
cac mién bién ddi cua chudi ning va chudi nhe Fab dugc trao dbi (tic 1a dugc thay thé 13n
nhau), tirc 12 phan tir Fab lai chéo bao gdbm chudi peptit gdm c6 mién bién dbi chudi nhe

VL va mién cd dinh chudi ning 1 CH1 (VL-CHI, theo chidu tir dau tan cuing N dén dau
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tan cung C), va chudi peptit gdm ¢6 mién bién dbi chudi ning VH va mién ¢b dinh chudi
nhe CL (VH-CL, theo chidu tir du tin cung N dén dau tan cung C). Dé 15 rang, trong phéin
tir Fab lai chéo trong d6 cac mién bién ddi ctia chudi nhe Fab va chudi ndng Fab dugc trao
i, chudi peptit bao gbm midn ¢b dinh chudi ngng 1 CH1 dugc dé cap dén trong ban mo

t4 1a “chudi ning” ctia phan tir Fab lai chéo.

Nguoc lai, thudt ngit phén tir Fab “thong thuong” chi phan tir Fab ¢ dang tu nhién
clia 16, tirc 1 bao gdbm chudi ning ¢dm c6 mién bién i va mién hing dinh chudi ning
(VH-CH1, theo chidu tir d4u tan cang N dén dau tan cung C), va chudi nhe gdm ¢ mién
bién dbi va mién hing dinh chudi nhe (VL-CL, theo chidu tir ddu tan cing N dén dau tan

cung C).

Thuat ngft “phan tir globulin mién dich” chi protein co cu trac cua khang thé c6
trong ty nhién. Vidy, globulin mién dich cua 16p IgG la glycoprotein heterotetrame khoang
150000 dalton, gdm c6 hai chudi nhe va hai chudi ning duoc lién két disulfua. Tlr dAu tan
cung N dén du tan cung C, mdi chudi nang co mién bién dbi (VH), con goi 1a mién ning
bién ddi hodc ving bién ddi chudi nang, tiép theo la ba mién ¢b dinh (CH1, CH2, va CH3),
con goi la vung hang dinh chudi nang. Tuwong tu 13, tr dau tan cung N dén dau tan cing C,
mdi chudi nhe co mién bién ddi (VL), con goi la mién nhe bién dbi hodc ving bién dbi
chudi nhe, tiép theo 1a mién nhe hing dinh (CL), con goi 1a vung hang dinh chudi nhe.
Chudi nang cia globulin mién dich co6 thé phén chia thanh mot trong nam loai, goi la o
(IgA), & (IgD), € (IgE), v (IgG), hodc p (IgM), mot sb loai con ¢ thé dugc chia nho thanh
Joai con, vi dy, y1 (IgG1), v2 1gG2), 13 (IgG3), v+ (IgGa), a1 (IgA1) va a2 (IgA,). Chudi nhe
cua globulin mién dich co6 thé dugc chia thanh mot trong hai loai, goi 1a kappa () va
lambda (1), dua trén trinh tu axit amin ctia mién ¢b dinh ctia n6. Globulin mién dich chu
yéu gbm c6 hai phén tir Fab va mién Fc, dugc lién két thong qua vung ban 18 globulin mién
dich nay.

Thuat nglt "khang thd" trong ban mod ta dugc su dung theo nghia rong nhét va bao
gbm cac cAu tric khang thé khac nhau, bao gbdm nhung khong gi6i han 0, khang thé don
dong, khang thé da dong, va cac manh khang th& mién 1a ching thé hién hoat tinh gén két
khang nguyén mong mudn.

"Manh khang thé" d& cap dén phan tir khac véi khang thé nguyén ven bao gbdm mot

phén cua khang thé nguyén ven gin két khang nguyén ma khang thé nguyén ven ndy gin
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Kkét. Cac vi du vé cac manh khang thé bao gdm nhung khong gi6i han 6 Fv, Fab, Fab', Fab’-
SH, F(ab")2, khang thé thé doi, khang thd mach thing, phén ti globulin mién dich chudi
don (vi du, scFv), va khang thé mién don. Bé c6 thé xem xét vé& mot s6 manh khang thé
nhét dinh, xem Hudson et al., Nat Med 9, 129-134 (2003). D& c6 thé xem xét vé cac manh
scFv, vi du xem: Pliickthun, trong tai liéu: The Pharmacology of Monoclonal Antibodies,

vol. 113, Rosenburg and Moore eds., Springer-Verlag, New York, trang 269-315 (1994);
ddng thoi xem: WO 93/16185; va Patent My s6 5,571,894 va 5,587,458. P& ban luan vé
cac manh Fab va F(ab'), chira gbc epitop gin két thu thé hd tro gin két cac gbc epitop va
¢6 chu ky ban hiy in vivo tang, xem patent My s 5,869,046. Khang thé thé doi 1a cac
manh khang thé c6 hai diém gin két khang nguyén ¢ thé ¢6 hoa tri hai hodc déc higu kép.

Xem, vi du, EP 404,097; WO 1993/01161; Hudson et al., Nat Med 9, 129-134 (2003); va
Hollinger et al., Proc Natl Acad Sci USA 90, 6444-6448 (1993). Khang thé thé ba va khang
thé thé bdn ciing dugc md ta trong Hudson et al., Nat Med 9, 129-134 (2003). Khéang thé
mién don 13 cdc manh khang thé bao gdm tAt ca hodc mot phan cia mién bién dbi chudi
nang hodc tAt ca hodc mot phén ciia mién bién doi chudi nhe cta globulin mién dich. Theo
cac phuong an nhét dinh, khang thé mién don 12 khang thé midn don cua ngudi (Domantis,
Inc., Waltham, MA; vi du xem: Patent My s 6,248,516 B1). Cac manh khang thé c6 thé
dugc thuc hién bang céac ky thuat khac nhau, bao gdm nhung khong giéi han 6 k¥ thuat
phan huy protein phan giai cia khang thé nguyén ven ciing nhu sy san sinh boi té bao vt
chit t4i t& hop (vi du E. coli hogc dai thuc bao), nhu duwoc md ta & déy.

~,0 N

Thuét ngit mién gin két khang nguyén" chi phan khang thé bao gdbm ving ma gén
két dic hiéu véi va bd sung vao mot phan hogc tit ca khang nguyeén. Mién gin két khang
nguyén ¢ thé dugc thuc hién bang, vi du, mot hodc nhidu mién bién d6i khang thé (con
goi 1a vung bién ddi khang thé). Cu thé 13, mién gin két khang nguyén bao gdm mién bién

dbi chudi nhe khéng thé (VL) va midn bién dbi chudi ndng khéng thé (VH).

Thuét nglt “vung bién ddi” hodc “midn bién ddi” d& cap dén mién chudi ning va
chudi nhe khang thé lién quan dén viéc gin két khang thé v6i khang nguyén. Cac mién
bién dbi ctia chudi ning va chudi nhe (VH va VL, mét cach twong tng) cuia khang thé tu
nhién thudng co cac cAu trac tuong tu, voi mdi mién bao gdm bdn ving khung lam viéc
(FR) dugc bao toan va ba vung si€u bién (HVR). Xem, ching han, Kindt et al., Kuby
Immunology, 6 ed., W.H. Freeman and Co., trang 91 (2007). Mién VH ho#c VL don ¢
thé du d8 mang lai d3c tinh gén két khang nguyén.
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Thuét ngit “vung si€u bién” hodc “HVR”, nhu dugc st dung trong ban mo ta, dé
cap dén mdi vung cia mién bién dbi khang thé sidu bién vé trinh ty va/hodc tao ra vong
duoc xac dinh vé mit cdu trac (“vong siéu bién”). Nhin chung, khang thé bén chudi tu
nhién bao gdm sdu HVR; ba trong VH (H1, H2, H3), va ba trong VL (L1,L2,L3). HVR
thuong chira cac gdc axit amin tir vong sidu bién va/hodc tir ving xac dinh bd thé (CDR),
HVR chira gbc axit amin tir ving xac dinh b thé c6 dd bién ddi trinh ty cao nhit va/hodc
lién quan dén su nhan dién khang nguyén. Ngoai trir CDR1 trong VH, CDR thuong chira
cac gdc axit amin tao ra vong siéu bién. Vung siéu bién (HVR) ciing duoc @2 cap dén 1a
“yung xac dinh b thd” (CDR), va cac thuat ngit nay dugc st dung thay thé cho nhau trong
ban mo ta lién quan dén cac phan cua ving bién ddi tao ra ving gin két khang nguyén.
Vung cu thé nay dugc md ta trong Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological
Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991)
va trong Chothia et al., J Mol Biol 196:901-917 (1987), ¢ d6 cac dinh nghia bao gbm sy
chdng khép hodc tap hop con clia gde axit amin khi so sanh vé6i nhau. Tuy nhién, viéc ap
dung dinh nghiia ndy d¢ chi CDR ctia khang thé hodic cac bién thé ctia n6 dugce du dinh nim
trong pham vi ctia thuat ngit nhu duge dinh nghia va dugc su dung trong ban mo ta. Cac
gbc axit amin thich hop bao gobm CDR nhu dugc dinh nghia bdi mdi tai liéu tham khao
trong sb céc tai liéu duge trich d3n & trén dugc néu dudi day trong Bang 1 8 so sanh. S6
luong chinh xéc céac gbc bao gdm CDR cu thé sé& thay d6i phu thudc vao trinh tu va kich
thudc ciia CDR. Nguoi co trinh do trung binh trong linh vuc ¢6 thé dé dang xac dinh gbe
nao bao gém CDR cu thé tao ra vang bién dbi trinh tu axit amin cta khang thé. Céc trinh

tuy CDR néu trong ban mo ta thuong theo dinh nghia Kabat.

Bang 1. Dinh nghia CDR'

CDR Kabat Chothia AbM?
Vu CDRI1 31-35 26-32 26-35
Vu CDR2 50-65 52-58 50-58
Vu CDR3 95-102 95-102 95-102
Vi CDR1 24-34 26-32 24-34
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V1L CDR2 ‘ 50-56 \ 50-52 50-56

Vi CDR3 89-97 91-96 89-97

|

lviéc danh 56 tat ca cac dinh nghia CDR trong Bang 1 12 theo cong udc

d4nh s6 néu trong Kabat et al. (xem dudi day).

2 ABM" ¢6 chit cai in thuong “b” nhw dugc st dung trong Bang 1 dé
cap dén CDR nhu duge dinh nghia trong phan mém tao mo hinh khang thé
"AbM" cta phén tir Oxford.

Kabat et al. ciing dinh nghia hé danh s cho trinh ty vung bién ddi 4p dung duoc
vao khang thé bét ky. Nguoi c6 trinh 6 trung binh trong linh vuc k¥ thudt nay co thé chi
dinh ro rang hé "danh sé theo Kabat" ndy cho trinh ty ving bién dbi bét ky, ma khong dua
trén dit liéu thir nghiém ngoai ban than trinh tu nay. Nhu dugc str dung trong ban md ta két
hop v6i trinh tur vung bién ddi, viéc "danh sb theo Kabat" dé cap dén hé danh sb néu trong
Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (199 1). Tru khi co quy dinh khéc, cac
tai liéu tham khéo viéc danh sd vi tri gbc axit amin cy thé trong vung bién ddi khang thé

theo hé danh sb theo Kabat.

Nhu dugce st dung trong ban mo ta, vi tri axit amin cua tit ca cac vung va mién ¢b
dinh cta chudi ning va chudi nhe dugc danh s6 theo hé danh 6 theo Kabat duge md ta
trong Kabat, et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th ed., Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991) va duogc dé cap dén 1a “danh
sb theo hé théng d4nh sb Kabat” hodc “danh sé theo Kabat” trong ban mo ta. Cu thé 13, hé
danh sb theo Kabat (xem trang 647-660 cta tai liéu Kabat, et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5th ed., Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, MD (1991)) dugc st dung cho midn cb dinh chui nhe CL ctia isotyp kappa va
lambda va hé danh s theo chi s6 danh <6 Kabat BU (xem trang 661-723) dugc sir dung
cho mién cb dinh chudi nang (CHI, ban 1, CH2 va CH3), con duoc 1am 10 hon trong ban
mo ta bang cach dé cap dén “danh sb theo hé théng danh s6 EU Kabat” trong truong hop
nay.

Trinh tu polypeptit cua danh muc trinh ty khong dugc d4nh sb theo hé danh s theo

Kabat. Tuy nhién, ciing dugc biét ro boi ngudi co trinh do trung binh trong linh vuc k¥
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thuét nay d8 bién d6i viéc danh sb ctia cac trinh tu ctia danh muc trinh ty sang danh sb theo
Kabat.

"Khung lam viéc" hodc "FR" dé cap dén cac gbc midn bién ddi khac voi gbe ving
siéu bién (HVR). FR ctia mién bién doi thuong gdm 6 bén mién FR: FR1, FR2, FR3, va
FR4. Do @6, trinh ty HVR va FR thuong c6 trong trinh tu sau trong VH (hodc VL): FRI1-
| HI(L1)-FR2-H2(L2)-FR3-H3(L3)-FR4.

“Lép” khang thé hodc globulin mién dich d& cdp dén loai mién ¢ dinh hodc ving
hing dinh dugc s& hitu boi chudi ning ctia né. C6 nam 16p khang thé chinh: IgA, IgD, IgE,
IgG, va IgM, va mot vai 16p trong céac 16p nay co th& con duogc chia thanh cac phan 16p
(isotyp), chéng han, IgG1, IgGa, 1gGs, IgGs, IgA1, vaIgAa. Mién cb dinh chudi ndng tuong
ting v6i céc 16p globulin mién dich khac nhau dugc goi la a, 8, €, Y, va y, mot cach tuong
ung.

Thuét ngit “mién Fc” hodc “vung Fe” trong ban md ta dugc st dung dé xéac dinh
ving dau tan cung C cia chudi ning globulin mién dich ma chira it nhit mot phan ving
hing dinh. Thuét ngit bao gbm vung Fe trinh ty tu nhién va viung Fc dot bién. Mic du ranh
gi6i cua vung Fc cua chudi ning IgG c6 thé thay ddi nhe, vang Fc chu01 ning IgG ngudi
thuong duge xac dinh 12 kéo dai tir Cys226, hodc tir Pro230, dén ddu tan cung carboxyl
cia chudi nang. Tuy nhién, cac khang thé dugc san sinh boi té bao vat chu co thé trai qua
qua trinh phan tach sau dich ma ctia mot hodc nhiéu, cu thé 1a mot hodc hai, axit amin tr
dau tan cung C cula chudi ning. Do d6 khang thé duoc san sinh boi t& bao vat chii bang
cach biéu hién phén tir axit nucleic dic hiéu ma hoa chudi ning do dai day du co thé bao
gdm chudi ning d dai day da nay, hodc nd co thé bao gdm bién thé duoc phén tach cla
chudi ning 46 dai dly da ndy (& ddy con dugc goila “chudi ning bién thé dugc phan tach”).
Diéu nay ¢ thé 1a truong hop trong d6 hai axit amin dau tan cung C cudi ciing cua chudi
niing 1a glyxin (G446) va lysin (K447, danh sé theo hé théng danh sé EU Kabat). Do do,
lysin dAu tin ciing C (Lys447), hodc glyxin (Gly446) va lysin (K447) dAu tan cung C, cia
vung Fec ¢o thé hodc khong thé c6 mat. Trinh tu axit amin cua chudi ning bao gém mién
Fc (hodc cu trc siéu phén tir clia midn Fe nhu duge xac dinh trong ban md ta) dugce biéu
thi & day khong co dipeptit glyxin-lysin dau tan cung C néu khong duge chi ra khac. Theo
mot phuong én cla sang ché, chudi nang bao gdm cAu trac siéu phén tir cta mién Fc nhu
duogc cu thé héa trong ban mo ta, bao gdm phan tir gén két khang nguyén déc hiéu kép hoat

hoéa té bao T theo sang ché, bao gdm dipeptit glyxin-lysin d4u tan cung C bd sung (G446
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va K447, danh s6 theo chi s& EU cua Kabat). Theo mot phuong 4n cua sang ché, chudi
nang bao gbdm cAu trac siéu phén tir cia mién Fe nhu duoc cu thé hoa trong ban md ta, bao
gdm phan tir gin két khang nguyén déc hiéu kép hoat hoa té bao T theo séng ché, bao gdbm
g glyxin dAu tan cung C bd sung (G446, danh s6 theo chi sb EU cta Kabat). Dugc phim
theo sang ché, nhu dugc phém duoc md ta ¢ day, bao gém qué‘m’ thé cac phan tir ga‘m két
khang nguyén ddc higu kép hoat hoa t bao T theo sang ché. Quan thé phan tir gén két
khang nguyén dic hiéu kep hoat hoa té bao T ¢6 thé bao gdm phén tir ¢6 chudi ning do dai
dy dii va phén tir c6 chudi ning bién thé dugc phan tach. Quan thé cac phan t gin két
khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T ¢o thé gdm c6 hdn hop cla cac phan tir co
chudi ning do dai diy dt va phén ti c6 chudi nang bién thé duoc phan tach, trong do it
nhét 50%, it nhat 60%, it nhat 70%, it hit 80% hodic it nhAt 90% phén tir gin két khing
nguyén ddc hiéu keép hoat hoa t6 bao T c6 chudi ning bién thé dugc phan tach. Theo mot
phuong an cla sang ché, dugc phim chura quin thé cac phéan tir gén két khang nguyén dac
hiéu kép hoat hoa té bao T theo sang ché bao gdm phan tir gin két khang nguyén déc hicu
kép hoat hoa t& bao T bao gdm chudi ning bao gdm cAu tric siéu phén tir cua mién Fc nhu
dugc cu thé hoa trong ban mo ta voi dipeptit glyxin-lysin déu tan cung C bd sung (G446
va K447, danh sé theo chi s& EU cta Kabat). Theo mot phuong 4n cua sing ché, duogc
phim chira quin thé cac phan tir gin két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T theo
séng ché bao gdbm phan tir gin két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa t& bao T bao gém
chudi ning bao gbm cAu trac siéu phén tir cua mién Fc nhu duge cu thé hoa trong ban md
ta v6i gbe glyxin dau tan cung C bd sung (G446, danh s6 theo chi sb EU cua Kabat). Theo
mot phuong 4n cla sang ché, dugc phim nay chira quéin thé cac phan tir gén két khang
nguyén dic higu kép hoat hoéa té bao T gdm c6 cac phan tir bao gdm chudi ning bao gbm
cAu trac siéu phan tir cuia mién Fc nhu dugc cu thé hoa trong ban md ta; phén tir bao gébm
chudi ning bao gbm cAu trac siéu phén tir cla mién Fc nhu duge cu thé hoa trong ban md
ta c6 gbe glyxin dau tan cung C bd sung (G446, danh sé theo chi s& EU cua Kabat); va
phén tir bao gdm chudi ning bao gdm cu trac siéu phén tir cua mién Fc nhu dugc cu thé
héa trong ban mo ta c6 dipeptit glyxin-lysin diu tan cing C bd sung (G446 va K447, danh
s6 theo chi sb EU cta Kabat). Tru khi c6 quy dinh khéc trong ban md ta, viéc danh s céc
gbc axit amin trong vung Fc hoac vung hang dinh la theo hé d4nh sb theo chi s6 EU, con
goi 1a chi sé6 EU, nhu dugc mo ta trong Kabat et al., Sequences of Proteins of

Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health,
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Bethesda, MD, 1991 (ddng thoi xem: & trén). “CAu trac siéu phan ti” cla mién Fc nhu
duoc stir dung trong ban mo ta & cap dén mot trong hai polypeptit tao ra mién Fc dime, tirc
1a polypeptit bao gdm ving hing dinh dau tan cung C cua chudi ning globulin mién dich,
c6 kha nang tu két hop 6n dinh. Vi dy, chu trtc siéu phén tir ciia mién Fc cua IgG bao gdm

mién ¢b dinh IgG CH2 va IgG CH3.

«Cai bién thic diy su két hop cla cAu trtc siéu phan ti thir nhét va thtt hai ciia mién
Fc” 1a thao tac thi cong ciia mach chinh peptit hodc cai bién sau dich mi cia chu tric siéu
phén tir cia midn Fc ma lam giam hodc ngén chan su két hop cta polypeptit bao gbm chu
trac siéu phén tir cua mién Fc véi polypeptit giéng hét dé tao ra homodime. Cai bién thiic
dly su két hop nhu dugc st dung trong ban md ta cu thé bao gbm céc cai bién tach dugc
tao ra cho mdi mot trong hai cAu trac siéu phan tir cia mién Fc dugc mong mudn két hop
(tac 1a chu trac siéu phén tir thu nhét va thi hai cta mién Fc), trong d6 cac cai bién nay bd
sung cho nhau sao cho dé thuc day su két hop cua hai cAu trac siéu phén tr cla mién Fe.
Vi duy, cai bién thuc diy su két hop c6 thé 1am thay d8i céu tric hodc dién tich cia mot
hoic ca hai cAu trac siéu phén tir cuia mién Fc sao cho dé tao ra su két hop thuén tién vé
mat khong gian hodc tinh dién cua ching, mot cach trong tng. Nhu vay, su (hetero)dime
hoa xay ra gifta cac polypeptit bao gdm cu tric siéu phén tir cua mién Fc thr nhat va
polypeptit bao gdm cAu trac siéu phén tur clia mién Fc tht hai, ¢6 thé khong gidng nhau
theo y nghia 1 cac thanh phan khac dugc dung hop voi mdi ciu tric siéu phan tir (vi du
gbe gin két khang nguyén) 1a khong gidng nhau. Theo mot s6 phuong én, cai bién thiic
day su két hop bao gdm dot bién axit amin trong mién Fe, cu thé 1a thay thé axit amin.
Theo mot phuong an cy thé, cai bién thuc day su két hop bao gbm dot bién axit amin riéng

r&, cu thé 12 thay the axit amin, trong mdi mot trong hai cau truc siéu phan tu cia mién Fc.

Thuét ngit “chic ning tac dong” @& cap dén céc hoat tinh sinh hoc ¢ thé quy cho
vung Fc ciia khang thé, thay d6i véi isotyp khang thé. Céc vi du vé chirc ning tac dong clia
khéng thé bao gdm: kha nang gin két Clq va tinh gy doc té bao phu thudc vao b thé
(CDC), kha néang gin két thu thé Fc, tinh gy ddc té bao qua trung gian té bao phuy thudc
vao khang thé (ADCC), tinh thyc bao cla t& bao phu thudc vao khang thé (ADCP), kha
nang tiét xytokin, kha nang hép thu cia khdng nguyén qua trung gian phuc chit mién dich
bang té bao trinh dién khang nguyen, diéu hoa giam céc thu thé bé mat té bao (vi du thu
thé té bao B), va hoat hoa té bao B.
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Nhu dugc sit dung trong ban mo ta, thuat ngit “vice thiét ké di truyén, dugc thiét ké
di truyén, thiét ké di truyén”, dugc coi 1a bao gbm thao tac thu cong bét ky ctia mach chinh
peptit hodc céc cai bién sau dich ma ctia polypeptit co trong tur nhién hoc tai t6 hop hodc
manh cta n6. Viéc thiét k& di truyén bao gom cAc cAl bién cta trinh ty axit amin, cua mo
hinh glycosyl hoa, hodc ctia nhom chudi bén cta timg axit amin, cling nhu td hop cua céac

phuong phap nay.

Thuat ngit “dot bién axit amin” nhu dugc st dung trong ban mo ta c6 nghia la bao
gdm bién thé thay thé, 1am khuyét, cai xen, va cdc cai bién axit amin. Sy két hop bat ky
cta bién thé thay thé, 1am khuyet xen vao, va cai bién c6 thé duoc thyuc hién dé dat duge
chu tric cudi cung, voi didu kién ciu tric cudi cing nay c6 cac dac tinh mong mudn, ching
han, kha ning gén két v6i thy thé Fe giam, hodc kha nang két hop v6i mot peptit khéc tang.
Bién thé 1am khuyét va xen vao trinh tu axit amin bao gom bién thé 1am khuyét va xen vao
dAu tn cuing amin va/hodc dAu tan cliing carboxy cla cac axit amin. C4c dot bién axit amin
cu thé 14 thay thé axit amin. Nham muc dich 1am thay ddi, vi dy, déc tinh gin két clia ving
Fc, thay thé axit amin khong bao toan, tic la thay thé mot axit amin bang mot axit amin
khac co céc tinh chét cAu trac va/hogc tinh chit hoa hoc khac nhau, dugc uu tién dac biet.
Thay thé axit amin bao gbm sy thay thé bang cac axit amin khong ¢c6 trong ty nhién hodc
bang cac d3n xuét axit amin c6 trong ty nhién ctia hai muoi axit amin tiéu chuén (vi du 4-
hydroxyprolin, 3-metylhistidin, ornithin, homoserin, 5-hydroxylysin). Dot bién axit amin
¢6 thé duoc thyc hién bang cach st dung phuong phép di truyén hodc phuong phap hoa
hoc da duoc biét r5 trong linh vuc k¥ thuét nay. Phuong phap di truyén c6 thé bao gom dot
bién dinh huéng diém, PCR, tbng hop gen va tuong tu. Duogc bao gdm la phuong phap lam
thay d6i nhom chudi bén clia axit amin bing céc phuong phap khac v6i phuong phap thiét
ké di truyén, nhu cai bién hoa hoc, cling c6 th& hitu ich. Cac ky hiéu khac nhau c6 thé duge
str dung trong ban mo ta dé chi cing mot dot bién axit amin. Vi dy, thay thé tir prolin & vi
tri 329 ciia mién Fc thanh glyxin ¢0 thé duoc chi ra 1a 329G, G329, G329, P329G, hodc
Pro329Gly.

Nhu duge sir dung trong ban md ta, thuat ngit "polypeptit" dé cap dén phan tir gbm
6 monome (axit amin) dugc lién két thang bang lién két amit (con duge biét 12 lién két
peptit). Thuét ngit "polypeptit" & cap dén chudi bat ky cua hai hodc nhiéu axit amin, va
khong dung dé chi dd dai cu th& cia san phim. Nhu vay, peptit, dipeptit, tripeptit,

oligopeptit, "protein,” "chudi axit amin," hodc thuét nglt bét ky khac duge st dung dé chi
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chudi cta hai hodc nhidu axit amin, dugc bao gdm trong dinh nghia vé "polypeptit," va
thuat ngit "polypeptit" co thé dugc stir dung thay cho, hodc thay thé cho nhau vdi thuat ngir
bét ky trong s6 cac thuat ngtt nay. Thudt ngit "polypeptit" cling dugc du dinh dung dé chi
san phdm cua cai bién sau biéu hién cua polypeptit, bao gbm khong gi6i han glycosyl hoa,
axetyl hoa, phosphoryl héa, amit hoa, d3n xuét bang nhém bao vé/nhém phong bé da biét,
phan tach protein phan giai, hodc cai bién boi cac axit amin khong c6 trong tr nhién.
Polypeptit ¢ thé thu dugc tir ngudn sinh hoc tw nhién hodc dugc san xuét bang cong nghé
tai td hop, nhung khong cAn thiét dugc dich ma tir trinh tu axit nucleic dugc ky hiéu. N6
6 thé duoc thuc hién theo cach bét ky, bao gbm bang cach tbng hop hoa hoc. Polypeptit
theo sang ché ¢6 thé co kich thudce khoang 3 axit amin hogc nhiéu hon, 5 hogc nhiéu hon,
10 hoac nhiéu hon, 20 hodc nhiéu hon, 25 hodc nhiéu hon, 50 hodc nhiéu hon, 75 hodc
nhiéu hon, 100 hodc nhiéu hon, 200 hodc nhiéu hon, 500 hodc nhiéu hon, 1000 hodc nhiéu
hon, hodc 2000 hodc nhiéu hon. Polypeptit ¢6 thé 6 chu tric ba chiéu duoc xac dinh, mdc
du chung khong cin c6 chu trac nhu vay. Polypeptit 6 chu tric ba chiéu duge xac dinh
duoc dé cap dén 1a duogc gap, va polypeptit khong c6 cAu trac ba chidu dugc x4c dinh, thay
vao d6 c6 thé chip nhan mot sb lugng 16n cac céu dang khéc nhau, va dugc dé cap dén 1a

khong dugc gap.

Thuét ngit polypeptit "dugc phan 14p" hodc bién thé, hoic dan xuat ctia né duge dy
dinh 14 polypeptit Khong ¢6 trong mdi trudng ty nhién cua né. Khong yéu cau muc do tinh
ché cu thé nao. Vi du, polypeptit dugc phan 1ap co thé duoc loai bd khoi mdi truong tir
nhién hodc thién nhién cta no. Polypeptit va protein dugc san xuit tai tb hop duoc bidu
hién trong t& bao vat chu dugc coi la duge phén 1ap nhim muc dich cia sang ché, dudi
dang polypeptit ty nhién hodc polypeptit tai td hop dugce tach, cét phan doan, hodc dugc
tinh ché mot phan hodc hiu hét bang k¥ thuét thich hop bét ky.

“Phén tram (%) ddng nhét trinh tu axit amin" d6i v6i trinh tu polypeptit tham khao
duoc dinh nghia la phan tram goc axit amin trong trinh ty dy phong gidng hét véi céc gbe
axit amin trong trinh ty polypeptit tham khéo, sau khi sap xép trinh tu va dua cac khoang
trbng vao, néu cin, dé dat duoc phan trdm ddng nhét trinh tu t8i da va khong coi thay thé
bao toan bt ky 12 mt phan ctia do ddng nhét trinh ty. Viéc sap xép nham muc dich x4c
dinh phén tram dong nhét trinh ty axit amin ¢0 thé dat duoc theo cac cach khac nhau thudc
k§ ning trong linh vue k§ thuat nay, vi du, st dung phan mém may tinh co san da dugc
cong b6 nhu BLAST, BLAST-2, ALIGN hodc phan mém Megalign (DNASTAR). Ngudi
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¢6 trinh do trung binh trong linh vuc ¢6 thé x4c dinh cac thong s thich hop dé sép xép
trinh ty, bao gbm thuat todn bét ky can dé dat dugc su sap xép t6i da trén d0 dai ddy du cia
trinh tu duge so sanh. Tuy nhién, nhim muc dich trong ban mo ta, gia tri % dong nhét trinh
tu axit amin dugc tao ra bang cach st dung chuong trinh mdy tinh so sanh trinh tu ALIGN-
2. Chuong trinh may tinh so sanh trinh tu ALIGN-2 dugc tao ra bdi Genentech, Inc., va
mi nguon dugc luu triv bang viéc luu trit tai liéu nguoi st dung & Cuc Ban quyén MY,
Washington D.C., 20559, dugc dang ky trong dang ky ban quyén My s6 TXU510087.
Chuong trinh ALIGN-2 dugc cong bd san ctia Genentech, Inc., South San Francisco,
California, hodc ¢ thé duoc viét lai tir ma ngudn. Chuong trinh ALIGN-2 nén dugc viét
lai dé st dung trén hé van hanh UNIX, bao gdm UNIX s6 V4.0D. Tt ca thong s6 so sanh
trinh tu duoc thiét 14p bdi chuong trinh ALIGN-2 va khong thay ddi. Trong céc tinh hubng
ma ALIGN-2 dugc st dung d8 so sanh trinh tu axit amin, % dong nhat trinh tu axit amin
cha trinh tu axit amin A cho trude dbi véi, voi, hodc dua vao trinh tu axit amin B cho trudc
(co thé dugc ndi theo cach khac 13 trinh ty axit amin A cho trude co hodc bao gém % déng
nhét trinh ty axit amin nhét dinh dbi voi, véi, hodc dua trén trinh ty axit amin B cho trude)

duoc tinh nhu sau:
100 1an doan X/Y

trong d6 X 1a s6 luong gbc axit amin dugc ghi diém 1a céc cap giéng hét boi chuong trinh
sap xép trinh tw ALIGN-2 trong qua trinh sap xép ctia A va B ctia chuong trinh, va trong
d6 Y 1a téng sb lugng gdc axit amin trong B. Sé& hidu dugc rang khi do dai cua trinh tu axit
amin A khong bang véi do dai cua trinh tur axit amin B, % dong nhét trinh tu axit amin cla
A d6i voi B khong bing % ddng nhat trinh ty axit amin cua B dbi v6i A. Trx khi c6 quy
dinh cu thé khac, tit ca gia tri % dong nhét trinh ty axit amin dugc st dung trong ban mo
t4 thu dugc nhu duge md ta trong doan md ta ngay trudc bang cach sir dung chuong trinh

may tinh ALIGN-2.

Thuét ngft "polynucleotit" chi phén tr hodc chu trac axit nucleic duge phan 18p, vi
du ARN thong tin (mARN), ARN ngudn gbe virut, hodc ADN plasmit (pADN).
Polynucleotit co thé bao gdm lién két phosphodieste thong thuong hodc lién két khong
thong thuong (vi du lién két amit, nhu dugc tim thy trong peptit axit nucleic (PNA). Thuat
ngit "phén tu axit nucleic" chi mot hodc nhidu doan axit nucleic bét ky, vi du cac manh

ADN hoic ARN, co trong polynucleotit.
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Thut ngit phan tir axit nucleic "dugc phan 1ap" hodc polynucleotit dugc du dinh
chi phan tir axit nucleic, ADN hoic ARN ma da duoc loai bo khoi moi truong tu nhién cua
né. Vi dy, polynucleotit tai t5 hop ma hoa polypeptit dugc chira trong vecto dugc coi la
dugc phan 1ap nham muc dich cta sang ché. Céc vi du khac vé polynucleotit dugc phan
1ap bao gdm cac polynucleotit tai t6 hop duge duy tri trong té bao vat chu khac loai hodc
polynucleotit dugc tinh ché (mdt phan hodc hau hét) trong dung dich. Polynucleotit dugc
phén 1ap bao gbém phén tr polynucleotit dugc chira trong t& bao thuong chua phén tur
polynucleotit, nhung phan tr polynucleotitnay co mat ngoai nhiém séc thé hodc & vi tri
nhiém séc thé khac véi vi tri nhidm séc thé tu nhién cta né. Phan t ARN dugc phén l4p
bao gdbm thé phién ma ARN in vivo hodc in vitro theo sang ché, cling nhu dang chudi duong
va am, va dang chudi doi. Céc polynucleotit hodc axit nucleic duge phén 18p theo sang ché
con bao gdm phén tir nhu vay dugce san xuit theo phuong phap tbng hop. Ngoai ra,
polynucleotit hodc axit nucleic c6 thé 1a hodc co thé bao gom thanh phan diéu hoa nhu gen

khoi dAu, vi tri gin két ribosom, hodc gen két thuc phién ma.

Thuét ngit axit nucleic hodc polynucleotit c6 trinh tu nucleotit “dong nh4t” it nhét
13, vi du, 95% véi trinh tu nucleotit tham khao theo sang ché, dugce du dinh 1a trinh tu
nucleotit ciia polynucleotit gidng hét voi trinh tu tham khéo ngoai trir viéc trinh tu
polynucleotit ¢o thé bao gom lén dén nam dot bién diém trong mdi 100 nucleotit cta trinh
tu nucleotit tham khao. Noi cach khac, dé dat duge polynucleotit co trinh tu nucleotit tuong
ddng it nhét 95% véi trinh tw nucleotit tham khao, 1én dén 5% nucleotit trong trinh tu tham
khao c6 thé dugc 1am khuyét hodc dugc thay thé bé‘mg mét nucleotit khac, hodc mot s6
nucleotit 1én dén 5% tong s& nucleotit trong trinh tu tham khao ¢co6 thé duoc xen vao trinh
ty tham khao. Cac thay dbi nay cua trinh tu tham khao 6 thé xuit hién & vi tri tén cung 5’
hojc 3’ cua trinh ty nucleotit tham khao hodc & vi tri bét ky gifta cac vi trf tan cung nay,
duoc dit rai rac riéng 1€ gilta cac gdc trong trinh ty tham khao ho#c trong mot hodc nhiéu
nhém lién k& trong trinh ty tham khao. Pé lam dbi tugng thuc tién, xem liéu trinh tu
polynucleotit cu thé bat ky c6 d tuong d6ng trinh tu it nhét 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% hogc 99% Vi trinh tu nucleotit theo sang ché ¢6 thé duoc xac dinh theo cach
thong thuong béng cach sir dung cac chuong trinh may tinh da biét, nhu cac chuong trinh

dugc mo ta & trén dbi véi polypeptit (vi du, ALIGN-2).

Thuat ngit "cat-xét bidu hién" chi polynucleotit dugc tao ra bang céach tai td hop

hozc téng hop, véi mot loat thanh phén axit nucleic dugc cu thé héa ma cho phép su phién
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mi cia axit nucleic cu thé trong té bao dich. Cat-xét bidu hién tai t6 hop 6 thd duoc két
hop vao plasmit, nhidm séc thé, ADN ty thé, ADN plastit, virut, hoic manh axit nucleic.
Thong thuong, phan cat-xét bidu hién tai td hop cua vecto bidu hién bao gdm, trong s céc
trinh tu khac, trinh tu axit nucleic cin duoc phién ma va gen khdi dau. Theo cac phuong
4n nhét dinh, cat-xét biéu hién theo sang ché bao gdm trinh tu polynucleotit ma hoa cac

phan tu géan két khéng nguyén dic hi¢u kép theo sang ché hodic cac manh ctia no.

Thuat ngft “vecto” hodc "vecto bidu hién" ddng nghia voi "cAu trac biéu hién" va
& cap dén phan tt ADN dugc st dung dé dua vao va dinh hudng su biéu hién cua gen dic
hiéu ma n6 dugc lién két didu khién dugce trong té bao dich. Thuat ngit bao gdm vecto dudi
dang cAu tric axit nucleic ty sao chép ciing nhu vecto két hop vao hé gen cla té bao vat
chtt ma né duge dua vao. Vecto biéu hién theo sang ché bao gom cét-xét biéu hién. Vecto
bidu hién cho phép su phién ma cia mét luong 16n mARN dn dinh. Ngay khi vecto biéu
hién & bén trong té bao dich, phén tir axit ribonucleic hodc protein dugc mé hoa bing gen
dugc san sinh bang co ché phién ma té bao va/hodc dich ma t8 bao. Theo mdt phuong an,
vecto biéu hién theo sang ché bao gdm cat-xét biéu hién ma bao gbm trinh tur polynucleotit
ma hda cac phan tu gin két khang nguyén dac hiéu kép theo sang ché hodc cdc manh cua

4

no.

Thudt nglt "té bao vat chi", "dong té bao vat chy," va "mdi truong nudi ciy té bao
vat chi" dugce st dung thay thé cho nhau va dung 3 chi té bao ma axit nucleic ngoai sinh
dugc dua vao, bao gbm thé hé con cla té bao nay. Té bao vt chi bao gdm "thé bién nap"
va "té bao dugc bién nap," bao gdm té bao dugc bién nap so chp va thé hé con thu dugc tir
d6 ma khong quan tam dén sb 1an cly chuyén. Thé hé con ¢6 thé khong hoan toan gidng
hét vé ham luong axit nucleic @i véi té bao gbc, nhung c6 thé chira cac dot bién. Thé hé
con ddt bién c6 cung chirc néng hoic hoat tinh sinh hoc nhu duge sang loc hodc chon loc
trong té bao dugc bién nap ban dau dugc bao gbm trong ban mo ta. Té bao vat chi 1a loai
hé té bao bat ky c6 thé dugc st dung dé tao ra cac phén tit gin két khang nguyén ddc hiéu
kép theo sang ché. Té bao vat chi bao gdm cac té bao da dugc nudi cdy, vi du céac té bao
ddng vat co v dugc nudi cay, nhu té bao CHO, té bao BHK, & bao NSO, té bao SP2/0, té
baoutiy YO, té bao u tiy chudt nhét P3X63, té bao PER, té bao PER.C6 hodc té bao lai,
t& bao nAm men, t& bao con trung, va t& bao thuc vat, dé goi tén chi mot sb té bao, ma con
ca té bao dugc bao gdm & dong vt chuyén gen, thuc vat chuyén gen hodc thyc vat duogc

nudi cdy hodc md dong vat.
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“Thy thé Fe hoat hoa” 1a thy thé Fe ma ghn két sau d6 bsi mién Fe cua khang thé
tao ra céc tin hi€u kich thich té bao mang thy thé thyc hién chirc néng tac dong. Thu thé Fc
hoat hoa ngudi bao gdm FeyRIIla (CD16a), FcyRI (CD64), FcyRlla (CD32), va FcaRI
(CD89).

Tinh gay doc té bao qua trung gian té bao phu thudc vao khang thé (ADCC) 1a co
ché mién dich din dén sy phan giai té bao dich dugc phu khang thé bang té bao mién dich
tac dong. Té bao dich 12 té bao ma khing thé hodc cac dan xuét ctia ching bao gbm ving
Fc gén két dic hiéu, thuong thong qua phan protein tlr d4u tan cang N dén vung Fc. Nhu
duoc st dung trong ban mo ta, thuat ngit “ADCC giam” duge dinh nghia la sy giam sb
lugng t4 bao dich dugc phan giai trong thoi gian dd dinh, ¢ ndng dd khang thé da dinh
trong moi trudng Xung quanh té bao dich, bang co ché ctia ADCC duoc dinh nghia & trén,
va/hodc su tdng ndng d cua khang thé trong moi trudng xung quanh té bao dich, dugc yéu
ciu dé dat dugc su phan giai cua sb luong t& bao dich da dinh trong thoi gian da dinh, b%lng
o ché cia ADCC. Su giam ADCC lién quan dén ADCC qua trung gian cung mot khang
thé dugc san sinh bang cung loai t& bao vat chi, st dung céc phuong phéap san xuét, tinh
ché, phéi tron va bao quan tidu chudn giéng nhau (ma da dugc nguoi o trinh d6 trung binh
trong linh vuc biét r5), nhung chua dugc thiét ké di truyén. Vi du su gidm ADCC qua trung
gian khang thé bao gdm trong mién Fe ciia n6 phan thé axit amin ma lam giam ADCC, lién
quan dén ADCC qua trung gian cung mot axit amin khong ¢6 thay thé axit amin ndy trong
mién Fc. Thir nghiém thich hop d8 xac dinh ADCC la da dugc biét o trong linh vuc k¥
thuat nay (vi du xem: cong bd don sang ché quoc t& s6 WO 2006/082515 hodc cong bb
don sang ché qudc té s6 WO 2012/130831).

“Luong hiru hidu” ctia mdt chét dugc dung d& chi Twong cAn thiét dé 1am bién a6i

sinh ly trong té bao hodc md ma nd du.’Gc dung.

"Luong cho tdc dung diéu tri bénh" clia mot chét, vi du, duoc phim, ding dé chi
luong hitu hiéu, & lidu lugng va trong cac giai doan can thiét, dé dat duoc két qua diéu tri
ho#ic phong ngura bénh mong mudn. Luong cho tac dung diéu tri bénh cua mot chét vi du,

loai bd, 1am giam, 1am cham, t6i thiéu hoa hodc ngin chdn cdc tac dung phu cia bénh.

“C4 thé” hodc “dbi tugng” 12 dong vat c6 vit. Dong vat ¢ vi bao gdm, nhung khong

gi6i han ¢, dong vat thuan héa (vi du, bo, clru, méo, cho, va ngua), dong vét linh trudéng
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(vi dy, ngudi va dong vat linh truéng khong phai ngudi nhu khi), thd, va loai gdm nhim

(vi dy, chudt nhit va chudt cbng). Diic biét 13, cd thé hoge d6i tuong nay 1a nguoi.

Thuét nglt "dugc phim" ding d8 chi ché phdm & dang dé cho phép hoat tinh sinh
hoc cua thanh phan hoat tinh chtra trong d6 hitu hiéu, va khong chira thanh phan bd sung

gy doc khong chép nhan dugc cho d6i twgng ma s& dung dugc phim nay.

“Chét mang dugc dung” dung @2 chi thanh phan trong dugc phim, khéc v6i thanh
phé‘m hoat tinh, khong ddc d6i voi dbi tugng. ChAt mang dugc dung bao gdm, nhung khong

giéi han G, chit dém, ta dugc, chat on dinh, hodc chat bao quan.

Nhu dugc sir dung trong ban md ta, “sy diéu tri” (va céc bién thé v& ngit phap cla
né nhu “diéu tri” hodc “viéc diéu tri”) ding d8 chi su can thigp 14m sang nham muc dich
Jam thay doi tién trinh ty nhién cta bénh & ca thé dugc diéu tri, va co thé dugc tién hanh
dé phong ngira hodc trong tién trinh bénh hoc 1am sang. Cac tac dung diéu tri bénh mong

mudn bao gébm, nhung khong giGi han ¢, ngan chidn su xuét hién hozc ti phat ctia bénh,
1am diu cac triéu ching, lam giam hiu qué gay bénh truc tiép hogc gidn tiép bat ky cua
bénh, ngéﬁ chan di can, 1am giam tdc dd tién trién bénh, cai thién hodc giam nhe tinh trang
bénh, va thuyén gidm hodc céi thién su tién luong bénh. Theo mot sé phuong 4n, khang
thé theo sang ché duoc st dung dé tri hodn sy phat tridn ctia bénh hodc lam cham su tién

trién cia bénh.

Thuat ngft “td roi trong bao g6i” dugce st dung 3 chi cac chi din thudng dugc bao
gém trong c4c bao goi dung san pham didu tri bénh ban trén thi truong, chira thong tin vé
chi dinh, cach st dung, lidu luong, cach dung, liéu phép két hop, chdng chi dinh va/hodc

canh béo lién quan dén viéc st dung cac san phém diéu tri bénh nay.
M5 ta chi tiét cac phwong an

Sang ché @& xuit phan tir gén két khang nguyén dic hiéu kép hoat héa t€ bao T cb
cac tinh chét uu tién dé ap dung diéu tri bénh, cu thé 12 c6 kha nang san xudt cai thién (vi
du d6i voi 4o tinh khiét, hidu suit). Thay thé axit amin trong phan tir Fab bao gdm céc phan
tr gén két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T theo sang ché dic biét hitu hiéu
trong viéc 1am giam su ghép cdp sai cia chudi nhe voi chudi nang khong bt cap (san phim
phu loai Bence-J ones), ¢ thd xuit hién trong qua trinh san xuét phan tir gin két khang
nguyén hai/nhiéu dic hiéu dya trén Fab co sy trao ddi VH/VL trong mot (hodc nhiéu, trong

truong hop céc phén tir bao gdbm nhidu hon hai phéan tir Fab ma gin két khang nguyén) cua

-44-



39315

cac nhanh gin két ctia chung (ddng thoi xem: don sang ché quoc té s6 PCT/EP2015/057165,

dac biét 12 cac vi du trong do, duoc dua toan b vao day bang cach vién dan).

Theo khia canh d4u tién, sang ché @ xuit phan tir gin két khang nguyén ddc hi¢u

kép hoat hoa t& bao T bao gom:
(a) phan tir Fab tht nhét gén két dic hidu véi khang nguyén tht nhét

(b) phén tir Fab thu hai gén két dic hidu voi khang nguyén thir hai, va trong d6 cac

mién bién dbi VL va VH cta chudi nhe Fab va chudi ning Fab duoc thay thé 1an nhau,

trong d6 khang nguyén thir nhét 12 khang nguyén hoat hoa té bao T va khang nguyén
thir hai 13 khang nguyén t& bao dich, hodc khang nguyén thlr nhét 13 khang nguyén té bao
dich va khang nguyén thi hai 1a khang nguyén hoat hoa té bao T; va

trong do:

i) trong mién ¢b dinh CL cta phan tir Fab thar nhét trong a) axit amin & vi tri
124 dugc thay thé bang axit amin tich dién duong (danh s theo hé thong
danh sb Kabat), va trong do trong mién cb dinh CHI cta phan tir Fab thr
nhét trong a) axit amin & vi tri 147 hodc axit amin & vi tri 213 dugc thay thé

bing axit amin tich dién 4m (danh s6 theo hé théng danh s6 EU Kabat); hodc

ii) trong mién ¢b dinh CL ctia phén tir Fab thi hai trong b) axit amin & vi tri 124
dugc thay thé bing axit amin tich dién duong (danh s theo hé théng danh sd
Kabat), va trong do trong mién ¢b dinh CH1 ctia phén tu Fab thi hai trong b)
axit amin & vi tri 147 hodc axit amin & vi tri 213 duoc thay thé bang axit amin

tich dién Am (dénh s theo h¢ théng danh s EU Kabat).

Theo sang ché, phan tir gin két khang nguyén dac hi¢u kép hoat hoa té bao T khong
bao gbdm ca hai cai bién dugc néu trong i) va ii). Mién ¢b dinh CL va CH1 ctia phan t Fab

thir hai khong duoc thay thé 14n nhau (tuc l1a van khong dugc trao do1)

Theo mdt phuong an vé phén tr gin két khang nguyén déc higu kép hoat hoa té bao
T theo sang ché, trong mién ¢b dinh CL ctia phén tir Fab th@ nhét trong a) axit amin & vi
trf 124 dugo thay thé doc 1ap bang lysin (K), arginin (R) hodc histidin (H) (dénh sb theo hé
théng déanh s6 Kabat) (theo mdt phuong an duoc vu tién doc 1ap bang lysin (K) hodc arginin
(R)), va trong mién cb dinh CH1 ctia phén tu Fab tht nhét trong a) axit amin & vi tri 147
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hodc axit amin & vi tri 213 dugc thay thé doc 1ap béng axit glutamic (E), hodc axit aspartic

(D) (dénh s theo hé thong danh s6 EU Kabat).

Theo mdt phuong an khac, trong mién cb dinh CL cta phan tir Fab thir nhét trong

a) axit amin & vi tri 124 dugc thay thé doc lap bang lysin (K), arginin (R) hogc histidin (H)
(danh 36 theo hé théng danh s6 Kabat), va trong mién cb dinh CHI cua phan tir Fab thir
nhét trong a) axit amin & vi tri 147 duogc thay thé doc 1ap bang axit glutamic (E), hodc axit

aspartic (D) (danh s6 theo hé théng danh s6 EU Kabat).

Theo mot phuong an cu thé, trong mién cb dinh CL cta phan ti Fab thir nhét trong
a) axit amin & vi tri 124 dugc thay thé doc 1ap bang lysin (K), arginin (R) hodc histidin (H)
(danh sb theo hé thdng dénh sb Kabat) (theo mdt phuwong an dugc uu tién doc 1ap bang
lysin (K) hogc arginin (R)) va axit amin & vi tri 123 dugc thay thé doc lap bang lysin (K),
arginin (R) hodc histidin (H) (danh s6 theo hé thong danh s6 Kabat) (theo mdt phuong an
dugc uu tién doc 1ap bang lysin (K) hodc arginin (R)), va trong mién ¢d dinh CH1 cua phén
tir Fab thit nhét trong a) axit amin ¢ vi tri 147 duoc thay thé ddc 1ap bang axit glutamic (E),
hodc axit aspartic (D) (déanh s6 theo hé théng danh s6 EU Kabat) va axit amin & vi tri 213
duogc thay thé doc lap bang axit glutamic (E), hodc axit aspartic (D) (danh s6 theo hé théng
danh sb EU Kabat).

Theo mdt phuong an cu thé hon, trong mién ¢ dinh CL cua phan tir Fab thir nhét
trong a) axit amin & vi tri 124 dugc thay thé bang lysin (K) (danh s6 theo hé théng danh sd
Kabat) va axit amin & vi tri 123 dugc thay thé bang lysin (K) hodc arginin (R) (danh sd
theo hé thong danh sb Kabat), va trong mién c¢b dinh CH1 cua phén tir Fab tht nhét trong
a) axit amin & vi tri 147 dugc thay thé bang axit glutamic (E) (danh s6 theo hé thdng danh
s6 EU Kabat) v axit amin & vi tri 213 dugc thay thé bang axit glutamic (E) (danh sb theo
hé théng danh s6 EU Kabat).

Theo phuong an cu thé hon, trong mién ¢b dinh CL ctia phén tir Fab th nhit trong
a) axit amin & vi tri 124 duogc thay thé bang lysin (K) (danh s theo hé thong danh s6 Kabat)
va axit amin & vi tri 123 dugc thay thé bing arginin (R) (danh s6 theo hé thdng danh s&
Kabat), va trong mién c¢b dinh CHI ctia phan ti Fab tha nhit trong a) axit amin & vi tri 147
dugc thay thé bang axit glutamic (E) (danh s6 theo hé théng danh s6 EU Kabat) va axit
amin & vi tri 213 dugc thay thé bang axit glutamic (E) (danh s6 theo hé thong danh s6 EU

Kabat).
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Theo cac phuong an cu thé, mién ¢ dinh CL ctia phén tir Fab thir nhét trong a) 1a

loai isotyp kappa.

Theo cach khac, sy thay thé axit amin theo cac phuong an & trén ¢ thé dugc thuc
hién trong mién ¢b dinh CL va midn c¢b dinh CHI cua phan t Fab thir hai trong b) thay vi
trong mién ¢b dinh CL va mién ¢b dinh CH1 cua phén tt Fab thtr nhét trong a). Theo cac
phuong 4n dic biét nhu vay, mién c¢b dinh CL cta phén t& Fab thir hai trong b) la loai
isotyp kappa.

Phan tir gin két khang nguyén dac higu kép hoat hoéa té bao T theo sang ché c6 thé
con bao gdbm phén tir Fab thr ba ma gin két dic hiéu v6i khang nguyén thir nhét. Theo cac
phuong an cu th8, phéan ti Fab thir ba néu trén gidng hét voi phan tir Fab tht nhét trong a).
Trong cac phuong én nay, sy thay thé axit amin theo cac phuong 4n & trén s€ duogc thuc
hién trong mién ¢b dinh CL va mién cb dinh CH1 ctia mdi phan tir trong s6 phan tir Fab
th nhat va phan ti Fab tht ba. Theo céch khéc, su thay thé axit amin theo cdc phuong an
& trén c6 thé dugc thuc hién trong mién ¢b dinh CL va mién c¢b dinh CHI1 cta phan tir Fab
thi hai trong b), nhung khong dugc thuc hién trong mién cb dinh CL va mién ¢b dinh CH1
clia phén tit Fab thtr nhat va phan tir Fab tht ba.

Theo cac phuong an cu thé, phan tir gin két khang nguyén dic hi¢u kép hoat hoa té
bao T theo sang ché con bao gdm mién Fc bao gdbm cAu trac siéu phén ti thi nhét va thir
hai c6 kha nang lién két on dinh.

Kiéu phan tir gén két khang nguyén dac hi¢u kép hoat hoa té bao T

Céc thanh phin cta phén tir gin két khang nguyén dac hi¢u kép hoat hoa té bao T
¢6 thé dugc dung hgp voi nhau trong cac cAu hinh khéc nhau. Cac c4u hinh 14y 1am vi du
dwoc thé hién trén Fig.1.

Theo cac phuong an cu thé, phan tr gin két khang nguyén dic hi¢u kép hoat hoa té
bao T bao gdm mién Fc bao gdbm cAu trac siéu phéan tr thir nhét va thi hai ¢6 kha nang lién
két 6n dinh.

Theo mot sb phuong an, phén it Fab thir hai dugc dung hop & dau tan cung C clia
chudi ning Fab véi d4u tn cung N cla chu trac siéu phan tir tha nhét hodc thir hai cua

mién Fc.
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Theo mdt phuong 4n nay, phan t& Fab thir nht dugc dung hop 6 d4u tan cung C
ciia chudi ning Fab véi dau tan cing N ctia chu®i ning Fab cta phan ti Fab thir hai. Theo
mdt phuong an cu thé nay, phan tit gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa té bao T
chi yéu gbm ¢6 phan t& Fab tht nhat va thir hai, mién Fc bao gdm chu trac siéu phan tu
thit nhit va thir hai, va tiry y mdt hodc nhiéu tac nhén lién két peptit, trong d6 phan tir Fab
thtr nhat duge dung hop & dau tan cung C cla chudi ning Fab voi dau tan cung N clia chudi
ning Fab ciia phén t Fab thit hai, va phén tr Fab thir hai duogc dung hop ¢ d4u tan cing C
ctia chudi ning Fab voi dau tan cing N cta cAu trac siéu phan tir thir nhét hodc thi hai cua
mién Fe. Cu hinh ndy dugc mo ta so luoc trén cac hinh vé& Fig. 1G va IK. Tuy ¥, chudi
nhe Fab ctia phan tir Fab thir nhat va chudi nhe Fab cta phan tir Fab thir hai con ¢o thé

duge dung hop véi nhau.

Theo mdt phuong 4n khac nira, phén tr Fab tha nhét dugc dung hop O du tan cung
C cta chudi ning Fab v6i dau tan cung N cua cAu truc siéu phén tt thit nhat hodc thir hai
ciia midén Fe. Theo mdt phuong an cu thé nay, phén tl gin két khang nguyén dic hiéu kép
hoat hoa t& bao T chi yéu gdm c6 phén tir Fab thir nhit va thu hai, mién Fc bao gdm chu
tric siéu phén ti thir nhét va thit hai, va ty y mot hoac nhiéu tac nhan lién két peptit, trong
d6 phan tir Fab tha nhét va thir hai mdi phén ti duge dung hop ¢ dau tan cung C cua chudi

nang Fab véi dAu tan cung N clia mot trong cac chu tric siéu phén tir cia mién Fc. Ciu
hinh nay dugc mo ta so lugc trén c4c hinh vé Fig.1A va 1D. Phan tir Fab thir nhét va thi
hai c6 thé dugc dung hop voi mién Fe truc tiép hodc thong qua tac nhan lién két peptit.
Theo mot phuong an cu thé, mdi phén tir Fab thi nhét va tht hai duge dung hop v6i mién
Fc thong qua vung ban 18 globulin mién dich. Theo mot phuong 4n cu thé, ving ban 18
globulin mién dich nay 13 ving ban 18 1gG1 nguoi, cu thé 13 khi mién Fc 1a mién Fc cla
I1gGa.

Theo céc phuong an khac, phan tir Fab th nhét dugce dung hop & dau tan cung C
ctia chubi ning Fab voi dau tan cung N cua cAu trac siéu phan ti thir nhét hodc thir hai cta
mién Fe.

Theo mot phuong an nay, phan tir Fab thir hai dugc dung hop & dau tan cing C cta
chudi ning Fab véi dAu tan cung N cua chudi ning Fab clia phén t¢r Fab th@ nhat. Theo
mdt phuong an cu thé nay, phéan t gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa té bao T

chu yéu gbm c6 phan tir Fab thir nhét va thi hai, mlen Fc bao gdbm cAu trac siéu phén tr

thit nhit va thir hai, va tiry y mot hoic nhiéu tac nhan lién két peptit, trong do phan tir Fab
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thtr hai dugc dung hop & dau tan cing C cua chudi ning Fab véi dAu tan cing N cla chudi
ning Fab cta phén ti Fab thir nhét, va phan ti Fab tht nhét duoc dung hop & d4u tan cung
C ctia chudi ning Fab voi dau tan cing N cua cAu trac siéu phén it thir nhét hodc thr hai
ctia mién Fe. CAu hinh nay dugc md ta so lugc trén cac hinh vé Fig.1H va 1L. Tuy ¥, chudi
nhe Fab ctia phan tir Fab thir nhit va chudi nhe Fab ctia phan tir Fab thlr hai con c6 thé

duogc dung hop véi nhau.

Phan tr Fab c6 thé duoc dung hop véi mién Fc ho#c vGi nhau truc tiép hodc thong
qua tac nhén lién két peptit, bao gbm mdt hodc nhidu axit amin, thuong khoang 2-20 axit
amin. T4c nhan lién két peptit 12 da biét trong linh vyc k¥ thudt nay va dugc md ta ¢ day.
Thich hop 13, tac nhan lién két peptit khong sinh mién dich bao gdm, vi dy, tc nhén lién
két peptit (GaS), (SG)n, (G4S)a hodc Ga(SGa)n. “n” thudng 1a s& nguyén tr 1 dén 10,
thuong tir 2 dn 4. Theo mdt phuong an, tic nhén lién két peptit nay co chidu dai it nhat 1a
5 axit amin, theo mdt phuong an, chidu dai 1a 5 @n 100, theo mot phuong an khac tir 10
dén 50 axit amin. Theo mot phuong an, tac nhan lién két peptit ndy 12 (GxS). hodc
(GxS)nGm v0Oi G=glyxin, S=serin, va (x=3, n= 3, 4, 5 hodc 6, va m=0, 1, 2 hodc 3) hodc
(x=4,n=2, 3, 4 hodc 5 vam= 0, 1, 2 hodc 3), theo mot phuong 4n x=4 va n=2 hodc 3, theo
mdt phuong an khac x=4 va n=2. Theo mdt phuong 4n, tic nhan lién két peptit nay 1a
(G4S)2. Tac nhén lién két peptit ddc biét thich hop dé dung hop chudi nhe Fab ctia phén ti
Fab tha nhat va thir hai v6i nhau 1a (GaS). T4c nhan lién két peptit 14y 1am vi du thich hop
42 ndi chudi nang Fab cua manh Fab thu nhét va thtr hai bao gdm trinh tu (D)-(G4S)2 (SEQ
ID NO 11 va 12). Ngoai ra, tic nhén lién két c6 thé bao gom (mot phan cua) vung ban 18
globulin mién dich. Cu thé 1a khi phan t&r Fab dugc dung hop v6i dau tan cung N cua céu
trac siéu phén tr cua mién Fc, né ¢6 thé duoc dung hop théng qua vung béan 18 globulin

midn dich hodc mdt phan cla nd, c6 hodc khong co tac nhan lién két peptit bo sung.

Phan tir gin két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T ¢6 gbc gin két khang
nguyén don 1é (nhu phan tir Fab) c6 khéa nang gin két dic hidu véi khang nguyén té bao
dich (vi du nhu dugc thé hién trén Fig.1A, D, G, H, K, L) 1a hitu ich, cu thé 13 trong trudng
hop su tiép nhan khang nguyén t& bao dich dugc mong doi sau khi gin két gbe gin két
khang nguyén ai Iuc cao. Trong céc truong hop nhu véy, sy c6 mat cia nhidu hon mt goe
gin két khang nguyén dic hiéu v6i khang nguyén t& bao dich co thé ting cudng su tiép

nhén khang nguyén té bao dich, tr 6 1am giam kha ndng cua no.
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Tuy nhién, trong nhidu truong hop khac, thuan loi 1a c6 phén tu gin két khang
nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T bao gdm hai hodc nhidu gbc gin két khang nguyén
(nhu phan tir Fab) ddc hiéu véi khang nguyén té bao dich (xem cac Vi du dugc thé hién
trén Fig.1B, 1C, 1E, 1F, 11, 17, IM hoic IN), vi du d8 t6i wu hoa viéc hudong dich dén vi
tri dich hodc cho phép lién két ngang cac khang nguyén té bao dich.

Do d6, theo cac phuong an cu thé, phan ttr gin két khang nguyén dac hiéu kép hoat
héa té bao T theo sang ché con bao gdm phén tir Fab thir ba ma gin két dac hiéu voi khang
nguyén thu nhéit. Khang nguyén thit nhét tdt hon 12 khang nguyén té bao dich. Theo mot
phuong an, phén tir Fab thit ba 12 phan tir Fab thong thuong. Theo mdt phuong an, phén tir
Fab thtt ba gidng hét vi phén tr Fab thir nht (tirc 1 phén ti Fab thtr nhét va thir ba bao
gbm trinh ty axit amin cta chudi nang va chudi nhe giéng nhau va c6 cung céch sip xép
cac mién (tie 13 thong thuong hodc lai chéo)). Theo mdt phuong an cu thé, phan ti Fab
thtr hai gin két dac hidu v6i khang nguyén hoat hoa té bao T, cu thé 1a CD3, va phan tir
Fab tht nhét va thi ba gin két dac hiéu voi khang nguyén té bao dich.

Theo cac phuong an thay thé, phan tir gén két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa

té bao T theo sang ché con bao gdm phan tir Fab thir ba ma gin két dac hiéu véi khang
nguyén thir hai. Trong cac phuong 4n nay, khang nguyén thir hai tot hon 1a khang nguyén
t6 bao dich. Theo mot phuong 4n ny, phan t&t Fab thit ba 1 phan tir Fab lai chéo (phan tu
Fab trong do cac mién bién ddi VH va VL cta chudi nang va chudi nhe Fab duogc trao
dbi/dugc thay thé 13n nhau). Theo mot phuong an nay, phan t Fab thir ba ¢6 do tuong
ddng vé6i phan tir Fab thir hai (tirc 14 phan tir Fab thir hai va thir ba bao gém trinh tu axit
amin cua chudi ndng va chudi nhe giéng nhau va c6 cung cach sip xép cac mién (tic 12
thong thudng hodc lai chéo)). Theo mdt phuong an nay, phan tir Fab thu nhét gin két dic
hiéu v6i khang nguyén hoat hoa té bao T, cu thé 1a CD3, va phén tur Fab thir hai va thir ba

gin két dic hiéu vé6i khang nguyén té bao dich.

Theo mdt phwong an, phan tr Fab thir ba dugc dung hop & d4u tan cung C cua chudi

ning Fab voi dau tan cung N cuia cu trac siéu phan tir thir nhét ho#c thir hai cua mién Fe.

Theo modt phuong an cu th8, phan tir Fab thr hai va thtr ba mdi phan tir duge dung
hop ¢ dau tan cung C cua chudi ning Fab voi dAu tan cing N cta mot trong cac chu trac
siéu phén tir cia mién Fc, va phan tir Fab tht nhéit duoc dung hop & dau tan cung C cua

chudi ning Fab voi dau tan cung N cua chudi ning Fab ctia phan tu Fab thir hai. Theo mdt
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phuong an cu thé nay, phan tur gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoéa té bao T chi
yéu gbm c6 phan tir Fab thir nhét, thtr hai va th ba, mién Fc bao gdm cAu tric siéu phén
tir th@ nhat va tha hai, va tiy y mot hodc nhidu tac nhan lien két peptit, trong d6 phén tr
Fab thir nhét duge dung hop & d4u tan cung C cla chudi ning Fab véi d4u tan cung N cla
chudi ning Fab cta phén tir Fab thir hai, va phén tir Fab thir hai dugc dung hgp & déu tan
cung C cua chudi ning Fab véi d4u tan cung N cua cAu tric siéu phén tir thir nhét cia mién
Fc, va trong d6 phan tir Fab thit ba dugc dung hop & dau tan cing C cua chudi ning Fab
v6i dau tan cang N cua cAu truc siéu phan tir thir hai cua mién Fe. Ciu hinh nay dugc mo
t4 so lwoc trén Fig.1B va 1E (céc phuong an cu thé, trong d6 phén tir Fab tht ba la phén tu
Fab thong thuong va tét hon 1a trong ddng v6i phan tir Fab thit nht), va Fig. 11 va 1M (cdc
phuong 4n thay thé, trong d6 phan tir Fab thir ba 13 phén ti Fab lai chéo va tdt hon 13 tuong
ddng véi phan tir Fab thir hai). Phan t Fab tht hai va th ba c6 thé dugc dung hop voi
mién Fc truc tiép hodc thong qua tac nhan lién két peptit. Theo mot phuong an cu thé, mdi
phan ti Fab thir hai va tht ba dugce dung hop voi mién Fc théng qua vung ban 18 globulin
mién dich. Theo mt phuong an cu thé, ving ban 18 globulin mién dich nay 1a viing ban 18
IgG1 nguoi, cu thé trong d6 mién Fc 1a mién Fe cua IgGi. Tuy ¥, chudi nhe Fab cuia phan
tir Fab thir nhit va chudi nhe Fab cua phan tir Fab tht hai con c6 thé duge dung hop voi

nhau.

Theo mot phuong én khac nira, mdi phan tir Fab thir nhét va thi ba dugc dung hop
& dau tan cung C cla chudi ning Fab véi dAu tan cing N cua mdt trong cac cAu tric siéu
phén tir cia mién Fc, va phan tir Fab tht hai duoc dung hop & dau tan cung C cua chudi
ning Fab voi dAu tan cung N cua chudi nang Fab cua phan tir Fab thit nhit. Theo mot
phuong an cu thé nay, phan tir gin két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T chu
yéu gdm c6 phan ti Fab thi nhét, thir hai va tht ba, mién Fc bao gdbm cAu tric siéu phan
tir thir nhét va tho hai, va tay y mot hodc nhidu tac nhan lién két peptit, trong d6 phan tu
Fab tht hai dugc dung hop ¢ dau tan cung C cla chudi ning Fab véi dau tan cung N cua
chudi ning Fab cta phén tir Fab thir nhét, va phan tir Fab thir nhét dugc dung hop & dau
tan cung C cia chudi ning Fab véi dAu tan cung N cua chu trac siéu phan tir thu nhét clia
mién Fe, va trong d6 phan tir Fab th ba dugc dung hop & d4u tan cung C cla chudi ning
Fab véi dau tan cang N cua cAu trac siéu phan tir thit hai cua mién Fe. CAu hinh nay duoc
md ta so lwoc trén Fig.1C va Fig.1F (cac phuong an cu thé, trong d6 phén tir Fab thir ba la
phan tir Fab thong thuong va tot hon 1a twong dbng v6i phan tir Fab thi nhét) va trén Fig.1J
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va IN (c4c phuong an thay thé, trong d6 phén tir Fab thir ba 1a phan tir Fab lai chéo va tbt
hon 1a tuong ddng véi phén tir Fab thlr hai). Phan tir Fab tht nhét va tht ba c6 thé dugc
dung hop véi mién Fe truc tiép hodc thong qua tac nhan lién két peptit. Theo mdt phuong

n cu thé, mdi phan ti Fab thi nhét va thit ba dugc dung hop voi mién Fc thong qua ving
bén 18 globulin mién dich. Theo mot phuong an cu thé, ving ban 18 globulin mién dich nay
13 viing ban 18 IgG1 nguoi, cu thé trong d6 midn Fc 1a mién Fc cua IgGi. Tuy ¥, chudi nhe
Fab ctia phén tir Fab tht nhét va chudi nhe Fab ctia phan tir Fab tha hai con c6 thé dugce
dung hop v6i nhau.

Trong cac cAu hinh cua phén tu gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat héa té bao
T trong d6 phén tir Fab dugc dung hgp 6 dau tan cung C cua chudi ning Fab voi dau tan
cung N cua mdi mot trong cac cAu trac siéu phén tir cua mién Fc thong qua ving ban 18
globulin mién dich, hai phan t Fab, cac ving ban 18 va mién Fc chu yéu tao ra phan tr
globulin mién dich. Theo mdt phuong an cu thé, phan tir globulin mién dich 12 globulin
mién dich 16p IgG. Theo phuong 4n cu thé hon, phén t globulin mién dich 1a phén tu
globulin mién dich phan 16p IgGi. Theo mot phuong an khac nita, globulin mién dich nay
1a globulin mi2n dich phan 16p IgGs. Theo phuong 4n cu thé khéc, globulin mién dich ndy
14 globulin mién dich ngudi. Theo céc phuong 4an khac, globulin mién dich nay 1a globulin

mién dich kham hodc globulin mién dich dugc nhén hoa.

Trong mdt s6 phan tir gin két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T theo
sang ché, chudi nhe Fab ciia phén tir Fab thir nhét va chudi nhe Fab cta phan tir Fab thir
hai duge dung hop véi nhau, tiry y thong qua lién két peptit. Phu thudc vao céu hinh cua
phan tir Fab tht nhét va thi hai, chudi nhe Fab cta phan tir Fab thtr nhét c6 thé dugc dung
hop 6 dAu tan cung C cta nd dén du tan cung N cua chudi nhe Fab ctia phan tir Fab thir
hai, hodc chudi nhe Fab cta phan tr Fab tha hai ¢o thé dugc dung hop ¢ dau tan cung C
clia n6 dén dau tan cung N cla chudi nhe Fab ctia phan tir Fab thir nhét. Viéc dung hop cta
chudi nhe Fab ciia phén tir Fab thir nhét va thir hai con 1am giam sy ghép cdp sai cia chudi
nang va chudi nhe Fab khong duoc bét cip, va con lam giam sb lugng plasmit can dé bidu
hién mot sb phan tir gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa té bao T theo sang ché.

Theo cac phuong én nhét dinh, phan tir gin két khang nguyén déc hiéu kép hoat hoa
té bao T theo sang ché bao gdbm polypeptit trong d6 vung bién ddi chudi nhe Fab ctia phan

t& Fab thir hai c¢6 chung lién két peptit dAu tan cing carboxy voi vung hang dinh chudi

ning Fab cua phén tir Fab thir hai (ttrc 12 phén tir Fab thi hai bao gébm chudi ning Fab lai
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chéo, trong d6 vung bién @bi chudi ning duge thay thé bang ving bién dbi chudi nhe), 1an
luot ¢ chung lién két peptit dAu tn cung carboxy voi cAu trc siéu phén tir cia mién Fc
(VL@2)-CH1p)-CH2- -CH3(-CH4)), va polypeptit trong d6 chudi nang Fab cua phén tir Fab
thir nhat c6 chung lién két peptit diu tin cung carboxy vdi cAu truc siéu phan tir cia mién
Fe (VHu)-CH1()-CH2- -CH3(-CH4)). Theo mot s6 phuong 4n, phan t gin két khang
nguyén dac hiéu kép hoat hoa té bao T con bao gdm polypeptit trong dé vung bién ddi
chudi nang Fab cta phén tir Fab thir hai c6 chung lién két peptit d4u tan cung carboxy voi
vung hang dinh chudi nhe Fab ctia phan ti Fab thtr hai (VH@)-CL@) va polypeptit chudi
nhe Fab cua phén tu Fab th@ nhit (VL@-CL()). Theo céc phuong an nhét dinh, cac
polypeptit dugc lién két ddng hoa tri, chéng han, bang lién két disulfua.

Theo mdt sb phuong an, phan tlr gin két khang nguyén ddc hi¢u kép hoat hoa té bao

T bao gdbm polypeptit trong do vung bién dbi chudi nhe Fab cua phén ti Fab th{ hai ¢
chung lién két peptit dAu tan cing carboxy v6i vung hang dinh chudi ning Fab cia phan
tir Fab thi hai (tirc 13 phén tir Fab thi hai bao gdm chudi ning Fab lai chéo, trong dé vung
bién ddi chudi nang dugc thay thé bang ving bién ddi chudi nhe), 14n luot c6 chung lién
két peptit du tn cung carboxy voi chudi ning Fab cta phan tir Fab thir nhét, 1an lugt co
chung lién két peptit dau tan cung carboxy voi cAu tric siéu phan tir cua mién Fc (VL@)-
CH1q)-VHq)-CH1(1)-CH2- -CH3(-CH4)). Theo céc phuong an khéc, phan tu gin két khang
nguyén ddc hiéu kép hoat hoa t& bao T bao gdm polypeptit trong d6 chudi ning Fab ctua
phan ti Fab tht nhét c6 chung lién két peptit du tan cing carboxy vdi viung bién dbi chudi
nhe Fab ctia phan tir Fab thi hai 14n luot ¢6 chung lién két peptit dAu tAn cling carboxy v6i
vung hang dinh chudi nang Fab cta phén tir Fab thtr hai (trc 12 phén ti Fab tha hai bao
gbm chudi ning Fab lai chéo, trong dé vung bién ddi chudi ning dugc thay thé bang ving
bién ddi chudi nhe), 14n luot c6 chung lién két peptit dAu tan cling carboxy voi cAu tric

siéu phan tir ciia mién Fe (VHq-CH11)-VL)-CH1-CH2-CH3(-CH4)).

Theo mot sb phuong an trong cac phuong 4n nay, phan tir gén két khang nguyén
d3c hiéu kép hoat hoa té bao T con bao gdbm polypeptit chudi nhe Fab lai chéo ctia phén tir
Fab th( hai, trong d6 ving bién dbi chudi nang Fab ctia phan tir Fab thir hai c6 chung lién
két peptit d4u tan cing carboxy vdi vung hang dinh chudi nhe Fab ctia phén tir Fab thir hai
(VH@)-CL@), va polypeptit chudi nhe Fab ctia phan tir Fab thtr nhat (VL@)-CL(1)). Theo
cac phuong an khac trong c4c phuong an nay, phan tir gén két khang nguyén dac hiéu kép

hoat hoa t6 bao T con bao gdbm polypeptit trong dé vung bién ddi chudi nhe Fab clia phan
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t& Fab thir hai c¢6 chung lién két peptit du tan cling carboxy voi vung hang dinh chudi
nang Fab cla phén tir Fab thir hai 14n lugt c6 chung lién két peptit dau tan cung carboxy
v6i polypeptit chudi nhe Fab ctia phan tir Fab thir nhét (VL@)-CHl1)- -VL)-CL(1)), hodc
polypeptit trong do polypeptit chudi nhe Fab ciia phén tir Fab thit nhét c6 chung lién két
peptit d4u tan cung carboxy voi vung bién dbi chudi nang Fab ciia phan tlr Fab tht hai lan
luot c6 chung lién két peptit dAu tan cling carboxy voi vung hang dinh chudi nhe Fab clia

phan tir Fab tha hai (VL(1)-CL(1)-VH(2)—CL(2)), khi can.

Phan tir gin két khang nguyén dzfic'hi@u kép hoat hoa té bao T theo cac phuong an
nay con co thé bao gdbm (i) polypeptit cAu tric siéu phan tir cua mién Fc (CH2-CH3(-CH4)),
hoic (ii) polypeptit trong do chudi ning Fab ctia phén tir Fab tht ba c6 chung lién két peptit
d3u tan clng carboxy vdi cAu tric siéu phén t cia mién Fc (VH(3)-CH1(3)-CH2-CH3(-

CH4)) va polypeptit chudi nhe Fab ctia phan ti Fab tha ba (VL3)-CL(@3)). Theo cac phuong
4n nhét dinh, cac polypeptit dugc lién két dong hoa tri, ching han, bang lién Kkét disulfua.

Theo mot s& phuong 4n, phén tt Fab tht nhét dugc dung hop & dau tan cung C clua
chudi ning Fab véi dau tan cing N cua chudi ning Fab ciia phan ti Fab thir hai. Theo cac
phuong an nhét dinh nay, phan t gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa té bao T
khong bao gdm mién Fc. Theo céc phuong an nhét dinh, phan t gén két khang nguyén
dac hiéu kép hoat hoa té bao T chit yéu gdm ¢6 phan tit Fab thtt nhét va tha hai, va thy y
mot hodc nhiéu tac nhan lién két peptit, trong do phan tir Fab thtr nhit duoc dung hop &
dau tan cung C cuia chudi ning Fab véi d4u tan cung N cua chudi ning Fab ctia phan ti

Fab thtr hai. Ciu hinh nay dugc mo ta so Iugc trén cac hinh v& Fig. 10 va 18S.

Theo cac phuwong 4n khac, phan tir Fab tha hai dugc dung hop ¢ diu tan cung C cua
chudi ning Fab véi dau tan cung N cla chudi niang Fab ctia phan tir Fab tht nhit. Theo cac
phuong an nhét dinh nay, phan tr gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa té bao T
khong bao gbm mién Fc. Theo cic phuong an nhét dinh, phén t gin két khang nguyén
dzc higu kép hoat hoa té bao T chi yéu gdm c6 phén tir Fab thtr nhét va thi hai, va tuy y
mdt hodc nhiéu tac nhén lién két peptit, trong d6 phan tir Fab thtt hai duge dung hop O dau
tan ciing C ctia chudi nang Fab véi ddu tan cting N cla chudi ning Fab cua phan tir Fab

thit nhét. CAu hinh nay dugc md ta so lugc trén cac hinh vé Fig.1P va 1T.

Theo mdt s6 phuong 4n, phan tit Fab tha nhét dugc dung hop ¢ dau tan cung C cla

chudi ning Fab voi dau tan cung N cuia chudi ning Fab cia phan tr Fab th{r hai, va phan
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tir ghn két khang nguyén dic hi¢u kép hoat hoa t4 bao T con bao gdm phan tir Fab thir ba,
trong d6 phén tir Fab thir ba nay dugc dung hop & dau tan cung C cua chudi ning Fab véi
dau tan cung N cta chudi ning Fab cua phén tir Fab thit nhit. Theo cac phuong an ddc biét
nhu vdy, phan tir Fab tht ba nay 13 phén tir Fab thong thuong. Theo cac phuong an khac,
phan tir Fab thi ba nay 1a phan tir Fab lai chéo nhu dugc mo ta & déy, tac 1a phén tr Fab
trong d6 cac mién bién di VH va VL cua chudi nang va chudi nhe Fab dugc trao ddi/dugc
thay thé 13n nhau. Theo céc phuong an nhét dinh nay, phén t gin két khang nguyén dac
hiéu kép hoat hoa té bao T chu yéu gdm c6 phan tir Fab thu nhét, thit hai va thtt ba, va tuy
y mot hodc nhidu tac nhan lién két peptit, trong do phén tir Fab thu nhét duoc dung hop &
du tan ciing C ciia chudi ning Fab voi diu tan cing N ciia chudi nng Fab ctia phan thr
Fab tht hai, va phéan tir Fab tht ba dugce dung hop & dau tan cung C cta chudi ning Fab
v6i dhu tan cang N ctia chudi ngng Fab clia phan Fab tht nhét. CAu hinh nay dugc md
ta so luge trén Fig.1Q va 1U (cac phuong an cu thé, trong d6 phén t& Fab thi ba 1a phin
tit Fab thong thuong va tot hon 1a twong ddng voi phan tir Fab tha nhét).

Theo mot sb phuong an, phan tir Fab thtt nhét duge dung hop & du tan cung C cla
chudi ning Fab voi diu tan cung N cla chudi nang Fab cta phan tur Fab th hai, va phan
tir gén két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa t4 bao T con bao gdm phén tir Fab th( ba,
trong d6 phén tir Fab thir ba nay dugc dung hop & dau tan cung N cua chudi ning Fab v6i
dau tan cung C cuia chudi ning Fab cua phan tir Fab thi hai. Theo céc phuong an dic biet
nhu vay, phén tir Fab thir ba ndy 12 phén t& Fab lai chéo nhu dugc mo ta & day, tac 1a phén
tt Fab trong d6 céc mién bién 441 VH va VL cta chudi nng va chudi nhe Fab dugc trao
ddi/dwoc thay thé 1An nhau. Theo céc phuong an khéc, phan tix Fab thir ba nay 1a phan ti
Fab thong thuong. Theo cac phuong an nhét dinh nay, phan ti gin két khang nguyén ddc
hiéu kép hoat hoa té bao T chit yéu gbm c6 phén tr Fab thr nhit, thir hai va thi ba, va tiy
y mot hodc nhiéu tac nhén lién két peptit, trong d6 phan tit Fab tht nhét dugc dung hop ¢
dau tan cung C cua chudi ning Fab voi dau tan cung N cua chudi nang Fab cta phan i
Fab thr hai, va phan ti Fab thtt ba dugc dung hop & dau tan cung N cua chudi ning Fab
v6i dau tan cung C cua chudi ning Fab cua phan tir Fab thir hai. Cdu hinh nay dugc mo ta
so lugc trén Fig.1W va 1Y (c4c phuong an cu thd, trong d6 phén tir Fab thir ba 12 phén tur

Fab lai chéo va tbt hon 1a tuong ddng v6i phén tir Fab th hai).

Theo mdt sé phuong an, phan tit Fab tht hai duoc dung hop 6 dau tan cung C cua

chudi ning Fab véi dau tan cing N cua chudi nang Fab ctia phan tir Fab thtr nhét, va phan
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t0r gén két khang nguyén déc hiéu kép hoat hoa té bao T con bao gdm phén tir Fab thi ba,
trong d6 phan ti Fab thi ba ndy duge dung hop 6 dau tan cing N cua chudi niang Fab voi
dau tan cung C cua chudi ning Fab cta phén tir Fab thir nhat. Theo cac phuong an dac biét
nhu vay, phan tir Fab thir ba nay 1a phan tir Fab thong thudong. Theo cac phuong an khac,
phan tir Fab thir ba nay la phén t& Fab lai chéo nhu dugc md ta & day, tic 14 phén tr Fab
trong d6 cac mién bién dbi VH va VL cta chudi ning va chudi nhe Fab dugc trao dbi/duge
thay thé 13n nhau. Theo cac phuong 4n nhat dinh nay, phéan ti gin két khang nguyén dac
hiéu kép hoat hoa té bao T chu yéu gdm c6 phan tir Fab th nhét, th hai va thir ba, va tiy
y mot hodc nhiéu tac nhén lién két peptit, trong do phan tir Fab thtr hai dugc dung hop &
diu tan cing C cla chudi ndng Fab v6i diu tan cing N ctia chudi ning Fab cua phan tir
Fab thir nhat, va phén t& Fab thtr ba duoc dung hop ¢ dau tan cung N cta chudi ning Fab
v6i du tan cing C cla chudi ning Fab cta phén t Fab thir nhéat. Ciu hinh nay dugc mo
ta so luogc trén Fig.JR va 1V (cac phuong an cu thé, trong d6 phan ti Fab thtr ba 1a phén
t& Fab thong thuong va tdt hon 1a twong ddng v6i phan tir Fab thir nhat).

Theo mdt s phuong an, phan tir Fab thir hai dugc dung hop © dAu tan cing C cta
chudi nang Fab v6i dau tan cing N cta chu3i nang Fab ctia phén tir Fab thir nhét, va phan
tor gén két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa té bao T con bao gdm phén tir Fab th ba,
trong d6 phan tu Fab tht ba ndy dugc dung hop & dau tan cung C cua chudi ning Fab voi
dau tan cung N cua chudi nang Fab ctia phan t{t Fab thir hai. Theo cac phuong an dac biét
nhu vay, phéan tir Fab tht ba nay 12 phan tir Fab lai chéo nhu duge md ta ¢ day, tic 1a phan
ti Fab trong do céac mién bién ddi VH va VL cua chudi ning va chudi nhe Fab dugc trao
dbi/dugc thay thé 13n nhau. Theo cac phuong 4n khac, phan tir Fab th ba nay la phan tt
Fab thong thuong. Theo cac phuong an nhat dinh nay, phan t gin két khang nguyén déc
hiéu kép hoat héa té bao T cht yéu gbm c6 phén tir Fab thir nhét, thit hai va thir ba, va tiy
y mot hoac nhiéu tac nhén lién két peptit, trong d6 phan tir Fab thlr hai dugc dung hop 6
dau tan cung C cua chudi ning Fab vdi diu tan cung N cta chudi ning Fab cla phan tlr
Fab thir nhét, va phén tir Fab thtr ba dugc dung hop ¢ d4u tan cing C cla chudi nang Fab
véi dlu tin cing N cua chudi nang Fab cua phén tr Fab tha hai. Cdu hinh nay dugc mo ta
so luge trén Fig.1X va 172 (cac phuong an cu thé, trong d6 phén tir Fab th ba 12 phan tir
Fab lai chéo va t&t hon 12 tuong ddng v6i phan tu Fab th nhat).

Theo cac phuong an nhét dinh, phan tu gin két khang nguyén ddc hi¢u kép hoat héa

té bao T theo sang ché bao gdm polypeptit trong d6 chudi nang Fab cla phan ti Fab thr
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nhét c¢6 chung lién két peptit dAu tan cung carboxy voi vung bién ddi chudi nhe Fab cua
phan tir Fab th hai, 1an luogt c6 chung lién két peptit dau tan cung carboxy vdi vung hing
dinh chudi ning Fab cua phan tir Fab thir hai (tirc 1a phan tir Fab thir hai bao gdm chudi
ning Fab lai chéo, trong dé vung bién ddi chudi ning dugc thay thé bing ving bién dbi
chudi nhe) (VH(1)-CH1(1)-VL(2)-CH1(2)) Theo mot s6 phuong an, phén tir gin két khang
nguyén dic hi¢u kép hoat héa té bao T con bao gdm polypeptit, trong d6 vung bién ddi
chudi ning Fab cia phén tir Fab thi hai c6 chung li€n két peptit dAu tan cung carboxy voi
vung hing dinh chudi nhe Fab ctia phén tir Fab th hai (VH@)-CL(2) va polypeptit chudi
nhe Fab ctia phan tit Fab thit nhét (VL)-CL@))-

Theo cic phuong an nhét dinh, phan tir gin két khang nguyén dac hiéu kép hoat hoa
té bao T theo séng ché bao gdm polypeptit trong do vung bién ddi chudi nhe Fab cua phén
ttr Fab th( hai c6 chung lién két peptit dAu tan cling carboxy voi ving hang dinh chudi
ning Fab cua phén tir Fab thi hai (ttc 12 phan tir Fab thlr hai bao gém chudi ning Fab lai
chéo, trong d6 vung bién ddi chudi ning dugc thay thé bang ving bién dbi chudi nhe), lan
luot c6 chung lién két peptit dAu tan cung carboxy v6i chudi ning Fab cta phén tir Fab thtr
nhét (VL@)-CH1)- -VHq)-CH1(1y). Theo mot sb phwong an, phan tir gin két khang nguyén
dc hiéu kép hoat hoa t6 bao T con bao gdm polypeptit trong do vung bién dbi chudi ndng
Fab cua phan ti Fab thir hai ¢6 chung lién két peptit dAu tan cung carboxy véi vung hing
dinh chudi nhe Fab cua phan tt Fab th hai (VH@)-CL@) va polypeptit chudi nhe Fab ctia
phén ti Fab thir nhét (VLa)-CL)-

Theo cac phuong an nhét dinh, phan ti gin két khang nguyén dac hiéu kép hoat hoa
té bao T theo sang ché bao gdm polypeptit trong d6 chudi ning Fab cta phan t Fab tho
ba c6 chung lién két peptit dAu tan ciing carboxy vdi chudi nang Fab cta phéan tr Fab thu
nhét, 1an luot co chung lién két peptit dAu tan cung carboxy véi vung bién dbi chudi nhe
Fab cta phéan t& Fab thir hai, 14n luot c6 chung lien két peptit d4u tan cung carboxy vdi
vung hing dinh chudi nang Fab cta phén tu Fab tht hai (tic la phan ter Fab thir hai bao
gdm chudi ning Fab lai chéo, trong d6 ving bién ddi chudi ning duoc thay thé bang ving
bién dbi chudi nhe) (VH(3)—CH1(3)-VH(1)-CH1(1)-VL(2)-CH1(2)) Theo mdt sd phuong én,
phan tr gin két khang nguyén déc hiéu kep hoat hoa té bao T con bao gdm polypeptit,
trong d6 vung bién dbi chudi ning Fab cua phan tir Fab thir hai c6 chung lién két peptit dau
tan cling carboxy véi vung hang dinh chudi nhe Fab ctia phan tir Fab tht hai (VH@)-CL(2))
va polypeptit chudi nhe Fab ctia phan tir Fab thtr nhat (VLq)-CL(1)). Theo mot s6 phuong
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4n, phan tir gin két khang nguyén ddc hicu kép hoat héa té bao T con bao gdm polypeptit
chudi nhe Fab ciia phén tr Fab thit ba (VL3)-CL®)

Theo c4c phuong an nhét dinh, phén tr gin két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa
té bao T theo sang ché bao gdm polypeptit trong do vung bién dbi chudi nhe Fab ctia phén
tit Fab tha hai c6 chung lién két peptit dAu tin cung carboxy vdi ving hing dinh chudi
niing Fab cla phan tit Fab th hai (trc 1a phan tr Fab thir hai bao gdm chudi ning Fab lai
chéo, trong d6 vung bién ddi chudi ning duoc thay thé bang ving bién @bi chudi nhe), lan
lugt c6 chung lién két peptit dAu tan cling carboxy voi chudi ning Fab ctia phan tr Fab tha
nhét, 1an luot ¢6 chung lien két peptit dAu tan cing carboxy v6i chudi nang Fab clia phan
ter Fab thr ba (VL(z)-CHl(z)-VH(l)-CHl(1)-VH(3)-CH1(3)). Theo mdt s phuong an, phén tur
gin két khang nguyén dac hiéu kép hoat hoa té bao T con bao gdm polypeptit trong do
ving bién @i chudi ngng Fab cta phan s Fab thit hai ¢6 chung lién két peptit dAu tan cling
carboxy véi vung hang dinh chudi nhe Fab cta phan ti Fab tht hai (VH@)-CL@) va
polypeptit chudi nhe Fab ctia phan tir Fab th nhat (VLa)-CL®)- Theo mdt s6 phuong an,
phan tir gn két khang nguyén dac hidu kép hoat héa té bao T con bao odm polypeptit chudi
nhe Fab cua phén tir Fab thit ba (VL@3)-CL®3)-

Theo cac phuong an nhat dinh, phén tir gin két khang nguyén ddc hi¢u kép hoat héa
té bao T theo sang ché bao gdm polypeptit trong d6 chudi nang Fab cta phan t Fab thw
nhét c6 chung lién két peptit dAu tan cung carboxy vGi vung bién dbi chudi nhe Fab cua
phén tir Fab tht hai, 1an lugt c6 chung lién két peptit dAu tan cing carboxy v6i ving hing
dinh chudi ning Fab cta phén tir Fab thi hai (tGc 12 phéan t&r Fab thir hai bao gbm chudi
ning Fab lai chéo, trong do vung bién d@di chudi ning dugc thay thé bang vung bién ddi
chudi nhe), 14n lugt c6 chung lién kbt peptit dAu tAn cling carboxy v6i ving bién di chudi
nhe Fab ctia phéan tlr Fab thir ba, 1an lugt c6 chung lien két peptit d3u tn cung carboxy véi
ving hang dinh chudi nang Fab clia phén tit Fab tht ba (ttrc 1a phén tir Fab th ba bao gdm
chudi nang Fab lai chéo, trong do vung bién dbi chudi ning dugc thay thé bang vung bién
dbi chudi nhe) (VH(1)-CH1(1)—VL(2)—CH1(2)-VL(3)-CH1(3)). Theo mdt sb phuong an, phan tu
gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa té bao T con bao gdm polypeptit trong do
vung bién dbi chudi ning Fab cla phén tir Fab thi hai c¢6 chung lién két peptit dau tan cung
carboxy véi vung hang dinh chudi nhe Fab cta phén tlr Fab tht hai (VH@)-CL@) va
polypeptit chudi nhe Fab cta phan tir Fab tha nhét (VLa)-CL®). Theo mdt s6 phwong an,
phén tr ghn két khang nguyén déc hiéu kép hoat hoa té bao T con bao gdm polypeptit trong
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d6 vung bién ddi chudi ning Fab cla phan t&t Fab th(r ba c6 chung lién két peptit dau tan
clng carboxy voi vung hang dinh chudi nhe Fab ctia phén tir Fab thit ba (VHE)-CL@3))-

Theo cic phuong an nhét dinh, phan tl gin két khang nguyén dac hiéu kep hoat hoa
té bao T theo sang ché bao gbdm polypeptit trong do vung bién ddi chudi nhe Fab ciia phén
tr Fab thtr ba ¢6 chung lién két peptit dAu tan ciing carboxy voi vung hang dinh chudi ning
Fab cua phan tir Fab thir ba (trc 1a phén t& Fab thtr ba bao gdm chudi ning Fab lai cheo,
trong d6 vung bién ddi chudi ning duoc thay thé bing ving bién dbi chudi nhe), 1an luot
¢6 chung lién két peptit dAu tan cling carboxy voi ving bién ddi chudi nhe Fab clia phén tir
Fab thir hai, 14n lugt ¢ chung lien két peptit dAu tan cing carboxy v6i vung hang dinh
chudi ning Fab cua phén tr Fab thir hai (tirc 12 phén tir Fab thir hai bao gdm chudi nang
Fab lai chéo, trong d6 vung bién ddi chudi ning duge thay thé bang vung bién dbi chudi
nhe), 14n lugt c6 chung lien két peptit dAu tan cing carboxy voi chudi nang Fab cta phén
t&t Fab tht nhat (VLe)y- -CH13)-VL@)-CHl - -VH(1)-CH1(1)). Theo mot sb phuong an, phén
tlr gén két khang nguyén déc hiéu kép hoat hoa té bao T con bao gdm polypeptit trong do
vung bién dbi chudi ning Fab cuia phan t&t Fab thi hai c6 chung lién két peptit du tan cung
carboxy véi vung hang dinh chudi nhe Fab cta phan tu Fab thir hai (VH@)-CL(2) va
polypeptit chudi nhe Fab ctia phén tir Fab ther nhat (VLa)-CL()). Theo mot sd phuong an,
phan ti gén két khang nguyén dac hiéu kép hoat hoa té bao T con bao gbm polypeptit trong
dé vung bién dbi chudi nang Fab cua phan tir Fab thir ba ¢6 chung lién két peptit d4u tan

clng carboxy voi vung hang dinh chudi nhe Fab ctia phén tr Fab thit ba (VHE)-CL@3))-

Theo phuong an bt ky trong sd cac phuong dn néu trén, cac thanh phén cua phéin
t0r gén két khang nguyén ddc hi¢u kép hoat hoéa té bao T (vi dy, phan tr Fab, mién Fc) ¢6
thé dugc dung hop truc tiép hodc thong qua cé4c tac nhan li€n két khac nhau, cu thé 1a tac
nhan lién két peptit bao gdm mot hodc nhidu axit amin, thudng khoang tir 2 dén 20 axit
amin, dugc mo ta & day hodc duge biét trong linh vuc k¥ thudt nay. Thich hop 1, tac nhan
lién két peptit khong sinh mién dich bao gdm, vi dy, tc nhan lién két peptit (GaS)n, (SG4)n,
(G4S)n hodc G4(SG4)n, trong do 1 thuong 1a s6 nguyén tir 1 dén 10, thuong 1a tir 2 dén 4.

Mién Fe
Mién Fc cta phan ti gén két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa t& bao T gdm c6
cap chudi polypeptit bao gbm cac midn chudi nang cta phén tir globulin mién dich. Vi du,

midn Fc ctia phan tir globulin midn dich G (IgG) la dime, m3i chu trac siéu phan ti ciia nd
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bao gdm midn cb dinh chudi ning IgG cla CH2 va CH3. Hai cAu tric siéu phéan tr cia
midn Fe c6 kha ning lién két én dinh v6i nhau. Theo mot phwong 4n, phan tir gan két khang

nguyén déc hiéu keép hoat hoa té bao T theo séng ché bao gdm khong qua mot mién Fe.

Theo mdt phuong an theo sang ché, mién Fc cta phén tir gin két khang nguyén déc
hiéu kép hoat hoa t6 bao T 13 mién Fc cua IgG. Theo mot phuong an cu thé, mién Fc 1a
mién Fe cta IgG1. Theo mot phuong 4n khac nita, mién Fc 1a mién Fc cta IgGa. Theo
phuong an cu thé hon, mién Fc 12 mién Fc ctia IgGs bao gbm sy thay thé axit amin & vi tri
S228 (danh sd theo Kabat), cu thé 1a thay thé axit amin S228P. Su thay thé axit amin nay
lam giam vi€c trao 441 nhanh Fab in vivo ciia cac khang thé IgGs4 (xem Stubenrauch et al.,
Drug Metabolism and Disposition 38, 84-91 (2010)). Theo phuong an cu thé khac, mién
Fc 14 mién Fc nguoi. Trinh tu 14y 1am vi du cua ving Fc ctia IgG1 ngudi duge néu trong

SEQ ID NO: 13.
Cdi bién mién Fc thic dcfy sw di dime hoa

Céc phan tir gén két khang nguyén dic hi¢u kép hoat hoa té bao T theo sang ché bao
gdm céc phén tir Fab khac nhau, dugc dung hop v6i mot cdu tric hodc cu truc con lai
trong hai cAu trac siéu phan ti cua mién Fe, do d6 hai cAu triic siéu phan tir clia mién Fe
nay thudng bao gdm hai chudi polypeptit khong giong hét. Su ddng bidu hién tai t0 hop
cac polypeptit nay va viéc dime hoa sau do taora mot vai td hop o thé c6 cua hai polypeptit.
D4 1am cai thién hiéu suét va do tinh Khiét ctia céc phan tir gén két khang nguyén dac hiéu
kép hoat héa té bao T trong san xudt tai to hop, do do thuan loi dé dua cai bién thic déy su
két hop cua cac polypeptit mong mubn vao trong mién Fc cua phan t gin két khang

nguyén dac hiéu kep hoat hoa té bao T.

Do d6, theo cac phuong an cu thé, mién Fc cua phan tlr gin két khang nguyén déc
hiéu kép hoat hoa té bao T theo sang ché bao gom céi bién thuc diy su két hop cua cAu tric
siéu phén tir thir nhét va thir hai cia mién Fe. Vi tri tuong tac protein-protein bao quat nhét
gifra hai cAu trc siéu phan tir cua mién Fc caa IgG ngudi la trong mién CH3 cua mién Fe.
Nhu véy, theo mot phuong 4n, cai bién nay la trong mién CH3 ctia mién Fe.

C6 mot vai phuong phap d8 cai bién trong mién CH3 ctla mién Fc dé ép di dime
héa, dugc md ta rd trong, vi du, WO96/27011, WO 98/050431, EP 1870459,

WO 2007/110205, WO 2007/147901, WO 2009/089004, WO 2010/129304,
WO 2011/90754, WO 2011/143545, WO 2012058768, WO 2013157954,
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WO 2013096291. Thong thuong, trong tit ca cac phuong phap nay, mién CH3 cua ciu
riic siéu phan tir tht nhét ctia mién Fe va midn CH3 cia cAu trac siéu phén tir thir hai cla
midn Fe déu duge xir ly k¥ thudt theo cach bd sung dé mdi mién CH3 (hodc chudi ning
chtra n6) khong thé homodime hoa véi chinh né nhung bi ép di dime hoa voi mién CH3
Khac dugc thiét ké di truyén bd sung (sao cho midn CH3 tht nhét va tht hai di dime héa
va khong tao ra homodime gitta hai midn CH3 thir nhit hodc hai mién CH3 thi hai). Cac
phuong phap Kkhac nhau dé cai thién su di dime hoa nay dugc du dinh 12 cac thay thé khac
nhau két hop v6i cai bién chudi ning-chudi nhe (trao doi/thay thé VH va VL & mot nhanh
gén két va dua céc thay thé axit amin tich dién vdi céc dién tich trai ddu & bé mat phén
cach pha chung CH1/CL vao) trong phan tir gén két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa
té bao T theo sang ché ma lam giam sy ghép cap sai chudi nhe va cac san phim phu loai

Bence Jones.

Theo mdt phuong an cu thé, cai bién thic day su két hop cua cAu trac siéu phan tr
tha nhét va thi hai cua midn Fe néu trén con dugc goi 1a cai bién “khoa trong 6”, bao gdm
cai bién “khoa” trong mot trong hai cdu trac siéu phén ti cua midn Fe va céi bién “8” trong
mot trong hai chu trac siéu phan tir con lai cua mién Fe. o

Cong nghé khoa trong 8 dugc mb ta trong, vi du, US 5,731,168; US 7,695,936;
Ridgway et al., Prot Eng 9, 617-621 (1996) and Carter, J Immunol Meth 248, 7-15 (2001).
Nhin chung, phuong phép nay bao gbdm viéc dua phan nho ra (“khoa”) & bé mit chung cua
polypeptit thir nhét va héc tuong tng (“6”) & bé mit phan cach pha chung ctia polypeptit
thir hai, sao cho phﬁn nhd ra ndy co thé dugce nam trong héc sao cho dé thuc day su hinh
thanh di dime va can tr¢ sy hinh thanh homodime. Cac phﬁn nho ra dugc chu tric bang
cach thay thé céc chudi bén axit amin nhd tr bé mit chung cua polypeptit thir nhét véi
chudi bén 16n hon (vi du tyrosin hodc tryptophan). Cac héc bu cé kich thude gidng hét
hodc tuong tu Vi cac phan nhd ra dugc taora & bé mit phéan cach pha chung cua polypeptit
tht hai bang cach thay thé cac chudi bén axit amin 1on bang cac chudi axit amin nho hon

(vi du alanin hodc threonin).

Do d6, theo mdt phwong én cu thé, trong mién CH3 cua cAu tric siéu phan tir thir
nhat ctia mién Fe cua phan tr gin két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T, gde
axit amin duoc thay thé bang gbc axit amin ¢0 thé tich chudi bén 16n hon, nho do6 tao ra
phﬁn nho ra trong mién CH3 cua chu tric siéu phan t{r tht nhat ma ¢ thé ndm trong héc

trong mién CH3 cua cAu trac siéu phén tir thir hai, va trong mién CH3 cta cau truc siéu
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phan tir thir hai cia mién Fe, gbe axit amin dugc thay thé bing gdc axit amin c6 thé tich
chudi bén nho hon, nho do phan nho ra trong mién CH3 ctia cu triic siéu phan tir thir hai
trong do phin nhd ra trong midn CH3 ctia cu tric siéu phan tir thir nhét 12 c6 thé dugc

dinh vi.

Tét hon 12 gbe axit amin co thé tich chudi bén 16n hon néu trén duge chon tir nh6m

bao gbém arginin (R), phenylalanin (F), tyrosin (Y), va tryptophan (W).

T4t hon 13 goc axit amin 6 thé tich chudi bén nhé hon néu trén dugce chon tir nhém

bao gé)m alanin (A), serin (S), threonin (T), va valin (V).

Phan nhod ra va héc ¢6 thé duge thuc hién b%mg cach 1am bién ddi axit nucleic ma
hoa polypeptit, vi du, bang cach gy dot bién dic hiéu diém, hodic bang cach tbng hop
peptit.

Theo mot phuong an cu thé, trong mién CH3 cta céu truc siéu phan tir thir nhét cla
midn Fc (cAu tric siéu phén tlr “khéa”), gbe threonin & vi tri 366 dugc thay thé bang gbc
tryptophan (T3 66W), va trong mién CH3 cua cu trac siéu phan tir thir hai cia mién Fe chu
trac siéu phan tir (“1om”), goc tyrosin & vi tri 407 dugc thay thé bang gbe valin (Y407V).
Ngoai ra, theo mot phuong an, trong cAu trac siéu phan tir thir hai cia mién Fe, gbc threonin
& vi tri 366 dugc thay thé bang gbe serin (T3665) va gbe leuxin ¢ vi tri 368 dugc thay thé
bing gbc alanin (L368A) (ddnh s6 theo chi s6 Kabat EU).

Ngoai ra, theo mot phuong 4n khac nita, trong cAu trac siéu phén tir tht nhét cla
mién Fe, gbc serin & vi tri 354 dugc thay thé bang gbe xystein (S354C) hodc gbe axit
glutamic & i tri 356 dugc thay thé bing gbc xystein (E356C), va ngoai ra, trong cAu trac
siéu phan tir thtt hai ctia mién Fe, gbe tyrosin & vi tri 349 dugc thay thé bang gdc xystein
(Y349C) (dénh sé theo chi s6 Kabat EU). Viéc dua hai goc xystein nay vao lam tao hinh
thanh ciu disulfua gitta hai cu trac siéu phéan tir cua mién Fc, conlam 4n dinh dime (Carter,

J Immunol Methods 248, 7-15 (2001)).

Theo mot phuong an cu thé, cAu tric siéu phan tr thir nhit ciia mién Fc bao gOm sy
thay thé axit amin $354C va T366W, va chu triic siéu phan tir thir hai clia mién Fc bao gom
sur thay thé axit amin Y349C, T366S, L368A va 407V (dénh s6 theo h¢ théng dénh sO
EU Kabat).
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Theo mot phuong an cu thé, phan ti Fab ma gén két dic hiéu khang nguyén hoat
hoéa té bao T dugc dung hop (tuy y thong qua phén tir Fab ma gén két dic hiéu voi khang
nguyén té bao dich) voi cAu trac siéu phan t thi nhit ctia mién Fe (bao gbm cai bién
“khoa”). Khong muén bi rang budc bai ly thuyét, viéc dung hop cia phén tir Fab ma gin
két dgc hiéu khang nguyén hoat hoéa té bao T v6i ciu tric siéu phén tr chira khéa cia mién
Fc s& (con) lam ti thidu hoa viée tao ra phén tir gin két khang nguyén bao gbm hai phén
tir Fab ma gén két voi khang nguyén hoat hoa t6 bao T (va cham trong khong gian cua hai

polypeptit chira khc’)a).

Céc k¥ thuat khac 33 cai bién CH3 dé ép di dime hoa dugc du dinh 1am céac k¥ thuat
thay thé theo sang ché va dugc mb ta trong, vi du, WO 96/27011, WO 98/050431,
EP 1870459, WO 2007/110205, WO 2007/147901, WO 2009/089004, WO 2010/129304,
WO 2011/90754, WO 2011/143545, WO 2012/058768, WO 2013/157954,
WO 2013/096291.

Theo mdt phuong 4n, phuong phap di dime hoa dugc m6 ta trong EP 1870459 Al,
duoc str dung theo cach khac. Phuong phap nay dya trén viée dua vao cac axit amin tich
dién v&i cac dién tich tr4i dAu & nhitng vi tri axit amin ddc hiéu & bé mat phan cach pha
chung cua mién CH3/CH3 giita hai cAu tric siéu phén ti cua mién Fc. Mot phuong an
duoc uu ti€n vé phan tr gin két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T theo sdng
ché 1a dot bién axit amin R409D; K370E trong mot trong hai mién CH3 (cla mién Fc) va
dot bién axit amin D399K; E357K trong mién con lai trong cac mién CH3 cua mién Fc

(danh 56 theo hé thong danh s6 EU Kabat).

Theo mot phuong an khac nira, phan tr gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa
té bao T theo sang ché bao gdm dot bién axit amin T366W trong mién CH3 cua céu trac
siéu phan tir thi nhéit ctia mién Fe va dot bién axit amin T366S, L368A, Y407V trong mién
CH3 cuia cu tric siéu phan tir thir hai ctia mién Fc, va ngodi ra la dot bién axit amin R409D;
K370E trong midn CH3 cua cdu truc siéu phan tir thir nhét coa mién Fe va dot bién axit
amin D399K; E357K trong midn CH3 cua céu tric siéu phan tir thtr hai cua mién Fe (danh
s theo chi s Kabat EU).

Theo m6t phuong an khac nira, phan tir gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa
té bao T theo sang ché bao gdm dot bién axit amin S354C, T366W trong mién CH3 cua
cAu trac siéu phén ti thi nhit ctia mién Fe va dot bién axit amin Y349C, T366S, L368A,
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Y407V trong mién CH3 cua céu trac siéu phan tir thr hai ctia mién Fc, hodc phan tr gin
két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T nay bao gdm dot bién axit amin Y349C,
T366W trong midn CH3 cua chu triic siéu phan tir thir nhét cia mién Fe va dot bién axit
amin S$354C, T366S, L368A, Y407V trong mién CH3 cta cdu tric siéu phan tr thi hai cia
mién Fc va ngoai ra 1a dot bién axit amin R409D; K370E trong midn CH3 ciia cu tric siéu
phén tir thr nhét cia mién Fe va dot bién axit amin D399K; E357K trong mién CH3 clia

cAu truc siéu phan ti thir hai ciia mién Fe (tit ca danh s6 theo chi s Kabat EU).

Theo mdt phwong an, phuong phap di dime hoa dugc md ta trong WO 2013/157953
duoc st dung theo céch khac. Theo mdt phwong an, mién CH3 thir nhét bao gdm dot bién
axit amin T366K va mién CH3 thi hai bao gbm dot bién axit amin L351D (danh sb theo
chi sb Kabat EU). Theo mdt phuong an Khac, mién CH3 thir nhét con bao gom dot bién
axit amin L351K. Theo mot phuong an khac, midn CH3 thir hai con bao gbm dot bién axit
amin dugc chon tir Y349E, Y349D vaL368E (tbthon 1a L368E) (danh sb theo chi sb Kabat
EU).

Theo mot phuong an, phuong phap di dime hoa dugc md ta trong WO 2012/058768
dugc sir dung theo cach khac. Theo mot phuong 4n, mién CH3 thtr nhét bao gdm dot bién
axit amin L351Y, Y407A va mién CH3 tht hai bao gdm dot bién axit amin T366A, K409F.
Theo mdt phuong an khac, mién CH3 th{r hai bao gdm dot bién axit amin khac & vi tri
T411, D399, S400, F405, N390, hodc K392, vi du dugce chon tir a) T411N, T411R, T411Q,
T411K, T411D, T411E hodc T411W, b) D399R, D399W, D399Y hoic D399K, ¢) S400E,
$400D, S400R, hodc S400K, d) F4051, F405M, F405T, F405S, F405V hoac F405W, ¢)
N390R, N390K hogc N390D, f) K392V, K392M, K392R, K392L, K392F hodc K392E
(danh 54 theo chi s& Kabat EU). Theo mdt phuong an Khac, mién CH3 tht nhét bao gdm
dot bién axit amin L351Y, Y407A va mién CH3 thir hai bao gbm dot bién axit amin T366V,
K409F. Theo mot phuong an khac, mién CH3 tha nhét bao gdm dot bién axit amin Y407A
va mién CH3 tht hai bao gdm dot bién axit amin T366A, K409F. Theo mot phuong an
khac, mién CH3 thir hai con bao gom dot bién axit amin K392E, T41 1E, D399R va S400R
(d4nh sb theo chi s6 Kabat EU).

Theo mdt phwong an, phuong phap di dime hoa dwoc mo ta trong WO 2011/143545
dugc st dung theo cach khac, vi du v6i cai bién axit amin & vi trf duoc chon tir nhom bao

gom 368 va 409 (danh s4 theo hé théng danh sb EU Kabat).
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Theo mdt phuong an, phuong phap di dime hoa dugc mo ta trong WO 2011/090762,
cling st dung cong ngh¢ khoa trong 4 dugc md ta & trén, duoc st dung theo cach khac.
Theo mot phuong an, midn CH3 tht nhét bao gbm dot bién axit amin T366W va mién CH3
thir hai bao gdm dot bién axit amin Y407A. Theo mdt phuong 4n, mién CH3 thw nhét bao
gbm dot bién axit amin T366Y va mién CH3 thir hai bao gbm dot bién axit amin Y407T
(d4nh sb theo chi s6 Kabat EU).

Theo mdt phuong 4n, phén tir gin két khang nguyén déc hi¢u kép hoat hoa té bao T
hozic mién Fc clia nd 1a phan 16p I1gG2 va phuong phép di dime hoa duoc mo ta trong WO
2010/129304 dugc sir dung theo cach khac.

Theo mdt phuong an thay thé, cai bién thic day su két hop cua cAu trac siéu phan
4 thr nhAt va thit hai ctia mién Fe bao gdm cai bién didu tiét tic dung din hudng tinh dién,
vi du nhu dugc md ta trong don sang ché qudc t& 6 WO 2009/089004. Nhin chung, phuong
phap nay bao gdm budc thay thé mot hodc nhidu gbc axit amin & bé mit chung cuia hai céu
trac siéu phan tr cua mién Fc biang gbc axit amin tich dién sao cho su hinh thanh homodime
tr& thanh khong wu tién v& mit tinh dién nhung di dime héa wu tién vé mit tinh dién. Theo
mdt phuong an nhu vay, midn CH3 thir nhat bao gdm sy thay thé axit amin cia K392 hodc
N392 bang axit amin tich dién am (vi du axit glutamic (E), hodc axit aspartic (D), 6t hon
1a K392D hodc N392D) va mién CH3 tht hai bao gbm sy thay thé axit amin ctia D399,
E356, D356, hodc E357 bang axit amin tich dién dwong (vi du lysin (K) hodc arginin (R),
t5t hon 1a D399K, E356K, D356K, hoic E357K, va 6t hon nita 12 D399K va E356K).
Theo mdt phuong 4n khac, mién CH3 thu nhit con bao gom sy thay thé axit amin cla
K409 hodc R409 bang axit amin tich dién am (vi du axit glutamic (E), hodc axit aspartic
(D), t6t hon 13 K409D hodc R409D). Theo mdt phuong an khac, midn CH3 th& nhét con
hotc theo cach khéc bao gom sy thay thé axit amin K439 va/hodc K370 bang axit amin
tich dién am (vi du axit glutamic (E), hoac axit aspartic (D)) (tht ca danh s theo chi sb
Kabat EU).

Theo mdt phuong 4n khéc nita, phuong phap di dime héa dugc md ta trong WO
2007/147901 duge sit dung theo c4ch khac. Theo mdt phuong an, midn CH3 thir nhit bao
gdm dot bién axit amin K253E, D282K, va K322D va mién CH3 thi hai bao gbm dot bién
axit amin D239K, E240K, va K292D (dé4nh s6 theo chi sb Kabat EU).
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Theo mdt phuong an khac nira, phuong phép di dime héa duge md ta trong WO
2007/110205 c6 thé dugc st dung theo cach khac.

Theo mot phuong an, cAu trac siéu phén tir thtr nhét ciia mién Fc bao gdm sy thay
thé axit amin K392D va K409D, va cAu trac siéu phan tir thi hai cua midn Fc bao gdm su

thay thé axit amin D356K va D399K (déanh sb theo hé théng danh sé EU Kabat).
Cai bidn mién Fc lam gidm kha nang gdn két thu thé ‘F ¢ va/hodc chikc ndng tdc dong

Midn Fc mang lai cho phén tir gin két khang nguyén ddc hi¢u kép hoat hoa té bao
T céc tinh chét duge dong hoc thich hop, bao gdm chu ky ban hiy huyét thanh 14u gop
phin vao sy tich tu tét trong md dich va ty 1& phan b4 m6-mau wu tién. Tuy nhién, dong
thoi n6 co thé dan dén viec huéng dich khong mong mudn cta phan ti gin két khang
nguyén dac hiéu kép hoat hoa t6 bao T dén té bao biéu hién thu thé Fc thay vi dén té bao
mang khang nguyén duoc uu tién. Ngoai ra, sy ddng hoat hoa cta con dudng truyén tin
hiéu thu th8 Fc c6 thé dan dén viéc giai phong xytokin ma, két hop véi cac tinh chét hoat
héa té bao T va chu ky ban hay dai cia phén t gin két khang nguyeén, din dén viéc hoat
hoa du thu thé xytokin va cac tac dung phu nghiém trong khi dung toan than. Sy hoat hoa
ciia té bao mién dich (mang thu thé Fc) khac v6i té bao T tham chi ¢6 thé 1am giam hiéu
qua ctia phén tir gin két khang nguyén dac hiéu kép hoat hoa té bao T do su pha huy tiém

4n cua cac te bao T, vi dy, bang te bao NK.

Do d6, theo cac phwong an cu thé, mién Fc cna cic phan tir gén két khang nguyén
dic hidu kép hoat hoa & bao T theo sang ché thé hién 4i luc lién két giam v6i thy the Fe
va/hoic chirc nang tac dong giam, khi so voi mién Fe cia IgGi tu nhién. Theo mot phuong
an nay mién Fc (hodc phan tir gin két khang nguyén dédc hiéu kép hoat hoa té bao T bao
¢dm mién Fe néu trén) thé hién it hon 50%, tt hon 1a it hon 20%, t6t hon nira 13 it hon 10%
va tdt nhét 12 it hon 5% éi lyc gan K&t v6i thu thé Fe, khi so véi mién Fe cia IgG1 tu nhién
(hodc phén tir gin két khang nguyén dic hi¢u kép hoat hoa t& bao T bao gdm mién Fe cla
I¢G1 tu nhién), va/hogc it hon 50%, tot hon 12 it hon 20%, ¢t hon nita 12 it hon 10% va tot
nhét 12 it hon 5% chirc ning tac dong, khi so vdi mién Fc ctia IgG1 tw nhién (hodc phan tr
gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa t& bao T bao gdm midn Fe cta IgGi tu nhién).
Theo mot phuong an, mién Fc (hodc phén tu gin két khang nguyén dac hiéu kép hoat hoa
t& bao T bao gdm mién Fc néu trén) hau nhu khong gin Kkét voi thu thé Fe va/hode cam

g chirc ning tac dong. Theo mdt phuong an cu thé, thu tha Fe 12 thu thé Fey. Theo mot
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phuong an, thu thé Fc 1a thy thé Fc ngudi. Theo mot phuong 4n, thu thé Fc 1a thu thé Fc
hoat hoa. Theo mot phuong an cu thé, thu thé Fc 13 thu thé Fcy nguoi hoat hoa, cu thé hon
1a FeyRlIIIa, FcyRI hodc FcyRIla nguoi, cu thé nhét 12 FcyRIIla ngudi. Theo mot phuong
4n, chirc nang tac dong 12 mot hodc nhidu chitc nang dugc chon tu nhém CDC, ADCC,
ADCP, va tiét xytokin. Theo mot phuong an cu thé, chirc nang tac dong 1a ADCC. Theo
mot phuong 4n, mién Fe the hién 4i luc gén két hau nhu tuong tw v6i thy th8 Fc méi sinh
(FcRn), khi so véi mién Fe cua IgG ty nhién. Dat dugc gin két hau nhu tuong tu véi FcRn
khi mién Fc (hodc phan ti gin két khang nguyén dac hi¢u keép hoat hoa t& bao T bao gdm
midn Fe néu trén) thé hién 16n hon khoang 70%, cu thé 12 16n hon khoang 80%, cu thé hon
13 16n hon khoang 90% éi luc gan két ctia midn Fc ctia IgG1 tu nhién (hogc phén tlr gin két
khang nguyén ddc hi¢u kép hoat hoa t& bao T bao gdm mién Fe cta IgGr tw nhién) a6i voi

FcRn.

Theo cac phuong an nhét dinh, mién Fc dugc thiét ké di truyén dé ¢6 ai luc lién két
giam véi thy thé Fe va/hodc chirc ning tac dong giam, khi so v6i mién Fc khdng duge thiét
ké di truyén. Theo cac phuong an cu thé, mién Fc cta phan ti gén két khang nguyén ddc
hiéu kép hoat hoa té bao T bao gém mot hodc nhiéu dot bién axit amin ma lam giam &i luc
gin két ctia mién Fc véi thu thé Fc va/hodc chirc ndng tac dong. Thong thuong, mot hodc
nhidu dot bién axit amin gibng nhau c6 mat trong mdi mdt trong hai chu trac siéu phan tir
ctia mién Fc. Theo mot phuwong an, dot bién axit amin ma lam giam ai luc gin két cia mién
Fc v6i thu thé Fe. Theo mot phuong an, dot bién axit amin ma 1am giam &i luc gin két cuia
mién Fc voi thu thé Fc it nhét 2 1an, it nhét 5 14n, hodc it nhét 10 1an. Theo cac phuong an,
«hi ¢6 nhidu hon mét dot bién axit amin ma lam giam 4i luc gin két cia mién Fc v6i thy
thé Fc, td hop cua cac dot bién axit amin nay co thé 1am giam &i luc gin két ctia mién Fe
v6i thu thé Fe it nhit 10 1an, it nht 20 14n, hotic tham chi it nhét 50 lan. Theo mot phuong
an, phan tir gén két khang nguyén dac hiéu kép hoat hoa té bao T bao gdm mién Fc dugc
thiét k& di truyén thé hién it hon 20%, cu thé 12 it hon 10%, cu thé hon 1 it hon 5% ai luc
gén két véi thy thé Fc khi so v6i phan t gén két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té
bao T bao gdbm mién Fc khong duge thiét ké di truyén. Theo mdt phuong an cu thé, thy thé
Fc la thu thé Fey. Theo mot ) phuong an, thu thé Fc 1a thu thé Fc & nguoi. Theo mot $6
phuong an, thu thé Fc 1a thu thé Fc hoat héa. Theo mot phuong an cu thé, thu thé Fc 1a thu
thé Fey ngudi hoat héa, cu thé hon 12 FeyR1IIa, FeyRI hogc FeyRIla ngudi, cu thé nhit 1a

FeyRIIla nguoi. T6t hon 13, kha nang gan Kkét voi mdi mot trong cac thu thé nay dugc lam
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giam. Theo mot sd phuong éan, &i luc gin két v6i thanh phan bd sung, ai luc gin két dac
hiéu vé6i Clg, cling dugc ]Jam giam. Theo mot phuong an, ai luc gin két v6i thu thé Fe moi
sinh (FcRn) khong dugc Jam giam. Dat dugc viéc gin k&t hiu nhu tvong tw v6i FeRn, tc
1a sy bao quan 4i luc gin két ciia mién Fc voi thu thé nay khi mién Fc (hodc phén tu gin
két khang nguyén déc hiéu kép hoat hoa t& bao T bao gdm mién Fc néu trén) thé hién l6n
hon khoang 70% i lyc gin két ctia dang khong dugc thiét k& di truyén cua mién Fc (hodc
phan tu gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa té bao T bao gdm dang khong dugc
thiét k& di truyén néu trén clia mién Fc) vai FeRn. Mién Fc, hodc cac phén tir gin két khang
nguyén dac hiu kép hoat hoa té bao T theo sang ché bao gdm mién Fc néu trén, co th8 thé
hién 16n hon khoang 80% va tham chi 16n hon khoang 90% 4i luc nay. Theo cac phuong
4n nhat dinh, mién Fc cta phén t gin két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T
duge thiét ké di truyén dé c6 chirc nang tac dong giam, Khi so v6i mién Fc khong dugc
thiét k& di truyén. Chuc ndng tac dong giam co thé bao gdbm, nhu khong chi gi¢i han &, mot
hodc nhidu chirc nang sau: tinh gy doc té bao phy thude vao bb thé (CDC) giam, tinh gay
doc té bao qua trung gian té bao phu thudc vao khang thé (ADCC) giam, tinh thuc bao cua
té bao phu thudc vao khang thd (ADCP) giam, kha ndng tiét xytokin giam, kha nang hép
thu ctia khang nguyén qua trung gian phac chAt mién dich bang té bao trinh dién khang
nguyén giam, kha nang gin Kkét v6i té bao NK giam, kha nang gin két voi dai thuc bao
giam, kha nang gin Kkét v6i bach cau don nhén giam, kha ndng gin két v6i té bao nhén da
hinh giam, sy chét t& bao theo chuong trinh cam ng viéc truyén tin hi¢u tryc tiép giam,
kha nang lién két ngang cla khang thé gin Kkét voi dich giam, sy trudng thanh té bao dudi
gai giam, hodc viée mdi té bao T giam. Theo mot phuong én, chirc nang tac dong giam la
mot hodc nhidu chtrc ning dugc chon tir nhém CDC giam, ADCC giam, ADCP giam, va
kha nang tiét xytokin giam. Theo mot phuong an cu thé, chirc nang tac dong giam 1a ADCC
giam. Theo mot phuong an, ADCC giam it hon 20% ADCC dugc gy cam ung bang mién
Fc khong dugc thiét ké di truyén (hodc phan tr gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat
hoa té bao T bao gdm mién Fc khong dugc thit ké di truyén).

Theo mdt phuong an, dot bién axit amin ma lam giam 4i luc gén két ctia mién Fe
v6i thu thé Fe va/hodc chire ning tac dong la thay thé axit amin. Theo mot phuong 4n, mién
Fc bao gbm su thay thé axit amin ¢ vi tri duoc chon tir nhém E233, 1234, 1235, N297,
P331 va P329 (danh sd theo chi s& Kabat EU). Theo phuong an cu thé hon, mién Fc bao
gém su thay thé axit amin & vi tri dugc chon tir nhém L1234, 1,235 va P329 (danh sb theo
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chi s6 Kabat EU). Theo mot s6 phuong an, mién Fc bao gdm sy thay thé axit amin L234A
va L235A (danh sé theo chi s6 Kabat EU). Theo mot phuong an nay, midn Fe 12 mién Fe
cua IgGi, cu thé 1a mién Fc cua IgGi ngudi. Theo mot phuong an, midn Fc bao gdm sy
thay thé axit amin & vi tri P329. Theo phuong an cu thé hon, thay thé axit amin la P329A
hotic P329G, cu thé 1a P329G (dénh <6 theo chi s6 Kabat EU). Theo mdt phuong an, mién
Fc bao gom sy thay thé axit amin & vi trf P329 va thay thé axit amin khac & vi trf dugc
chon tir E233, L234, 1235, N297 va P331 (danh s& theo chi sb Kabat EU). Theo phuong
4n cu thé hon, thay thé axit amin khac néu trén 1a E233P, L234A, L235A, 123 5E, N297A,
N297D hodc P3318. Theo cac phuong an cu thé, mién Fc bao gbm sy thay thé axit amin &
vi tri P329, 1234 va 1.235 (danh 56 theo chi sb Kabat EU). Theo c4c phuong an cu thé hon,
midn Fe bao gdm dot bién axit amin L234A, L23 5A va P329G (“P329G LALA”). Theo
mot phuong 4n nay, midn Fec 13 mién Fc cia IgGi, cu thé 1a mién Fe cta IgG1 nguoi. T6
hop “P329G LALA” cua thay thé axit amin loai bo hiu nhu hoan toan khéa nang gén két
thu thé Fey (cling nhu bd thé) cta mién Fc cta IgG1 nguoi, nhu dugc mo ta trong cong bb
don séng ché quéc té s6 WO 2012/13083 1, dugc dua toan bo vao day bing céch vién dan.
WO 2012/130831 cling md ta phuong phap tao ra midn Fc dot bién nhu vay va phuong
phap xéac dinh céc tinh chit ctia né nhu kha nang gin két thu thé Fc hodc chuc nang tac

dong.

Khéng thé IgG4 thé hién 4i luc ghn két v6i thy the Fo giam va chirc nang tic dong
giam so v6i khang th 1gG1. Do vay, theo mdt s6 phuong an, mién Fc cla cac phén tir gin
két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa té bao T theo sang ché 13 mién Fc cua IgGs, cu thé
13 midn Fc ctia IgGs nguoi. Theo mot phuong an, mién Fc ctia 1gGs bao gdm sy thay thé
axit amin & vi tef S228, cu thé 1a thay thé axit amin S228P (danh sb theo chi sd Kabat EU).
pé 1am giam thém ai luc gén két cua no véi thu thé Fc va/hoic chirc nang tac dong cua no,
theo mot phuong an, mién Fc cua IgGs bao gbm sy thay thé axit amin & vi tri L235, cu thé
1a thay thé axit amin L235E (danh s& theo chi s6 Kabat EU). Theo mot phuong an khac
nita, mién Fe cia 1gG4 bao gom sy thay thé axit amin & vi tri P329, cu thé 1 thay thé axit
amin P329G (dénh s§ theo chi s6 Kabat EU). Theo mot phuong an cu thé, mién Fc cla
IgG4 bao gdm sy thay thé axit amin & vi tri S228, 1.235 va P329, cu thé 1a thay thé axit
amin S228P, L235E va P329G (danh 54 theo chi s6 Kabat EU). Dot bién mién Fe cua IgGs
nay va cac tinh chit gin két thu thé Fey cua no duge md ta trong cOng bd don séng ché

qubc té s6 WO 2012/130831, duge dura toan bd vao day bang cach vién dan.
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Theo mot phuong an cu th&, mién Fc thé hién 4i luc gén két v6i thu thé Fe giam
va/hoic chire nang tac dong giam, khi so v6i midn Fc cua IgG: ty nhién, la mién Fc cua
IgG1 nguoi bao gdm su thay thé axit amin L234A, L235A va tuy ¥ P329G, hodc mién Fc
ctia IgG4 nguoi bao gdm sy thay thé axit amin S228P, L235E va tuy y P329G (dénh sd
theo chi s& Kabat EU).

Theo c4c phuong an nhét dinh, viéc N-glycosyl hoa ctia mién Fe duge loai bd. Theo
mot phuong 4n nay, mién Fe bao gdm dot bién axit amin & vi tri N297, cu thé 1a thay thé
axit amin thay thé asparagin bang alanin (N297A) hoic axit aspartic (N297D) (danh )
theo chi s6 Kabat EU).

Ngoai mién Fe duge mo ta ¢ ddy ¢ trén va trong cong bd don sang ché quéc té sb
WO 2012/130831, mién Fc c6 kha nang gén két thu thé Fc va/hodc chirc ning tac dong
giam cling bao gdm cac mién Fc ¢6 su thay thé & mot hodc nhiéu gdc trong cac g cla
midn Fe 238, 265, 269, 270, 297, 327 va 329 (patent M¥ s6 6,737,056) (danh s6 theo chi
s6 Kabat EU). Dot bién Fc nay bao ¢dm dot bién Fe ¢6 thay thé & hai hodc nhidu vi tri axit
amin 265, 269, 270, 297 va 327, bao gdm ddt bién Fc con goi la “DANA” c6 thay thé céc
gbe 265 va 297 thanh alanin (patent M¥ s 7,332,581).

Mién Fc dot bién co thé duoc thyuc hién bang céach lam khuyét, thay thé, xen vao
hodc cai bién axit amin bang cach st dung phuong phap di truyén hodc phuong phap hoa
hoc da dugc biét r6 trong linh vuc k¥ thuét nay. Cac phuong phép di truyén co thé bao gdm
dot bién dic hiéu didm cia trinh ty ADN ma hoa, PCR, tbng hop gen, va phuong phap
tuong ty. Cac thay 481 nucleotit hiéu chinh c6 thé dugc xac minh, vi du, bz'mg cach giai

trinh tu.

Kha nang gin két v6i thu thé Fe ¢o thé d3 dang dugc xéac dinh bang, vi du, ELISA,
hojc bang phuong phap cOng plasmon bé mit (SPR) st dung dung cu tiéu chuén nhu dung
cu BIAcore (GE Healthcare), va thu thé Fc nhu ¢6 th& thu duoc bang cach biéu hién ti to
hop. Thir nghiém gin Kkét thich hop nhu vy duoc md ta & day. Theo cach khac, 4i lyc gén
Kkét ciia mién Fc hodc cdc phan tir gin két khang nguyén ddc hi¢u kép hoat hoa té bao bao
gdm mién Fc cho thu thé Fe c6 thé dugc danh gia bang cach su dung cac dong té bao da

biét d& bidu hién thu thé Fc cu th&, nhu té bao NK ngudi bidu hién thu thé Feyllla.

Chirc nang tac dong cua mién Fc, hodc phén ti gin két khang nguyén déc hiéu kép

hoat hoa té bao T bao gdm mién Fc, c6 thé duge xac dinh bang cac phuong phép da biét
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trong linh vuc k¥ thuét nay. Thtr nghiém thich hop @& x4c dinh ADCC dugc md ta & day.
Céc vi du khac vé thir nghiém in vitro d8 d4anh gia hoat tinh ADCC cla phan tir dang quan
tam duge md ta trong Patent MY s6 5,500,362; Hellstrom et al. Proc Natl Acad Sci USA
83,7059-7063 (1986) and Hellstrom et al., Proc Natl Acad Sci USA 82, 1499-1502 (1985);

Patent My s6 5,821,337; Bruggemann et al., J Exp Med 166, 1351-1361 (1987). Theo cach
khac, phuong phap thi nghiém khong c6 hoat tinh phong xa co thé duoc st dung (xem, vi
du, thir nghiém gay doc té bao khong c6 hoat tinh phong xa ACTI™ @é do s6 luong té bao
theo dong chay (CellTechnology, Inc. Mountain View, CA); va thir nghiém gay doc té bao
khong c6 hoat tinh phong xa CytoTox 96® (Promega, Madison, WI)). Cac té bao tac dong
hitu ich d@é thir nghiém bao gdm cac té bao don nhan mau ngoai vi (PBMC) va cac té bao
tiéu diét tu nhién (NK). Theo cach khéc, hodc ngoai ra, hoat tinh ADCC ctia phén tir dang
quan tdm cO thé duoc danh gia in vivo, vi dy, trong md hinh dong vat nhu dugc mo ta trong

Clynes et al., Proc Natl Acad Sci USA 95, 652-656 (1998).

Theo mdt sb phuong an, kha ndng gin két ctia mién Fe v6i thanh phén bd sung, cu
thé 13 voi Clgq, duge 1am giam. Do do, theo mot sb phuong 4n trong d6 mién Fc dugc thiét
ké di truyén 42 ¢6 chirc ning tac dong giam, chirc ning tic dong gidam nay bao gom CDC
giam. Thir nghiém gén két Clq co thé dugc tién hanh dé xac dinh xem 13 phén tur gin két
khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa t& bao T ¢6 thé gin Kkét voi Clq hay khong va do vay
¢6 hoat tinh CDC hay Kkhong. Vi du xem: ELISA gin két Clq va C3c trong WO
2006/029879 va WO 2005/ 100402. D& danh gia hoat tinh bd sung, thir nghiém CDC c6 thé
dugc thyc hién (xem, vi dy, Gazzano-Santoro et al., J Immunol Methods 202, 163 (1996);
Cragg et al., Blood 101, 1045-1052 (2003); va Cragg and Glennie, Blood 103, 2738-2743
(2004)).

Gbc gin két khang nguyén

Phan ti gén két khang nguyén theo sang ché 1a dic hidu kép, tic 1a n6 bao gom it
nhét hai gbc gin két khang nguyén c6 kha nang gin két dac hidu voéi hai chét xac dinh
khang nguyén riéng biét. Theo sang ché, cac gbe gin két khang nguyén 1a phan tor Fab (tirc
13 mién gin két khang nguyén bao gdm chudi ning va chudi nhe, mdi mién bao gdm mién
bién d6i va mién ¢b dinh). Theo mot phuong 4n, phan tir Fab néu trén 1a ngudi. Theo mot
phuong an khéc nira, phén tir Fab nay duoc nhéan hoa. Theo mot phuong 4n khac nira, phéan

tir Fab nay bao gdm mién cb dinh chudi nang va mién ¢ dinh chudi nhe cua nguol.
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ft nhét mot trong cac gbc gin két khang nguyén 1a phan tir Fab lai chéo. Su bién d6i
nay lam giam sy ghép cdp sai cua chudi ning va chudi nhe tir cac phén tir Fab khéc nhau,
nho d6 1am cai thién nang suét ca do tinh khiét ctia phan tir gin két khang nguyén déc hiéu
kép hoat hoa té bao T theo sang ché trong san xuét tai td hop. Trong phén tu Fab lai chéo
cu thé hiru ich dbi voi phan tir gin két khang nguyén déc hiéu kép hoat hoa té bao T theo
séng ché, cac mién bién ddi ctia chudi nhe Fab va chudi niang Fab (l4n luot 12 VL va VH)
dugc trao ddi. Tuy nhién, tham chi véi su trao dbi mién ndy, viéc chuén bi phén tir gén két
khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa t& bao T c6 thé bao gdm céc san phém phu nhét dinh
do cai goi 1a su twong tac loai Bence Jones gitta cac chudi ndng va chudi nhe ghép cap sai
(xem tai ligu: Schaefer et al, PNAS, 108 (201 1) 11187-11191). Pé 1am giam thém sy ghep
cip sai cua cac chudi ning va chudi nhe tir cac phén tir Fab khac nhau va tir d6 lam tang
do tinh Kkhiét va hiéu suét ctia phén tir gin két khang nguyén ddc hi¢u kép hoat hoa té bao
T mong mudn, theo sang ché, cac axit amin tich dién voi cac dién tich trai diu dugc dua
vao ¢ nhiing vi tri axit amin dgc hiéu trong cac mién CH1 va CL cua (c4c) phén tir Fab ma
gin két ddc hiéu véi khang nguyen t6 bao dich, hodc phéan ti Fab ma gin két dac hiéu voi
khéng nguyén hoat hoa t& bao T. Cac bién ddi dién tich dugc tao ra hodc & (cac) phan tir
Fab thong thuong bao gdm phén tr gin két khang nguyén ddc hiéu kep hoat hoa té bao T
(nhu dugc thé hién trong cac hinh v& Fig.1 A-C, G-J), hodc trong (c4c) phén tt Fab lai
chéo bao gdbm phan tir gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa té bao T (nhu dugc thé
hién vi du trén Fig.1 D-F, K-N) (nhung khong phai trong ca hai phén t&r). Theo cac phuong
an cu thé, cac bién dbi dién tich dugc tao ra trong (c4c) phén tt Fab thong thudng bao gdm
phén twr gin két khang nguyén ddc hi¢u kép hoat héa t& bao T (ma theo cic phuong an cu

thé gin két dic hiéu voi khang nguyén té bao dich).

Theo mdt phuong an cu thé theo sang ché, phan tir gin két khang nguyén ddc hiéu
kép hoat hoa té bao T c6 kha ning ohn két ddng thoi voi khang nguyén té bao dich, cu thé
14 khang nguyén t4 bao khdi u, va khang nguyén hoat hoa té bao T, cu thé 1a CD3. Theo
mot phuong an, phan tir gén két khang nguyén ddc hi¢u kép hoat hoa té bao T c6 kha nang
Jién két ngang t& bao T va té bao dich bang cach gin két dong thoi v6i khang nguyén té
bao dich va khang nguyén hoat hoa t& bao T. Theo phuong én cu thé hon, viéc gin két
ddng thoi nay ]am t& bao dich phan giai, cu thé 12 té bao khéi u. Theo mot phuong an, viéc
gin két ddng thoi nay taora dap ung t& bao cia té bao lympho T. Theo cac phuong an khac,

viée gin két ddng thoi nay tao ra dap ung té bao clia té bao lympho T, cu thé 1a té bao
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lympho T gdy doc té bao, duge chon tir nhoém: tang sinh, bi€t hoa, tiét xytokin, gidi phong
phan tir tac dong gdy doc té bao, hoat tinh gay doc té bao, va su bidu hién cta gen danh
d4u hoat hoa. Theo mot phuwong an, viec gén két ctia phan tir gin két khang nguyén dac
hiéu kép hoat hoa té bao T v6i khang nguyén hoat hoa té bao T, cu thé 12 CD3, ma khong
gén két ddng thoi v6i khang nguyen +& bao dich khong 1am hoat hoa té bao T.

Theo mdt phuong 4n, phan tir gin két khang nguyén déc hi¢u kép hoat hoa té bao T
¢6 kha nang hudng lai hoat tinh gy doc té bao cua té bao T véi té bao dich. Theo mot
phuong an cu thé, viéc huéng lai nay 1a doc 1ap véi su trinh bay khang nguyén peptit qua

trung gian MHC bang t& bao dich va va/hodc tinh dédc hiéu cua té bao T.

Cu thé 13, té bao T theo phuong an bt ky trong sé cac phuong an cua sang ché1até
bao T gy doc t& bao. Theo mot s6 phuong 4n, té bao T 12 té bao T CD4" hodc CD8", cu
thé 1a té bao T CD8".

Lé&m hoat héa phén tir Fab ma gdn két véi khdang nguyén t6 bao T

Phén tir gin két khang nguyén dic hi¢u kép hoat héa té bao T theo sang ché bao
gdm it nhit mot phén tir Fab ma ghn két dic hiéu v6i khang nguyén hoat hoa té bao T (&
day con dugc goi 13 “lam hoat héa phén tir Fab ma gin Kkét voi khang nguyén té bao T”).
Theo mdt phuong an cu thé, phan tir gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa té bao T
bao gdm khong qua mot phan tir Fab (hodc phén tr Fab khéc) ¢6 kha nang gin két dac hiéu
v6i khang nguyén hoat hoa té bao T. Theo mdt phwong an, phén tr gén két khang nguyén

d3c hidu kép hoat hoa té bao T taora gin két hoa tri 1 v6i khang nguyén hoat hoa té bao T.

Theo cac phuong an cu thé, phan tir Fab ma gin két dic hiéu khang nguyén hoat
hoa té bao T 1a phan tir Fab lai chéo nhu duge md ta ¢ day, tirc 1 phan tit Fab trong do cac
midn bién dbi VH va VL cua chudi ning va chudi nhe Fab duge trao dbi/duoc thay thé 1an
nhau. Theo cac phuong én nay, (c4c) phan tir Fab ma gan két dic hiéu khang nguyén té
bao dich 1a phan tir Fab thong thuong. Theo cac phuong 4n, trong d6 co trén mot phén tir
Fab ma gin két dic hiéu voi khang nguyen té bao dich bao gbm phan tr gin két khang
nguyén déc hiéu kép hoat hoa t6 bao T, phan tt Fab ma gin két dic hiéu véikhang nguyén
hoat hoa t& bao T, tdi hon 13 phén tir Fab lai chéo va cac phén tir Fab ma gin két dic hiéu
v6i khang nguyén té bao dich 1a cac phan ti Fab thong thuong.

Theo céc phuong an thay thé, phan tir Fab ma gin két dic hiéu khang nguyén hoat

héa té bao T 1 phan tir Fab thong thuong. Theo cac phuong an nay, (c4c) phén tir Fab ma

-73-



39315

gin két dic hidu khang nguyén t& bao dich 1 phan tir Fab lai chéo nhu dugc md ta ¢ day,
tirc 12 phan tr Fab trong d6 cac mién bién ddi VH va VL cua chudi ning va chudi nhe Fab

duogc trao ddi/dugc thay thé 1an nhau.

Theo mdt phuong an cu thé, khang nguyén hoat hoa té bao T1a CD3, cu thé 14 CD3
& ngudi (SEQ ID NO: 1) hogc CD3 & khi dudi cho (SEQ ID NO: 2), cu thé nhat 1a CD3 ¢
ngudi. Theo mot phuong an cu thé, phan tir Fab ma gin két khang nguyén hoat hoa té bao
T phan tng chéo ddi Vm (tac la gin két dic hiéu v6i) CD3 0 ngudi va khi dudi ché. Theo
mdt sb phuong 4n, khang nguyén hoat hoa 6 bao T 1a cAu tric siéu phén tur epsilon cua

CD3 (epsilon CD3).

Theo mdt s6 phuwong an, phan tir Fab ma gén két khang nguyén hoat hoéa té bao T
gin két dic hiéu véi CD3, cu thé 1a epsilon CD3, va bao gbm it nhéat mot ving xéac dinh bd
thé chudi ning (CDR) dugc chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO: 4,SEQIDNO: 5 va SEQ
ID NO: 6 va it nhit mot CDR chudi nhe dugc chon tir nhém SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO:
9, SEQ ID NO: 10.

Theo mdt phuong 4n, phan tir Fab ma gin két CD3 bao gdm ving bién dbi chudi
ning bao gdm CDR1 chudi ning ctia SEQ ID NO: 4, CDR2 chudi ning cua SEQ ID NO:
5, CDR3 chudi nang ctia SEQ ID NO: 6, va ving bién ddi chudi nhe bao gdm CDR1 chudi
nhe ctia SEQ ID NO: 8, CDR2 chudi nhe ciia SEQ ID NO: 9,va CDR3 chudi nhe ctia SEQ
ID NO: 10.

Theo mdt phuong an khac nita, phan tr Fab ma gin Kkét CD3 bao gdm ving bién
d6i chudi ngng bao gébm CDR1 chudi nang cia SEQ ID NO: 4, CDR2 chudi ning ctia SEQ
ID NO: 67, CDR3 chudi nang cua SEQ ID NO: 6, va vung bién ddi chudi nhe bao gdm
CDR1 chudi nhe cia SEQ ID NO: 68, CDR2 chudi nhe cia SEQ ID NO: 9,vaCDR3 chudi
nhe ctia SEQ ID NO: 10.

Theo mdt phuong an, phan tir Fab ma gin Kkét CD3 bao gdm trinh ty ving bién d6i
chudi nang ma c6 do tuong ddng trinh tu it nhét khoang 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc
100% v6i SEQ ID NO: 3 va trinh ty vung bién dbi chudi nhe ma co6 do tuong ddng trinh tu
it nhat khoang 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100% v6i SEQ ID NO: 7.

Theo mot phuong an, phan tir Fab ma gén két CD3 bao goém ving bién dbi chudi
ning bao gbm trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 3 va vung bién @i chudi nhe bao gdm

trinh ty axit amin cla SEQ ID NO: 7.
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Theo mot phuong an, phan tir Fab ma gfin két CD3 bao gom trinh ty ving bién dbi
chudi nang cta SEQ ID NO: 3 va trinh tu vung bién ddi chudi nhe ctia SEQ ID NO: 7.

Phan tir Fab ma gin két khdng nguyén té bao dich

Phan tir gén két khang nguyén dic hiéu kép hoat héa té bao T theo sang ché bao
¢dm it nhit mot phan tr Fab ma ofin két dic hiéu voi khang nguyén té bao dich (& day con
dugc goi la “phén ti Fab ma gin két khang nguyén t& bao dich”). Theo cac phuong an nhét
dinh, phéan ti gin két khang nguyén dédc hiu kép hoat héa té bao T bao gdm hai phan t
Fab ma gin két dic hiéu voi khang nguyen t& bao dich. Theo phuong an cu thé nay, mdi
trong cac phan tir Fab nay gin két dic hiéu véi cung chét xac dinh khang nguyén. Theo
phuong an cu thé hon, tit ca trong sé cac phan ti Fab nay la gibng hét nhau, tirc 13 ching
bao gdm céc trinh tu axit amin giéng nhau bao gbm sy thay thé axit amin gidng nhau trong
midn CH1 va CL nhu dugc md ta o day (néu c6). Theo mdt phuong 4n, phan gén két
khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa té bao T bao gdm phan tit globulin mi&n dich ma gin
két dzc hiu v6i khang nguyén té bao dich. Theo mdt phuong an phan tr gin két khang
nguyén dac hiu kép hoat hoa té bao T bao gdbm khong qué hai phan tir Fab ma gin két dic

hiéu v6i khang nguyén té bao dich.

Theo cac phuong an cu thé, (c4c) phéan tir Fab ma gin két dic hidu v6i khang nguyén
t& bao dich 13 phan tir Fab thong thudong. Theo cic phuong 4n nay, (cac) phéan t Fab ma
gin két dac hiéu khang nguyén hoat hoa t& bao T 1a phan tir Fab lai chéo nhu dugc mo ta
& day, tirc 1a phan tir Fab trong do cdc midn bién ddi VH va VL ctia chudi ndng va chudi

nhe Fab dugc trao doi/duge thay thé 13n nhau.

Theo cac phuong an thay thé, (cac) phén tir Fab ma géan két dac hiéu voi khang
nguyen té bao dich 12 phan tir Fab lai chéo nhu duge md ta & day, tie 1a phén tir Fab trong
d6 céc mién bién d6i VH va VL ctia chudi ning va chudi nhe Fab dugc trao ddi/duoc thay
thé 13n nhau. Theo cac phuong an nay, (c&c) phén ta Fab ma gén két dac hiéu khang nguyén
hoat hoa té bao T 1a phén i Fab thong thuong.

Phan tir Fab ma gin két khang nguyén té bao dich gan voi chit xac dinh khéng
nguyén déc hiéu va 6 kha nang hudéng phén tr gin két khang nguyén dac hiéu kép hoat
hoa té bao T dén vi tri dich, vi du dén loai 6 bao khéi u dic hiéu ma mang chit x4c dinh

khang nguyén.
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Theo cac phuong an nhét dinh, phan tir Fab ma gin két khang nguyén té bao dich

gin két dic hiéu voi khang nguyén bé mat té bao.

Theo cac phuong an nhét dinh, phan tir Fab ma gin két khang nguyén té bao dich
dwogc nham vao khang nguyén c6 lién quan dén didu kién bénh 1y, nhu khang nguyén dugc
trinh bay trén t6 bao khdi u hodc trén t& bao nhidm virut. Cac khang nguyen t€ bao dich
thich hop 1a céc khang nguyén bé mit té bao, vi du, nhung khong gi6i han &, cac thu thé
bé mit té bao. Theo céc phuong an cu thé, khang nguyén t& bao dich 13 khang nguyén ¢
nguoi. Cac khang nguyén té bao dich minh hoa bao gém CD20, Her2, Her3, MCSP
(chondroitin sulfat proteoglycan lién quan dén u hic séc 6, con dugce biét 14 chondroitin
sulfat proteoglycan 4), hoic BCMA (dich chin té bao B & ngudi, con dugc biét 14 thanh
vién siéu ho thu thé yéu t hoai tir khéi u 17 (Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily

Member 17 (UniProt Q02223)).

Theo cac phuong an cu thé, khang nguyén t8 bao dich 1a CD20, cu thé 14 CD20 &
ngudi. Theo mot phuong an, Khang nguyén té bao dich 1a CD20 va phan t Fab ma gin két
dic hiéu véi khang nguyén té bao dich néu trén bao gbm ving bién ddi chudi nang bao
gdm ving xéac dinh bd thé chudi ning (CDR) 1 ctia SEQ ID NO: 46, CDR 2 chudi ning
ctia SEQ ID NO: 47, va CDR 3 chudi niang ciia SEQ ID NO: 48, va vung bién ddi chudi
nhe bao gdm CDR 1 chudi nhe cia SEQ ID NO: 49, CDR 2 chudi nhe ctia SEQ ID NO:
50 va CDR 3 chudi nhe ctia SEQ ID NO: 51. Theo mot phuong an khac, khang nguyén té
bio dich 13 CD20 va phén tir Fab ma ghn két dac higu voi khang nguyén té bao dich néu
trén bao gém vung bién dbi chudi ning ma c6 do tuong ddng trinh tu it nhét 13 95%, 96%,
97%, 98%, hodc 99% véi trinh tu ctia SEQ ID NO: 30, va vung bién ddi chudi nhe ma cd
d6 tuong ddng trinh tyr it hat 12 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% véi trinh tu ctia SEQ ID
NO: 31. Theo mdt phuong an khac, khang nguyén t6 bao dich 12 CD20 va phan tir Fab ma
gin két dac hiéu véi khang nguyén té bao dich néu trén bao gbm trinh ty vung bién dbi
chudi nng cta SEQ ID NO: 30, va trinh ty vung bién dbi chudi nhe cia SEQ ID NO: 31.
Theo mdt phuong an cu thé, phan tir gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa té bao T
bao gdm polypeptit ma co 4o tuong ddng trinh tu it nhit 12 95%, 96%, 97%, 98%, hodc
99% v6i trinh tw ciia SEQ ID NO: 18, polypeptit ma co do tuong ddng trinh tu it nhét 12
95%, 96%, 97%, 98%, hoac 99% vGi trinh tu cua SEQ ID NO: 19, polypeptit ma c¢6 do
tuong déng trinh tu it nhét 13 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% voi trinh tu cia SEQ ID
NO: 20, va polypeptit ma c6 do tuong ddng trinh tu it nhat 12 95%, 96%, 97%, 98%, hodc
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99% v6i trinh tu cia SEQ ID NO: 21. Theo phuong an cu thé khéc, phan tir gén két khang
nguyén dac hi¢u kép hoat hoa té bao T bao gbém trinh tu polypeptit ctia SEQ ID NO: 18,
trinh tw polypeptit ciia SEQ ID NO: 19, trinh tu polypeptit cia SEQ ID NO: 20 va trinh tur
polypeptit cia SEQ ID NO: 21. Theo mdt phuong an khéc nita, phén tl gin két khang
nguyén dic hiéu kép hoat hoa t& bao T bao gdm polypeptit ma ¢ 4o tuong dong trinh ty it
nhét 12 95%, 96%, 97%, 98%, ho#ic 99% Voi trinh tu cia SEQ ID NO: 32, polypeptit ma
6 d6 trong dong trinh ty it bt 12 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% Véi trinh ty cia SEQ
D NO: 19, polypeptit ma c6 do tuong ddng trinh ty it nhat 1a 95%, 96%, 97%. 98%, hodc
99% véi trinh tu cia SEQ ID NO: 20, va polypeptit ma ¢ do tuong ddng trinh tu it nhét
12 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% voi trinh tu cua SEQ ID NO: 21. Theo mdt phuong an
khéc, phan ti gin két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoéa té bao T bao gbém trinh tu
polypeptit cia SEQ ID NO: 32, trinh tu polypeptit ctia SEQ ID NO: 19, trinh tu polypeptit
ctia SEQ ID NO: 20 va trinh tu polypeptit ctia SEQ ID NO: 21. Theo mot phuong an khac
nfta, phan ti gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa té bao T bao gdm polypeptit ma
cO do tuong déng trinh tu it nhét 12 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% voi trinh ty cta SEQ
ID NO: 36, polypeptit ma co do tuong ddng trinh tur it nhat 12 95%, 96%, 97%, 98%, hodc
999% véi trinh tw ctia SEQ ID NO: 37, polypeptit ma ¢6 do tuong ddng trinh tu it nhét 1a
95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% voi trinh tu cia SEQ ID NO: 38, va polypeptit ma c6 do
tuong ddng trinh tu it nhét 14 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% véi trinh tu cua SEQ ID
NO: 39. Theo mdt phuong an khéc, phan tir gin két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa
té bao T bao gdm trinh tu polypeptit cua SEQ ID NO: 36, trinh tu polypeptit cuia SEQID
NO: 37, trinh tu polypeptit cia SEQ ID NO: 38 va trinh tu polypeptit cia SEQ ID NO: 39.
Theo mdt phuong an Khac, phén ti gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa té bao T
bao gdbm polypeptit ma ¢ do tuong ddng trinh tu it nhét 12 95%, 96%, 97%, 98%, hodc
99% véi trinh tu cia SEQ ID NO: 40, polypeptit ma c¢d do tuong ddng trinh tur it nhét 12
95%, 96%, 97%, 98%, hoic 99% Vvéi trinh tu cta SEQ ID NO: 41, polypeptit ma c6 do
tuong déng trinh tu it nhét 13 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% voi trinh tu ctia SEQ ID
NO: 20, va polypeptit ma ¢0 do tuong ddng trinh tu it nhét 13 95%, 96%, 97%, 98%, hodc
99% v6i trinh tu ciia SEQ ID NO: 21. Theo mdt phuong an khac, phén ti gin két khang
nguyén dic hiéu kép hoat héa ¢ bao T bao gdm trinh tw polypeptit ctia SEQ ID NO: 40,
trinh tu polypeptit cla SEQ ID NO: 41, trinh tu polypeptit cia SEQ ID NO: 20 va trinh ty
polypeptit cia SEQ ID NO: 21.
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Theo cac phuong an khéc, khang nguyén dich la Her2, cu thé 1a Her2 & nguoi. Theo
mot phuong an, khang nguyén té bao dich 12 Her2 va phén tu Fab ma gin két dic hiéu voi
khang nguyén t& bao dich néu trén bao gdm ving bién ddi chudi ning ma c6 do twong dong
trinh tu it nhét 12 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% voi trinh tu caa SEQ ID NO: 61, va
ving bién ddi chudi nhe ma c6 do tuong ddng trinh ty it nhat 1 95%, 96%, 97%. 98%,
hoic 99% vdi trinh ty cla SEQ ID NO: 62, Theo mot phuong an khac, khang nguyén té
bao dich 12 Her2 va phan tir Fab ma gan két dic hiéu vaéi khang nguyén té bao dich néu
trén bao gdm trinh ty ving bién ddi chudi nang cua SEQ ID NO: 61, va trinh tu vung bién
i chudi nhe ciia SEQ ID NO: 62. Theo mot phwong an, phan tir gén két khang nguyén
dic hidu kép hoat hoa té bao T bao gdm polypeptit ma c6 4o twong ddng trinh ty it nhét 1a
95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% véi trinh tu cua SEQ ID NO: 21, polypeptit ma co do
tuong ddng trinh tur it nhét 12 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% voi trinh ty cia SEQ ID
NO: 52, polypeptit ma ¢b do tuong ddng trinh tu it nhét 14 95%, 96%, 97%, 98%, hodc
99% v6i trinh ty cua SEQ ID NO: 53, va polypeptit ma c6 do tuong ddng trinh tu it nhét
14 95%, 96%, 97%, 98%, ho#ic 99% vdi trinh tu cia SEQ ID NO: 54. Theo mot phuong an
khéac, phan tu gin két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T bao goém trinh tu
polypeptit cua SEQ ID NO: 21, trinh tut polypeptit cia SEQ ID NO: 52, trinh tu polypeptit
ciia SEQ ID NO: 53 va trinh tw polypeptit cia SEQ ID NO: 54.

Theo cac phuong an khac, khang nguyén dich la Her3, cu thé 1a Her3 & nguoi. Theo
mdt phuong an, khang nguyen té bao dich 1a Her3 va phan tir Fab ma gin két dac hiéu voi
khang nguyén té bao dich néu trén bao gdm ving bién dbi chudi ning ma c6 do tuong dong
trinh tu it nhét 12 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% Vi trinh ty cua SEQ ID NO: 63, va
ving bién ddi chudi nhe ma c6 do tuong ddng trinh ty it nhét 1 95%, 96%, 97%, 98%,
hodic 99% v6i trinh ty ctia SEQ ID NO: 64, Theo mot phuong an khéc, khang nguyén t&
bao dich 1a Her3 va phan tir Fab ma gin két dic hiéu véi khang nguyén té bao dich néu
trén bao gbdm trinh ty ving bién dbi chudi nang cua SEQ ID NO: 63, va trinh tu ving bién
i chudi nhe ciia SEQ ID NO: 64. Theo mot phuong an, phan tir gén két khang nguyén
dac higu kép hoat hoa té bao T bao gdm polypeptit ma ¢ dd tuong ddng trinh tu it nhét 1a
95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% v6i trinh tu cia SEQ ID NO: 21, polypeptit ma c6 do
tuong ddng trinh tu it nhét 13 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% voi trinh tu ctia SEQ ID
NO: 55, polypeptit ma c6 do tuong ddng trinh tu it nhit 12 95%, 96%; 97%, 98%, hodc
99% véi trinh ty caa SEQ ID NO: 56, va polypeptit ma c6 dd tuong ddng trinh ty it nhat
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12 95%, 96%, 97%, 98%, ho#ic 99% véi trinh tu cua SEQ ID NO: 57. Theo mot phuong an
khéc, phan tu gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa té bao T bao gdm trinh tuw
polypeptit cua SEQ ID NO: 21, trinh tu polypeptit ciia SEQ ID NO: 55, trinh tu polypeptit
ctia SEQ ID NO: 56 va trinh tu polypeptit cua SEQ ID NO: 37.

Theo cac phuong an khac, khang nguyén dich 1a chondroitin sulfat proteoglycan
lién quan dén u hic séc tb (MCSP), cu thé 12 MCSP & ngudi. Theo mot phuong én, khang
nguyén t& bao dich 1a MCSP va phan tix Fab ma gin két dc hiéu v6i khang nguyén té bao
dich néu trén bao gdm ving bién dbi chudi ning ma c6 do tuong ddng trinh tu it nhit 12
95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% v6i trinh tu ctia SEQ ID NO: 65, va vung bién @i chudi
nhe ma c6 do tuong dong trinh tur it bt 12 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% v6i trinh tu
ctia SEQ ID NO: 66, Theo mot phuong an khac, khang nguyén t& bao dich 1a Her2 va phéan
tir Fab ma gin két dac hiéu voi khang nguyén té bao dich néu trén bao gom trinh tw ving
bién di chubi ning ciia SEQ ID NO: 65, va trinh tu ving bién ddi chudi nhe cia SEQ ID
NO: 66.

- Theo mot s§ phuong 4n, khang nguyén dich 1a BCMA. Theo céc phuong an khac,
khang nguyén té bao dich khong phai 1a BCMA.
Céc polynucleotit
Sang ché con d& xudt cac polynucleotit dugc phan 14p mé héa phan t gén két khang
nguyén dac hiéu kép hoat hoa té bao T nhu duge md t& & day hogc manh cua nd. Theo mot

s6 phuong an, manh da néu 12 manh gin két khang nguyén.

Céc polynucleotit ma hoa cac phan tr gin két khang nguyén déac hiéu kép hoat hoa
té bao T theo sang ché c6 thé dugc bidu hién dudi dang polynucleotit don ma hoa phén tr
gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa t6 bao T hodc dudi dang da (vi du hai hodc
nhidu) polynucleotit ma dugc dong bidu hién. Cac polypeptit dugc ma hoa boi cac
polynucleotit ma dugce ddng biéu hién co thé lién két qua, vi du lién Kkét disulfua hodc cac
bién phap khac dé tao thanh phén tir gin két khang nguyén ddc héu kép hoat hoa tébao T
chirc ning. Vi duy, ph?m chudi nhe cta phén tir Fab 6 thé dugc ma hoa boi polynucleotit
riéng tu phan cua phan tr gin két khang nguyén ddc hi¢u kép hoat hoa t& bao T bao gom
phén chudi ning ctia phén t Fab, cAu trac siéu phan tir cia mién Fe va tuy ¥ (mot phan
ciia) phan tir Fab khac. Khi duoc dong bidu hién, cac polypeptit chudi ning s& gin két voi

cac polypeptit chudi nhe dé tao ra phén tir Fab. Theo vi du khac nita, phén cua phén tur gin
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két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa t& bao T bao gdm mdt trong hai cAu tric siéu phan
tt cia mién Fc va tiy y (mot phan cta) mot hodc nhiéu phan t Fab co thé dugc ma hoa
béng polynucleotit riéng tir phﬁn cua phén tu gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa
t& bao T bao gdm phﬁn Kia cta hai cAu tric siéu phén tir cua mién Fc va tay y (mot phan
ctia) phén tir Fab. Khi dugc dong biéu hién, cac cAu tric siéu phan tir cia mién Fc s& lién

két dé tao ra mien Fc.

Theo mot s6 phuong an, polynucleotit dugc phan 1ap mé hoa phén tu gin két khang
nguyén dac hi¢u keép hoat hoa té bao T nguyén ven theo sang ché nhu duge mo ta & day.
Theo céc phuong an khac, polynucleotit dugc phan 14p ma hoa cac polypeptit bao gdm
phén ti gén két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa té bao T theo sang ché nhu dugc md
ta ¢ day.

Theo cac phuong an nhét dinh, polynucleotit hodc axit nucleic 12 ADN. Theo cac
phuong an Khac, polynucleotit cua séng ché 13 ARN, vi du & dang ciia ARN thong tin
(mARN). ARN cua sang ché ¢6 thé dai don hodc dai keép.

Phuong phép tai t0 hop

Céc phén tu gin két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T c6 thé thu dugc,
vi dy, bang cach tbng hop peptit ¢ trang thai ran (vi du, tbng hop pha rén Merrifield) hodc
san xudt tai td hop. Dé san xuit tai td hgp mot hodc nhiéu polynucleotit ma hoa phan tir
gin két khang nguyén ddc hi¢u kép hoat hoa t& bao T (manh), vi du, nhu dugc md ta trén
day, duge phan lap va duge xen vao mot hodc nhidu vec-to dé tach dong va/hodc biéu hién
thém trong té bao vat chu. Polynucleotit nay ¢6 thé d& dugc phan lap va dugc giai trinh ty
béng cach sir dung cac quy trinh thong thuong. Theo mot phuong 4n, sang ché d& xuét vec-
to, tbt hon 13 vec-to bidu hién, chira mot hodc nhidu polynucleotit theo sang ché. Cac
phuong phap da biét 16 d6i voi nguoi co k§ nang trung binh trong linh vuc k¥ thudt nay co
thé dugc st dung dé xay dung nén cAu triic vec-to biéu hién chua trinh ty ma hoa phan tir
gin két khang nguyén dac hiéu kép hoat héa té bao T (ménh) cing véi céc tin hidu kiém
soat phién ma/dich ma thich hop. Céc phuong phap nay bao gbm k¥ thuat ADN tai td hop
in vitro, k¥ thuét tbng hop va tai td hop in vivo/tai td hop di truyén. Xem, vi du, cac k¥
thuat dugc mo ta trong Maniatis et al., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL,
Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y. (1989); va Ausubel et al., CURRENT PROTOCOLS IN

MOLECULAR BIOLOGY, Greene Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y.
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(1989). Vec-to biéu hién c6 thé 12 mot phan cta plasmit, virut, hodc ¢o thé 1a manh axit
nucleic. Vec-to biéu hién bao gOm cat-xét bidu hién ma polynucleotit ma hoa phén tir gin
két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T (ménh) (tirc 1a ving ma héa) dugc tach
dong trong qua trinh két hop didu khién duge véi gen khoi dau va/hodc thanh phan kiém
so4t phién ma hogc dich ma khac. Nhu duoc st dung trong ban md ta, "ving ma hoa" 1a
mdt phin cla axit nucleic gdm cac codon dugc dich ma thanh axit amin. Mac du "codon
Kkét thuc" (TAG, TGA, hodc TAA) khong dugc dich ma thanh axit amin, né co thé dugc
coi la mot phén cua vung mé hoa, néu ¢6, nhung trinh tu bén suon bét ky, vi du, gen khoi
dau, vi tri gin Két ribosom, dau cudi phién ma, intron, ving khong dugc dich ma 5°va3’,
va dang tuong tu, khong phai mot phan cua ving ma hoa. Hai hozic nhiéu ving mé hoa c6
thé c6 mit trong c4u trac polynucleotit don, vi du, trén vec-to don, hodc trong céc ciu tric
polynucleotit riéng 1€, vi du, trén cac vec-to (khac nhau) riéng r&. Hon nifa, vec-to bét ky
6 thé chira ving ma hoa don, hodc c6 thé chira hai hodc nhiéu ving ma hoa, vi dy, vec-to
theo sang ché ¢c6 thé ma hoa mot hodc nhiéu polypeptit, dugc tach sau dich ma hodc déng
dich ma thanh céc protein cudi cing thong qua phén tach protein phan giai. Ngoai ra, vec-
to, polynucleotit, hoac axit nucleic theo sang ché c6 thé ma hoa cac ving ma hoa khac loai,
duge dung hop hodc khong duogc dung hop véi polynucleotit ma hoa phan tir gin két khang
nguyén dac hi¢u kép hoat hoa t& bao T (manh) theo sang ché, hodc bién thé hodc dan xuét
ciia n6. Cac ving ma hoa khac loai bao gdm, nhung khong gi6i han, cac thanh phan hoidc
mo-tip duoc cu thé hoa, nhu peptit tin hiéu bai tiét hoic mién chirc nang khac loai. Su két
hop didu khién duoc 13 khi ving mé hoa san phim gen, vi dy, polypeptit, dugc két hop voi
mot hodc nhidu trinh ty diéu hoa theo cach @& biéu hién san phim gen dudi su anh hudng
hotc kiém soat ctia (cac) trinh ty didu hoa. Hai manh ADN (nhu ving ma hoa polypeptit
va gen khoi diu duoc két hop voino) "dugc két hop didu khién duoc” néu sy cam tng cia
chirc ning gen khoi diu din dén su phién md mARN ma hoa san phim gen mong mudn va
néu ban chit cta lién két gitta hai manh ADN khong can thiép vao kha nang dinh huéng
su biéu hién ciia san pham gen cla trinh tur didu hoa biéu hién hogc can thiép vao kha nang
dugc phién ma cua miu ADN. Do d6, vung gen khoi dau duge két hop didu khién dugc
v6i axit nucleic ma hoa polypeptit néu gen khoi du nay c6 kha ning anh huéng dén su
phién ma cla axit nucleic nay. Gen khoi du c6 thé 1a gen khoi dau dic hiéu té bao dinh
huéng su phién ma co ban cia ADN chi & cac t& bao dugc xéac dinh trudce. Cac thanh phén

kiém soat phién ma khac, ngoai gen khoi dau, vi du, gen ting cuong, gen thuc hién, gen
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kim ham, va tin hiéu két thic phién ma, c6 thé duoc két hop didu khién dugc véi
polynucleotit dé dinh huéng sy phién mé dac hiéu té bao. Cac gen khoi d4u thich hop va
cacr vung kiém so4t phién ma khac duge boc 15 & day. Cac vung kiém soat phién ma khac
nhau da biét d6i véi chuyén gia trong linh vuc k¥ thut nay. Cac vung nay bao gbm, nhung
khong gi6i han, vung kiém soat phién md, ¢6 chirc nang trong cac té bao dong vat c6 xuong
séng, nhu, nhung khong gi6i han &, doan gen khéi ddu va gen tang cudng tu
xytomegalovirut (vi du, gen khoi ddu sém tuc thoi, tiép hop véi intron-A), virut khi khong
dudi 40 (vi dy, gen khoi dAu sém), va retrovirut (nhu, vi du, virut sarcom Rous). Cac vung
kiém soat phién mé khac bao gdm céc ving c6 ngudn gdc tr gen dong vét ¢6 xuwong song
nhu actin, protein sbc nhiét, hormon sinh truéng bo va a-globin tho, cling nhu céc trinh ty
khéc ¢ kha nang kidm soat su biéu hién gen trong cac té bao nhan chuan. Cac ving kiém
soat phién ma thich hop khac bao gdm gen khoi du va gen ting cuong ddc hiéu mo cling
nhu gen khéi dau cam ung duge (vi dy, gen Kkhoi diu cam tng duogc tetraxyclin). Twong
tu, cac thanh phé“m kiém so4t dich ma khéac nhau 43 biét ddi v6i nguoi co trinh do trung
binh trong linh vyc k¥ thuft nay. Céc thanh phan nay bao gbm, nhung khong gidi han 0,
vi tri gén két ribosom, codon bét dau va két thiic dich ma, va cac thanh phan c6 ngudn gbe
tir hé virut (ddc biét 1a vi tri vao cta ribosom bén trong, hodc IRES, con duge goi 1a trinh
ty CITE). Cat-x¢ét biéu hién con co thé bao gdm céc d4u hiéu khac nhu gbc sao chép,
va/hodc thanh phan két hop nhidm séc thé nhu doan 1dp cudi dai cua retrovirut (LTR), hodc

doan lap cubi dao nguge (ITR) cua virut lién quan dén adeno (AAV).

Vung mi hoa polynucleotit va axit nucleic theo sang ché c6 thé duoc két hop voi
cac vung mi hoa bd sung ma ma hoa peptit bai tiét hogc tin hiéu, ma hudng sy tiét cla
polypeptit dugc mé hoa b&i polynucleotit theo sang ché. Vi dy, néu mong muén sy tiét cua
phén tu gén két khang nguyén dic hiéu keép hoat hoa té bao T, ADN ma héa trinh ty tin
hiéu co thé dwoc bd tri nguge dong axit nucleic mé hoa cac phan tu gin két khang nguyén
d3c hiéu kép hoat hoa té bao T cua sang ché hodc manh cta nd. Theo gia thiét tin hiéu,
protein dugc tiét ra boi t& bao dong vat c6 vi co peptit tin hi¢u hodc trinh ty dan hudng tiét
dugc phéan tach tu protein trudng thanh ngay khi phat chudi protein sinh truong qua ludi
ndi bao tho duge bt dAu. Nguoi c6 trinh dd trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay s& biét
rang polypeptit duoc tiét ra boi cac t& bao dong vat co xuong séng thuong co peptit tin
hidu duoc dung hop voi dau tan cung N cua polypeptit, dugc phén tach tur polypeptit dugc

dich ma dé san sinh dang dugc tiét hogc "trudong thanh" cia polypeptit. Theo mot s&
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phuong an nhét dinh, peptit tin hiu tu nhién, vi du, peptit tin hiéu cua chudi ning hodc
chudi nhe cua globulin mién dich dugc st dung, hodc din xuit chirc nang cta trinh tu gitr
dugc kha ning huong su tiét polypeptit dugc két hop didu khién duoc v6i nd. Theo mot
cach khéc, peptit tin hiéu cua dong vat c6 va khac loai, hodc din xuét chirc nang cua no,
6 thé duge st dung. Vi du, trinh tu gen din hudng loai dai ¢b thé duoc thay thé bang trinh
tu gen d3n hudng cuia gen hoat hoa plasminogen md nguoi (TPA) hodc B- -glucuronidaza

chudt nhét.

ADN mi hoa trinh ty protein nge"ln c6 thé dugc st dung dé tao diéu kién cho qua
trinh tinh ché sau nay (vi du, dudi histidin) hodc h3 tro viée danh dAu phan tir gin két khang
nguyén dic hi¢u kép hoat hoa té bao T ¢6 thé duoc bao gbm trong hodc & cubi phan tir gin

két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T (manh) ma hoa polynucleotit.

Theo phuong an khac, t6 bao vat chi chira mot hodc nhiéu polynucleotit theo sang
ché dugc dé xuét. Theo mot sd phuong an nhét dinh, té bao vét chi chira mot hodc nhiéu
vec-to theo sang ché dugc dé xuit. Polynucleotit va vec-to nay co thé két hop dAu hiéu bat
ky trong & cac déu hidu ndy, mot minh hodc két hop, dugec mod ta 0 day lién quan dén
polynucleotit va vec-to, mbt cach 1an lugt. Theo mot phuong an, t& bao vat chu chira (vi
duy, dugc bién nap hodc dugc chuyén nhiém véi) vec-to chira polynucleotit ma ma hoa (mot
phén cua) cac phan tu gin két khang nguyén dic hi¢u kép hoat hoa t& bao T clia sang ché.
Nhu duge st dung trong ban md ta, thuat ngtt "t& bao vat chi" dugc dung 8 chi loai hé té
bao bat k¥ ¢6 thé duoc thiét ké di truyén dé tao ra cac phén tir gin két khang nguyén dac
hiéu kép hoat hoa té bao T cla sdng ché hogc cac manh cta no. Té bao vat chu thich hgp
dé sao chép va hd trg su biéu hién ctia phan tir gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa
t6 bao T 1a da biét rd trong linh vuc k¥ thuét nay. Cac té bao nay co thé dugc chuyén nhiém
hodc tai nap ¢ dang thich hop voi vec-to biéu hién cu thé va luong 16n cac té bao chira vec-
to c6 thé duge sinh trudng & nudi cly chit gay men pham vi 16n @& thu duge luong phan
tir gén két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa t6 bao T du dé sir dung trong 1am sang. Céc
té bao vat chu thich hop bao gbm céc vi sinh vt nhan rai rac, nhu E. coli, hodc cac té bao
nhén chudn khac nhau, nhu t& bao budng tring chudt dong Trung Quéc (CHO), té bao con
trung, hodc té bao twong tu. Vi dy, polypeptit co thé duge san sinh trong vi Kkhuén dac biét
1a khi qua trinh glycosyl hoéa 1a khong cAn thiét. Sau khi biéu hién, polypeptit c6 thé duge
phén 1ap tu hd nhio chira té bao vi khuén trong phén hoa tan dugc va c6 thé dugc tinh ché

thém. Ngoai sinh vat khong 6 nhan dién hinh, cac vi sinh vat nhan chun nhu ném soi
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hogic ndm men 1 céc vat chu tach dong hodc bidu hién thich hgp cho vec-to ma hoa
polypeptit, bao gdm ching ndm va ndm men co dudng glycosyl hoa dugc “nhan hoa”, dan
dén su san sinh polypeptit v&i md hinh glycosyl hoa & ngudi mot phﬁn hogc day di. Xem
Gerngross, Nat Biotech 22, 1409-1414 (2004), and Li et al., Nat Biotech 24, 210-215
(2006). Céc té bao vat chu thich hop 4 bidu hien polypeptit (duge glycosyl hoa) cting c6
ngudn gbc tir sinh vét da bao (sinh vat khong xuong séng va c6 xuong séng). Cac vi du vé
c4c té bao sinh vat khong c6 xuong séng bao gdm té bao thuc vat va té bao con tring.
Nhiéu chtng baculovirut dugc nhan biét c6 thé duge st dung trong viéc Kkét hop voi té bao
con trung, ddc biet la dé chuyén nhidm céc té bao Spodoptera ﬁfugiperda. Moi trudng nudi
chy té bao thuc vat con co thé dugc st dung lam vat cht. Xem, vi du, patent M¥ $b
5,959,177, 6,040,498, 6,420,548, 7,125,978, va 6,417,429 (md t& cdng ngh¢
PLANTIBODIES™ @& san xuét khang thé & thuc vat chuyén gen). Té bao sinh vét ¢6
xuong séng con c6 thé duoc st dung 1am vat chu. Vi du, dong t& bao dong vat co vu duoc
lam thich hop dé sinh trudng trong huyén pht ¢6 thé hitu ich. Cac vi du khac vé dong té
bao vat chi dong vat co vi hitu ich 12 dong CV1 thén khi duoc chuyén nhiém bing SV40
(COS-7); dong than phdi ngudi (t€ bao 293 hodc 293 T nhu dugc md ta, vi dy, trong Graham
et al., J Gen Virol 36, 59 (1977)), t& bao than chudt lang con (BHK), t& bao sertoli chuodt
nhét (té bio TM4 nhu duge mo ta, vi du, trong Mather, Biol Reprod 23, 243-251 (1980)),
t bao than khi (CV1), té bao than khi 1ong <anh Chau Phi (VERO-76), té bao caxinom b
tir cung ngudi (HELA), t& bao than ché (MDCK), té bao gan chudt cdng (BRL 3A), té bao
phdi ngudi (W138), t& bao gan ngudi (Hep G2), t& bao u via chudt nhit (MMT 060562), té
bao TRI (nhu duge mo ta, vi du, trong Mather et al., Annals N.Y. Acad Sci 383, 44-68
(1982)), té bao MRC 5, va ¢ bao FS4. Céc dong té bao vat chi dong Vét c6 v hitu ich
khéc bao gdm t& bao budng tring chudt ddng Trung Québc (CHO), bao gdm té bao CHO
4m tinh véi dhfr (Urlaub et al., Proc Natl Acad Sci USA 77, 4216 (1980)); va dong té bao
u tiy nhu YO, NSO, P3X63 va Sp2/0. D& fim hidu thém vé céc dong t€ bao vat chi dong
vat co va da biét thich hop d8 san xuét protein, xem, vi dy, Yazaki and Wu, Methods in
Molecular Biology, Vol. 248 (BXK.C. Lo, ed., Humana Press, Totowa, NJ), trang 255-268
(2003). Té bao vat chi bao gdm té bao dugc nuodi cay, vi du, té bao dong vat c6 va dugc
nuoi céy, té bao nAdm men, t& bao con trung, té bao vi khudn va té bao thuc vét, chi ké tén
mdt s6, nhung bao gbm cé cac té bao c6 trong dong vat chuyén gen, thyc vat chuyén gen

hodic ciy canh tac hodc mo dong vat. Theo mot phuong an, té bao vat chu la té bao nhan
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chuén, &t hon 12 té bao ddng vat co v, nhu té bao buéng tring chudt ddéng Trung Quéc
(CHO), té bao than phoi ngudi (HEK) hodc t& bao bach huyét (vi dy, t& bao YO, NSO,
Sp20).

Céc cong nghé chuén dé biéu hién gen ngoai lai trong cac hé nay la da biét trong
linh vuc k¥ thuat nay. Cac t& bao biéu hién polypeptit chira chudi niang hodc chudi nhe cua
mién gin két khang nguyén nhu khang thé, c6 thé dugce thiét ké di truyén sao cho ciing
bidu hién chudi con lai trong cac chudi khang thé sao cho san pham duoc biéu hién 1a khang

thé c6 ca chudi ning va chudi nhe.

Theo mot phuong an, phuong phéap san xuét cac phén tir gin két khang nguyén dac
hiéu kép hoat hoéa té bao T dugc dé xuit, trong d6 phuong phap nay bao gdm budc nudi
cy té bao vét chu chira polynucleotit m& héa phan tir gin két khang nguyén dac hiéu kép
hoat hoa té bao T, nhu dugc dé xuit & day, trong céc diéu kién thich hop @& biéu hién phéan
tor gén két khang nguyén dac hiéu kép hoat hoa té bao T, va thu hdi phan ti gin két khang
nguyén ddc higu kép hoat hoéa té bao T tir t& bao vat chu (hodc mdi truong nudi chy té bao

vat chu).

Céc thanh phﬁn cta phan tr géan két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T
duoc dung hop theo phuong phép di truyén v6i nhau. Phan tir gén két khang nguyén dac
hiéu kép hoat hoa té bao T c6 thé duoc thiét k& sao cho cac thanh phan cta n6 duge dung
hop truc tiép v6i nhau hogc gian tiép thong qua trinh tu lien két. Ché pham va do dai tac
nhan lién két c6 thé duge xac dinh theo phuong phap da biét rd trong linh vuc k¥ thuét nay
Vi ¢6 thé duoc thir nghiém vé tinh hiéu qua. Céc vi du v& trinh tu lién két gitra cac thanh
phan khac nhau ctia cic phén tur gén két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T dugc
tim thiy trong trinh tu dugc dé xuét ¢ day. Céc trinh tu bd sung con cd thé dugc bao gdm
8 két hop vi tri phan tach dé tach cac thanh phan riéng r& clia protein dung hop néu mudn,

vi du, trinh ty nhan dién endopeptidaza.

Theo mdt sb phuong an nhét dinh, mot hodc nhiéu gbc gin két khang nguyén cua
cac phan tir gin két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T chua it nhit mot ving
bién dbi khang thé c6 kha ning gin Kkét v6i chét xac dinh khang nguyén. Ving bién dbi co
thé tao ra mot phan cua va co ngudn gbc tr khang thé c6 trong tu nhién hodc khong co
trong tw nhién va cac manh ctia n6. Phuong phép san xuét khang thé da dong va khang thé

don dong la da biét o trong linh vyc k¥ thudt nay (xem, vi du, Harlow and Lane,
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" Anditbodies, a laboratory manual”, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988). Céc khang thé
khong c6 trong tu nhién c6 thé dugce cAu tao bang céach sur dung k¥ thuat tdng hop peptit
pha thn, c6 thé duge san xuét tai t6 hop (vi du nhu dugc md ta trong patent My s6 US
4186567) hodc 6 thé thu dugc, vi dy, bing cach sang loc cac thu vién td hop bao gdm céc
chudi ning bién ddi va chudi nhe bién d6i (xem vi du patent My $6 5,969,108 dugc chp

cho McCafferty).

Céc loai dong vat bat ky cta khang thé, manh khang thé, mién gin két khang nguyén
hodc vung bién ddi co thé dugc sur dung trong phan tu gin két khang nguyén ddc hiéu kép
hoat hoa té bao T theo sang ché. Cac khang thé, manh khang th8, mién gin két khang
nguyén hodc vung bién dbi khong 1am gidi han pham vi clia sang ché hitu ich trong sang
ché ¢6 thé co ngudn gbc tir chudt, dong vat linh truong, hodc nguoi. Néu phan tir gin két
khang nguyén déc hiéu kép hoat hoa té bao T duoc du dinh dé st dung & nguoi, dang kham
cua khang thé c6 thé duoc str dung, trong do6 cac ving hang dinh ctia khang thé 13 tir nguoi.
Dang dugc nhan hoa hodc ngudi hoan toan cua khang thé con c6 thé duge didu ché theo
phuong phép da duoc biét rd trong linh vuc k¥ thudt nay (xem vi du, patent M§¥ s6 US
5,565,332 chp cho Winter). C6 thé dat dugc viéc nhan héa bang cdc phuong phap khéc
nhau bao gom, nhung khong gi6i han & (a) ghép CDR khong phai clia ngudi (vi du, khang
thé cho) 1én trén khung lam viéc & ngudi (vi du, khang thé nhén) va cac vung hang dinh
gitt dugc hodc khong gitr dugc gbc khung lam viéc mang tinh quyét dinh (vi dy, vung hing
dinh quan trong dé gitt dugce 4i luc gin két khang nguyén hodc chuc nang khang thé t6t),
(b) chi ghép ving xac dinh tinh d3c hi¢u khong & nguoi (SDR hodc a-CDR; céc gbc mang
tinh quyét dinh d6i voi tuong tac khang thé-khang nguyén) lén trén khung 1am viéc ngudi
va vung hang dinh, hodc (¢) cAy toan bo cac mién bién ddi khong phai ngudi, nhung "che
giu" ching bang doan tuong tw O nguol bang céach thay thé cac gbe bé miat. Khang thé
dugc nhan hoa va phuong phép tao ra ching dugc tim hiéu thém, vi du, trong Almagro and
Fransson, Front Biosci 13, 1619-1633 (2008), va con dugc mo ta thém, vi duy, trong
Riechmann et al., Nature 332, 323-329 (1988); Queen et al., Proc Natl Acad Sci USA 86,
10029-10033 (1989); Patent M¥ s& 5821337, 7527791, 6982321, va 7087409; Jones et al.,
Nature 321, 522-525 (1986); Morrison et al., Proc Natl Acad Sci 81, 6851-6855 (1984);
Morrison and Oi, Adv Immunol 44, 65-92 (1988); Verhoeyen et al., Science 239, 1534-
1536 (1988); Padlan, Molec Immun 31(3), 169-217 (1994); Kashmiri et al., Methods 36,
25-34 (2005) (md ta qua trinh ghép SDR (a-CDR)); Padlan, Mol Immunol 28, 489-498
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(1991) (md ta qua trinh “t4i tao bé mit”); Dall’ Acqua et al., Methods 36, 43-60 (2005) (md
ta “su di chuyén FR”); va Osbourn et al., Methods 36, 61-68 (2005) and Klimka et al., Br
J Cancer 83, 252-260 (2000) (mo ta phuong phap “chon loc ¢6 dan huéng” @& di chuyén
FR). Céc khang thé cu thé theo sang ché 1a khang thé ngudi. Khang thé ngudi va ving bién
d61 ngudi co thé duge san xuAt bang cach sir dung cac ky thuét khac nhau d3 biét trong linh
vuc ky thuft nay. Khang thé ngudi dugc mo ta tdng quat trong van Dijk and van de Winkel,
Curr Opin Pharmacol 5, 368-74 (2001) va Lonberg, Curr Opin Immunol 20, 450-459
(2008). Vung bién ddi ngudi co thé tao ra mot phﬁn va c6 ngudn gbc tir khang thé don dong
ngudi dugc tao ra nhd phuong phap lai (xem vi du Monoclonal Antibody Production
Techniques and Applications, trang 51-63 (Marcel Dekker, Inc., New York, 1987)). Khang
thé ngudi va vung bién d6i ngudi con co thé duge diéu ché bing céch sir dung chét khang
nguyén cho dong vat chuyén gen da dugc cai bién dé san sinh khang thé ngudi nguyén ven
hodc khang thé nguyén ven vdi ving bién ddi nguoi trong dap Ung v6i thach thire khang
nguyén (xem vi du Lonberg, Nat Biotech 23, 1117-1125 (2005). Khang thé ngudi va ving
bién ddi ngudi con co thé dugc thyc hién bang cach phan lap trinh tuy vung bién ddi dong
Fv dugc chon tir thu vién thé hién thuckhuén thé co nguén géc tir ngudi (xem vi du,
Hoogenboom et al. trong tai liéu: Methods in Molecular Biology 178, 1-37 (O’Brien etal.,
ed., Human Press, Totowa, NJ, 2001); va McCafferty et al., Nature 348, 552-554; Clackson
et al., Nature 352, 624-628 (1991)). Thuc Kkhuén thé thuong bidu hién cac manh khang thé,
& dang manh chudi don Fv (scFv) hodc ¢ dang manh Fab.

Theo mot sb phuong an nhét dinh, gbc gén két khang nguyén hitu ich trong sang
ché duoc thiét ké di truyén dé c6 4i luc gén két ting cudng theo, vi du, phuong phéap duogc
bdc 10 trong cong bd don patent My s& 2004/0132066, toan bd ndi dung duoc két hop &
day dé tham khao. Kha ning gin két cua cac phén tir gin két khang nguyén dic hiéu kép
hoat hoa té bao T theo sang ché c6 thé duoc xé4c dinh thong qua thr nghiém hép thy mién
dich lién Kkét voi enzym (ELISA) hodc céc k¥ thuat khac quen thudc voi chuyén gia trong
linh vuc k¥ thuat nay, vi dy, ky thuat cong hudng plasmon bé mit (dugce phan tich trén hé
théng BIACORE T100) (Liljeblad, et al., Glyco J 17, 323-329 (2000)), va thit nghiém gin
két truyén théng (Heeley, Endocr Res 28, 217-229 (2002)). Céc thir nghiém canh tranh 6
thé dugc st dung d8 nhan biét khang thé, manh khang thé, mién gén két khang nguyén
hodc midn bién d6i ma canh tranh v6i khang thé dbi chibu dé gin két v6i khang nguyén cu

2

thé, vi du, khang thé canh tranh v6i khang thé V9 d& gén két véi CD3. Theo mot s6 phuong
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4n nhat dinh, khang thé canh tranh nay gin Kkét v6i cung mot epitop (vi du, epitop thing
hoic céu dang) duge gén két bing khang thé d6i chiéu. Phuong phép dugc lay lam vi du
chi tiét dé vé so dd epitop ma Khang thé gan két duoc néu trong Morris (1996) “Epitope
Mapping Protocols”, trong Methods in Molecular Biology vol. 66 (Humana Press, Totowa,
NJ). Trong thir nghiém canh tranh liy l1am vi duy, khang nguyén di dugc ¢b dinh (vi du
CD3) dugc U trong dung dich chtra khang thé dugc danh d4u thtr nhit gin két v6i khang
nguyén (vi du khang thé V9, duoc md ta trong patent My s6 US6,054,297) va khéang thé
khong duge danh du thi hai duge thir nghiém v& kha ning canh tranh cua nd trong vi€c
gin Kkét v6i khang nguyén voi khang thé th(r nhat. Khang thd thi hai c6 thé c6 mat trong
dich nbi trén bé mat té bao lai. P4 1am ddi chimg, khang nguyén d3 dugc c¢d dinh duge u
trong dung dich chira khang thé dugc danh d4u thir nhAt ma khong chira khang thé khong
duoc danh d4u thi hai. Sau khi 0 trong cac diéu kién cho phép gin két khang thé thr nhat
véi khang nguyén, khang thé khong gin Két du thira duoc loai bo, va lugng nhin danh dau
két hop vé6i khang nguyén d3 dugc cb dinh dugc do. Néu luong nhan danh d4u két hop voi
khéang nguyén da dugc ¢b vé& co ban giam di trong m3u thir nghiém so voi mAu dbi chung,
thi chi ra ring khang thé thir hai dang canh tranh Vi khang thé thir nhét trong viéc gin két
v6i khang nguyén. Xem Harlow and Lane (1988) Antibodies: A Laboratory Manual ch.14
(Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY).

Phan tir gin két khang nguyén dgc hiéu kép hoat hoa té bao T dugc dieu ché nhu
duoc mé ta & day c6 thé duge tinh ché bing céc k§ thudt da biet trong linh vue nhu séc ky
16ng cao ap, séc ky trao d6i cation, dién di gel, sic ky 4i luc, sic ky loai trir kich ¢d, va k¥
thuat tuong tu. Cac diéu kién thuc té dugc st dung dé tinh ché protein cu thé phu thudc
mdt phin vao cic yéu t6 nhu dién tich ludi, dd ky nude, d6 wa nudc v.v., va s€ rd rang dbi
v6i chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat nay. Pé tinh ché bang sic ky ai luc, khang thé, phbi
ti, thu thé hodc khang nguyén co thé duoc st dung ma phan tir gén két khang nguyén ddc
hidu kép hoat hoa t& bao T gén két véi. Vi du, 48 tinh ché bing séc ky 4i luc ciia cic phan
t0r gén két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa té bao T, co chét c6 protein A hodc protein
G c¢6 thé dugc st dung. Sic ky ai lyc va sic ky loai trir kich ¢ lan luot Protein A hodc G
c6 thé dugc sir dung dé phan lap phan tir gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa té
bao T cha yéu nhu dugc mo ta trong cac vi du. DO tinh khiét ctia phén tir gin két khang
nguyén déc hi¢u kép hoat hoa 6 bao T c6 thé dugc xéac dinh bang phuong phap phén tich
da duogc biét rd bat ky bao gdm dién di gel, sic ky léng cao ap, va k¥ thuat tuong tu. Viduy,
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protein dung hop chudi ning dugc biéu hién nhu dugc md ta trong cac Vi du dugc thé hién
14 tro va duoc 18p rap chinh xac nhw duge thé hién bing cach giam SDS-PAGE (xem vi du
Fig.3). Ba dai dugc phan giai ¢ khoang Mr 25000, Mr 50000 va Mr 75000, tuong ung voi
phan tir lugng du do4n ctia chudi nhe phan tur gin két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa
té bao T, chudi ning va protein dung hop chudi ning/chudi nhe.
Thtr nghiém

Céc phan tr gin két khang nguyén dac hiéu kép hoat héa té bao T dugc dé cap trong
ban mo ta nay co thd duoc xac dinh, sang loc, hodc duge ddc trung vé céc dic tinh ly/hoa
hoc va/hogc hoat tinh sinh hoc bang nhidu loai thir nghiém khac nhau 4 biét trong linh
vuc.
Thir nghiém di luc

Ai luc ctia phén tr gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa té bao T dbi véi thu
thé Fc hoic khang nguyén dich 6 thé duge xac dinh theo cac phuong phép néu trong phan
Vi du thuc hién sang ché bang k¥ thuat cong hudéng plasmon bé mit (SPR), st dung thiét
bi tiéu chuin nhu 12 thiét bi BIAcore (GE Healthcare), va cac thu thé hogc cac protein dich
vi du c6 thé thu dwgc bang cach bidu hién t4i t6 hop. Theo cach khdc, co thé danh gia mirc
gin két ctia phén tlr gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa té bao T bang cach st
dung cac dong té bao biéu hién thu thé cu thé hodc khang nguyén dich nay, vi du bang do
juu lugng té bao (FACS). Phuong én minh hoa cu thé va phuong an vi du 8 xé4c dinh ai

luc gin két duge mo ta dudi ddy va trong phan Vi du thuc hién sang ché.

Theo mdt phuong an, Kp dugc xac dinh bang cong hudng plasmon bé mit st dung

may BIACORE® T100 (GE Healthcare) & 25°C.

Pé phan tich tuong tac gitra phﬁn Fc va cac thu thé Fe, thu thé Fc tai t6 hop gin dudi
nhin-His dugc bét gitt boi khang thé khang Penta His (Qiagen) dugc lam bét dong trén cac
chip CMS5 va céc cAu tric ludng dic hiéu duge st dung lam cac chét phan tich. Tom lai,
cac chip cam bién sinh hoc dextran dugc carboxymetyl hoa (CMS5, GE Healthcare) dugc
hoat hoa bang N-etyl-N’-(3-dimetylaminopropyl)-carbodiimit hydroclorua (EDC) va N-
hydroxysucxinimit (NHS) theo hudng dan cta nha cung cép. Khang thé khang Penta-His
duoc pha lodng bang dung dich natri axetat 10 mM, pH = 5,0, dén ndng o 40 pg/ml trudce
Kkhi tiém & tdc @6 chay 5 pl/phut dé thu duoc khoang 6500 don vi dap tng (RU) cla protein

ngau hop. Sau khi tiém phéi ta, titm 1 M etanolamin dé phong bé cac nhom chua phan
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tng. Sau do, thy th& Fc duge bit giit trong 60 gidy ¢ 4 hodc 10 nM. DPé xac dinh dong hoc,
tiém dich pha logng theo bac bén 1in cta cAu tric ludng déc higu (trong khoang tir 500 nM
dén 4000 nM) vao HBS-EP (GE Healthcare, HEPES 10mM, NaCl 150mM, 3 mM EDTA,
0,05% chét hoat dong bé mit P20, pH 7,4) ¢ 25°C & tbc @6 chay 30 ul/phut trong 120 gidy.

Pé x4c dinh 4i luc v6i khang nguyén dich nay, cac cAu trac dic hiéu kép dugc bét
gilt bdi khang thé dac hiéu Fab khang ngudi (GE Healthcare) dugc ]am bét dong trén bé
mit chip cam bién-CM5 duge hoat hoa nhu duge mo ta dbi v6i khang thé khang Penta-
His. Luong protein dugc ngau hop thanh phim khoang 12000 RU. Céc céu trac dac higu
kép duoc bét git trong 90 gidy ¢ 300 nM. Céc khang nguyén dich dugc cho qua cac té bao
chay trong 180 gidly O ndéng do nim trong khoang tir 250 dén 1000 nM véi tde dd chay 1a
30 pl/phat. Theo ddi qué trinh phén ly trong 180 gidy.

Su khac biét chi sb khic xa thé tich dugc hiéu chinh bang cach trir di dap ung thu
dugc trén té bao chay tham chiéu. Phan tng trang thai 4n dinh dugc st dung dé thu dugc
hing s6 phéan ly Ko bang cach didu chinh duong cong khong tuyén tinh cta dudng ding
nhiét lién két Langmuir. Téc dd lién két (Kon) V2 tdc dd phan ly (Kosr) duge tinh str dung mo
hinh lién két Langmuir don gian theo kiéu mot mot (BIACORE® T100 Evaluation
Software version 1.1.1) bang cach lién két an khop ddng thoi va gram cam bién phan ly.
Hing s6 phén ly cén bang (Kp) duge tinh bang t 18 Kof/Kon. Xem, Vi du, Chen et al., ] Mol
Biol 293, 865-881 (1999).

Thir nghiém hoat tinh

Hoat tinh sinh hoc ctia phan t0r gén két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa té bao
T dugc bdc 10 & day co thé dugc xac dinh bang céc thir nghiém khac nhau nhu dugc néu
trong vi du thuc hién sang ché. Cac hoat tinh sinh hoc vi du ¢6 thé bao gbom kich thich su
ting sinh té bao T, kich thich tin hiéu trong céc té bao T, kich thich sy biéu hién cta gen
d4nh diu hoat hoa trong cac té bao T, kich thich su tiét xytokin bdi t& bao T, kich thich su
phén giai cla cac té bao dich nhu t& bao khdi u, va kich thich su thodi lui khdi u va/hodc
cai thién kha nang sbéng sot.
Duge phim, ché pham va dudng dung

Theo mot khia canh khdc, sang ché @ xuét dugc pham bao gbm phan tir bét ky
trong sb6 cac phan tir gin két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T duogc dé cap
trong ban mo ta, vi du dé dung trong phuwong phap bat ky trong s6 cac phuong phap tri liéu
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duéi day. Theo mot phuong an, duoc pham chira phén tir bét ky trong s6 phan tr gin két
khéng nguyén ddc hiéu kép hoat hoa té bao T bét ky dugc d& cap trong ban mo ta va chit
mang dugc dung. Theo mot phuong én khac nita, duoc phdm bao gdm phén tir bét ky trong
s6 cac phan tir gin két khang nguyén dac hiéu kép hoat hoa té bao T dugc d@& cap trong ban

mo ta va it nhat mot tac nhén tri liéu khéac, vi du, nhu dugc md ta dudi day.

Sang ché con d& xuét phuong phap san xuét phan tir gin két khang nguyén dic hiéu
kép hoat hoéa té bao T theo sang ché & dang thich hop dé dung in vivo, phuong phép nay
bao gdm budc (a) thu phén tir gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa té bao T theo
séng ché, va (b) tao cong thirc phan tir gin két khang nguyén dic hiéu kép hoat héa té bao
T véi it nhat mot chit mang duoc dung, bang cach do didu ché phan ti gin két khang

nguyén dac hi¢u kép hoat hoa té bao T dugc tao cobng thuc dé dung in vivo.

Dugc phdm theo sang ché chira lugng cho tac dung didu tri bénh ctia mot hodc nhiéu
phén tir gén két khang nguyén dac hiéu kép hoat hoa t& bao T dugc hoa tan hodc dugc phan
tan trong chét mang duge dung. Cum tUr "duge 1y hogc duge dung" dugc dung dé chi cac
phan tit dugc chit va ché pham thuong khong doc d4i voi ngudinhan & lidu lugng va noéng
d6 duge st dung, tac ]a khong tao ra phan Uing ¢6 hai, di tng hodc rii ro khac khi dung
cho dong vét, nhu, vi du, ngudi, & dang thich hop. Viéc bao ché dugc pham ma c6 chua it
nhit mot phén tlr gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa té bao T va tuy y thanh phan
hoat tinh bd sung 1a da biét dbi voi chuyén gia trong linh vuc k§ thuét nay theo phan md

a, nhu dugc 14y lam vi du trong Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th Ed. Mack
Printing Company, 1990, duoc két hop ¢ day dé tham khao. Hon niia, dé dung cho dong
vat (vi dy, nguoi), nén hidu ring ché pham nay can déap tng cac tiéu chuén vé do vo tring,
d0 toa nhiét, do an toan chung va dd tinh khiét nhu duoc yéu ciu bai co quan FDA vé céac
tiéu chudn sinh hoc hodc cac t& chirc twong tu & cac nude khac. Ché pham dugc vu tién 1a
dang phéi tron duge 1am kho lanh hozc dung dich chira nuéc. Nhu duoc sir dung trong ban
md ta, "chit mang duoc dung" bao gdm bat ky va tit ca cac dung moi, chit dém, moi
truong phan tan, 16p phu, chét hoat dong bé mat, chat chdng oxy hoa, chit bao quan (vi du,
chét khéng Kkhuén, chét chéng ném), chit déng truong, chét tri hoan hép thu, mubi, chit
bao quan, chit chdng oxy hoa, protein, thubc, chét dn dinh dugce chét, polyme, gel, tac nhan
lién két, ta dugc, chét phan tan, chét boi tron, chét 1am ngot, chét tao huong, thudc nhudm,
cac vat liéu tuong tu va cac hdon hgp cua ching, nhu da biét d6i v6i mot nguoi c6 trinh do

trung binh trong linh vuc ky thuét nay (xem, vi dy, Remington's Pharmaceutical Sciences,
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18th Ed. Mack Printing Company, 1990, trang 1289-1329, dugc két hop & day dé tham
khao). Ngoai trr dén muc ma chit mang thong thuong bat ky khong tuong thich v6i thanh
phan hoat tinh, viéc st dung no trong ché pham diéu tri bénh hodc duoc pham dugc dy

dinh.

Dugc phém 6 thé bao gbdm cac loai chét mang khéac nhau phy thudc vao viéc li€u
n6 dugc dung ¢ dang rén, 16ng hay sol khi, va liéu rang nd ¢ cAn v trung di v6i duong
dung nhu tiém hay khong. Céc phan tu gin két khang nguyén déc hi¢u kép hoat hoa té bao
T theo sang ché (va tdc nhan didu tri bénh bb sung bat ky) co thé duoc st dung trong tinh
mach, trong biéu bi, trong dong mach, trong mang bung, trong thuong tdn, trong so, trong
khép, trong tuyén tidn liét, trong lach, trong than, trong mang phdi, trong khi quan, trong
mili, trong thuy tinh thé, trong am dao, trong truc trang, khong khdi u, trong co, trong mang
bung, dudi da, duéi két mac, trong mach mau, trong mang nhdy, trong mang ngoai tim,
trong ron, trong mit, trong miéng, khu tra, cuc bo, bang cach xong hit (vi du x0ng hit sol
khi), tiém, truyén, truyén lién tuc, dung dich truyén cuc bd té bao dich truc tiép, thong qua
6ng thong, thong qua viéc rira, trong kem, & dang ché pham 16ng (vi du cac liposom), hoac
bang phuong phap khéc hodc su két hop bét ky cta cac phuong phap néu trén vi nguoi co
trinh @6 trung binh trong linh vuc biét (xem, vi du, Remington's Pharmaceutical Sciences,
18th Ed. Mack Printing Company, 1990, dugc dua vao déy bang cach vién dan). Viéc dung
ngoai duong tiéu hoa, cu thé 13 tiém trong tinh mach, dugc su dung thong dung nhét dé
dung cac phan tr polypeptit nhu cac phén tir gin két khang nguyén dac hiéu kép hoat héa

té bao T theo sang ché.

Ché phim dung ngoai dudng tiéu hoa bao gdm ché pham duge thiét ké di truyén dé
dung bang cach tiém, vi du, tiém dudi da, trong da, trong thuong ton, trong tinh mach,
trong dong mach, trong co, trong tiy mac hodc trong bung. Pé tiém, cac phan t gin két
khang nguyén dac hiéu kép hoat hoa té bao T theo sang ché co thé dugce ph01 tron trong
dung dich chira nude, t6t hon 1a trong chat dém tuong thich sinh 1y nhu dung dich Hanks,
dung dich Ringer, hodc chit dém nudc mudi sinh 1y. Dung dich nay ¢6 thé chira cac chit
ph6i tron nhu chét tao huyén phu, lam 4n dinh va/hodc chét phan tan. Theo mdt cach khac,
cac phan tu gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat héa t& bao T c6 thé & dang bot dé chu
thanh vé6i chit dan thubc thich hop, vi du, nudc khong c6 pyrogen vO trung, trudc khi s
dung. Dung dich tiém vo trung dugc didu ché bang cach két hop céac phan tir gin két khang

nguyén déc hiéu kép hoat héa té bao T theo sang ché & luong duge yéu ciu trong dung moi
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thich hop véi cac thanh phan khéac nhau khac duoc liét k& dudi day, nhu dwoc yéu cau. Do
vo tring cO thé d& dang dat dugc, vi du, bang cich loc qua mang loc v6 trung. Nhin chung,
cac phan phén tan dugc didu ché bang cach két hop céc thanh phan hoat tinh v tring khéc
nhau vao chét dan thubc vo trung chira moi truong phan tan bazo va/hodc cac thanh phan
khac. Trong trudng hop bot vO tring dé didu ché dung dich tiém v trung, huyén phu hogc
nhii twong, phuong phép bao ché duoc wu tién 1a k¥ thuat sdy chan khong hodc siy dong
Janh ma thu dugc bot chira thanh phan hoat tinh cong thém thanh phan mong mudn bd sung
bét ky tir moi truong 16ng duge loc vO trung trude d6 cta nod. Moi truong long nén dugc
dém thich hop néu can thiét va chét pha loang 16ng trude tién dugce lam déng truong trude
khi tiém voi di nudc mudi hodc glucoza. Ché pham nay phai 6n dinh trong diéu kién san
xuAt va bao quan, va dugc bao quan chéng lai tac dong lam bin cia vi sinh vat, nhu vi
khuén va nim. Nén hidu ring su nhidm ban do ndi doc td nén dugc duy tri ti thiéu & muc
d6 an toan, vi dy, it hon 0,5 ng/mg protein. Cac chit mang dugc dung thich hop bao gbm,

nhung khong giéi han o chit dém nhu phosphat, xitrat, va c4c axit hiru co khac; chét chéng
oxy hoa bao gbm axit ascorbic va metionin; chéat bao quan (nhu octadexyldimetylbenzyl
amoni clorua; hexametoni clorua; benzalkoni clorua; benzetoni clorua; phenol, rugu
butylic hodc ruqu benzylic; alkyl paraben nhu metyl hodc propyl paraben; catecol;
resorxinol; xyclohexanol; 3-pentanol; va m-cresol); polypeptit phan tr lugng thép (it hon
khoang 10 gbc); protein, nhu albumin huyét thanh, gelatin, hodc globulin mién dich;
polyme wa nuoc nhu polyvinylpyrolidon; axit amin nhu glyxin, glutamin, asparagin,
histidin, arginin, hoac lysin; monosacarit, disacarit, va cac hydrat cacbon khac bao gém
glucoza, mannoza, hodc dextrin; chét tao chelat nhu EDTA; duong nhu sucroza, mannitol,
trehaloza hodc sorbitol; ion trai déu tao mudi nhu natri; phic chéit kim loai (vi dy, phtre
chét Zn-protein); va/hodc chit hoat dong bé mat khong ion nhur polyetylen glycol (PEG).
Huyén pht tiém chira nude c6 thé chira cac hop chét 1am ting do nhot cua huyén phu, nhu
natri carboxymetyl xeluloza, sorbitol, dextran, hodc hop chit tuong tu. Tuy ¥, huyén phu
nay con co thé chira chét 6n dinh hodc chét thich hgp ma 1am ting do hoa tan cua hop chat
dé cho phép didu ché dugc dung dich ndng do cao. Ngoaira, huyén phu chira hop chét hoat
tinh c6 thé dugc didu ché & dang huyén phu tiém dang diu thich hop. Dung moi ua béo
thich hop hoac chit din thudc bao gbm diu béo nhu dau virng, hodc este cla axit béo tong

hop, nhu etyl cleat hodc triglyxerit, hodc liposom.
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Céc thanh phﬁn hoat tinh ¢6 th8 duogc boc trong cac vi nang dugc didu ché, vi du,
bing k¥ thudt tu giot hogic bang cach polyme héa & bé mat phan cach pha, vi du,
hydroxymetylxenluloza hogc cac vi nang gelatin va cac vi nang poly-(metylmetaxylat),
mot cach twong ung, trong hé chuyén thudc dang keo (vi duy, cac liposom, cic Vi cau
albumin, céc vi nhil tuong, cac hat nano va cac nang nano) hogc trong cac dai nhll tuong.
Céc k¥ thuat nay dugc bdc 10 trong Remington's Pharmaceutical Sciences (18th Ed. Mack
Printing Company, 1990). Cac ché pham giai phong kéo dai c6 thé dugc didu ché. Cac vi
du thich hop v& céc ché phdm giai phong kéo dai bao gdm céc chat nén ban thim cua céc
polyme ky nudc dang ran chira polypeptit, co chét nay 1a & dang vt pham c6 hinh dang,
vi du mang, hodc cdc vi nang. Theo cac phuong an cu thé, su hap phu kéo dai cia ché phdm
tiem ¢6 thé 1a do viéc st dung trong dugc pham cac tac nhan lam cham sy hép phy, nhu,

vi du, nhom monostearat, gelatin hoac su két hop ctia chung.

Ngoai ché phém dugc mod ta trén day, cac phén tu gin két khang nguyén dic hiéu
kép hoat hoa té bao T ciing c6 thé dugc tao ché phém dudi dang ché 'phém chira. Céc ché
phém tac dung dai nay c6 thé duoc st dung bang cach chy (vi du dudi da ho#c trong co)
hozc bing cach tiém trong co. Nhu vay, vi du, cac phan tu gén két khang nguyén dac hiéu
kép hoat hoa té bao T co6 thé dugc ph01 tron voi cdc nguyén liéu polyme hodc nguyén liu
ky nudc thich hop (vi du du6i dang nhil tuong trong diu c6 thé chip nhan dugc) hodc nhua

trao ddi cation, hodc dudi dang din xuét tan it, vi du, duéi dang mudi tan it.

Duoc pham chira phén tir gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa té bao T dugc
boc 10 & day co thé dugc san xut bing cac quy trinh tron, hoa tan, nhii hoa, bao nang, bao
hodc dong kho thong thuong. Dugc pham ¢6 thé duge ph01 tron theo cach thong thuong
bang cach st dung mot hodc nhidu chit mang, chét pha lodng, t& dugc hodc cac chét phu
gia co thé chip nhén duoc vé mit sinh ly ma tao didu kién thuan lgi cho viéc Xt ly céac
protein thanh céc ché pham ma c6 thé duge st dung trong duge phém. Ché pham thich hop

phu thudc vao duong dung dugc chon.

Phan tir gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa té bao T c6 thé dugc phéi tron
thanh hop phﬁn & dang axit hodc bazo tu do, dang trung tinh hodc dang mubi. Cac mudi
dugc dung la cac mubi ma hiu nhu gitt dugc hoat tinh sinh cta axit hodc bazo tu do. Céc
mudi nay 1a mudi cong axit, vi du, cac mudi duoc tao thanh vdi cac nhom amin ty do cia
ché phém c6 protein, hogc dugc tao thanh véi cac axit vo co vi du nhu, axit clohydric hodc

axit phosphoric, hodc céc axit hitu co nhu axit axetic, axit oxalic, axit tartric hodc axit
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mandelic. Mudi dugc tao thanh véi cac nhom carboxyl tur do cling 6 thé c6 nguén géc tlr
bazo v co nhu vi du, natri hydroxit, kali hydroxit, amoni hydroxit, canxi hydroxit hodc

sat hydroxit; hodc bazo hitu co nay 1a isopropylamin, trimetylamin, histidin hodc procain.
Cac mubi duoc lidu co xu huong tan nhidu hon trong céc dung mdi chira nudce hodc cac

dung moi phén cyc protic khac so v6i cac dang bazo tu do tuong ung.
Phuong phap diéu tri bénh va dugc phém

Phén tir bét k¥ trong sb cac phan tir gin két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té
bao T dugc dé cap trong ban md ta c6 thé duoc st dung trong phuong phap diéu tri bénh.
Céc phan ti gin két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T theo sang ché ¢c6 thé

dugc dung lam tac nhan didu tri mién dich, vi du dé didu tri bénh ung thu.

Dé sir dung trong cac phuong phap tri liéu, phén t0r gén két khang nguyén déc hiéu
kép hoat hoa té bao T dugc bdc 10 ¢ day s& dugc bao ché, dugc dinh lugng va duoc dung
theo cach phu hop voi thuc hanhy té tbt. Cac yéu t6 d& xem xét trong trudong hop nay, bao
gdm rbi loan cu thé duoc didu tri, dong vat co vi cu thé dugc diéu tri, cac tinh trang bénh
Iy 1am sang cua ting bénh nhan, nguyén nhan cua rdi loan, diém van chuyen chét, phuong

phap dung, lich dung, va cac yéu t6 khéc da dugc ngudi thuc hanh trong linh vuc y té biét.

Theo mot khia canh, sang ché d& xuét cac phén tur gin két khang nguyén ddc hiéu
kép hoat héa té bao T theo sang ché dé dung lam thudc. Theo cac khia canh khac, sang ché
dé& xuit cac phan tr gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa té bao T theo sang ché
dugc su dung @ didu tri bénh. Theo céc phuong 4n nhét dinh, sng ché @ xuit cac phan
tir gén két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa té bao T theo sang ché duoc s dung dé
didu tri bénh. Theo mot phuong an, sang ché d& xuét phén tlr gin két khang nguyén dac
hiéu kép hoat hoa t& bao T nhu duge mo ta & day dé dung dé diéu tri bénh & ca thé can diéu
tri. Theo cac phuong an nhét dinh, sang ché @ xuét phén tlr gin két khang nguyén dic hi¢u
kép hoat hoa té bao T dugc st dung dé diéu tri bénh & ca thé mac bénh bao gdm viéc cho
c4 thé dung mdt lugng hitu hi¢u ¢6 tac dung diéu tri bénh cia phén ti gin két khang nguyén
dic hidu kép hoat hoa t& bao T. Theo cac phuong an nhét dinh, bénh can duoc diéu tri 12
bénh ting sinh. Theo mdt phuong an cu thé bénh 1a bénh ung thu. Theo céc phuong an
nhét dinh, phuong phap nay cdn bao gbém viéc cho ca thé duing mot luong hitu hiéu c6 tac
dung didu tri bénh cua it nha 4t mot tac nhén tri liéu khac, vi du tac nhan chdng ung thu néu

bénh can dugc didu tri 12 bénh ung thu. Theo céc phuong an Khac, sang ché d& xuét phan
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tir gén két khang nguyén dac hiu kép hoat hoa t& bao T nhu duge mo ta & day dé sir dung
d8 gy cam ung sy phén giai cua t& bao dich, cu thé 12 t& bao khdi u. Theo cac phuong an
nhét dinh, sang ché d& xuét phan tir gin két khang nguyén dac hi¢u kép hoat hoa té bao T
d8 st dung trong phuong phap gdy cam ung sy phan giai cua t& bao dich, cu thé 1a té bao
khéiu, & ca thé bao gbm viéc st dung cho c4 thé mot lwgng hitu hiéu c6 tac dung diéu tri
bénh cua phén tir gin két khang nguyén dac hiéu kép hoat hoa té bao T dé gay cam Gng sy
phén giai cua t6 bao dich. “Ca thé” theo phuong an bét ky trong sb cac phuong an néu trén

1a dong vat c6 vu, tdt hon 1a nguoi.

Theo mdt khia canh khac, sang ché d xuét viéc st dung phén tir gin két khang
nguyén dic hiu kép hoat hoa té bao T theo sang ché @8 san xuit hodc bao ché thudc. Theo
mdt phuong an thudc nay 1a dé diéu tri bénh & ca thd cAn diéu tri. Theo mot phuong an
khac, thudc ndy 1a d8 st dung trong phuong phap diéu tri bénh bao gdm viéc cho ca thé
méc bénh dung mot lugng thudc co tac dung didu tri bénh. Theo cac phuong 4n nhét dinh,
bénh can duoc didu tri 12 bénh tang sinh. Theo mdt phuong an cu thé, bénh 1a bénh ung
thu. Theo mdt phuong an, phuong phép nay con bao gdm viéc cho ca thé dung mot luong
hitu hiéu c6 tac dung diéu tri bénh cua it nhat mot tac nhan tri liéu khéc, vi du tdc nhan
chéng ung thu néu bénh can dugc didu tri 12 bénh ung thu. Theo mot phuong an khac,
thudc nay 1a dé gay cam tmg sy phén giai cua t& bao dich, cu thé 1a té bao khédi u. Theo mot
phuong 4n khac, thubc nay 1a 8 str dung trong phuong phap gdy cam Ung sy phan giai cia
t& bao dich, cu thé 1a t6 bao khdiu, & ca thé bao gom viée st dung cho c4 thé mot lwong
thubc hiru hiéu co tac dung diéu tri bénh d8 gay cam ng sy phan gidi cua té bao dich. “Ca
thé” theo phuong an bt ky trong sb cac phuong 4n néu trén ¢6 thé 1a dong vat co vu, t6t
hon 13 ngudi.

Theo mot khia canh khac, sang ché d xuAt phuong phap diéu tri bénh. Theo mot
phuong 4n, phuong phap nay bao gdm viéc cho ca thé méc bénh ding mot lugng hiru hi¢u
c6 tac dung didu tri bénh cta phan tir gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat héa té bao
T theo sang ché. Theo mot phuong an, ché phdm dugc dugce su dung cho ca thé da néu,
bao gdm phan tir gin két khang nguyén dic hi¢u kép hoat hoa té bao T theo sdng ché &
dang dugc dung. Theo cac phuong an nhét dinh, bénh cAn duogc diéu tri 12 bénh tang sinh.
Theo mot phuong an cu thé, bénh 1a bénh ung thu. Theo cac phuong an nhét dinh, phuong
phap nay con bao gdm viéc cho ca thé dung mdt luong hitu hiéu c6 tac dung diéu tri bénh

clia it nhAt mot tac nhén tri liéu khac, vi du tdc nhan chong ung thu néu bénh can dugc didu
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tri 1a bénh ung thu. “Ca thé” theo phuong an bét ky trong sé cac phwong 4n néu trén ¢d thé

1 dong vat c6 v, ot hon 12 ngudi.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché @ xuit phuong phép gy cam Ung sy phén giai
ctia té bao dich, cu thé 12 té bao khéi u. Theo mot phuong 4n, phuong phéap nay bao gdm
viéc cho t& bao dich tiép xuc voi phan tir gin két khang nguyén dic hiéu kép hoat hda té
bao T theo sang ché voi sy c6 mdt cla t& bao T, cu thé 1a t& bao T gdy doc té bao. Theo
mot khia canh khac, phuwong phap gdy cam Ung sy phan giai cua t& bao dich, cu thé 13 té
bao khdi u, & ca thé duoc d& xuit. Theo mdt phwong an nay, phuong phép nay bao gdm
viéc sir dung cho ca thé mot lugng hitu hiu c6 tac dung diéu tri bénh cua phan tur gin két
khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T dé gy cam Gmg sy phan giai cia té bao dich.

Theo mdt phuong an, “Ca thé” 12 nguoi.

Theo cic phuong an nhét dinh, bénh can dugc diéu tri 12 bénh tang sinh, cu thé 1a
bénh ung thu. Cac vi du khong gi6i han v& cac bénh ung thu bao gbm ung thu bang quang,
ung thu ndo, ung thu du va cb, ung thur tuyén tuy, ung thu phdi, ung thu vi, ung thu budng
trng, ung thu tir cung, ung thu ¢d, ung thu mang trong da con, ung thu thyc quan, ung thu
rudt két, ung thu tryc trang rudt két, ung thu tryc trang, ung thu da day, ung thu tuyén tién
liét, ung thu mau, ung thu da, caxinom té bao vay, ung thu xuong, va ung thu than. Cac roi
loan tang sinh té bao khac ma co thé duoc didu tri bang cach sir dung phan tr gin két khang
nguyén dic hi¢u kép hoat hoa té bao T theo sang ché bao gdm, nhung khong gi6i han 0,
c4c khéi u ndm &: bung, xuong, vi, hé tiéu hoa, gan, tuyén tuy, mang bung, tuyén ndi tiét
(tuyén thuong thén, tuyén can giap, tuyén yén, tinh hoan, buéng trang, tuyén uc, tuyén
giap), mét, ddu va cb, hé than kinh (trung wong va ngoai vi), hé bach huyét, khung xuong
chau, da, mo mém, 14 14ch, vung nguc, va hé niéu-sinh duc. Ciing duoc bao gém 1a cac tinh
trang bénh tién ung thu hodc cac tdn thuong va di cén ung thu. Theo cac phuong an nhét
dinh, ung thu dugc chon tir nhém bao gdm ung thu thén, ung thu da, ung thu phdi, ung thu
truc trang rudt két, ung thu v, ung thu ndo, ung thu dhu va cb. Nguoi co hiéu biét trung
binh trong linh vuc s& biét rang trong nhiéu trudng hop phén tr gin két khang nguyén déc
hiéu kép hoat hoa té bao T ¢o thé khong dem lai chita bénh nhung chi ¢b thé tao ra mot
phé‘m tac dung. Theo mot s§ phuong an, su thay ddi sinh Iy c6 mdt sb tac dung cling dugc
xem 12 co tac dung didu tri bénh. Nhu vy, theo mdt s6 phuong 4n, luong phan tr gin két

khang nguyén dac hi¢u kép hoat hoa té bao T ma tao ra su thay d6i sinh 1y duoc xem la
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“luong hitu hi¢u” hodc "luong c6 tac dung diéu tri bénh". Péi tuong, bénh nhan, hodc ca

thé can didu tri thuong 12 dong vat ¢ v, cu thé hon 13 ngudi.

Theo mdt sé phuong an, luong hiru hiéu cia phan tr gin két khang nguyén ddc hiéu
kép hoat hoéa té bao T theo sang ché dugc st dung cho t& bao. Theo cac phuong an khac,
luong ¢6 tac dung didu tri bénh cia phan tu gin két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa
té bao T theo sang ché dugc st dung cho ca thé d@é diéu tri bénh.

Pé phong ngira hodc diu tri bénh, lidu th1ch hop cta phan tir gin két khang nguyén
dac hiéu kép hoat hoa té bao T theo sang ché (khi dugc st dung mot minh hodc Kkét hop
véi mot hodc nhidu tac nhan c6 tac dung diéu tri bénh bd sung khéc) s€ phu thudc vao loai
bénh can didu tri, dudng dung, can nang ctia bénh nhén, loai phan tlr gin két khang nguyén
dic hiéu kép hoat hoa té bao T, mirc 4o nghiém trong va qué trinh ctia bénh, xem la phén
tir gin két khang nguyén dic hi¢u kép hoat hoa t6 bao T dugce st dung cho muc dich phong
ngura hay didu tri bénh, can thiép didu tri trudc day hay hién tai, tidn str 1am sang cua bénh
nhan va phan tmg v6i phén tr gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa té bao T, va
quyet dinh ctia bac si didu tri. Bac si chiu trch nhiém ddi véi viée st dung trong bét ctr
truong hop nao, s& xac dinh ndéng do ctia (c4c) thanh phan hoat tinh trong ché phdm va
(céc) lidu thich hop cho tung d6i tuong. Céc lich dung lidu khac nhau bao gdm nhung
khong giGi han & viéc dung mot 14n hogc nhiéu ]an theo céc thoi diém khéac nhau, dung lidu

16n, va truyén theo xung duoc du tinh trong ban md ta nay.

Phan tir gan két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T duge st dung mot
c4ch thich hop cho bénh nhan mdt 14n hodc qua nhidu 14n didu tri. Phu thude va loai va
mtc d6 nghiém trong cua bénh, khoang 1 pg/kg dén 15 mg/kg (vidy 0,1 mg/kg — 10 mg/kg)
phén ti gén két khang nguyén ddc hi¢u kép hoat hoa té bao T c6 thé 1a liéu ing cr ban dau
d8 sir dung cho bénh nhén, xem 13, vi du, bang cach st dung mot hoic nhiéu 14n riéng, hodc
bang cach truyén lién tuc. Mot lidu hang ngay thong thuong co thé nam trong khoang tur
khoang 1 pg/kg dén 100 mg/kg hodc nhidu hon, phu thudc vao cac yéu t6 néu trén. D&
dung 13p lai trong vai ngay hodc lau hon, phuy thudc vao tinh trang bénh, viéc diéu tri thong
thuong s& duge kéo dai cho dén khi xay ra sy uc ché cac triéu chimg bénh mong mudn.
Mot liéu minh hoa cua phén tu gin két khang nguyén dac ‘hiéu kép hoat hoa té bao T s&
nim trong khoang tr khoang 0,005 mg/kg dén khoang 10 mg/kg. Trong cac vi du khong
gi6i han khac, liéu ciing co thé bao gébm tir khoang 1 microgam/kg can nang, khoang 3

microgam/kg can nang, khoang 10 microgam/kg can ning, khoang 50 microgam/kg can
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ning, khoang 100 microgam/kg cin nang, khoang 200 microgam/kg can ning, khoang 350
microgam/kg can nang, khoang 500 microgam/kg can ning, khodng 1 miligam/kg cin
nang, khoang 5 miligam/kg cén nang, khoang 10 miligam/kg can ning, khoang 30
miligam/kg can nang, khoang 100 miligam/kg can nang, khoang 200 miligam/kg can ndng,
khoang 350 miligam/kg can nang, khoang 500 miligam/kg can nang, dén khoang 1000
mg/kg can ning hodc nhidu hon dé sir dung, va khoang batky co thé thu duoc trong khoang
d6. Trong cac vi du khong gidi han vé khoang ¢ thé thu dugc tir cac s duoc liét ké trong
ban mé ta nay, khoang nim trong khoang tir Khoang 5 mg/kg cin nang dén khoang 100
mg/kg can ning, khoang 5 microgam/kg cin nang dén khoang 500 miligam/kg can ndng,
v.v., c6 thé dugce st dung, dua vao cac sb duge néu trén. Nhu vay, mot hodc nhidu lidu nim
trong khoang tir khoang 0,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 5, 0 mg/kg hodc 10 mg/kg (hodc su két hop
bét ky cta nd) co thé duoc st dung cho bénh nhan. Céc lidu nay co thé dugc st dung gian
doan, chang han hang tudn hodc cu ba tudn mot 1an (vi du sao cho bénh nhan nhan tu
khoang hai dén khoang hai muoi, hodc ching han khoang sau lidu ctia phén tir gin két
khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T). Liéu tai nap ban dAu cao hon, tiép theo 1a
mot hodc nhiéu liéu thap hon ¢6 thé duoc st dung. Tuy nhién, cac ché do lidu khéc co thé
hitu ich. Qua trinh didu tri bénh nay dugc theo d5i mot cach d& dang bang cac k¥ thuét va

cac thir nghiém thong thuong.

Céac phan ti gin két khang nguyén dac hiéu kép hoat hoa té bao T theo sang ché
thudng s& dugc su dung v6i luong hitu hidu dé dat duge muc dich du dinh. D& st dung dé
didu tri hodc phong ngira tinh trang bénh, cac phén tu gin két khang nguyén dac hi¢u kep
hoat hoa té bao T theo sang ché, hodc dugc pham chira ching, dugc su dung hodc dugc
dung v6i lugng co tac dung diéu tri bénh. Viéc xac dinh lugng c6 tac dung diéu tri bénh
cling dugc nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc bibt 15, dic bit la xét v& phan md

ta chi tiét dugc dé cp trong ban mo ta.

Be dung toan thén, lidu hiru hiéu c6 tac dung diéu tri bénh co thé duoc ude tinh ban
dau tir thu nghiém in vitro, nhu nhitng thir nghiém nuoi cy té bao. Mot lidu sau d6 co thé
duogc phéi trdn trong cac mAu dong vat dé dat dugc khoang ndng do tudn hoan ma bao gdm
ICso nhu dugc xéac dinh trong mdi trudng nudi chy t& bao. Thong tin nay co thé duoc st

dung d8 x4c dinh mot cach chinh xac hon céc lidu hitu ich & nguoi.

Céc lidu ban dau cling c6 thé duoc udce tinh tlr cac sb liéu in vivo, chang han, céac

mo hinh déng vét, bang cach sir dung cac cong nghé ma da duoc biét rd trong linh vuec.
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Nguoi co hidu biét trung binh trong linh vuc 6 thé t61 ru mot cach d& dang viéc s dung

cho ngudi dya vao cac sb liéu cua dong vat.

Luong lidu lugng va khoang thoi gian ¢o thé dugc didu chinh riéng dé tao ra céc
murc huyét twong ctia céc phan tir gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat héa té bao T ma
d dé gitt duge higu qua diéu tri bénh. Nhiing lidu lugng cho bénh nhén thong thuong dé
diung 43 tiém n3m trong khoang tir khoang 0,1 dén 50 mg/kg/ngay, thong thuong nam trong
khoang tir Khoang 0,5 dén 1 mg/kg/ngay. Mirc huyét twong c6 hiéu qua diéu tri bénh co thé
dat dugc bang cach ap dung nhiéu lidu mdt ngay. Muc huyét tuong c6 thé dugc do, vi du,

bang HPLC.

Trong céc trudng hop sir dung cuc bd hodc hép thu chon loc, ndng do cuc bo hiéu
qua ctia cac phan tir gén két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa té bao T c6 thé khong
lién quan dén ndng do huyét twong. Ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc s& ¢O thé

t6i wu hoa lidu cuc bd co tac dung diéu tri bénh ma khong qua thir nghiém.

Liéu hitu hiéu c6 tac dung didu tri bénh cta cac phan t0r gén két khang nguyén déc
hiéu kép hoat hoa t bao T dugc md ta ¢ day nhin chung s& dem lai tac dung didu tri ma
khong gdy ra doc tinh dang ké nao. P9 doc tinh va tac dung didu tri bénh cua phan tu gin
két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa t6 bao T ¢6 thé duge xac dinh bang céac quy trinh
duogc phém tiéu chudn trong mdi truong nudi ciy t4 bio va cac dong vat thir nghiém. Nhitng
thtr nghiém nudi cay té bao va cac nghién ctu dong vat c6 thé dugc sir dung dé x4c dinh
LDso (lidu gy chét dén 50% dan cu) va EDso (lidu c6 tac dung didu tri bénh trong 50% dan
cu). Ty 1€ lidu gifra hiéu qua gy doc va diéu tri bénh 1a chi s tri liéu, ma co thé duoc biéu
hién duéi dang ty 1€ gitra LDso/EDso. Céc phén tir gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat
hoéa té bao T ma thé hién cac chi s tri liéu 16n duge wu tién. Theo mdt phuong an, phén t
gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa té bao T theo sang ché thé hién chi s tri lidu
cao. Cac sb 1idu thu duge tir nhiing thtr nghiém nudi chy +& bao va cac nghién clru dong vat
6 thé duoc sir dung trong viéc tao cdng thirc ¢6 khoang liéu thich hop d8 st dung & nguoi.
Liéu nay t6t hon 12 nim trong khoang cac ndng d6 luu thong ma bao gdm EDso ¢0 it hodc
khong c6 doc tinh. Liéu nay c6 thé thay dbi trong khoang nay phu thudc vao cac yéu t6,
chéing han, dang lidu dugc st dung, duong dung dugc st dung, tinh trang bénh cua a6i
tuong, va cac yéu td tuong tu. Ché pham chinh xéc, dudng dung va lidu c6 thé duge chon

theo timg béc si khi xem xét tinh trang bénh ctia bénh nhan (xem, chang han, Fingl et al.,

-100-



39315

1975, trong tai liéu: The Pharmacological Basis of Therapeutics, Ch. 1, p. 1, dugc dua vao
day bang céch vién dan).

Baéc si cho cac bénh nhan dugc didu tri bang cac phan tr gin két khang nguyén déc
hiéu kép hoat hoa té bao T theo sing ché s& biét 1am thé nao va khi nao két thiic, gidn doan,
hodc didu chinh viéc dung do ddc td, loan chirc ndng co quan, va tuong tu. Ngugc lai, bac
si cling s€ biét diéu chinh viéc didu tri dén mirc cao hon néu phan Ung lam sang khong
thich hop (khong bao gbm doc t5). Tam quan trong cua lidu dugc st dung trong viée kiém
soat roi loan quan tam s€ thay d6i theo muc d6 nghiém trong cua tinh bénh dugc diéu tri,
v6i dudng dung, va cac yéu t twong tw. Mirc do nghiém trong cha tinh trang bénh nay co
thd, vi dy, dugc danh gia, mdt phan, bing phwong phép danh gia triéu chimg trudc tiéu
chuén. Ngoai ra, lidu va c6 thé sb liéu ciing s& thay dbi theo do tudi, can ning, va phan ung

cuia tung bénh nhan.
Ciéc chét va cach diéu tri khac

Phén t gén két khang nguyén déc hiéu kép hoat hoa t8 bao T dugc bdc 16 & day co
thé duoc sir dung két hop véi mot hodc nhidu thc nhan khac trong viée tri liéu. Vi du, phan
tir gn két khang nguyén dic hi¢u kép hoat hoa 16 bao T duge bdc 10 & day co thé duge
dﬁ“)ng 4p dung voi it nhit mot chét tri liéu khac. Thut ngir "chét tri liéu” bao gém tac nhan
bt ky dugc dung dé didu tri triéu chimg hodc bénh & ca thé can diéu tri nay. Chét tri liéu
Khac c6 thé bao gdm cac thanh phan hoat tinh bét ky thich hop ddi v6i chi dinh cu thé dugc
diéu tri, t6t hon néu 1a céc thanh phan véi cc hoat tinh bd sung ma khong c6 anh hudng
<4u dén nhau. Theo céc phuong an nht dinh, chét tri liéu khac 12 chat didu bién mién dich,
chét kim ham t& bao, chét e ché bam dinh 6 bio, chét gy doc té bao, chit hoat hoa gy
chét té bao theo chuong trinh, hodc chit 1am ting d0 nhay cia té bao ddi véi chét kich thich
gdy chét té bao theo chuong trinh. Theo phuong an cu thé, chit tri liéu khac la tac nhéan
khang ung thu, vi du chit phd huy vi bng, chit chéng chuyén hoa, chit @c ché
topoisomeraza, chit xen k& ADN, tac nhan alkyl hoa, tri lidu hocmon, chét e ché kinaza,
chét d6i khang thu thé, chat hoat hoa gay chét té bao khdi u theo chuong trinh, hodc chét
khéng chéng hinh thanh mach.

Cac chét khac nhu vay c6 mit mot cach thich hop trong hdn hop v6i lugng hitu hié¢u
véi muc dich dugc du dinh. Luong hitu hiéu ctia cac chat khac nay phu thudc vao lugng

cac phan tir gén két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa t bao T duoc st dung, loai rdi
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loan hodc diéu tri, va céac yéu t8 khéc néu trén. Céac phan tr gin két khang nguyén ddc hiéu
kép hoat hoa té bao T thuong dugce str dung & lidu lugng gidng nhau va voi duong dung
nhu duge md ta & day, hodc khoang tir 1 dén 99% liéu luong dugc mo ta o day, hodc & lidu

lugng bat ky va bang dudng bét ky duge xac dinh theo kinh nghiém/l4m sang la thich hop.

Céc liéu phap két hop néu trén bao gbm viéc dung két hop (khi hai hodc nhiéu tic
nhan diéu tri bénh dugc bao gdm trong cling mot ché phim hodc céc ché phim riéng r8),
va viéc dung riéng 1€, trong truomg hop do, viéc dung c4c phan tu gin két khang nguyén
ddc hiéu kép hoat hoa té bao T theo sang ché co thé xay ra trudc, ddng thoi, va/hodc sau
khi dung tac nhan didu tri bénh bd sung va/hodc chét bd trg. Céc phan tir gin két khang
nguyén déc higu kép hoat hoa té bao T theo sdng ché ciing co thé dugc st dung két hop véi

tri licu bang chiéu xa.
Vit phim

Theo mot khia canh khac cia séng ché, vat phim chira nguyén liéu hiru ich dé didu
tri, ngin nglra va/hodc chin doén céc rdi loan dugc md ta trén day dugc 8 xuét. V4t phdm
chira vat chira va nhan dan hodc t& 1o trong bao goi 6 trén hodc két hop v6i vét chira. Vat
chra thich hop bao gém, vi du, chai, lo, xi lanh, tGi dung dich dé truyén IV, v.v.. Vit chira
o6 thé duoc 1am tir nhidu vat liéu khéc nhau nhu thity tinh hogc nhya. Vat chira chira ché
phém ma mot minh hodc dugc két hop v6i ché phém khéc hitu hi€u dé diéu tri, ngan nglra
va/hotic chin doan tinh trang bénh Iy va cd thé ¢o cdng vao vo trung (Vi du, vat chira ¢6
thé 1a t4i dung dich truyén trong tinh mach hogc lo ¢6 nit chan xuyén qua dugc boi kim
tiém dudi da). {t nhét mot hoat chét trong ché phdm 1a phén tir gan két khang nguyén dac
hiéu kép hoat hoa té bao T theo sang ché. Nhan dan hodc to roi trong bao g6i chira rang
ché phﬁm dugc st dung @& didu tri tinh trang bénh ly duoc chon. Hon nita, vét phém c6
thé bao gdm (a) vét chura thir nhét ¢6 ché pham dugc chira trong do, trong do6 ché pham nay
chira phéan ti gin két khéang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T theo sang ché; va (b)
vat chtra thir hai ¢6 ché pham dugc chta trong do, trong do ché phém nay chua chét gay
doc té bao khac hodc tac nhan diéu tri bénh. Vat pham theo phuong 4n ndy cla sang ché
6 thé con bao gdm to r0i trong bao goi chira rang cac ché pham nay co thé duoc s dung
@8 didu tri tinh trang bgnh 1y cu thé. Theo mot cach khéc, hodc ngoai ra, vat phim c6 thé
cOn bao gém vét chira thir hai (hodc thu ba) chita chat dém duoc dung, nhu nude kim khuén
dé tiem (BWFI), nudc mudi dém phosphat, dung dich Ringer va dung dich dextroza. Vat

phém nay con ¢ thé bao gdm céc vat liéu khac dugc mong mubn theo quan diém thuong
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mai va nguoi su dung, bao gom cac dung dich dém, chat pha loang, chét loc, kim, va xi

lanh khac.
Vi du thue hién sang ché

Sau day 1a cac vi du vé phuong phép va ché phém theo sang ché. Nén hiéu ring céc

phuong 4n khac nhau khac c6 thé duge thir nghiém, duara phﬁn mo ta tdng quat néu trén.
Phuong phap chung
K thuat ADN téi to hop

Céc phuong phap chuin dugc st dung 42 thao tac tht cong ADN nhu dugc mo ta
trong Sambrook et al., Molecular cloning: A laboratory manual; Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1989. Thubc thir sinh hoc phan ti duge
sir dung theo céc chi din ciia nha san xuét. Thong tin chung vé trinh tu nucleotit cta chudi
nhe va chudi ning globulin mién dich nguoi duge néu trong: Kabat, E.A. et al., (1991)

Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Ed., NIH Publication No. 91-3242.
Giai trinh tw ADN

Céc trinh t ADN dugc x4c dinh bing k§ thuat gii trinh tw chudi kép.
Tbng hop gen

Cac doan gen mong mubn duge yéu cu dugc tao ra bang PCR bang céch sur dung
cic mau thich hgp hodc dugc tbng hop bang Geneart AG (Regensburg, Dirc) tur
oligonucleotit tdng hop va cic san phim PCR do tbng hop gen ty dong. Trong trudng hop
khong cé s&n trinh tu gen chinh xac, mdi oligonucleotit dugc thiét k& dya trén céc trinh tu
tir céc chat ddng dang gan nhét va céc gen nay duoc phan 1ap bang RT-PCR tur ARN co
nguén gbc tir mo thich hop. Céc doan gen duogc dat bén sudn bang cac vi tri phan tach
endonucleaza han ché don dugc tach dong vao vec-to tach dong/giai trinh tu tiéu chuén.
Plasmit ADN dugc tinh ché tir vi khudn dugc chuyén nhidm va nong do dugc xac dinh
bang quang phd UV. Trinh ty ADN ctia cac manh gen dugc tach dong phu dugc xac nhan
bang k¥ thuat giai trinh tu ADN. Doan gen dugc thiét ké voi cac vi tri gioi han thich hop
dé cho phép tach dong phu vao cac vec-to biéu hién tuong Gng. Tht ca céc cu tric dugce
thiét ké véi trinh ty ADN dau 5> ma hoa peptit din huéng ma huong dich protein @8 tiét ra

trong céc t€ bao nhan chuan.

Vidul
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Didu ché cac khang thé dic hiéu kép t& bao T (TCB) c6 va khong co bién dbi dién tich
(khang CD20/khang CD3)

Cé4c phan tt dudi day dugc diéu ché trong vi du nay, phan minh hoa theo so dd cta

n6 duoc thé hién trén Fig.2:

A, “2+1 IgG CrossFab, ddo ngugc” khong bién déi dién tich (trao ddi CH1/CL trong
tac nhan gin két CD3) (Fig.2A, SEQ ID NO 14-17)

B, “2+1 IgG CrossFab, dao ngwoc” véi cac bién ddi dién tich (trao d6i VH/VL trong
tac nhan gén két CD3, bién 41 dién tich trong cac tac nhan ofn két CD20) (Fig.2B, SEQ
ID NO 18-21)

C. «“2+1 IgG CrossFab” voi céc bién ddi dién tich (trao d6i VH/VL trong tic nhan gin
1ét CD3, bién dbi dién tich trong céc tac nhan o#n két CD20) (Fig.2C, SEQID NO 32, 19-
21)

D, “2+1 IgG CrossFab, dao ngugc” khong bién dbi dién tich (trao d0i VH/VL trong
t4c nhan gin két CD3) (Fig.2D, SEQ ID NO 33,15, 17,21)

g “2+1 IgG CrossFab, dao nguoc” khong bién dbi dién tich (trao d6i VH-CH1/VL-
CL trong tac nhan gén két CD3) (Fig.2E, SEQ ID NO 34, 15,17, 35)

g “2+1 IgG CrossFab, dao nguoc” voi cac bién dbi dién tich (trao @i VH/VL trong
cac chit gén két CD20, céc bién ddi dién tich trong tic nhén ofn két CD3) (Fig.2F, SEQ
D NO 36-39)

G, “2+11gG CrossFab, ddo ngugc” véi cac bin dbi dién tich va dot bién DDKK trong
vung Fc (trao déi VH/VL trong tac nhan gin két CD3, bién dbi dién tich trong céc tac nhin
ghn két CD20) (Fig2G, SEQID NO 40, 41, 20, 21)

H. “1+1 CrossMab” véi cac bién dbi dién tich (trao dbi VH/VL trong tac nhan gin két
CD3, bién ddi dién tich trong chét ghn két CD20) (Fig2H, SEQID NO 42, 43, 20, 21)

L «“1+1 CrossMab” v6i cac bién ddi dién tich (trao dbi VH/VL trong tac nhén gin két
CD3, c4c bién doi dién tich trong chét géin két CD20, chat ghn két CD20 khéc nhau) (Fig 21,
SEQ ID NO 43-45,21)

. «)+1 IgG CrossFab, déo ngwoc” voi cac bién dbi dien tich 213E, 123R (trao a6i
VH/VL trong tac nhan gén két CD3, cac bién dbi dien tich trong chat gén Kkét CD20) (Fig.27,
SEQ ID NO 69-71, 21)

K. «2+1 IgG CrossFab, dao nguoc” véi cac bién d@bi dién tich (trao ddi VH/VL va cac
bién ddi dién tich trong tac nhan ofn két CD3) (Fig.2K, SEQID NO 15, 17, 72, 73).
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Ving bién dbi cua céc trinh tw ADN chudi ning va chudi nhe dugc tach dong phu
trong khung bang hodc 1a chudi ning hang dinh hodc chudi nhe hing dinh dugc 16ng trudce
vao vecto biéu hién th& nhan dong vét c6 va tuong ung. Sy biéu hién protein dugc dan
bing gen khoi ddu MPSV va trinh t tin hiéu polyA tong hop c6 mit & du 3’ ciia CDS.
Ngoai ra, mai vecto chira trinh tw EBV OriP.

Céc phén tir dugce tao ra bang cach dong chuyén nhidm cac té bao HEK293-EBNA
phat trién trong huyén phu v6i vecto bidu hién & dong vét c6 vl su dung polyetylenimin
(PEI). Cac té bao da dugc chuyén nhiém bing céc vecto bidu hién twong tng theo ty 1€
1:2:1:1 (A: “chudi ning vecto (VH-CHI—VH-CL-CHZ-CH3)” - “chudi nhe vecto (VL-
CL)”: “chudi ning vecto (VH-CHl-CH2-CH3)” . “chudi nhe vecto (VL-CH1)”; B, D, G,
7, K: “chudi ning vecto (VH-CHl-VL—CHl-CH2-CH3)” . “chudi nhe vecto (VL-CL)” :
“chudi ning vecto (VH—CHl-CH2-CH3)” . «chudi nhe vecto (VH-CL)”; C: “chudi ning
vecto (VL-CH1-VH-CH1-CH2-CH3)” : «“chudi nhe vecto (VL-CL)” : “chudi ning vecto
(VH-CH1-CH2-CH3)”: “chudi nhe vecto (VH-CL)”; E: ““chudi ning vecto (VH-CH1-VL-
CL-CH2-CH3)” : “chudi nhe vecto (VL-CL)”: “chudi ning vecto (VH-CH1-CH2-CH3)”:
“chudi nhe vecto (VH-CH1)”; F: “chudi ning vecto (VL-CH1-VH-CH1-CH2-CH3)” :
«“chudi nhe vecto (VH-CL)”: “chudi ning vecto (VL-CHI-CHZ-CH3)” - “chudi nhe vecto
(VH-CH1)”) hodc ty 1& 1:1:1:1 (H, Ik “chudi ning vecto (VL-CHl-CH2-CH3)” - “chudi
nhe vecto (VL-CL)” : “chudi ning vecto (VH-CHI-CH2-CH3)” - “chudi nhe vecto (VH-
CL)”).

Pé chuyén nhiém, cac & bao HEK293 EBNA da dugc nudi ciy trong huyén phu
khong huyét thanh trong mdi trudng nudi ciy Excell chira 6 mM L-glutamin va 250 mg/l
G418. D8 san sinh trong cac binh dang dng quay dung tich 600 ml (thé tich hoat dong tbi
da 400 ml) 600 triéu t& bao HEK293 EBNA dugc gieo mim 24 gid truée khi chuyén nhiém.
D& chuyén nhiém, cac té bio dugc ly tam trong 5 phut & tc 4 2100 m/s?, va chét dich ndi
dugc thay thé bang 20 ml moi truong CD CHO da dugc lam Am trude. Cac vecto biéu hién
duoc tron trong 20 ml mdi trudng CD CHO dén lugng cubi cung 12 400 ug ADN. Sau khi
bd sung 1080 ul dung dich PEI (2,7 pg/ml) hdn hop nay dugc tron xody manh trong 15
gidy va sau d6 dugc @ trong 10 phut ¢ nhiét d6 trong phong. Sau d6 cac té bao dugce tron
véi ADN/ dung dich PEL, dugc chuyén vao binh quay dang dng dung tich 600 ml va dugc
{i trong 3 gid ¢ nhiét do 37°C trong thiét bi u véi moi truong CO2 5%. Sau khi 11, bd sung

360 ml moi trudong Excell + 6 mM L-glutamin + 5 g/L Pepsoy + 1,0 mM VPA va céc té
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bao da dugce nudi cdy trong 24 git. Mot ngay sau khi chuyén nhidm, bd sung Feed 1 7%
(Lonza). Sau 7 ngay, dich ndi nuéi ciy duge thu gom d2 tinh ché bang cach ly tAm trong
khoang thi gian tir 20 dén 30 phut & the d6 36000 m/s? (mdy ly tam Sigma 8K), dung dich
nay dugc loc vo trung (thiét bi loc 0,22 mm) va b sung natri azit trong ndng do cudi cling

120,01% khdi luqng/thé tich. Dung dich nay dugc giit & nhiét do 4°C.

Nong do cta cac cAu tric trong mdi truong nudi ciy dugc xéac dinh bang ProteinA-
HPLC. Co s& ciia viée tich 1a gén két cia céc phan tu chira Fe trén ProteinA & pH 8,0 va
bude rira giai tr 4o pH=2.5. C6 hai pha dong. Cac pha nay la chét dém Tris (10 mM) -
glyxin (50 mM) - NaCl (100 mM), gidng hét nhau ngoai trlr vi¢e ching duogc didu chinh
dén cac do pH khac nhau (8 va 2,5). Than cot 1a cot duge nap trudc Upchurch 2x20 mm
6 thé tich bén trong 1a ~63 pl dugc dong goi voi POROS 20A. 100 pl cua mdi mau dugc
bom vio nguyén lidu duge can bang voi tbc do chay 1a 0,5 ml/phut. Sau 0,67 phut, mau
nay duoc rira giai bang bude pH dén d6 pH= 2.5. Viée dinh lugng duge thuc hién bing
cach xac dinh su hép phu & budc song 280 nm va tinh toan bang cach st dung duong cong

chuén v6i khoang ndng @6 cua IgGl & ngudi nim trong khoang tir 16 dén 166 mg/l.

Protein dugc tiét dugc tinh ché tir cac dich noi nudi cay té bao bang sdc ky ai luc s

dung sdc ky 4i lyc protein A, tiép theo 1a bude sdc ky loai trr theo kich c0.

Pé séc ky ai luc, dich ndi dugce nap 1én trén cOt HiTrap ProteinA HP (CV=5 mL,
GE Healthcare) duge can bing bing 25 ml natri phosphat 20 mM, natri xitrat 20mM, pH
7.5. Protein khong duogc lién két duoc loai bd bang cach rita bang it nhét 10 thé tich cot
natri phosphat 20 mM, natri xitrat 20mM, natri clorua 0,5 M, pH 7.3, tiép theo 1a budc rua
bd sung st dung 6 thé tich cot natri phosphat 10 mM, natri xitrat 20mM, natri clorua 0,5M,
pH 5.45. Cot nay sau d6 dugc rira bang 20 ml MES 10 mM, natri clorua 100mM, pH=15,0,
va protein dich dugc ria giai trong 6 thé tich cot natri xitrat 20mM, natri clorua 100mM,
glyxin 100mM, do pH 3,0. Dung dich protein dugc trung hoa bang cach bd sung 1/10 cua
natri phosphat 0,5 M, pH 8,0. Protein dich dugc co va dugc loc truée khi nap 1én trén cot
HiLoad Superdex 200 (GE Healthcare) duge cén bing bang Histidin 20mM, natri clorua
140mM, Tween-20 0,01%, d pH = 6,0. Phén A duoc tinh ché bing bude sic ky loai
trir theo kich ¢& didu ché (SEC) nita dé thu duoc lugng monome cudi cung 1a 100%. Do
d6, cac phan doan ¢6 ham lugng monome ¢ao tr budc loai trir theo kich co dau tién duoc

tap hop, dugc cd va mot 1in nita dugc nap 1én trén cot HilLoad Superdex 200 (GE
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Healthcare). Khong cin bude tinh ché thém cho cc phan tir khac (thy thudc vao profin san
phim phy, tuy nhién, thu gom cac phan doan va do d6 viéc thu hdi sau khi sdc ky loai trir

theo kich ¢ dau tién 12 khic nhau d6i v6i cac phan tir nay).

Do tinh khiét va phan tir lugng cla cac phén tir dugc phén tich sau bude tinh ché
dAu tién (séc ky ai luc protein A) bang SDS-PAGE khong 6 tac nhan khtt va nhudm mau
bang Coomassie (SimpleBlue™ SafeStain, Invitrogen). HE gen NuPAGE® Pre-Cast
(Invitrogen, USA) dugc st dung theo hudng dan ctia nha san xuét (4-12% gel Tris-axetat

hodc 4-12% Bis-Tris).

Néng d6 protein clia cac mau protein dugc tinh ché duoc xac dinh béng cach xac
dinh mat do quang (OD) & 280 nm, st dung hé s§ tht mol dugc tinh dya vao trinh tu axit

amin.

Do tinh khiét va phan tr lugng cia cac phén tir sau budc tinh ché cudi cung duge
phén tich bang cach phan tich CE- SDS ¢6 mit va khong c6 mit cua tac nhan kht. He
Caliper LabChip GXII (Caliper lifescience) dugc str dung theo hudng dAn ctia nha san xuat.
2 pg mau dugc st dung dé phan tich.

Ham luong chét két tu cua céc méu khang thé duge phan tich sit dung cot loai trur
kich c& phén tich TSKgel G3000 SW XL (Tosoh) trong 25 mM K,HPO4, 125 mM NaCl,
200 mM L-arginin monohydroclorua, 0,02% (khdi lwong/thé tich) NaNs, pH 6, 7 dém chay
& nhiét do 25°C.

Tht ca cac phan tr dugc tao ra va dugc tinh ché theo cung phuong phép (trur phan

tir A phai qua budc SEC bd sung, nhu néu trén).

Phan tir A thé hién ham lugng chét két tu cao sau khi séc ky loai trir theo kich ¢
didu ché dAu tién. Ham luong cla cac chét két tu sau budc tinh ché nay co thé khong duoc
xéc dinh vi khong c6 su tach chuin nao cta cac tap chit c6 phén tir lugng cao va doan
monome. D& thu duge 100% nguyén liéu monome, bude sic ky loai trir theo kich ¢ didu
ché b6 sung la cAn thiét. Phan tir B 1a 100% monome sau Kkhi bude séc ky loai trlr theo kich
¢ didu ché.

Nong dd trong dich ndi 13 cao hon dbi v6i phan tr A, nhung hi¢u suat cubi cung

bang (do ham luong chét két tu cao) 2,3 1an thép hon so v&i phén tr B (Bang 2).
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DO tinh khiét cudi cing dugc thé hién bang cach phén tich CE-SDS ddi v6i phan tir
B 12 cao hon ddi v6i phan tr A (Bang 3, Fig.3A va B). Fig.3M va 3N thé hién phé mau cua
bude tinh ché SEC (SEC didu ché), trong d6 phan tlr A ¢6 dinh rong khi so v6i phan ta B,
chi ra ring ché pham cta phan tir A duge tai nap trén SEC 1a khong ddng nhét trong khi

ché phém clia phén tir B 1a dang monome 16n.

Phan tir C co thé dugc thye hién voi do chudn cao nhung so voi phén ti B viéc thu
hdi cudi cung la thip hon do ham luong cao cila cac san phdm phu ma c6 thé khong dugc
loai b hoan toan bang cach phuong phap sac ky dugc ap dung (Bang 2; Bang 3; Fig.3B
va J, va Fig.3C va K). Nhu dugc thé hién trén Fig.3B va 3K, phén tich SDS-PAGE sau

bude tinh ché Protein A cho thiy khong c6 san pham phu dbi vé6i phan tir B, trong khi ché
phém ctia phén tir C chira mdt sb san pham phu duong nhu 1a & phén tir lugng bidu kién

bang 100 kDa.

Phan tir D khac v6i phan ta B chi & sy khong c6 mét cia cac gbc tich dién trong cac
Fab khang CD20. Phan t&r ndy ciing cO thé dugc thue hién tam thoi voi do chuin cao nhung
nhu dugc da dugc mo ta dbi v4i phan tir C, chét lugng cudi cung dugc thé hién trén SEC
phan tich (98% monome dbi v4i phan t D, so v4i 100% monome d6i v6i phan t B) va
sy thu hdi 12 thip hon so v6i d6i v6i phan tir B do ham lugng cao clia cac san phim phu
(Bang 2; Bang 3; Fig3Bvalva Fig.3D vaL). Nhu dwoc thé hién trén Fig. 3J va 3L, phan
tich SDS-PAGE sau budc tinh ché Protein A cho thiy khong c6 san phim phu dbi v6i phén
tir B, trong khi ché phém ctia phan tit D chira mdt sb san phém phu dudng nhu 12 & phén
&t lugng bidu kién bang 66 kDa va 40 kDa. Fig.3N va 30 thé hién phd mau ctia budc tinh
ché SEC (SEC diéu ché) trong d6 phan tir D ¢6 dinh rong khi so v6i phén tr B, chira rang
ché phém cta phén tir D dugc tai nap trén SEC la khong dong nhét trong khi ché phém cua
phan tir B 1a dang monome 16n.

Ngoai ra, do chuin ctia viéc san sinh cia phén tir E 1a cao nhung san phérn cubi
cung van chira céc tap chét c6 phan tir lugng thap khi dugc thé hién bang SFC phén tich
va dién di mao mach (Bang 2; Bang 3; Fig.3E).

Ngugc v6i phan tr B, phan tir F 0 su trao 461 VH-VL trén Fab cia gbe gin két dich
khéi u trong khi cac bién dbi dién tich da dugc dua vao trong Fab khang CD3. Phén t&r nay

c6 thé dugc thyc hién cling v6i do chudn cao, nhung viéc thu hdi cudi cung 12 thép do cac
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san phim phu. Péi véi TCB khang CD20/khang CD3, dang nay voi cac bién dbi dién tich

trong Fab khang CD20 t6t hon 14 lién quan dén san xuét va tinh ché.

Phan tir G 13 phén tir v6i cdc bién ddi dién tich trong ving Fe (“DD” = K392D;
K409D trong mdt trong cac cAu trac siéu phén tir cla mién Fe, “KK” = D356K; D399K
trong vung khac trong cac cAu trac siéu phén tir cua mién Fc (danh s theo chi s6 EU), thay
thé su dot bién “khoa vao 4. Su phéat sinh cac phén tir dac hiéu kép dugc tang cuong bang
céch dua hai gbe axit aspartic 1én trén mot gbe chudi ning va hai gbc lysin trong chudi
ning thi hai (Fig.2G). Phén tir nay 6 thé duge thuc hién v6i do chuén cao nhung san phém
cubi cung van c6 mot sb tap chit c6 phan tir lugng cao va phan tir lugng thp dugc thé hién
bang SEC phan tich va dién di mao mach (Bang 2; Bang 3) trong khi cac san phém phu cé
thé duoc loai bd hoan toan ddi v6i cung phén tir mang sy dot bién “khoa vao 6> (phén tir

B).

Phan t&r I, ma khac v6i phan tir H trong chét gén két CD20 cua no, th8 hién ham
lugng chét két tu cao hon sau khi séc ky loai trir theo kich c& didu ché cudi cuing so véi
phan t& H. D) tinh Khiét cubi cing duge thé hién bang cach phan tich CE-SDS la cao hon
dbi voi phan ti H so véi d6i v6i phan ti T (Bang 3; Fig.3H va D). Pdng thoi viée thu hoi
61 v6i phan tir H 1a cao hon 40% so v6i phén tir I (Bang 2). Két qua nay cho thiy rang
chét lugng ctia phan tir cling phu thudc vao khang thé duge st dung trong dang dic hiéu

kép té bao T.

Viéc san xut ctia phan tir J va phan tar K ¢c6 do chuén ban dau t6t ma tao ra san
luong t6t. Tuy nhién, vigc phuc hdi cubi cung 1a khoang 20% dbi v6i ca hai phan tir 1a hop
Iy dudi day 48% dat dugc V6i phan tir B (Bang 2). C4 hai phan tir ddu twong tw vé chét
luong cudi cing voi >99% ham lwong monome (Bang 2). B tinh khiét trong CE-SDS
khong khi 1a tét hon doi v6i phén tir J (ma thiéu cac bién doi dién tich & vi tri 124 cua
midn CL va vi tri 147 clia mién CH1) v6i ohn 99% so véi phan tir K (¢6 cac bién ddi dién
tich va su trao ddi VL-VH trong tic nhan ghn két CD3) v6i 90% (Bang 3, Fig.3N va 30).
Phan tir J thé hién mot sb két tia trong bude ¢0 sau khi séc ky i lyc. Phan tir K ¢6 cac bién
dbi dién tich trong CrossFab gin két CD3 hon 1a Fabs gin Kkét CD20. Diéu nay tac dong
dén chat luong cudi cung nhu dugce thé hién bing CE-SDS (Bang 3, Fig.30). Su khac biét
vé chét lugng c6 thé thiy rd nhét sau budc tinh ché dAu tién trén SDS-Page (Fig.3P, 3Q).

Phan tit K chtra nhidu san phim phy hon & 150 KDa va 70 kDa (mdt nira phan tir va chu
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triic ¢6 kha nang mét chudi nhe) so v6i phén tir J. Ca hai phén ti ¢ 4o On dinh nhiét nhu

nhau ma tuong tu voi phan tr B (Bang 4).

Dbi véi TCB khang CD20/khang CD3 kidu “dugc dao ngugc” véi cac bién ddi dién

tich trén Fab khang

va chét lugng cuoi cung cao nhét.

Bang 2. Tom tat viéc san xuét va tinh ché cac phan

khong bién ddi dién tich.

CD20 (phan ti B) la dang ma c6 thé duge thuc hién véi do phuc hoi

t&t TCB khang CD20/khang CD3 cova

SEC phan tich ,
bo . Hiéu D0 tinh khiét thich hop
, Phuc hoi , (phan tr lugng .
Phan to | chuin suat dugc xac dinh bang
[%] cao/Monome/ phén
(mg/1) (mg/1) , LC-MS [%]
tr luong thap) [%o]
A 16,7 7,2 1,2 0/100/0 * 85-90 *
B 5,5 48,2 2,8 0/100/0 93
C 25 12,9 3,24 4/93/3 khong xac dinh
D 55 9,8 5,42 2/98/0 khong Xéc dinh
E 30,5 3.3 0,99 0/96,3/3,7 khong xac dinh
F 57 11,8 6,43 3,4/96,6/0 khong xac dinh
G 56 21 11,8 3,75/92,3/3,43 khong xac dinh
H 29 9,2 2,66 2/98/0 khong xac dinh
I 52,5 5,8 3,05 2,7/95,3/2 khong xac dinh
J 77 18 17,4 0,7/99,3/0 khong xac dinh
L K 71,5 21,8 15,5 0/99,7/0,3 khong xac dinh

* thanh phém, sau hai cong doan SEC
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Bang 3. Phan tich CE-SDS (khong khir) cia cac phan tr TCB khang

va khong bién ddi dién tich.

Phantt | Dinh# | Kich thuec [kDa] | DO tinh Khict [%]
A 1 34,13 0,49
2 55,10 0,58
3 58,89 0,97
4 152,30 1,76
5 165,95 2,25
6 177,64 7,75
7 186,15 14,06
8 194,17 18,37
9 201,68 53,77
B 1 160,09 0,57
2 180,70 1,62
3 194,42 97,81
C 1 131,12 0,82
2 141,45 3,45
3 182,86 2,39
4 192,1 13,5
5 198,13 79,84
D 1 207,04 100
L
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176,36 0,67
196,54 14,36
209,22 84,97
30,41 0,55
65,04 1,33
198,80 2,05
|
203,10 7,94
213,93 88,12 4J
96,50 1,67 J
208,46 96,77
216,11 1,55
131,98 1,13
140,64 1,96
153,02 92,24
161,24 4,67
55,75 1,88
158,62 50,78
178,6 46,14
218,64 1,2
186,5 1.4
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2 198,2 98,6
K 1 164,7 4
2 182,4 6
3 200,1 90
|

Xac dinh phan t luong bang cach phén tich LC-MS
Loai glycosyl héa

P& xé4c nhan ché phim ddng nhét ctia cac phén tir, dung dich protein cudi cung dugc
phan tich bang cach phén tich L C-MS. Dé logi b tinh khong dong nhat dugc dua vao bang
hydrat cacbon, cic cau trac ndy duge xur 1y bﬁng PNGaseF. Cho muc dich nay, do pH cua
dung dich protein dugc didu chinh dén pH 7,0 bang cach bd sung 2 ul Tris 2 M vao 20 ug
protein cO ndng do bang 0,5 mg/ml. Bb sung 0,8 ug PNGaseF va dugc u trong 12 gid ¢
nhiét do 37°C.

Phan tich LC-MS - Phdt hién truc tuyén

Phuong phép LC-MS duge thuc hién trén Agilent HPLC 1200 két hop voi may do
phé khdi TOF 6441 (Agilent). Téch sic ky dugc thuc hién trén cdt Macherey Nagel
Polysteren; RP1000-8 (c& hat 8 pm, 4,6 X 250 mm; cat. No. 719510). Dung moi rira gidi A
1 axetonitril 5% va axit formic 0,05% (thé tich/thé tich) trong nudce, dung moi rira gidi B
14 axetonitril 95%, nuGc 5% va axit formic 0,05%. Téc d6 chay 1a 1 ml/phut, viéc tach
duoc thuc hién & nhiét d6 40°C va véi 6 pg (15 ub) mau protéin thu duoc bang cach xtt Iy

dugc néu trén.

thi gian (phut) %B

0,5 15

ri 10 60

12,5 100

L

L
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14,5 100
14,6 15
16 15
16,1 100

Trong bdn phut dau tién, nudc giai hap dugc dua vao chét thai dé ngan nglra nhiém
bin mudi ctia may do phdi khoi. Ngudn ESI chay v6i dong khi kho tbc do 12 V/phut, nhiét
d6 12 350°C va ap suat phun 12 60 psi. Phé MS dat duoc st dung dién ap méanh 14380 V va
khoang Kkhéi ndm trong khoang tr 700 dén 3200 m/z theo kiéu ion duong. Sd ligu MS dat

dugc bing phin mém dung cu tir 4 dén 17 phit.

Ché phém ctia phéan tir A ¢6 khoang 10-15% phan tr c6 chudi nhe ghép cap sai va
cac luong nhd cua chudi nhe lién két hoic tu do. Ché phém ctia phan tr B 6 cac luong
nho ctia cac phan tr bao gom hai chudi nhe CD3. Cac tap chat nhu chudi nhe tu do hodc

chubi nhe lién két c6 thé khong phat hién duoc (Bang 2).
Do 6n dinh nhiét bang tdn xa anh sang tinh

Po 4n dinh nhiét dugc theo doi b%mg tan xa anh sang tinh (SLS) va bang cach do

huynh quang protein bén trong phan ng v6i ing suét nhiét duge ap dung.

30 pg mAu protein dugc loc c6 ndng dd protein bang 1 mg/ml duoc 4p dung thanh
hai phién ban vao Optim 2 (Avacta Analytical Ltd; GB). Nhiét d¢ roi nam trong khoang tur
175 dén 85°C & 0,1°C/phut, theo huéng kinh va mét do quét tdng dugc thu gom. DPé xic
dinh sy phat quang protein ndi tai mau nay dugc kich thich & 295 nm va su phat xa dugc

thu gom trong khoang tir 266 dén 473 nm.

D6 bn dinh nhiét duoc xéc dinh cho tAt ca céc phan tir, cac két qua duge thé hién
trong Bang 4. Nhiét d06 két tu (Tage) dugc xéc dinh bang cach quét 4anh sang dong va nhiét
d6 nong chay (Twm) duoc do bang huynh quang protein sau khi ap dung gradien nhiét co thé
so sanh dugc cho tAt ca cac phan tir vOi Tage ndm trong khang tir 54 dén 58°C va Tm nam

trong khang tir 56 dén 60°C (Bang 4).
Biang 4. Do én dinh nhiét cla cac phan tr TCB khang CD20/khang CD3 c6 va khong bién

dbi dién tich.
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Phén tir Txéttu [°C] Tm [°C]
A 54,4 55,9
B 54,3 56,4
C 56 59
D 56 59
E 56 60
F 58 60
G 57 | 59
H 55 56
I 53 57
J 54 55
K 54 55

Gén két v6i CD3 va CD20 ctia cac khang thé TCB khang CD3/khang CD20

Viéc ghn két véi CD3 cta cac khang thé dic hiéu kép té bao T (TCB) khang
CD3/khang CD20 c6 hogc khong ¢6 su bién ddi dién tich (phén tr “A” va “B” & trén) da
dugc xac dinh béng céach sir dung cac té bao Jurkat biéu hién CD3 & nguoi. Viée gin két
v6i CD20 duoc xac dinh bang cich str dung cac té bao Z-138 biéu hién CD20 & nguoi. Cac
té bao dang huyén phu dugc thu hoach, dugc rira mot ]4n bang PBS, va kha nang séng va
méat do té bao dugc xac dinh bang cach st dung Vicell. Cac té bao dang huyén phu dugc
t4i huyn phu & mat 40 2 x 10° t& bao/ml trong chit dém FACS. 100 pl huyén phil té bao
duge gieo mim vao trong dia ddy tron <6 96 15. Mbi budc duge thyc hién ¢ nhigt do 4°C.
Céc dia duoc ly tdm & tbc dd 3600 m/s* trong 5 phut va dich ndi dugc loai bod. Céc dich
pha loang khang thé dugc didu ché trong PBS/BSA 0,1%. 30 pl khang thé TCB khéng
CD3/khang CD20 dugc pha loang hodc chét dém FACS dugc bd sung vao cac 15 va cac té
bao duge 1 trong 30 phut & nhiét do 4°C. Sau khi, 120 pl chéat dém FACS dugc bd sung
cho m&i 13, dia nay dugc ly tAm trong 5 phit & the @ 3500 m/s?, va dich ndi dugce loai bo.
Budc rira duoc 1ap lai mot 1an. 30 pl khang thé tha cp dugce pha loang trude duge bd sung
cho mdi 18, nhu da chi trong dia thiét ké. Céac dia nay dugc 1 trong 30 phut ntra & nhiét do
4°C. Sau khi 0, 120 pl chét dém FACS duoc b6 sung cho mai 15, cac dia nay duoc ly tam

trong 5 phut ¢ tdc dd 3500 m/s2, va dich nbi dugc loai bo. Budc rira dugc 1ap lai mot lan
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cho tit ca cac dia, ma la dia c6 té bao Jurkat, ma dugc ¢b dinh truc tiép sau bugc rira nay.
Céc té bao dugc ¢b dinh bang cach st dung 100 pl chét dém BD Fixation cho mdi 16 (#BD
Biosciences, 554655) & nhiét do 4°C trong khoang thoi gian tir 20 dén 30 phut. Céc té bao
duoc tai huyén phu trong 80 ul/13 chit dém FACS 44 do FACS béng cach sir dung BD
FACS Cantoll.

Két qua cta thir nghiém nay duoc thé hién trén Fig.4.

Phan gidi & bao khdi u va sy hoat hoa t bao T CD4* va CD8" khi tiéu diét qua trung gia
t bao T & bao dich khéi u biéu hi¢én CD20 duoc gdy cam (g bang cdc khang thé TCB
khang CD3/khang CD20

Viéc tiéu diét cac té bao dich qua trung gian té bao T va su hoat hoa cia cac té bao
T duoc gly cam Ung bang cac khang thé TCB khang CD3/khang CD20 c6 hodc khong c6
sy bién dbi dién tich (phan tir “A” va «B* & trén) duwgc danh gid trén cac té bao khéi u Z-
138 va Nalm-6. Cac PBMC ¢ ngudi duge dung lam céc chét tac dong va tiéu diét cling nhu
hoat hoa t& bao T dugc phét hién 22 giv' sau khi @ bing khang thé ddc hiéu kép. Tom lai,
e té bao dich duge thu hoach, duge rira, va duge dan trén dia & mat d0 & 30 000 té bao/1d
sir dung cac dia day tron 6 96 15. Cac té bao don nhan mau ngoai vi (cac PBMC) dugc
didu ché bang cach ly tim mét 46 Histopaque clia mau sach tir nhiing ngudi cho khée manh.
Méu sach dugc pha lodng bang PBS v0 trung va dugc tao 16p trén gradien Histopaque
(Sigma, #H8889). Sau khi ly tam (4500 m/s2, 30 phut, nhi¢t do trong phong), huyét tuong
& trén pha trong chira PBMC dugc gan ra va cac PBMC dugc chuyén vao trong bng falcon
méi sau d6 duogc nap 350 ml PBS. Hbn hop nay dugc ly tAm (4000 m/s2, 10 phat, nhigt do
trong phong), dich ndi dugce ganrava vién tron PBMC dugc rira hai lan b%ng PBS v0 trung
(cac budce ly tam 3500 m/s?, 10 phut). Téap hop PBMC tao ra dugc dém tu dong (ViCell)
va dugc git trong moi truong RPMI1640 chira FCS 10% va L-alanyl-L-glutamin 1%
(Biochrom, K0302) trong thiét bi 0 té bao (37°C, 5% CO2) cho dén khi str dung tiép (khong
qua 24 gio). Péi v6i thir nghiém tiéu diét, bd sung cac khang thé & ndng dd da dinh (n3m
trong khoang tir 1000 pM dén 0,1 pM trong 3 phién ban). Cac PBMC dugc bd sung vao té
bao dich & ty 18 B:T cudi cing la 6:1. Sau khi 1, cac dia dugc ly tm & tbe d6 4200 m/s?
trong 4 phit va 50 ul/16 duge chuyén vao cac dia ddy phing c6 96 15 sach dé phat hién
LDH. Viéc phat hién LDH duoc thuc hién st dung kit phat hi¢n doc t6 t& bao (Roche
#11644793001) theo hudng dan ctia nha san <uét. Té bao con lai duge rua bang PBS chira
BSA 0,1%. Viéc nhudm mau bé mit CD8 (CD8 khang ngudi APCCy7, Biolegend
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#301016), CD4 (CD4 khéng ngudi FITC, Biolegend # 300506), CD69 (CD69 khang ngudi
BV421 Biolegend #310930) va CD25 (CD25 khang ngudi PECy7 Biolegend #302612)
duoc thuc hién theo chi dinh cta nha cung cAp. Sau 30 phut 6 4°C, té bao dugce rira hai lan
bang 150 nl/156 PBS chira BSA 0,1% va dugc ¢b dinh st dung 100 ul/18 PFA 2%. Phép do
duoc thye hién bing céch st dung BD FACS Cantoll.

Két qua cta thir nghlem nay dugc thé hién trén Fig.5, 6 va 7. Ca hai phéan tr thé hién

hoat tinh ¢0 thé so sanh xét vé phan giai té bao khdi u va sy hoat hoa té bao T.

Su tiéu té bao B va sy hoat hoa & bao T CD4* va CD8" khi ti€u diét t& bao B & nguoi khoe
manh qua trung gian t& bao T duogc giy cam Ung bang cac khing thé TCB khang
CD3/khang CD20 trong dong mau chung & nguoi

Dong méu chung & ngudi tir ngudi hién khoe manh da dugc G voi cac khang thé
TCB khang CD3/khang CD20 c6 ho#c khong o sy bién dbi dién tich (phan tir “A” va “B”
& trén) & cac ndng do da néu (n3m trong khodng tur 50000 pM dén 1 pM trong 3 phién ban).
Sau 22 gid, méau duge tron 1n va 35 pl dugc thu gom dé nhudm mau bang 20 pl hdn hop
khang thé& FACS chira CD8 (CD8 khéng ngudi APCCy7, Biolegend #301016), CD4 (CD4
khang nguoi FITC, Biolegend # 300506), CD69 (CD69 khang ngudi BV421 Biolegend
#310930) va CD25 (CD25 khang ngudi PECy7, Biolegend #302612), CD22 (CD22 khang
ngudi APC, Biolegend #302510) va CD45 (CD45 khang ngudi PerCPCy5.5, Biolegend
#304028). Sau 15 phit 0 & nhiét d6 trong phong, mau duogc cb dinh bang dung dich FACS
Lysing (BD, #349202) va dugc phén tich bang bao ké chay. Su ti€u té bao dugc tinh dua
vao ty 1€ cia cac sb té bao B va sb té bao T CD4" thiét 1ap céc mau chua xu 1y dén tiu té

bao 0%.

Két qua cta thir nghiém nay duoc thé hién trén Fig.8 va 9. Ca hai phén ti thé hién

hoat tinh c6 th& so sanh xét Ve su tiéu t& bao trong mau toan phan va sy hoat hoa té bao T.

Viéc gan két ctia khang thé TCB khang CD3/khang CD20 vao té bao dich biéu hién CD20
va CD3 & nguoi

Viée ghn két ciia khang thé TCB khéng CD3/khéng CD20 duge thé hién dudi dang
phan tir “B” & trén da duoc thir nghiém trén dong té bao ung thu md bach huyét té bao B
té bao 16n lan toa biéu hién CD20 & nguoi (DLBCL) (WSU DLCL2, 0,5-1 x 10° cac diém
gin két CD20) va dong té bao lympho T bét diét biéu hién CD3 (Jurkat). Tom lai, té bao

dugc thu hoach, duogc dém, duoc kiém tra v& kha nang song va dugc tai huyen phu & 1,5x

-117-



39315

106 té bao/ml trong chit dém FACS (PBS BSA 0.1%). 100 pl huyén phi té bao (chtra 0,15
« 106 té bao) duogc @ trong dia ddy tron c6 96 15 30 phut & nhiét do 4°C v6i vice tang noéng
d6 ciia CD20 TCB (50 pM - 200 nM), dwoc rira hai 14n bang PBS lanh BSA 0,1%, dugc u
lai trong 30 phdt nita & 4°C voi khang thé thit cip ddc hiéu manh Feg cia IgG ¢ dé khang
ngudi ciia manh AffiniPure F(ab’)2 dugc lién hop v6i PE lodng (Jackson Immuno Research
Lab PE #109-116-170), dugc ria hai lan bing PBS lanh BSA 0,1%, dugc c¢b dinh bang
cach bd sung PFA 2% va duge phén tich bang FACS st dung FACS Cantoll (phan mém
FACS Diva) khong bao gdm t& bao chét tir viéc phén tich bang cong FSC/SSC.

Cac két qua dugc thé hién trén Fig.10A (ghn két voi té bao WSU DLCL2) va
Fig.10B (gin K&t véi té bao Jurkat). Puong cong lién két va cac gia tri EC50 lién quan dén
lién két dugc tinh todn bang cach st dung GraphPadPrism5. Cac gia tri EC50 la 0,98 nM
(gén két hoa tri hai v6i & bio WSU DLCL2 biéu hién CD20) va khoang 12,5 nM (gén két

héa tri mot voi té bao Jurkat biéu hién CD3).

Viéc gin két cua khéng thé TCB khang CD3/khang CD20 v6i té bao dich biéu hién CD20
va CD3 & ngudi va khi dau cho

Tinh phan Gng ngang cua khang th& TCB khang CD3/khang CD20 duge thé hién
dudi dang phan tir “B” & trén dwoc danh gi4 bang cach udc luong ofin két v6i té bao B biéu
hién CD20 & ngudi va khi dAu ché va té bao T CD4 va CD8 bidu hién CD3. Tom lai, mau
& ngudi va khi dAu ché duge heparin hoa tlr nguoi hién khoe manh dugc s dung dé phan
lap cac PBMC bang cach ly tam theo ty trong. Cac PBMC dugc phan lap duoc dém, dugc
kidm tra vé kha nang séng va dugc tai huyén phti 6 4 X 106 t& bao/ml trong chit dém FACS
(100 pl PBS BSA 0,1%). 100 ul huyén pht t bao (chira 0,4 x 106 t€ bao) duge ma vao dia
day hinh cht U 96 13 va duoc ly tam (4200 m/s?, 4 phut). Sau khi loai bo cac dich ndi, cac
PBMC dugc G trong 30 phut & 4°C v6i vige tang ndng do cia CD20 TCB-AlexaFlour488
(200 pM - 200 nM), dugc rua hai 1in bang PBS lanh BSA 0,1%, dugc U lai trong 30 phut
nita & 4°C v6i cac khang thé phan ung ngang & ngudi/khi dAu cho: khang CD19 (trong nha,
dong voO tinh 8B 8)-AlexaFluor647, khang CD4 (BD, 4552838, dong vO tinh L200)-
PerCPCyS5,5 va khang CD8 (BD, #555367, dong v tinh RPA-T8)-PE. Sau 30 phit, cac
PBMC duoc rira hai 1an bang PBS lanh BSA 0,1% va dugc xi ly bang dung dich FACS
Lysing (BD, # 349202) tiép theo 1a phan tich FACS st dung FACS Cantoll (Software
FACS Diva). Puong cong lién két thu dugc st dung GraphPadPrism5.

-118-



39315

Céc két qua dugc thé hién trén Fig.11A (ghn két v6i té bao B & ngudi va khi dau
cho), Fig.11B (gén két voi & bao T CD4 & ngudi va khi dau cho) va Fig.11C (ghn két voi
t& bao T CD8 & ngudi va khi dAu cho). Céc gia tri EC50 lién quan dén gin két v6i té bao
B bidu hién CD20, dugc tinh st dung GraphPadPrism$, bang 4,8 nM (t& bao B & ngudi)
vd 3.3 nM (té bao B & khi dau cho).

Phén giai t& bao khdi u qua trung gian bang cac dang khang thé TCB khang CD20/khéang
CD3 khéc nhau

Phan giai t& bao khdi u qua trung gian bang cac dang khang thé TCB khang
CD20/khang CD3 khac nhau (phan tr “B”, “A” «C» va “H” duge thé hién & trén) duoc
dénh gia trén té bao Z138 (ung thu md bach huyét té bao 4o, 0,06-0,23 x 106 diém gén két
CD?20). Cac PBMC ¢ ngudi duge dung lam cac chét tac dong va su phan giai khdi u duge
phét hién trong khoéang thoi gian tir 21 dén 24 gid U voi cdc dang khéng thé dic hiéu kép
khéc nhau. Tom lai, cac +& bao dich dugc thu hoach, duogc ria, va duge dan trén dia & mat
d6 & 50 000 té bao/1d sir dung cac dia day hinh chit U ¢6 96 16. Céc té bao don nhan méau
ngoai vi (cac PBMC) duoc didu ché bang cach ly tm mat d6 Histopaque cuia mau nguoi
khoe manh. Mau sach duoc pha lodng bang PBS vo tring va duoc tao 16p trén gradien
Histopaque (Sigma, #H8889). Sau khi ly tdm (4500 m/s?, 30 phit, nhiét do trong phong,
phanh w/0), huyét tuong & trén pha trong chira PBMC dugc gan ra va cac PBMC dugc
chuyén vao trong bng falcon mdi sau d6 dugc nap 50 ml PBS. Hbn hop nay dugc ly tam
(3500 m/ s2, 10 phut, nhigt 4o trong phong), dich ndi duogc gan ra va vién tron PBMC duogc
rira bang PBS vO trung (3000 m/s2, 10 phat). Tép hop PBMC tao ra dugc dém tu dong
(ViCell) va dugc bao quan trong mdi truomg RPMI1640 chira FCS 10% va L-alanyl-L-
glutamin 1% (Biochrom, K0302) & 37°C, 5% COx trong thiét bi @ t& bao cho dén khi su
dung tiép (khong qua 24 gio). D&i v6i thit nghiém phén giai khdi u, céc khing thé duoc bd
sung & ndng do da dinh (n3m trong khoang te 0,1 pM dén 1 nM trong 3 phién ban). Céc
PBMC dugc bd sung vao té bao dich theo ty t¢ E:T cudi cung bang 6:1. Phan gial té bao
Khéi u duoc danh gia sau khoang thoi gian tir 21 dén 24 giv 1 ¢ 37°C, 5% CO2 bang cach
xéc dinh sb lugng cua LDH giai phong vao cac dich ndi té bao bang té bao gay chét té bao
theo chuong trinh/té bao hoai ttr (kit phat hién LDH, Roche Applied Science, #11 644 793
001). Phan giai toi da céc té bao dich (= 100%) dat dugc bing cach  té bao dich vdi Triton
X-100 1%. Su phan giai t6i da (= 0%) d8 cap dén té bao dich duge ddng 1 v6i té bao tic

dong khong c6 cau tric dac hiéu kép.
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Fig.12 thé hién cac dang khang thd CD20 TCB khéc nhau gy cam g viéc phan
giai ddc hiéu dich va manh cua ¢ bao dich CD20*. Panen A thé hién rang “CD20
TCB_2+1_c6 cac dién tich, dao ngugc” (phan tir “B” dugc thé hién & trén) thé hién hoat
tinh ¢ th& so sanh dugc voi «CD20 TCB_2+1_khong dién tich, dao ngugc” (phan tir “A”
dugc thé hién & trén) va ca hai khang thé hidu nghiém hon so véi dang “CD20 TCB_1+1_¢6
cac dién tich” (phén tr “H” dugc thd hién ¢ trén). Panen B thé hién rang “CD20
TCB_2+1_co céc dién tich, dao ngugc” (phan tlr «“B” duge thé hién ¢ trén) 1a hiéu nghiém
hon so v6i dang “CD20 TCB_2+1_c6 céc dién tich, ¢b dién” (phan tir “C” dugc the hién
& trén). Cac gia tri EC50 lién quan dén cac thir nghiém tiéu diét, dugc tinh st dung
GraphPadPrism5 dugc néu trong Bang 5.

Bang 5. Gié tri EC50 (pM) ctia sy phan giai t& bao khédi u qua trung gian bang cac dang
khéng thé TCB khang CD20/khang CD3 khac nhau dugc dénh gia bang céch sir dung té
bao dich khdi u Z138 biéu hién CD20.

[ Panen Dang khang thé CD20 EC50 [pM]
CD20 TCB_2+1_c6 cac dién tich, ddo ngugc
A 2,18
(phan tr B)
CD20 TCB_2+1_khong dién tich, dao ngugc
A 0,76
(phan tir A)
CD20 TCB 1+1_c6 céc dién tich
A B 17,54
(phén tir H)
CD20 TCB_2+1_c6 cac dién tich, dao ngugc
B 0,96
(phan tit B)
CD20 TCB_2+1_c6 céc dién tich, cb dién
B 43,34
(phén tt C)

Phén giai t& bao khéi u va sy hoat hoa t bao T sau d6 qua trung gian bang cac dang khang

thé TCB khang CD20/khéng CD3 khac nhau

Phéan giai t& bao khdi u qua trung gian bang cac dang khang thé TCB khang
CD20/khang CD3 khéc nhau (phan tir “B” va “I” dugc thé hién & trén) dugc danh gia
thém trén t& bao Z138 (ung thu mo bach huyét té bao 40) sur dung cac PBMC & nguoi thu
duoc tir ba nguoi hién khoe manh khac nhau cling nhu trén panen rong hon cua cac dong

DLBCL bao gdm céc dong té bao OCI Ly-18 (0,06-0,2 x 106 diém gén két CD20), Ramos
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(0,1-0,4 x 10 diém gén Két CD20), SU-DHL-5 (0,13-0,21 x 10° diém gén két CD20), SU-
DHL-8 (cac diém gin két CD20 dudi giéi han phét hién ctia thir nghiém), Toledo (0,02 x
106 didm gén két CD20) va U2932 (0, 09-0,4 x 106 diém gén két CD20). Thu hoach té bao
khéi u, phan tach PBMC, va cac didu kién thir nghiém c6 do tuong ddng véi cac diéu kién
thir nghiém dugc mo ta trong céc vi du trude day. Ty 18 E:T cho céc thir nghiém dugc thé
hién trong céc hinh v& Fig.13 A-C1a 6:1, cho thir nghiém dugc thé hién trén Fig.13D no 1a
3:1. Phan gidi t& bao khdi u dugc danh gia sau 21 gio 0 ¢ 37°C, CO2 5% bang cach xac
dinh s6 luong cia LDH giai phong vao cac dich ndi té bao bing té bao gy chét té bao theo
chuong trinh/té bao hoai tir (kit phét hién LDH, Roche Applied Science, #11 644 793 001).

pé danh gia sy hoat hoa té bao T xuAt hién khi phan giai t& bao khdi u, cac PBMC dugc
chuyén vao dia ddy tron ¢6 96 13, dugc ly tam ¢ tbc a0 4000 m/s* trong 5 phut va duge rura
hai 14n bang PBS chita BSA 0,1%. Viéc nhudm mau bé mat CD8 (CD8 khang nguoi
APCCy7 Biolegend, #301016), CD4 (CD4 khang ngudi FITC, Biolegend #300506) va
CD25 (CD25 khang ngudi PECy7 Biolegend #3 02612) dugc thyuc hién theo chi dinh cua
nha cung cip. Té bao dugc rira hai 13n bang 150 ul/16 PBS chira BSA 0,1% va dugc b
dinh bang cach sir dung PFA 2% hoac dung dich FACS Lysing (BD, # 349202). Cac mau
duoc phan tich & BD FACS Cantoll.

Fig.13 thé hién rang dang khang thé “CD20 TCB_2+1_co céc dién tich, ddo nguoc”
(phan tir “B” dugc thé hién ¢ trén) 1a hiu nghiém hon so véi dang khang thé “CD20
TCB_1+1” (phén ti “I1 duge thé hién & trén) nhu duogc danh gia bang cach phét hién cia
c4 hai 14n phén giai t& bao khdi u (cac panen A, D) va su hoat hoa té bao T (Panen B, C)
sit dung cac PBMC tu nhitng nguoi hién khac nhau. Cac gia tri EC50 lién quan dén su
phan giai khéi u va sy hoat hoa té bao T cia té bao Z138 dugc néu trong Bang 6a. Cic gia
tri EC50 lién quan dén cac thir nghiém phén giai khéi u cua panen cua cac dong té bao
DLBCL dugc néu trong Bang 6b. Cac gia tri EC50 dugc tinh toan bang céach st dung
GraphPadPrismS5.

Bang 6a. Gia tri EC50 (pM) cua sy phan giai +& bao khdi u va sy hoat hoa té bao T qua
trung gian boi cdc khang thé TCB khang CD20/khang CD3 st dung cac té bao khdiu 2138
biéu hién CD20.

. EC50 [pM] 24
Dang khéang th¢ CD20 .
gio
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I (trung binh 13 3
ngudi hién)
CD20 TCB_2+1_c6 cac dién tich, dao nguoc (su phan giai khoi u)
(phan tir B) Lo
CD20 TCB_1+1 (su phan gidi khoi )
(phén tir H) 71
CD20 TCB_2+1_c6 cac dién tich, ddo ngugc (sv hoat hoa té bao T
CD8) 2,2
(phan t B)
CD20 TCB_1+1 (su hoat hoa té bao T CDR) 1748
(phén tir H)
CD20 TCB_2+1_c6 céc dién tich, dao nguoc (su hoat hoa té bao T
CD4) 1,2
(phén tit B)

CD20 TCB_1+1 (su hoat hoa té bao T CD4)

(phan tir H)

122 J

L

Bang 6b. Gia tri EC50 (pM) cu
ian boi céc khang thé TCB khang CD20/khang CD3.

a sy phan giai khoiu clia panen cua cac dong té bao khoi

u DLBCL qua trung g
CD20 TCB_2+1_c6 cac
EC50 [pM] 24 gio phan giai ) CD20 TCB_1+1
. dién tich, dao ngugc
khoiu (phén tir H)
(phan t B)
Ocly-18 0,3 250,4
Ramos khong xac dinh khong xac dinh ﬂ
SU-DHL-5 1,2 69,7
SU-DHL-8 0,5 2189
Toledo khong x4ac dinh 120,2
U2932 0,9 72,7
B |

Sy ti€u t& bao B trong dong mau chung & nguoi

TCB khang CD20/khang CD3 khéc nhau
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Su tiéu té bao binh thudong qua trung gian bang cac dang khang thé TCB khang
CD20/khang CD3 khac nhau (phan tir “B” va “[” duoc thé hién & trén) va bang
obinutuzumab dugc danh gia thém bang céach sir dung mau ngudi sach tir nhiing nguoi tinh
nguyén khoe manh. Tém lai, mau sach da dugc thu gom trong Xy lanh chtra heparin. Cac
phin phan wéc méau (180 uL/18) dugc dit trong cdc dia siu c6 96 13, da dugc bd sung TCB
hodc cac chit pha lodng khang thé (10 pL/18 + 10 pL/16 PBS) va dugc Ui trong 24 gio &
37°C trong COz 5% trong thiét bi t bao da duoc 1am Am. Sau khi 0, mau duge tron 1An
bang cach hut 1én va tha xudng trude khi 35 pL phan phén wéc mau dugc chuyén vao céc
dia day hinh chit U ¢o 96 15 va dugc u v6i huynh quang khang CD45 (APC, Biolegend,
#304037), khang CD4 (PerCPCys5.,5, BD, #552838), khang CD8 (APCCy7, Biolegend,
#301016), khang CD19 (PE, Biolegend, #302208), khang CD25 (PECy7, Biolegend,
#302612) va khang CD69 (BV421, Biolegend, #310930) trong tdng 6 55 pL thé tich cho
bao ké chay. Sau 15 phut i & nhiét do trong phong (trong bong toi), bd sung 180 uL/15 cua
dung dich phan giai FACS (BD Biosciences) d& tiéu hdng cau va d8 ¢b dinh té bao trude

bao ké chay.

Fig.14 thé hién réng “CD20 TCB_2+1_c6 céc dién tich, dao nguoc” (phén tit “B” &
trén) 12 hiéu nghi¢ém hon trong viéc lam ti€u t& bao B binh thudng so vdi ca obinutuzumab

(Gazyva) va «CD20 TCB_1+1” ¢6 céc dién tich (phan ti “H” 0 trén).

Bang 7. Gié tri EC50 (pM) ctia sy tiéu t& bao trong dong mau chung binh thudng & ngudi
qua trung gian boi cac khang thé dich CD20 khéc nhau.

Céc khang thé dich CD20 EC50 [pM] 24 gi("f;\

CD20 TCB_2+1_c6 cac dién tich, dao ngugc (phan tir B) 13,2 J
Obinutuzumab (Gazyva®) 79,2
CD20 TCB_1+1 (phan t& H) 3753

Sy hoat hoa clia cac té bao T dugc danh gid bang céch dinh lugng cudng do tin hiéu xudi

dong CD3 sir dung thir nghiém té bao bao céo Jurkat-NFAT
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Dung lugng cla cac dang khéang thd TCB khang CD20/khang CD3 khéc nhau dé
gdy cam ng lién két ngang t6 bao T va sau d6 1a sy hoat hoa té bao T dugc danh gid bang
céach sir dung cac ddng moi truong nudi cly cla t& bao dich khdi u biéu hién CD20 va té
bio bao cao Jurkat-NFAT (dong t& bao bao cdo bénh bach cu dang bach huyét cAp tinh &
nguoi bidu hién CD3 véi gen khoi dau NFAT, GloResponse Jurkat NFAT-RE-luc2P,
Promega #CS176501). Khi gin két ddng thoi TCB khang CD20/khang CD3 vao khang
nguyén CD20 (dugc biéu hién trén céc té bao khéi u) va khang nguyén CD3 (dugc biéu
hién trén t6 bao bao cao Jurkat-NFAT), gen khoi diu NFAT dugce hoat hoa va lam biéu
hién luciferaza dom dom hoat tinh. Cudng dd cla tin hiéu phét quang (thu duge khi bd
sung co chét luciferaza) ty 1& v6i cuong d6 cta su hoat hoa va tin hiéu CD3. Té bao bao
cao Jurkat-NFAT phat trién trong huyén phu va duoc nudi cdy trong RPMI1640, 2g/1
glucoza, 2 g/l NaHCOs3, FCS 10%, HEPES 25mM, L-glutamin 2 mM,, 1 x NEAA, 1 x natri-
pyruvat & 0,1 — 0,5 t& bao mio cho mdi ml, 200 pg cho mdi ml hygromyxin. Cho thur
nghiém, +é bao dich khéi u (Z138) dugc thu hoach va kha nang sdng sot duge xac dinh
bang cach sir dung ViCell. 50 pl/1d cta cac khang thé hodc mdi truong dugc pha lodng (dbi
véi cac dbi chung) duge bd sung vao té bao dich. 20 000 té bao/15 dugc dan trén dia vao
trong dia 96 13 thanh mau tring, day phang (#655098, Greiner bio-one). Sau do, t€ bao bao
c4o Jurkat-NFAT duge thu hoach va kha nang séng dugc danh gia bang cach st dung
ViCell. Té bao dugc téi huyén phu & 2 té bao mio/ml trong moi truong nudi ciy té bao
khong c6 hygromyxin B va bd sung vao cac t& bao khdi u & muc 0,1 x 106 t& bao/16 (50
ul/18) dé dat dugc ty 1§ E:T cubi cung 1a 5:1 va thé tich cubi cung 1a 100 pl cho mdi 15. Té
bao duoc G trong 6 gio & 37°C trong thiét bi & 4m. Cubi thoi gian U, bd sung 100 ul/16 cua
dung dich One-Glo (1:1 One-Glo va thé tich méi truong thi nghiém cho mdi 18) vao cac
13 va dugc u trong 10 phit & nhiét d6 trong phong trong bong t6i. Su phéat quang dugc phat
hién bang cach st dung thiét bi doc WALLAC Victor3 ELISA (Perk1nE1mer2030), 5
gidy/13 1a thoi gian phét hién.

Fig.15 thé hién rang “CD20 TCB_ 2+1_c6 cac dién tich, dao nguoc” (phén tx “B” &
trén) lam hoat hoa t6 bao T va dong dudi phat tin hiéu cia CD3 manh hon so véi “CD20
TCB_1+1” (phén t& “H” & trén).

Bang 8. Gié tri EC50 (pM) ctia sy hoat héa CD3 dugc phét hién su dung té bao béo céo
Jurkat-NFAT.
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Dang khang thé CD20 EC50 [pM]
CD20 TCB_2+1_c6 cac dién tich, dao ngugc (phan tr B) 28,98
CD20 TCB_1+1 (phan tr H) 1001

Lidu don PK ciia TCB khang CD20/khang CD3 & chudt nhit NOG khée manh

Nghién ctru duge dong hoc lidu don (SDPK) dugc thuc hién d& danh gia su tiép xac
cta phan ti TCB khang CD20/khang CD3 “B” (sau day duge goi 1a “CD20 TCB”) trong
cac nghién ctru hiéu qua (Fig.16). Dung lidu 16n trong tinh mach 13 0,5 mg/kg dugc ap
dung vao cac con chudt nhét NOG va cac miu mau duge 1§y & cac thoi diém duge chon dé
danh gia dugc dong hoc. Thir nghiém mién dich chung dugc st dung dé danh gia toan bd
ndng do cia CD20 TCB. Khoéang dinh ¢& cua duong cong tiéu chuan dbi voi CD20 TCB
12 ndm trong khoang tir 0,78 dén 50 ng/ml, trong khi 15 ng/ml la giéi han dudi xac dinh s6
luong (LLOQ).

Sy suy gidm hai pha dugc quan sat thay vé6i chu ky ban hiy beta 13 10 ngay (phan
tich khong c6 khoang) va su thanh thai 12 8 mL/ngay/kg (mo hinh 2 khoang). Chu ky ban
hay va su thanh thai 1a nhu dwgc mong doi nhu voi IgG binh thuong khong dich (Bang 9).

Phoenix v6.2 tir Pharsight Ltd dugc st dung dé phan tich PK, tao mé hinh va kich
thich.

Bang 9. Céc thong s6 dugce dong hoc khi dung lidu 16m trong tinh mach 12 0,5 mg/kg cua
CD20 TCB & céc con chudt nhit NOG.

—

Chu ky ban hay | 10 ngay

Sy thanh thai 7,9 mL/ngay/kg

Cmax 9,4 ug/mL

AUC 1554 h*ug/mL

Hoat tinh tiéu t6 bao B in vivo ciia TCB khang CD20/khang CD3

Hoat tinh tiéu té bao B ngoai vi cia CD20 TCB da duge thir nghiém & cac con chudt

nhét NOD/ Shi-scid/IL-2Ry™! (NOG) dugc nhan hoa diy du.

Cac con chudt nhit NOG duoc nhan hoa dhy di & 14 tuin tudi, c6 mic sinh 1y cua

té bao B va T & nguoi tudn hoan (Hayakawa J. et al. (2009), Stem Cells 27(1), 175-182),
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da duoc xtr ly bang ta dugc long (n = 7) hodc bang CD20 TCB (n = 6) 6 liéu 12 0,5 mg/kg
duoc st dung trong tinh mach (i.v.) mot lan trong mot tudn. Nhu dugc thé hién trén kiéu
nghién ctru trén Fig. 17, céc con chudt nay dugc 14y méu dé phan tich tdbao Bvaté bao T
mdt va ba ngay sau khi tiém lidu tri liéu dau tién (D1, D3), va ba ngay sau lidu tri liéu thu
hai (D10), 6 thoi diém nay nghién ctru dugc chim dat. O thoi diém mudn hon, cac 14 lach
cling dugc thu hoach dé phan tich t6 bao B va té bao T. Céc con chudt duge sang loc 4
ngay tru6e bude tiém tri liéu (D-4) 1am tham chibu co s& @& dém t& bao B va T tudn hoan.
Fig.18 thé hién viéc dém té bao B va T duoc phan tich bang bao ké chay ex vivo trong mau
ciia cac con chudt da dugc xtr 1y bang ta dugc 16ng (panen bén trai) va CD20 TCB (panen
bén phai) ¢ cac thoi diém khéc nhau. Cac két qua chimg to ring viéc tuin hoan té bao B da
bi suy kiét rét hiéu qua ngay mot ngay sau khi tiém CD20 TCB, va s6 con lai khong phat
hién dugc cia ching trong toan b khoang thoi gian nghién ctru. Nguoc lai, dém té bao T
tuin hoan chi giam tam thoi 6 D1 sau khi tiém tri liéu, dua tr& vé muec ranh giéi ¢ D3, va
gilt 6n dinh trong toan bo khoang thoi gian nghién ctru. Trang thai hoat hoa té bao T cling
dugc phén tich trong mau cta cac con chudt da duge xtt ly & D3 va D10 sau khi tiém tri
liéu lan dAu, bang bao ké chay ex vivo sit dung cac gen danh dAu bé mat té bao T khéc
nhau va gen danh diu tang sinh Ki67 (Fig. 19). Té bao T tr cac con chudt da dugce xtr ly
bang CD20 TCB thé hién kiéu hinh hoat hoa & D3 sau khi tiém tri ligu (panen phia trén),
v6i sy didu tiét tang cta cdc gen danh diu hoat hoa CD25, 4- 1BB, PD-1 va granzym-B
(GZB) trong ca hai khoang té bao T CD4 va CD8, so véi té bao T tir ddi ching ta dugc
long. Té bao T tir cac con chudt da dugce xt ly cling bidu hién mirc cao cla gen danh déu
tang sinh Ki67. Vao D10 sau khi tiém tri liéu 1An dAu, hiu hét gen danh d4u hoat hoa té bao
T d3 trd vé mirc co s& ngoai trir GZB va PD-1, ma vAn duge biéu hién & cac murc cao hon

so vi dbi chimg ta dugc long.

Fig.20 thé hién cac két qua phén tich té bao B va té bao T duge tién hanh trén cac
14 lach cua cac con chudt da dugc xur Iy bing ta dugc long va CD20 TCB vao thoi diém
cham dat nghién ciu (D10). Vige didu tri bang CD20 TCB didu tiét su tiéu t& bao B rét
hiéu qua ca & trong co quan dang bach huyét thir chp nay (Fig.20A), trong khi cac sb dém
t6 bao T thé hién cac mirc ¢o thé so sanh dugc voi d6i chting ta duoc long (Fig.20B). Trang
thai hoat hoa té bao T (Fig.20C) 1a tuong tu véi trang thai hoat hoa dugc quan sat thay
trong mau, voi sy bidu hién cao hon ctia GZB va PD-1 trong té bao T & 14 lach cda cac con

chudt da duge xr 1y so véi d6i chimg ta duge long.
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Nhin chung céc cac két qua ndy chimg to ring viée didu tri bang CD20 TCB ¢ thé
didu tiét sy tiéu rat hiéu qua ctua t& bao B ngoai vi mot ngay sau khi tiém tri liéu, bﬁng cac
té bao B duy tri khong thé phat hién duge cho dén khi két thuc nghién ctru (ba ngay sau
Kkhi tiém tri liu lan th hai). Cac té bao B cling bi tiéu mot cach hiéu qua trong 14 1ach cla
céc con chudt da dugc xur ly. Hoat tinh tiéu té bao B song song béi su hoat hoa té bao T
chuyén tiép trong mau cua cac dong vat da duge xu ly, ma trG vé murc co sO ba ngay sau
Kkhi tiém tri liéu, ngoai trlr cac gen danh diu hoat hoa GZB va PD-1, ma gilt biéu hién &

murc cao hon so véi cac d6i chimg khong duge xir ly.
Hoat tinh khang «khéi u cia TCB khéang CD20/khang CD3 trong md hinh WSU-DLCL2

Hoat tinh khang Kkhéi u ctia CD20 TCB da dugc thir nghiém & cac con chudt nhit
NOG mang dong té bao ung thu md bach huyét t4 bao B 16n tan 16a & ngudi WSU- DLCL2
va dugc van chuyén véi té bao don nhan ngoai vi & nguoi (PBMC). Toém lai, cac con chudt
ahét NOG céi duge tiém duéi da (s.c.) v6i 1,5 X 106 t& bao WSU-DLCL2 (ngudn gbe thu
duoc tur the European Collection of Cell Culture). Khi thé tich khdi u trung binh dat dén
200 mm?, cdc con chudt dugc tiém PBMC & nguoi trong mang bung (10 X 10° té bao cho
mdi con chudt) 1a ngué)n té bao T & ngudi. Hai ngay sau, cac con chudt nhén tri liéu bang
CD20 TCB trong tinh mach & lidu 12 0,5 mg/kg dugc ap dung mot 1an mot tuan. Nhu dugc
md ta trén Fig.21, CD20 TCB thé hién hoat tinh khang khdi u hi¢u nghiém, quan sat thay

su thodi lui khéi u gan nhu hoan toan tai thoi didm cham dit nghién ctru (ngay 34).
Vidu2

Pidu ché khang thé dic hiéu kép t4 bao T “2+1 IgG CrossFab, dao ngugc” c6 va khong
bién dbi dién tich (khing BCMA/khang CD3)

Minh hoa dang so dd cta phan tr dugc didu ché trong vi du nay dugc thé hién trén
Fig.22. Phan tir khang BCMA/khang CD3 “2+1 IgG CrossFab, dao ngugc” khong bién dbi
dién tich (dugc dé cap dén trong vi du nay la “83A10-TCB”) bao gbm céc trinh ty axit
amin caa SEQ ID NO 22-25, phén tit khang BCMA/khang CD3 “2+1 IgG CrossFab, dao
nguoc” véi cac bién dbi dién tich (dugc dé cap dén trong vi du nay la “83A10-TCBcv”)
bao gdm céc trinh tw axit amin cua SEQ ID NO 26-29.

Dé phat sinh céc vecto khang thé dic hiéu kép BCMAXCD3, phan tir ddc hiéu kép
thu duoc tir IgG1 bao gbm it nhét hai gbe gin két khang nguyén c6 kha ning gén két ddc
hiéu véi hai chit x4c dinh khédng nguyén riéng biét CD3 va BCMA. Cac gbe gin két khang
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nguyén 1a cac manh Fab bao gm chudi ning va chudi nhe, mdi chudi bao gdm ving bién
31 va ving héng dinh. ft nhat mot trong cac manh Fab 13 manh “Crossfab”, trong d6 VH
va VL dugc trao dbi. Su trao d4i ctia VH va VL trong méanh Fab dam béo rang cac manh
Fab c6 tinh dic hiéu khéc nhau khong co su sap xép mién giéng hét nhau. Kiéu phan ti
dzc hiéu kép co hoa tri mot d6i voi CD3 va hoa tri hai d6i véi BCMA trong khi mot manh
Fab duogc dung hop voi v6i du tan cung N cua CrossFab (2+1) bén trong. Phan tir dac hi€u
kép chira ph?m Fc dé cho phan tir c6 chu ky ban huay 1au hon. Céc phan tir dugc tao ra bang
cach dong chuyén nhidm céc té bao HEK293 EBNA phat trién trong huyén pht1 v6i vecto
bidu hién & dong vat co vi bang cach su dung polyetylenimin (PEID). pé didu ché cu trac
2+1 CrossFab-1gG, té bao da duogc chuyén nhiém véi céc vecto biéu hién twong Gng theo
ty 18 1:2:1:1 (“Fc (khoa) vecto” : “chudi nhe vecto™ : “chudi nhe vecto CrossFab™ : “chudi

nang vecto-CrossFab 7).

Ppéi voi cac khang thé dic hidu kép, viéc dua vao thay thé/trao dbi trong mdt nhanh
lién két “Crossfab” 1am giam mot cach rd rang cac sén phém phyu ma vi¢c didu ché hoan
toan khong c6 cic san pham phu (duge md ta chi tiét trong W02009/0 80252 va Schaefer,
W. et al, PNAS, 108 (201 1) 11187-1191). Nhu vay, dé 1am giam thém cac san pham phu
do su bét cdp sai clia chudi nhe khang khang nguyén thir nhét véi chudi ndng sai khang
khéang nguyén thir hai va dé 1am cai thién hiéu suét cia khang thé dic hiéu kép, mot phuong
phap khac dugc ap dung cho phan tir bang cach dua vao cac phan tt thé ctia cic axit amin
tich dién c6 dién tich trai diu & nhitng vi tri axit amin dic hiéu trong cac mién CH1 va CL
trong mién cb dinh CL cua chudi nhe dau tién trong a) axit amin & vi tri 124 dugc thay thé
doc lap bang lysin (K), arginin (R) hodc histidin (H) (danh s6 theo hé thong danh s Kabat)
(theo mdt phuong 4n duoc uu tién doc lap bang lysin (K), arginin (R)), va trong do6 trong
mién cb dinh CHI1 cua chudi nang d3u tién trong a) axit amin 6 vi tri 147 hodc axit amin &
vi tri 213 dugc thay thé doc lap bang axit glutamic (B), hodc axit aspartic (D) (danh s6 theo
hé thdng dénh s6 Kabat); hogc ii) trong mién cb dinh CL cta chudi nhe thir hai trong b)
axit amin & vi tri 124 dugc thay thé doc 1ap bang lysin (K), arginin (R) hodc histidin (H)
(danh s& theo hé thong danh s& Kabat) (theo mot phuong 4n duoc uu tién doc 1ap bing
lysin (K), arginin (R)), va trong do6 trong mién ¢b dinh CH1 cua chudi ning tht hai trong
b) axit amin & vi tri 147 hodc axit amin & vi tri 213 dugc thay thé doc 1ap bang axit glutamic

(E), hodc axit aspartic (D) (dénh sé theo hé thong danh sb6 Kabat).
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P& san xuét cac khang thé dic hiéu kép, cac khang thé dic hiéu kép dugc biéu hién
bang cach dong chuyén nhiém tam thoi cia cdc vecto biéu hién & d(f)ngvzflt cd va tuong
ing trong C4ac t6 bao HEK293-EBNA, ma da dugc nuodi cly trong huyén phu, st dung
polyetylenimin (PEID). Mot ngay truéc chuyén nhidm, cc té bao HEK293-EBNA dugc
gieo & muc 1,5 t& bao sdng Mio/ml trong mdi truong Ex-Cell da duoc bd sung 6 mM L-
Glutamin. Cho mdi mL ctia thé tich thanh phim, 2,0 té bao song Mio duge ly tm (5 phut
& the @ 2100 m/s?). Dich ndi dugc hit va té bao dugc tai huyén phi trong 100 pL mdi
truong CD CHO. ADN cho mdi mL cua thé tich thanh pham duoc didu ché bang cach tron
| ng ADN (ty 1& chudi ning: chudi ning duoc bién doi: chudi nhe: chudi nhe duoc bién
48i= 1:1:2:1) trong 100 pL mbi truong CD CHO. Sau khi bb sung 0,27 L dung dich PEI
(1 mg/mL), hdn hop nay duge tron xody manh trong 15 gidy va dugc dé & nhiét do trong
phong trong 10 phtt. Sau 10 phit, té bao dugce tai huyén phu va hdn hop ADN/PEIL duge
d3t cung nhau va sau do duge chuyén vio thiét bi chira thich hop ma duoc dat trong thiét
bi lic (37°C, 5% COz). Sau thoi gian @133 gid, bd sung 800 pL moi truong Ex-Cell da
dugc bd sung 6 mM L-Glutamin, 1,25 mM axit valproic va 12,5% Pepsoy (50 g/L), cho
mBi mL cia thé tich thanh pham. Sau 24 gi0, b4 sung 70 pL Feed (SF40, Lonza) cho mdi
mL cta thé tich thanh phém. Sau 7 ngay, hodc khi kha ndng sbng cua t& bao bang hoac
thip hon 70%, cac té bao duge tach ra khoi dich ndi bang cach ly tdm va loc vo trung. Cac
khéng thé dugc tinh ché bing budc 4i luc va mot hoge hai bude danh bong, 1 sic ky trao
ddi cation va sic ky loai trx kich thude. Khi duge yéu cAu, budc danh bong bd sung dugc

sit dung.

Pbi voi bude 4i lyc, dich ndi dugc nap 1én trén cot protein A (HiTrap Protein AFF,
5mL, GE Healthéare) dugc can bang bang 6 CV natri phosphat 20mM, natri xitrat 20mM,
d6 pH 7,5. Sau budc rira v6i cung chét dém, khang thé nay duge rira giai tr cot bang bude
rira giai voi natri phosphat 20mM, natri clorua 100mM, Glyxin 100mM, d6 pH 3,0. Céc
doan c6 khang thé mong muén dugc trung hoa ngay 1ap tirc bang Natri Phosphat 0,5M, dd
pH 8,0 (1:10), duge tap hop va ¢5 bing cach ly tam. Chét co ddc duoc loc v tring va duge
XU 1}9 thém bang séc ky trao dbi cation va/hodc sic ky loai trir kich thudc.

Péi v6i bude sic ky trao b1 cation, protein ddm déc duoc pha loang bang ty 1¢ 1:10
véi chit dém rira gidi dugc dung cho bude &i luc va dugc nap 1én trén cOt trao dbi cation
(Poros 50 HS, Applied Biosystems). Sau hai budc rira véi chit dérh can bang va chét dém

rira moOt cach tuong ung, natri phosphat 20mM, natri xitrat 20mM, TRIS 20mM, do pH =
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5,0 va natri phosphat 20mM, natri xitrat 20mM, TRIS 20mM, natri clorua 100mM, do pH
= 5,0, protein nay dugc rira giai bang gradien st dung natri phosphat 20mM, natri xitrat
20mM, TRIS 20mM, natri clorua 100mM, do pH = 8,5. Cac doan chira khang thé mong
mubn duge tap hop, dugc cd béng cach ly tdm, loc v tring va dugc xu ly thém budce loai

trur kich c@.

P&i véi bude loai trir kich ¢0, protein dam dic dugc phun trong cot XK 16/60
HilLoad Superdex 200 (GE Healthcarp), va Histidin 20mM, Natri Clorua 140mM, do pH =
6,0 c6 hodc khong c6 Tween20 lam chit dém phéi tron. Cac doan chura cac monome dugc

tap hop, duge co bang céach ly tAm va loc vo tring vao lo vO trung.

Viéc xac dinh ndng do khang thé dugc thyc hién b%mg cach do kha nang hép thu &
280nm, st dung gid tri hap thu 1y thuyét ciia dung dich 0,1% cta khang thé. Gia tri nay dua
trén trinh ty axit amin va dugc tinh bang phﬁn mém GPMAW (s lieu Lighthouse).

Do tinh Kkhiét va ham lugng monome cia ché phém protein cudi cing duge xac dinh
bang CE-SDS (hé thong Caliper LabChip GXII (Caliper Life Sciences)) mot cach twong
tmg HPLC (TSKgel G3000 QW XL cot loai trir kich ¢& phan tich (Tosoh)) trong kali
phosphat 25mM, Natri clorua 125mM, L-arginin monohydroclorua 200 mM, Natri azit
0,02% (khéi lugng/thé tich), chit dém c6 @0 pH=6,7.

P& kidm chung phén tir luong cua ché phém protein cudi cung va xac nhan ché
phim dong nhét chira cac phan tr dung dich protein cudi cung, k¥ thudt séc ky long-do phd
khdi (LC-MS) duoc st duﬁg. Budc loai glycosyl hoa dugc thuc hién dau tién. Dé loai bo
tinh khong dong nhat duogc dua vao bang hydrat cacbon, cac cAu trac nay duge xur 1y bang
PNGaseF (ProZyme). Do do, d6 pH cua dung dich protein dugc didu chinh dén do pH=
7,0 bing cach bd sung 2ul Tris 2M vao 20pg protein €O ndng do bang 0,5 mg/ml. 0,8ug
PNGaseF duogc bd sung va dugc u trong 12 git ¢ nhigt d6 37°C. Sau 4o, viéc phat hién
truc tuyén LC-MS duoc thuc hién. Phuong phap LC-MS duoc thuc hién trén Agilent
HPLC 1200 két hop voi may do phé khéi TOF 6441 (Agilent). Vige tach séc ky duge thuc
hién trén cot Macherey Nagel Polysteren; RP1000-8 (c& hat 8um, 4,6 x 250mm; cat. sb
719510). Dung mdi rira giai A la axetonitril 5% va axit formic 0,05% (thé tich/thé tich)
trong nuéc, dung moi ria giai B 1a axetonitril 95%, nudc 5% va axit formic 0,05%. Téc
do chay 1a 1ml/phut, viéc tach duge thyc hién & nhiét 4o 40°C va 6ug (15pul) mau protein
thu duoc nhd quy trinh x 1y nhu néu trén.
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B Thoi gian (phut) %B
0,5 15
10 60
12,5 100
14,5 100
14,6 15
16 15
L 16,1 100 A

Trong 4 phut dAu tién, nude giai hép dugc dua vao khoang phé liéu dé bao v& may
do phé khi khong bj nhiém bAn mudi. Ngudn ESI chay v6i dong khikho & tde do 12 /phut,
nhiét d6 1a 350°C va ap suit phun 1a 60psi. Phé MS dat dugc bing céach st dung dién ap
manh bang 380V va khoang Kkhéi ndm trong khoang tir 700 dén 3200 m/z st dung theo
kiéu ion duong. S6 litu MS dat dugce bang phan mém dung cu trong thoi gian tir 4 @én 17

phut.

Fig.23 thé hién biéu dd CE-SDS (khong khir) cua ché phém protein cudi cling sau
cac phuong phép tinh ché khac nhau dbi véi khang thé 83A10-TCB va 83A10-TCBev.
Budo tinh ché bing séc ky & lyc protein A (PA) va séc ky loai trix kich ¢& (SEC) dugce ap
dung cho khang thé 83A10-TCB $in dén o tinh khiét <30% va bing 82,8% ham luong
monome (A). Khi cac budce tinh ché bd sung bao gdm budc sdc ky trao dbi cation (cIEX)
va budc sic ky loai trir kich ¢@ cudi cung (re-SEC) dugce ap dung vao ché pham protein
cubi cung trong (A), 4o tinh khiét dugc lam tang dén 93,4% nhung ham lugng monome
van giit nguyén va hiéu suét dugc lam giam dang ké xubng 0,42mg/L. Tuy nhién, khi cac
bién ddi dien tich cu thé duge ap dung vao 83A10 khang BCMA Fab CL-CHL, cu thé 1a
khéng thé 83A10-TCBcv, profin san xuit/tinh ché wu viét cia phan tr TCB, nhu dugc
ching minh bdi do tinh khiét bang 95,3%, ham lugng monome bang 100% va hi¢u suét

lén dén 3.3mg/L, c6 thé d& quan sat dugc ngay ca khi cc budc tinh ché PA + ¢cIEX + SEC
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dugc ap dung (C) so v6i (B) v6i profin san xuAt/tinh ché thé hién hi¢u suat thip hon 7,9

1an va ham lugng monome thip hon 17,2% bét ké bao gdm budc tinh ché re-SEC bd sung.

Quy trinh san xuét dbi ddu van hanh dé so sanh profin san xuAt/tinh ché khang thé
83A10-TCB so v6i 83A10-TCBev sau d6 duge thuc hién dé danh gia thém uu diém cia
bién déi dién tich CL-CH1 duoc ap dung cho khang thd. Nhu duoc md ta trén Fig.24, cac
dic tinh cta khang thé 83A10-TCB va 83A10-TCBcv dugc do k& sat nhau va duge so sanh
sau moi budc tinh ché 1) chi sic ky 4i lwc PA (A, B), 2) sac ky 4i luc PA sau d6 dén SEC
(C, D) va 3) séc ky 4i luc PA sau d46 dén SEC sau d6 dén cIEX va re-SEC (E, F). Bidu @6
CE-SDS (khong khir) cua dung dich protein cudi cling sau cac phuong phép tinh ché twong
{mg cho khang thé 83A10-TCB va 23A10-TCBev duge thé hién trén Fig.24. Nhu duge thé
hién trong cac hinh v€ Fig.24A va 24B, cac cai thién véi viéc ap dung bién thé tich dién
vao khang thd TCB d& dugc quan st sau khi chi tinh ché bang séac ky ai luc PA. Trong
nghién ciu dbi dau, budc tinh ché sc ky 4i luc PA dugc &p dung vao khang thé 83A10-
TCB din dén do tinh khiét bang 61,3%, hi€u suét bing 26,2 mg/L va ham luong monome
bing 63,7% (24A). D& so sanh, khi khang thé 83A10-TCBev dugc tinh ché bang sic ky ai
Ly PA, tht c céc tinh chét duoe céi thién v6i d6 tinh khiét tot hon 1 81,0%, hicu sudt tot
hon 12 51,5 mg/L va 68,2% ham lugng monome (24B). Khi budc tinh ché SEC bd sung
dugc ap dung vao ché phdm protein cudi cuing nhu duge thy trén cac hinh v& Fig.24A va
24B, 83A10-TCB dat duge do tinh Khiét bing 69,5%, hiéu suét bing 14,1 mg/L va ham
lugng monome 74,7% so v6i 83A10-TCBcv c6 dd tinh Kkhiét cai thién va ham luong
monome lén dén 91,0% va 83,9% mot cach tuong (g, va hiéu suét béng 10,3 mg/L. Tham
chi hiéu suét déi voi 83A10-TCBov it hon mot chit (tire 1a it hon 27%) so v6i hiéu sudt
dbi voi 83A10-TCB trong thir nghiém cu thé nay, phn trdm phan ti hiéu chinh tdt hon
nhidu @6i vai 83A10-TCBcev so v6i 83A10-TCB, mt cach twong tmg, 90% so v&i 40-60%,
nhu dugce do bang LC-MS. Trong so sanh dbi du thi ba, ché phém protein cubi clng
83A10-TCB va 83A10-TCBov tir c4c hinh vé Fig.24C va 24D dugc tap hop voi khoang
1L (duong luong thé tich) cta céc ché pham protein cubi cing tuong tng tir mot mé tinh
ché khéc (cing quy trinh san xuét) chi sau budc tinh ché séc ky ai luc PA. Ché phém
protein da dugc tap hop sau d6 dugc tinh ché thém bang phuong phap tinh ché cIEX va
SEC. Nhu dugc md ta trén cac hinh vé Fig.24E va 24F, viéc cai thién profin san xudt/tinh
ché cua khang thé TCB ¢6 cac bién thé tich dién dugc quan sat nhat quan khi so v6i khang

thé TCB khong ¢6 bién thé tich dién. Sau mot vai buéc cua phuong phap tinh ché (tirc 1a
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PA +/- SEC + cIEX + SEC) dugc st dung 4 tinh ché khang thé 83A10-TCB, chi dat dugc
do tinh Kkhiét bang 43,1% va 98,3% ham lugng monome 6 thé dat dugc nhung co hai cho
hiéu suét khi giam xudng dén 0,43mg/L. Phan tram phén tir hiéu chinh nhu dugc do bing
LC-MS van kém 1a 60-70%. Cubi cung, chét luong cua ché pham protein cudi clng 1a
khong chép nhén dugc dé st dung in vitro. Péi 1ap hoan toan, khi cac bude tinh ché gidng
nhau vé6i cung mot nién biéu dugc ap dung vao khang thé 83A10-TCBcv, dat dugc do tinh
Kkhiét 96,2% va 98,9% ham lugng monome cling nhu 95% phén t hiéu chinh nhu dugc do
bang LC-MS. Tuy nhién, hiéu suét cling giam di nhidu xudng 0,64 mg/L sau budc tinh ché
cIEX. Céc két qua cho thiy rang, do tinh Kkhiét tt hon, ham lugng monome Cao hon, phan
tram phén tir hiéu chinh cao hon va hicu sukt 6t hon c6 thé dat dugc véikhang thé 83A10-
TCBev chi sau hai budc tinh ché tiéu chudn tirc 1a skc ky 4i luc PA va SEC (Fig.24D) trong
ihi céc tinh chét nay c6 thé khong dat dwoc v6i 83A10-TCB ngay ca khi 4p dung cac bude
tinh ché bd sung (Fig.24E).

Bang 10 tom tit cac dic tinh cia 83A10-TCB so v6i 83A10-TCVcv sau budc tinh
ché PA. Bang 11 tom tit cdc tinh chét ciia 83A10-TCB so v6i 83A10-TCVev sau budc
tinh ché PA va SEC. Bang 12 tom tt céc tinh chét cia 83A10-TCB so v6i 83A10-TCVev
sau budce tinh ché PA va SEC cong voi PA mot minh sau d6 1a budc tinh ché cIEX va re-
SEC. Péi véi Bang 10 dén 12, cac gia tri dugc boi dam la tinh chéit wu viét khi dugc so
sanh gitta 83A10-TCB véi 83A10-TCVev. Véi mot ngoai 1& ma co thé khong dugc dai
dién, tht ca cac thong s6 va gid tri san <ut/tinh ché thu dwoc tir 3 thir nghiém so sanh a6i
dhu 13 wu viet dbi véi 83A10-TCBev khi so véi 23A10-TCB. Toan bd két qua rd rang chi
ra ring, CAC UU diém trong dac diém san xuat/tinh ché c6 thé dat duge véi viee 4p dung cac
bién ddi dién tich CL-CHI vao khang th& TCB va chi cn hai budc tinh ché (tirc 1a sdc ky
4i lyc PA va SEC) d8 d& dang co6 dugc ché phém protein chit luong cao c6 céc tinh chét

¢6 kha nang phat trién rét tot.

Bang 10. Profin san xuat/tinh ché ctia cac khang thé dic hiéu kép dbi voi té bao T khang
BCMA/khang CD3 sau budc tinh ché séc ky 4i lyc protein A.

83A10-TCB 83A10-TCBcv
Do tinh khiét (%) 61,3 81,0
Hiéu suét (mg/L) 26,2 51,5
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Luong (mg) \ 24,3 \ 50,2
Monome (%) \ 63,7 _\ 68,2
Phan tir hiéu chinh
. khong xéac dinh khong xac dinh
L'béng LC-MS (%)

Bang 11. Profin san xuAt/tinh ché cta cac khang thé dic hidu kép d6i voi té bao T khang
BCMA/khang CD3 sau budc tinh ché sic ky ai lyc protein A va séc ky loai trir kich thude.

\ 83A10-TCB 83A10-TCBcv

D6 tinh khiét (%ﬂ 69,5 91,0

Hiéu suét (mg/L) 14,1

Luong (mg) 13,1

Monome (%)

Phan tt hiéu chinh
bang LC-MS (%)

Bang 12. Profin san xuht/tinh ché cta cac khang thé dac hiéu kép d6i voi té bao T khang
BCMA/khang CD3 sau cac budc tinh ché 1.a) sic ky 4i lyc protein A va séc ky loai trlr
Kich thude va 1.b) chi shc ky i lye protein A duoc két hop voi nhau sau do dén 2) sic ky

trao dbi cation va 3) cuoi cung 12 séc ky loai trir kich thude.

—

83A10-TCB 83A10-TCBcv

D6 tinh khiét (%)
Hidu suat (mg/L)

Luong (mg)

Monome (%)

Phan t& hiéu chinh bing LC-MS (%)

Viéc ghn két cua céc khang thé ddc hidu kép té bao T khang BCMA /khang CD3 ddi véi
dong té bao da u tily duong tinh v&i BCMA (bao ké chay)
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Khang thé TCB khéng BCMA/khang CD3 (83A10-TCB, 13A4-TCBcv) dugc phén
tich bing bao ké chay dé gén «bt v6i BCMA ngudi trén té bao NCI-H929 bidu hién BCMA
(ATCC® CRL-906 g™) MKN45 (dong té bao carcinom tuyén da day & nguoi khong biéu
hién BCMA) dugc st dung lam d6i chimg am. Tém lai, cac té bao da duogc nudi cly duge
thu hoach, dugc dém va kha ning séng cua té bao duge danh gia bang cach sir dung ViCell.
Té bao c6 thé séng duge sau d6 duoc didu chinh dén 2 x 10° té bao trong mdi ml trong chét
dém nhudm mau FACS chtra BSA (BD Biosciences). 100ul huyén phi té bao nay dugc
phén udc thém trong mai 15 vio dia c6 96 15 day tron va dugc 4 véi 30ul khang thé khang
BCMA hoiic dbi chimg IgG tuong tng trong 30 phat & nhiét 4 4°C. Tét ca cac khang thé
TCB khang BCMA/khéang CD3 (va dbi chimg TCB) dugc chuin do va duge phén tich 6
ndng dd cudi cing nim trong khoang tir 1 — 300 nM. Céc té bao nay sau do duoc ly tam (5
phut, 3500 m/s?), dugce rira bang chét dém nhudm mau FACS 120p1/15 (BD Biosciences),
duoc tai huyén phu va dugc G trong 30 phit nita & nhiét do 4°C véi manh F(ab’)2
AffiniPure tiép hop véi PR tiép hop v6i chét co6 huynh quang, manh Fc cta dé khang 1Gg
ngudi dic hiéu (J ackson Immuno Research Lab; 109-116-170). Céc té bao nay sau do6 duogc
rira hai 1an bé‘mg chét dém nhudm mau (BD Biosciences), dugc ¢b dinh bang cach st dung
100ul chat dém BD Fixation cho mbi 16 (#BD Biosciences, 554655) & nhiét do 4°C trong
20 phit, dugc tai huyén pht trong 120pl chét dém FACS va dugc phan tich bang cach sir
dung BD FACS Cantoll. Nhu duge md ta trén Fig.25, cuong do huynh quang trung binh
cua khang thé& TCB khang BCMA/khang CD3 dugc v€ biéu d6 theo ham ndng do khang
thé; (A) 83A10-TCB trén & bao H929 va té bao MKN45, (B) 83A10-TCBcv trén t€ bao
11929 va té bao MKN45. Khi duge ap dung, EC50 dugc tinh toan bang cach sir dung phan
mém Prism GraphPad (LaJolla, CA, USA) va gia tri EC50 chi ndng do khing thé dugc yéu
chu dé dat 50% 0 ghn két tdi da dé gén két 83A10-TCB va 83A10-TCBev véi té bao H929
duoc tom tit trong Bang 13. Fig.25C thé hién ring 83A10-TCB va 83A10-TCBev gén két
v6i té bao H929 theo cach phu thudc vao ndng dd va véi hoat lyc twong tu. Cac két qua
nay dugc mong doi do phan tu 33A10-TCB va 83A10-TCBcev cuing c6 trinh tw CDR gidng
hét nhau trén mién bién 44i VL va VH tuong ing. Khang thé dbi ching DP47-TCB khong
ghn két voi té bao u tiry H929 duong tinh v6i BCMA nhu dwogc do nhd thidu su gia tang
cudng do huynh quang trung binh. Trong thir nghiém so sanh dbi dau thir hai, 83A10-TCB
v 83A10-TCBcv dugc danh gia & kha nang gén két voi té bao H929 duong tinh voi
BCMA va thiéu kha nang gin két voi ¢ bao MKN45 am tinh véi BCMA/CD3. Nhu duoc
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md ta trén Fig.25D, 83A10-TCB va 83A10-TCBcv gin Két v6i té bao H929 duong tinh
v&i BCMA theo cach phu thudc vao ndng do va véi hoat lyc tuong tu. Gid tri EC50 vé kha
ning gén két cia 83A10-TCB va 83A10-TCBev véi t bao H929 trong thir nghiem thir hai
nay dugc tom tat trong Bang 14.
Bang 13. Gia tri EC50 v& kha ning gin két cia khang thé TCB khang BCMA/khéng CD3
v6i té bao H929 (thu nghiém 1).

EC50 (pg/ml)

Phan ti TCB khang BCMA/khang CD3 EC50 (nM)

83A10-TCB 9,8
83A10-TCBcv T 14,5 ‘

Bangl4. Gia tri EC50 v& kha nang gén két cia khang thé TCB khang BCMA/khang CD3
v6i t& bao H929 (thw nghiém 2).

Phan t&r TCB Khang BCMA/khang CD3 \ EC50 M) | ECS0 (ug/ml)
83A10-TCB \ 16,9
23A10-TCBcv ( 145
I

Tinh gy doc té bao cla t4 bao T dugc dinh hudng lai cla t& bao u tiy H929 biéu hién
BCMA & muc do cao dugc gy cam Uung bang cac khang thé dic hiéu kép dbiveitébao T

khang BCMA/khang CD3 (thir nghiém giéi phong LDH)

Khang thé TCB khang BCMA/khang CD3 ciing dugc phan tich vé& kha nang cta
chiing trong vigc cam ung su chét té bao theo chuong trinh qua trung gian té bao T trong
té bao u tiy biéu hién BCMA 6 mirc dd cao khi lién két ngang cAu tric nay thong qua viée
gin két cta cac gde gén két khang nguyén voi BCMA trén té bao. Tom lai, té bao dich da
u tay H929 biéu hien BCMA ngudi duge thu hoach bing chit dém hoa tan té bao, dugc
rira va dugc tai huyén phu trong RPMI da dugc bd sung huyét thanh bao thai bo 10%
(Invitrogen). Khoang 30000 & bao trong mdi 18 dugc dan trén dia trong dia c6 96 10 day

tron va phan pha lodng tuong {mg cta cau trac khéng thé dugc bd sung dén ndng d6 cudi
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cling mong muén (trong 3 phién bén); ndng do cubi cung nam trong khang tr 0,1pM dén
10nM. Déi véi viée so sanh thich hop, tAt ca céc cu trac TCB va dbi chimg dugc didu
dﬁnhdéncﬁngtnotnongdornolTbanbotebao?f0ngu01@ebaotacdong)duocbosung
vao cac 15 dé dat duge ty 1€ té bao tac dong : dich (E:T) cudi cung bang 5:1. Khi PBMC
ngudi duge ding lam té bao tac dong, ty 16 E:T cudi cing bing 10:1 duge s dung. Nhom
d6i chung 4m chi duoc dai dién boi té bao tac dong hoac té bao dich. Dé 1am d6i ching
duong cho su hoat hoa clia té bao T pan clia ngudi, 1pg/ml PHA-M (Sigma #L.8902) duoc
st dung. D& chuin hoa, mirc do phan giai t4i da cna té bao dich H929 MM (= 100%) dugc
xéc dinh bing cach 1 cac té bao dich bing nong do cubi cing ca Triton X-100 1%, cam
ung gay chét t& bao. Murc do phén giai tb1 thidu (= 0%) dugc dai dién boi té bao dich dugc
cung 0 chi vdi té bao tac dong, tic 1a khong c6 khéng thé dac hidu kép t bao T bat ky. Sau
20-24 giov 1 6 37°C, 5% CO», mirc dd giai phong LDH tir t& bao dich u tiy chét theo chuong
trinh/chét hoai vao dich ndi trén bé mat sau d6 dugc xac dinh bang bd kit phat hién LDH
(Roche Applied Science), theo cac chi din cuia nha san xuét. Phin trdm giai phong LDH
dugc v€ biéu dd dua trén ndng do cua cac Khang thé dic hiéu kép d6i voi té bao T khang
BCMA/khang CD3 trong duong cong dap ung ndng d. Khi dugc ap dung, cac gia tri EC50
duoc do bang cach st dung phan mam Prism (GraphPad) va dugc x4c dinh duéi dang noéng
do khang thd TCB ma thu dugc 50% mirc do giai phong LDH tdi da. Nhu dugce thé hién
trén Fig.26, khang th& TCB khang BCMA/Kkhang CD3 ((A,B) 83A10-TCB, (C,D) 83A10-
TCBcv) cam ung viéc tiéu diét phy thudc vao ndng do cua té bao u tiy H929 duong tinh
v&i BCMA nhu dugc do bang sy giai phong LDH. Viéc tiéu diét té bao H929 1a dac hiéu
do khang thé d6i chitng DP47-TCB khong gin Két voi té bao dich duong tinh véi BCMA
khong kich thich su giai phong LDH, thAm chi ¢ ndng dd cao nhét 13 1nM (A). Tham chi
cac gia tri EC50 khong th& do dugc voi viée st dung phan mém théng ké Prism (GraphPad)
46i v6i 83A10-TCB (A, B) va 83A10-TCBcv (C, Thir nghiém 1), pham vi gia tri EC50 c6
thé dugc udc tinh khoang chumng dén hoat luc khoang picomol thap d6i v6i ca phén te TCB
tich dién va khong tich dién. Trong thir nghiém thir hai, tac dung cia 83A10- TCBcv dugce
danh gia trong thu nghiém tiéu diét t4 bao T duoc dinh huong lai va gia tri EC50 ¢6 thé
dugc xac dinh dén 1,5pM. Céc tac gid sang ché c6 thé khong loai trir rang gia tri EC50 thap
hon mdt chut (hoat lyc &t hon mot chut) co thé 13 do d6 kha bién hién mau. Tuy nhién,
pham vi hoat luc 8 tieu diét té bao H929 nim hoan toan trong khoang picomol thép. Toan

b chc két qua goi ¥ rang 83A10-TCB (khong 6 bién thé tich dién) so v6i 83A10-TCBev
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(co bién thé tich dién) cho thay cac tinh chét sinh hoc tuong tu trong thtr nghiém dua trén
té bao.
Bang 15. Gia tri EC50 va céc udc tinh d8i vai viée tiéu diét té bao T duoc dinh hudng lai

ciia t& bao H929 dugc gdy cam Ung bang khang thé TCB khang BCMA/khang CD3.

Phan t& TCB khang BCMA/khang CD3 EC50 (pM) EC50 (png/ml) J
. Khoang pM thap ,
33A10-TCB (thir nghiém 1) Mot don vi sd
(khoang <20)
Khoang pM thap ,
33A10-TCB (thir nghi¢m 2) Mot don vi sO
(khoang <20)

Khoang pM thip

83A10-TCBev (thir nghiém 1) Mot don vi s

23A10-TCBcv (thi nghiém 2) \ 1,5

Vidu3

Piéu ché khang thé dic hiéu kép té bao T “2+1 IgG CrossFab, dao ngugc” co cac bién ddi
dién tich (khang Her2/khang CD3) va khang thé d3c hiéu kép t6 bao T “2+1 IgG CrossFab”
o6 céc bién dbi dién tich (khang Her3/khang CD3)

Viéc minh hoa so lugc phén tit duge didu ché trong vi du nay duoc thé hién trén
Fig.27. Phan tu khang Her2/khang CD3 “2+1 IgG CrossFab, dao ngugc” co cac bién dbi
dién tich (dugc dé cap dén trong vi du nay la “TCB Her2”) bao gdm céc trinh tu axit amin
cia SEQ ID NO 21, 52, 53 va 54. Phan tir khang Her3/khang CD3 «2+1 IgG Crossfab” c6
c4c bién ddi dién tich (dugc dé cap dén trong vi du nay la “TCB Her3”) bao gdm cac trinh
ty axit amin cua SEQ ID NO 21, 55, 56 va 57.

Phan tir dugce didu ché, tinh ché va phén tich nhu dugc mo ta trong Vidul & trén
(véi mot bude didu ché SEC).

Ca hai phan tir c0 thé dugce tinh ché voi chét lugng cudi cung cao dugc thé hién
bing séc ky loai trir kich thuée phan tich va CE-SDS (Bang 16, 17). Mac du viéc thu hdi
TCB Her?2 trong qué trinh didu ché nay thip hon so vdi TCB Her3, protein gin nhu tinh
«hibt sau hai budc tinh ché (Protein A va SEC). Phén tich CE-SDS thé hién chi 1,18% tap

-138-



39315

chét phan tir lugng thip & khoang 164 kDa (Bang 17). Céc loai duge phit hién & 187,28
kDa tuong tng voi phin tr dich ma khong glycosyl hoa lién két v&i N trén mién Fe (cac
loai nay thudng dugc phat hién bai CE-SDS d6i v6i 1gG1 nguoi sau Khi sén sinh trong té

bao nhan chuan).

TCB Her3 ¢6 thé duoc tinh ché v6i d thu hdi tét. Chét lwong cudi cing 13 uu viét
d6i voi TCB Her2 so voi ham lugng monome cudi cung. Tuong tu, CE-SDS thé hién 100%
protein dich, gia st dinh dugc phat hién ¢ 192,05 kDa tuong Ung v6i loai Fe khong dugc
glycosyl hoa.

D41 véi ca hai ché phim khong c6 tap chét phan tir lugng thp lién quan dén san
phém nhu cic chudi nhe tu do (phan tir lugng duoc mong doi & 25 kDa), chudi nhe dugc
dime héa do né c6 thé xuit hién bing cach chi dua trao @i CH1-CL trén mot chudi nhe
(phan tir lugng dugc mong doi 6 50 kDa) hodc phén tr o chudi nhe thiéu lién két hoic
chudi nhe khong phai ciing héa tri (phan tir lugng dugc mong doi & 125 kDa, 150 kDa hodc
175 kDa) dugc phat hién bang CE-SDS hodc sac ky loai trir kich thuéc phén tich.

Bang 16. Tom tét viéc san <uét va tinh ché phan tir TCB khang Her2/khang CD3 va khang
Her3/khéng CD3 ¢6 céc bién dbi dién tich.

SEC phén tich
bo chuén . Hi¢u sut (phén tir lugng
Phén tu Thu hoi [%]
[mg/l] [mg/1] cao/Monome/phén tir lugng
thép) [%]
TCB Her2 45 1,8 1 3,3/96,7/0
TCB Her3 72 12,7 11,42 0/100/0

khang Her3/khang CD3 ¢6 cac bién dbi dién tich.

Bang 17. Phan tich CE-SDS (khong khir) clia phan tr TCB khang Her2/khang CD3 va

Phan to Pinh # Kich thudce [kDa] Do tinh khiét [%0]
TCB Her2 1 163,99 1,18
2 187,28 1,30
3 200,81 97,52
| ]
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TCB Her3 1 192,05 \ 19,36 j
B 2 \ 198,57 ‘ 80,64 _]

Kha ning gén két cia TCB Her2 va TCB Her3 v6i té bao

Céc 6 bio dang huyén phu Jurkat duge thu hoach, rira bing chit dém FACS (PBS
+BSA 0,1%) mdt 1an va kha nang sbng duoc xac dinh bang ViCell.

Céc té bao khodi u KPL-4 bam dinh (d& dugc cung cAp boi J. Kurebayashi, Kawasaki
Medical School, Nhat Ban) duoc thu hoach véi chit dém hoa tan té bao (Gibco Invitrogen)
va dugc rira bang chit dém FACS mot 14n, trude khi kha nang sdng duge xac dinh bang

ViCell.

0,2 triéu té bao dugc dan trén dia trong mdi 15 ctia dia c6 96 10 day tron va céc dia
nay dugc ly tam trong 4 phut & tbc d6 4000m/s2. Sau d6, 23 ul/16 phén pha loang TCB trong
chit dém FACS dugc bd sung vao cac té bao nay. Cac t& bao duge U trong 30 phut trong

ta lanh. Sau do, céc té bao dugc rira hai lan bang 150l chét dém FACS cho mdi 15.

25ul khang thé tha cp dugc pha lodng thich hop (manh AffiniPure F(ab"), dugc
tiép hop FITC, manh IgG, F(ab"), cua dé khang ngudi dac hiéu, J ackson ImmunoResearch)
dugc bd sung cho mdi 15 va cac dia nay dugc nhudm trong 30 phut nira & nhiét dd 4°C
trong bong tdi.

Céc dia ndy dugce ria hai 14n bang 150pl chit dém FACS trong mdi 18 va duge tai
huyén phu trong 150pl chit dém FACS. Vi¢c phan tich dugc thuc hién bang cach sur dung
BD FACS Cantoll, dugc trang bi phén mém FACS Diva. Gia tri huynh quang trung binh
(MFT) dugce v€ biéu dd dya vao ndng do cta phén tu TCB.

Nhu dugc thé hién trén Fig. 29, ca hai TCB cho thay kha nang gin Kkét tbt phu thudce
vao ndng dd voi cac khang nguyén dich tuong {ing ctia chung trén té bao.
Su hoat héa cua té bao tac dong T CDEBJr clia ngudi, sau khi phan giai qua trung gian té bao
T céc té bao khéi u & ngudi, duge gy cam ung bang TCB Her3

Céc t& bao tac dong T CD8" cua thir nghiém phan giai t€ bao khéi u cb dién (nhu
duoc md ta dudi day) v6i TCB Her3 bang cach sir dung ty 1& té bao tac dong véi dich (E:T)
bang 10:1 va thoi gian 0 48 gi duge danh gia vé phan tram té bao duong tinh v6i CD69.
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T6m lai, sau khi 1, cac PBMC duoc chuyén vao dia ddy tron ¢6 96 15, dugc ly tdm
& tde 40 3500 m/s? trong 5 phit va duoc rira hai 14n bang PBS chia BSA 0, 1%. Viéc nhudm
mau bé mit CD8 (Biolegend #300908) va CD69 (BioLegend #310904) dugc thuc hién
theo chi dinh cta nha cung cép. Té bao dugc rua hai 1An bang 150 ul/16 PBS chia BSA
0,1% va dugc ¢b dinh trong 20 phit & nhiét do 4°C bang céach st dung 100 ul/16 PFA 1%.
Sau khi ly tdm, cac mau duoc tai huyén phu trong 200 ul/16 PBS BSA 0,1% va dugc phin
tich & FACS Cantoll (phan mém FACS Diva).

Nhu duge thé hién trén Fig.30, TCB Her3 kich thich lién két ngang ciia céc té bao
T va céc té bao khéi u (KPL-4) thong qua cac gbc hudng dich tuong ng ctia n6 va cam

{ing su hoat hoa cua cac t& bao T theo cach phu thudc vao ndng do.
Thir nghiém hoat hoa J urkat-NFAT

Kha ning ciia TCB Her2 va TCB Her3 dé kich thich lién két ngang té bao T va sau
d6 14 viéc hoat héa té bao T, dugc danh gia bang céach sir dung cac ddng moi trudong nudl
cdy cla t& bao dich duong tinh v6i khang nguyen khdiu (KPL-4) va té bao bao céo Jurkat-

NFAT (dong t& bao bao c4o bénh bach ciu dang bach huyét cip tinh & nguoi biéu hién
CD3 véi gen khéi diu NFAT, GloResponse Jurkat NFAT-RE-luc2P, Promega
#CS176501). Khi gin két dong thoi phén t TCB véi Her2 & ngudi, mdt cach tuong ung
Her3 & ngudi, khang nguyén (dugc biéu hién trén céc té bao khdi u) va khang nguyén CD3
(dugc biéu hién trén t& bao bao cdo Jurkat-NFAT), gen kh&i ddu NFAT dugc hoat hoa va
1am bidu hién luciferaza dom dom hoat tinh. Cudng do cua tin hiéu phat quang (thu dugc

khi bd sung co chét luciferaza) ty 1& v6i cuong d6 cua su hoat hoa va tin hiéu CD3.

Dé6i véi thir nghiém nay, cac t6 bao khéi u KPL-4 ngudi duge thu hoach véi chit
dém hoa tan té bao (Gibco Invitrogen) va kha nang séng duge xac dinh bang cach sir dung
ViCell. 20000 té bao/1d dugc dan trén dia vao trong dia 96 15 thanh mau tring, day phing
(Greiner bio-one) va TCB duoc pha loang hodc moi trudng (d6i v6i cac dbi chiung) dugc
bd sung. Sau do, cac t& bao bao cao Jurkat-NFAT duoc thu hoach va kha néang séng dugc
danh gia bang cach sir dung ViCell. Cac té bao dugc tai huyén phu trong mdi trudong nudi
cy té bao va duge b sung vao cic té bao khoi u dé dat duge ty 18 E:T cudi cung 12 2,5:1
(d6i v6i TCB Her2) hoic 5:1 (d6i v6i TCB Her3) nhu da chi dinh, va thé tich cudi cing 1a
100ul cho m&i 15. Té bao dugc U trong 5 gio ¢ 37°C trong thiét bi 0 am. Khi két thac thoi
gian u, 100p1/16 dung dich One-Glo (Promega, #E6120) (1:1 One-Glo va thé tich mdi
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truong thir nghiém cho mdi 18) dugc bd sung vao cac 15 va duoc U trong 10 phut & nhiét
dd trong phong trong boéng t8i. Su phat quang duoc phat hi€n bang céach st dung thiét bi
doc WALLAC Victor3 ELISA (PerkinElmer2030), 5 giéy/lS ]a thoi gian phat hién.

Nhu duge md ta trén Fig.31, ca hai phan tr TCB déu kich thich lién két ngang té
bao T thong qua CD3 va sau d6 1a sy hoat hoa & bao T. TCB Her3 c¢6 hi¢u luc 1én té bao
KPL-4 nhidu hon mt chut, c6 thé dugc giai thich bai ndng do Her3 cao hon so v6i Her2

trén cac té bao dich nay.
Phén giai t& bao khdi u duge gy cam ung bang TCB Her2 va TCB Her3

Viéc phan gidi té bao khoi u ciia ¢ bao dich khdi u biéu hién Her2- hodc Her3 dugc
gy cam Ung bang phén ti TCB tuong mg dugc danh gia, st dung cac té bao don nhan
méu ngoai vi clia nguoi (PBMC) lam chét tac dong, & ty 1€ ET bang 10:1. Viéc phén gidi
& bao khéi u duge xéc dinh bang cach do LDH duoc giai phong vao dich ndi trén bé mat

sau 24 gio va 48 gio khiu vGi cac TCB, nhu da dugce chi dinh.

Céac PBMC & nguoi duge phén lap tur mau sach hodc tir 16p dém. Tém lai, mau duoc
pha loang 2:1 (mau sach) hodc 3:1 (16p dém) bang PBS. Khoang 30ml hén hgp maw/PBS
duogc dat trén 15ml Histopaque (Sigma) va duogce ly tam trong 30 phut & tbc do 4500 m/s?
khong ham lai ¢ nhigt do trong phong. Cac té bao lympho dugc gom bang dng pipet 10ml
vao éng 50ml chira PBS. Cac 6ng nay dugc lam day lén dén 50ml PBS va dugc ly tam
trong 10 phut ¢ tdc dd 350 g. Dich i trén bé mit dugc gan ra, vién duogc tai huyén phu
trong 50ml PBS va dugc ly tAm trong 10 phut ¢ tbc @6 3000 m/s?. Bude rira duoc 1dp lai
mdt 1an. Cac té bao dugc tai huyén phu trong RPMI chtta FCS 10% va GlutaMax 1% (Life
Technologies) va duge bio quan &37°C, 5% CO, trong tit @ cho dén khi bt dAu thir nghiém
(khong 1au hon 24 gio).

Céc t& bao dich dugc thu hoach véi Trypsin/EDTA, dugc rira, va dugc dan trén dia
& mat do 12 30000 té bao/ld bing cach st dung dia 96 13 day phéng. Céc té bao dugc d8 két
dinh qua dém trong thiét bi 0 Am. Vao ngay thr nghiém, cac dia thit nghiém dugc ly tam i}
téc @5 3500 m/s? trong 5 phut va méi truong duge hut ra. 100pl trong mdi 18 modi truong
thit nghiém duge bd sung.

Céc TCB duoc bd sung & céc ndng d da néu (nim trong khoang tir 0,001pM — 1nM
d6i véi TCB Her3, va 0,01pM — 100nM d46i v6i TCB Her2, trong 3 phién bén). Céc PBMC

dugc bd sung vao té bao dich 6 ty 1€ E:T cubi cung bang 10:1. Vi¢e tiéu diét té bao dich
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dugc danh gid sau 24 gid va 48 gio u bang cach xac dinh s6 luong cia LDH (lactat
dehydrogenaza) giai phong vao cac dich ndi t& bao bang té bao gy chét té bao theo chuong
trinh/té bao hoai tir (b0 kit phat hién LDH, Roche Applied Science, #11 644 793 001). Thu
duoc cée té bao dich phén giai t8i da (= 100%) bang cach U t& bao dich véi Triton X-100
1%. Mitc phan giai t6i thiéu (= 0%) d2 cap dén té bao dich dugc ddng 1 vai té bao tac dong
ma khong c6 khang thé dac hiéu kép. Céc gia ri EC50 dugo tinh ton bang céch st dung
GraphPadPrism5.

Trong mot thir nghiém khéc, muc d0 phan giai té bao khdi u duge xéc dinh bang
hoat tinh Caspaza 3/7 sau 6,5 gio bang cach do sy phat quang trong bo doc vi dia (thoi gian
doc 5 gidy cho mdi 10).

Pé xac dinh hoat tinh caspaza 3/7, té bao dich KPL-4-caspaza-3/7 GloSensor (té
bao KPL-4 dugc chuyén nhidm dn dinh voi plasmit GloSensor) dugc thu hoach nhu dugc
md ta & trén. Sau mot 1an rra b%mg PBS, n6ng do nay duoc diéu chinh dén 0,3 x 10° té
bao/ml trong mdi trudng thr nghiém (RPMI1640, FCS 2%, GlutaMax 1%) va dugc tron
v6i chét phan tng GloSensor 294 thé tich/thé tich (Promega). 100p1 (= 30000 t& bao) huyén

phu té bao dich nay duge chuyén vao mdi 1 cia dia 96 ddy phéing c6 vach mau tréang.

Céc té bao don nhan mau ngoai vi (PBMC) dugc didu ché bang cach ly tAm mat do
Histopaque cta ché phém té bao lympho dugc lam gidu (16p dém) thu duoc tir nguoi cho
khoe manh, nhu dugc md ta & trén. Thi nghiém phén giai t& bao khbi u dugce thuc hién chu

yéu nhu duge md ta o trén.

Cac két qua dugc thé hién trén Fig.32C va Fig.33 minh hoa rang phan tir TCB Her3
cam Umg hoat luc va su chét té bao theo chuong trinh phu thudc vao ndng dd va su phan
giai cac té bao khoi u KPL-4.

Diéu nay ciing gidng nhu véi TCB Her2 dugc thé hién trén Fig.32A va B va cho
thdy su phan giai phu thudc dang ké vao ndng dd cla cac t4 bao khdi u theo thoi gian. Tu
d6, EC50 tidu diét duong nhu phu thuoe vio murc d6 biéu hién cta Her2 trén té bao dich
frong (mg. Mitc dd bicu hién cang cao thi vide tiéu diét té bao khoi u boi TCB Her2 cang

t5t hon.

Vidu4
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Didu ché cac khang thé ddc hiéu kép t6 bao T “(Fab)y-CrossFab” c6 va khong ¢4 bién d6i
dién tich (khang MCSP/khéng CD3)

Viéc minh hoa so luge phan tir dugc didu ché trong vi du nay dugc thé hién trén
Fig.34. Phan tit “(Fab)-CrossFab™ khang MCSP/khéng CD3 c6 céc bién doi dién tich trong
tc nhan lién két MCSP (dugc dé cap dén 13 “(Fab)2-XFab-LC007cv” trong vi du nay) bao
gdm céc trinh tu axit amin cia SEQ ID NO 58, 59 va 60. Phan tt “(Fab),-CrossFab” khang
MCSP/khang CD3 khong bién 41 dién tich (dugc dé cap dén 13 “(Fab)2-XFab” trong Vi

du nay) bao gom cac trinh tu axit amin tuong Ung ma khong c6 cac bién dbi dién tich.

Phéan t& nay duoc didu ché, duoc tinh ché va dugc phan tich chu yéu nhu dugc mo

ta trong Vi du 1 & trén, v6i cac mb phong sau.

D& san xuét cac phan tif ndy, cic t€ bao HEK293-EBNA da duoc chuyén nhiém voi
c4c vecto biéu hién twong Ung theo ty 1& 1:2:1 (“chudi nang vecto™ : “chudi nhe vecto Fab

khang MSCP” : «“chudi nhe vecto Fab khang CD3”).

Nong do cua ciu trac trong mdi trudng nudi ciy duge xac dinh bang ProteinA-
HPLC, dua trén viéc gén két cac phan cia midn CH1 véi ProteinA & pH=8,0 va budc rua

giai tir pH=2.5 nhu dwoc mo ta trong Vidu 1.

Céc protein dugc tiét ra dugc tinh ché tir cac dich nbi nudi cay té bao bang sac Ky
4i lyc bang cach st dung sho ky 4i luc ghn két voi CHI, tiep theo 13 budc séc ky loai trir

theo kich c0.

DPé sic ky ai luc, dich ndi duge nap 1én trén cOt HiTrap KappaSelect (CV=5 mL,
GE Healthcare) dugc can bang bang 5ml Tris 50mM, Glyxin 100mM, NaCl 150mM pH =
8,0. Protein khong dugc lién két duge loai bo bang cach rira bing it nhat 10 thé tich cOt
Tris 50mM, glyxin 100mM, NaCl 150mM pH = 8,0. Protein dich dugc rira giai trong 10
thé tich oot gradien dén Tris 50mM, glyxin 100mM, NaCl 150mM pH = 2,0. Dung dich
protein dugc trung hoa bang cach bd sung 1/40 Tris 2M pH = 8.0. Protein dich dugc cd va
dugc loc trude khi dugc nap trén cot HiLoad Superdex 200 (GE Healthcare) dugc can bang
bang Histidin 20mM, Natri Clorua 140mM, Tween-20 0,01%, d0 pH = 6,0.

Ca hai phén tir dugc san xut va duogc tinh ché theo cing mdt phuong phap so vdi
phan tir khong bién dbi dién tich (“(Fab)2-XFab”), do chuén ctia phan i c6 céc dién tich

thép hon 10 1an. Tuy nhién, viéc thu hdi cudi cing 12 cao hon khoéang hai 1An cao hon déi
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v6i phén tir c6 céc bién dbi dién tich trong hai F

(Bang 18). Phén tir (Fab)2-XFab-LC007cv ¢6 thé dugce tinh ché dén ham lugng monome

cubi cing bang 95,8% dugc thé hién bang sdc

cung duge ching minh b&i phép phan tich C

Bang 18. Tom t4t viéc san xuét va tinh ché phan tir TCB khang MCSP/khang

khong c6 bién doi dién tich.

ab khang MCSP (“(Fab)2-XFab-LC007cv”)

ky loai trir kich thudc va do tinh khiét cudi
E-SDS 13 94,33%.

CD3 c6 va

- SEC phan tich (phén tir
0 \ .
, Phuc hoi | Hiéu suat luong cao/Monome/phan
Phén tu chuan ,
[%] [mg/1] tir lwgng thap)
[mg/1]
[%]
(Fab)2-XFab 25 6,24 7,8 0/100/0

(Fab)2-XFab-LC007cv 2,32 10,5 0,24 3,2/95,8/1

€ B

Bang 19. Phan tich CE-SDS (khong khir) cta phén tu

cac bién doi dién tich.

TCB

khang MCSP/khang CD3 cod

Phén ti Dinh # Kich thuéc [kDa] Do tinh khiét [%] j
1 162,67 94,33 ‘

(Fab)2-XFab-LC007cv
2 170,59 5,67 \

Viéc gin ket t€ bao cua ca

¢ khang thé dic hiéu kép té bao T

va khong bién dbi dién tich (khang MCSP/khang CD3)

Céac té bao dang huyén phu Jurkat

“(Fab),-CrossFab” co

_NFAT duoc thu hoach, dugc rira bing chét dém

FACS (PBS + BSA 0,1%) mot 14n va kha ning séng duoc x4c dinh bang ViCell.

Cac té bao khdi u MV-3 bam

(Gibco Invitrogen) va dugc rira ban

duoc xac dinh bang ViCell.

0,2 triéu té bao dugc dan trén dia trong mdi 16 cua dia cb

nay

duoc ly tm trong 4 phut & tbc do 4000 m/s”.

dinh dugc thu hoach vGi chit dém hoa tan té bao

g chit dém FACS mot 14n, trude khi kha nang song

96 15 day tron va cac dia

2. Sau do, 25ul trong mdi 16 cua cac chét

pha lodng khang thé so cip trong chit dém FACS dugc bd sung vao t& bao. Cac té bao
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duoc 0 trong 30 phut trong ti lanh. Sau do, cac té bao duoc rira hai 14n bang 150ul chét
dém FACS cho mbi 16.

25ul khang thé thu cip da dugc pha loang (méanh AffiniPure F(ab'); dugc tiép hop
FITC, manh F(ab'), ciia d€ khang IgG ngudi dic higu, Jackson ImmunoResearch) duoc bd
sung cho m3i 18 va cac dia ndy dugc nhudm trong 30 phit nita & nhi¢t d6 4°C trong bong
t6i.

Céc dia nay duogc rira hai lan bang 150ul chit dém FACS trong mdi 16 va dugc tai
huyén phu trong 150ul chét dém FACS. Viéc phan tich dugc thuc hién bang céach sur dung
BD FACS Cantoll, dugc trang bi phan mém FACS Diva. Gi4 tri huynh quang trung binh
(MFI) dugc ve& biéu dd dua trén ndng do ciia phén tir TCB MCSP.

Nhu duge thé hién trén Fig.36, phan tu (Fab)2-XFAb-LC007¢cv cho thiy kha ning
gin két phu thudc vao ndng dd voi MCSP & ngudi trén MV-3 va voi CD3 ¢ ngudi trén té
bio Jurkat. Phan tir (Fab)2-XFab khong bién ddi dién tich cho thiy kha ning gin két tuong
tng v6i MCSP & ngudi nhu (Fab)2-XFAb-LC007¢cv (kha nang gin két EC50 2,3nM ddi
v6i (Fab)2-XFAb-LC007cv so v6i EC50 1,5nM dbi vai (Fab)2-XFab).

Phén giai t& bao khéi u qua trung gian boi cac khang thé dic hiéu kép c6 té bao T “(Fab)2-
CrossFab” ¢6 va khong bién dbi dién tich (khang MCSP/khang CD3)

Su phén giai t& bao khdi u cua té bao dich Kkhéi u MV-3 bidu hién MCSP duge gay
cam ung bang phan t&d MCSP TCB st dung cac PBMC & ngudi lam chét tac dong, 6 ty 1€
E:T bang 10:1. Kha ning phén giai té bao khéi u dugce xac dinh bang cach do LDH duoc

giai phong vao dich ndi trén bé mit sau 24 gio va 48 gio khiu v6i cac TCB.

Tom lai, cac té bao dich duge thu hoach véi Trypsin/EDTA, dugc rira, va dugc dan
trén dia & mat do ¢ 25000 t& bao/15 bing cach su dung dia 96 16 day phang. Cac té bao
dugce dé bam dinh qua dém trong thiét bi 0 &m. Vao ngay thir nghiém, céc dia thu nghiém
duoc ly tam & tbc @6 3500 m/s? trong 5 phut va mdi truong dugc hut ra. 100ul trong mdi

13 ctia méi truong thir nghiém dugc bo sung.

Céc té bao don nhan méau ngoai Vi (PBMC) dugc phéan lap tir mau sach. Tom lai,
mau duge pha lodng 2:1 bang PBS. Khoang 30ml hdn hgp mau/PBS duoc dat trén 15ml
Histopaque (Sigma) va dugc ly tam trong 30 phut 6 tbc dd 4500 m/s? khong ham lai. Céc
té bao lympho dugc gom béng dng 10ml vao 6ng 50ml chira PBS. Céc bng dugc lam day
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1én dén 50ml bang PBS va dugc ly tdm 10 phut & tdc d6 3500 m/s%. Dich ndi trén bé mit
dugc gan ra, vién dugc tai huyén phu trong 50ml PBS va duge ly tim trong 10 phut & tbc
d6 3000 m/s?. Budc rira dugc lap lai mot 13n. Cac té bao duoc tai huyén phu trong RPMI
chita FCS 10% va GlutaMax 1% (Life Technologies) va dugc béo quan & 37°C, 5% CO2
trong td 1 cho dén khi bit dau thir nghiém (khong 1&u hon 24 gi0).

DPéi v6i thir nghiém tiéu diét, phén tir TCB dugc bd sung & céc ndng do da néu (n3m
trong khoang tir 0,04pM dén 10nM trong 3 phién ban). Cac PBMC dugc bd sung vao té
bao dich 6ty 1§ E:T cubi cung bang 10:1. Vige tiéu diét té bao dich dugc danh gia sau 24
gio va 48 gid u bang cach xac dinh s6 lugng ctia LDH (lactat dehydrogenaza) giai phong
vao cac dich ndi t& bao bang té bao gy chét té bao theo chuong trinh/té bao hoai tir (b0 kit
phat hién LDH, Roche Applied Science, #11 644 793 001). Cac té bao dich phan gidi t6i
da (= 100%) dat duoc bang cach 1 t6 bao dich v6i Triton X-100 1%. Murc phan giai tbi
thidu (= 0%) d& cap dén té bao dich dwoc ddng @ v6i té bao tac dong ma khong co khang
thé dic hiéu kép. Cac gid tri EC50 dugc tinh toan bang cach str dung GraphPadPrismS3.

Nhu duge mo ta trén Fig.37, ca hai phén t&r cho thiy sw phén giai phu thudc vao
ndng do cta té bao dich bicu hién hMCSP. Hoat luc ctia phén tir (Fab)2-XFAb-LC007cv
(EC50 2,8pM sau 24 gi®, va 8,6pM sau 48 gi®) tuong tng voi hoat luc ctia phan tir (Fab)2-
XFab khong bién dbi dién tich (EC50 5,9pM sau 24 gio, va 4,8pM sau 48 gi0).

Mac du sang ché da duge md ta & mot chi tiét bang cach minh hoa va vi du nhim
muc dich giup hidu 18, cac phan mo ta va vi du khong nén duoc hiéu 12 1am giéi han pham
vi cla sang ché. Phin mo ta tit ca cac patent va tai liéu khoa hoc trich dan & day dugc két

hop toan bd mot cach 1o rang dé tham khao.
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YEU CAU BAO HO
1. Phan tir gin két khang nguyén ddc hiéu kep hoat hoa té bao T bao gdm:
a) phén tit Fab tht nhét gén két dic hidu v6i khang nguyén thir nhat;

b) phan tir Fab thi hai gn két dic hidu voi khang nguyén thir hai, va trong do6 cac
midn bién ddi VL va VH ctia chudi nhe Fab va chudi ning Fab dugc thay thé cho nhau;

¢) phan tir Fab thtt ba gén két dac hi¢u voi khing nguyén thir nhat; va

d) mién Fc bao gbm cAu trac siéu phan tir thir nhét va tht hai c6 kha nang lién két
6n dinh;

trong d6 khang nguyén thi nhét 13 khang nguyén té bao dich va khang nguyén tht
hai 13 khang nguyén hoat hoa té bao T, cu thé 1a CD3, cu thé hon 1a epsilon CD3;

trong d6 phan tir Fab thit ba trong ¢) gidng hét v6i phén tr Fab tht nhét trong a);

trong do mién c¢b dinh CL ctia phén tir Fab thir nhét trong a) va phén tit Fab thi ba
trong ¢) axit amin & vi tri 124 dugc thay thé bang lysin (K) (danh sé theo hé théng danh sd
Kabat) va axit amin & vi tri 123 dugc thay thé bang arginin (R) hodc lysin (K) (danh sb
theo hé thdng dénh s6 Kabat), va trong do mién cb dinh CHI cua phén t Fab thir nhét
trong a) va phan t Fab thir ba trong c) axit amin & vi tri 147 dugc thay thé bang axit
glutamic (E) (danh s6 theo chi sb dénh s& Kabat EU) va axit amin & i tri 213 duogc thay
thé bang axit glutamic (E) (danh s theo chi s6 danh s6 Kabat EU); va trong do mién Fc 1a

mién Fc cua IgG, va trong d6

trong mién CH3 ctia cAu tric siéu phén tir thir nhét ctia mién Fe, gde axit amin dugce
thay thé bing gdc axit amin c6 thé tich chudi bén 16n hon, nho d6 tao ra doan khoa trong
mién CH3 ciia cdu tric siéu phan tir thlr nhét ma c6 thé nim trong hdc trong mién CH3 cua
chu tric siéu phan tir thit hai, va trong mién CH3 ctia ciu tric siéu phén ti thir hai cia mién
Fc, gbc axit amin dugc thay thé bang gdc axit amin co thé tich chudi bén nho hon, nho d6
phan nhd ra trong mién CH3 ctia cdu trac siéu phan tir thir hai trong do phén nhd ra trong

midn CH3 cua ciu tric siéu phan tir thtt nhit c¢6 thé duge dinh vi; va
trong do:

(i) phan tir Fab thtr nhét trong a) dugce dung hop © dau tan cung C cla chudi ning

Fab v6i dau tan cung N ciia chudi ning Fab ctia phén tir Fab thir hai trong b), va phén tu
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Fab thi hai trong b) va phan tir Fab thir ba trong ¢) mdi phan tr duge dung hop & déau tan
cung C cla chudi niing Fab voi dau tan cung N cua mot trong sb cac céu truc siéu phan tr

ciia mién Fe trong d), hodc

(i) phén tir Fab thir hai trong b) dugc dung hop & dau tan cung C cua chudi ning
Fab v6i dau tan cung N cia chudi niang Fab cua phan tir Fab thtr nhét trong a), va phén t
Fab tht nhét trong a) va phan tir Fab thi ba trong c) mdi phan ti dugc dung hop & dau tan
cung C cua chudi niing Fab voi d4u tan cung N cuia mdt trong s6 cac cAu trac siéu phén tir

cta mién Fe trong d).

2. Phan tir gin két khang nguyén dac hiéu kép hoat hoa té bao T theo diém 1, trong do
khang nguyén hoat héa t€ bao T 1a CD3 va phan tir Fab nay gén két dic hidu véi khang
nguyén hoat hoa té bao T bao gém vung x4c dinh bd thé chudi nzng (CDR) 1 cua SEQ ID
NO: 4,CDR 2 chudi nang ctia SEQ ID NO: 5,CDR 3 chudi nang ctia SEQ ID NO: 6, CDR
1 chudi nhe cia SEQ ID NO: 8, CDR 2 chudi nhe ctia SEQ ID NO: 9,vaCDR 3 chudi nhe
cua SEQ ID NO: 10.

3 Phan tir ghn két khang nguyén dac hiéu kép hoat hoa t& bao T theo diém 1 hodc 2,
trong d6 khang nguyén hoat hoa té bao T 1a CD3 va phén tir Fab nay gin két ddc hiéu vai
khang nguyén hoat hoa té bao T bao gdm ving bién ddi chudi ning bao gdm trinh tu axit
amin ma ¢ d6 twong dong trinh tu it nhét khoang 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100%
véi trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 3 va vung bién ddi chudi nhe bao gém trinh tu axit
amin ma c6 d9 twong dong trinh tu it nhét khodng 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100%
vGi trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 7.

4. Phan ti gén két khang nguyén déc hi¢u kép hoat hoa t& bao T theo diém bt ky trong
<6 cac didm tir 1 dén 3, trong d6 khang nguyén t4 bao dich 12 CD20 va phén tir Fab nay
ohn két dic hiéu voi khang nguyén t4 bao dich bao gdm vung xac dinh bd thé (CDR) 1
chudi nang ciia SEQ ID NO: 46, CDR 2 chudi ning ciia SEQ ID NO: 47, CDR 3 chudi
ning cia SEQ ID NO: 48, CDR 1 chudi nhe cta SEQ ID NO: 49, CDR 2 chudi nhe ctia
SEQ ID NO: 50 va CDR 3 chudi nhe cia SEQ ID NO: 51.

5. Phan tir gén két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T theo diém bat ky trong
s6 cac diém tir 1 dén 4, trong d6 khang nguyén t4 bao dich CD20 va phén tir Fab nay gin
két dic hiéu voi khang nguyén té bao dich bao gdm vung bién dbi chudi ndng bao gdm

trinh tw axit amin ma c6 d0 trong ddng trinh ty it nhét khoang 95%; 96%, 97%, 98%, 99%
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hogc 100% vdi trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 30 va vung bién ddi chudi nhe bao gbm
trinh tu axit amin ma c6 do tuong ddng trinh tu it nhét khoang 95%, 96%, 97%, 98%, 99%
hoic 100% vé&i trinh tu axit amin cta SEQ ID NO: 31.

6. Phén tir gin két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T theo diém bat ky trong
sb cac diém tir 1 dén 5, trong d6 phan ta Fab thir nhét trong a) va phan tr Fab thir ba trong
¢) mdi phén tt bao gbm ving bién dbi chudi ndng bao gdm trinh ty axit amin cia SEQ ID

NO: 30 va vung bién ddi chudi nhe bao gdm trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 31.

7. Phan tir gin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hoa t& bao T theo diém bat ky trong
s6 cac diém tir 1 dén 6, trong d6 phéan t Fab thi hai trong b) bao gbm ving bién dbi chudi
nang bao gdm trinh tw axit amin cia SEQ ID NO: 3 va ving bién ddi chudi nhe bao gdm

trinh tu axit amin cta SEQ ID NO: 7.

8. Phan tir gin két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T theo diém bat ky trong

sb cac diém tir 1 dén 7, trong d6 mién Fec 12 mién Fc cua IgG1 hodc 1gGa.

9. Phan tir gén két khang nguyén dic higu kép hoat hoa t& bao T theo diém bat ky trong

b cac diém tr 1 dén 8, trong d6 mién Fc 1a mién Fc & nguoi.

10.  Phantl gin két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T theo diém bat ky trong
s cac diém tur 1 dén 9, trong d6 gdc axit amin da néu c6 thé tich chudi bén 16n hon duoc
chon tir nhom bao gdm arginin (R), phenylalanin (F), tyrosin (Y), va tryptophan (W), va
gbc axit amin da néu c6 thé tich chudi bén nhod hon dugce chon t&r nhém bao gdm alanin

(A), serin (S), threonin (T), va valin (V).

11. Phantk gin két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa t& bao T theo diém bit ky trong
sb céc diém tr 1 dén 10, trong do trong mién CH3 cla cAu trtc siéu phén tir thir nhét ctia
mién Fc, géc threonin & vi tri 366 dugc thay thé bang gbc tryptophan (T366W), va trong
mién CH3 cua chu tréic siéu phan tir thir hai ctia mién Fe, gbc tyrosin & vi tri 407 dugc thay
thé bang gbc valin (Y407V), va tuy y trong cAu trac siéu phan tir thir hai ctia mién Fc va
ngoai ra gbc threonin & vi tri 366 dugc thay thé bang gbe serin (T3 66S) va gbc leuxin & vi

tri 368 dugc thay thé bang goc alanin (L368A) (danh sé theo chi s Kabat EU).

12. Phantw gén két khang nguyén déc hiéu kép hoat hoa té bao T theo diém bat ky trong
sb cac diém tir 1 dén 11, trong do trong cAu tric siéu phan ti th nhét ctia mién Fc ngoai

ra, goc serin & vi tri 354 dugc thay thé bang gbe xystein (S3 54C) hodc gbe axit glutamic &
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vi tri 356 dugc thay thé bang gbe xystein (E3 56C), va trong cAu tric siéu phan tir thir hai
cta mién Fc va ngoai ra gbc tyrosin & vi tri 349 dugc thay thé bang gbe xystein (Y349C)
(dénh s theo chi s6 Kabat EU).

13, Phan tir ghn két khang nguyén dac hi¢u kép hoat hoa t bao T theo diém bat ky trong
sé cac diém tir 1 dén 12, trong d6 cAu trac siéu phén t th nhét ctia mién Fc bao gOm sy
thay thé axit amin S354C va T366W, va chu triic sidu phan tir thi hai cia mién Fc bao gdbm
s thay thé axit amin Y349C, T366S5, L368A va Y407V (danh sb theo chi sb danh sb Kabat
EU).

14. Phantrgin két khang nguyén ddc hiéu kép hoat hda té bao T theo diém bét ky trong
s& céc diém tir 1 dén 13, trong do midn Fe thé hién 4i lyc gén két giam voi thu thé Fc

va/hodc chirc ndng tac dong giam, so v&i mién Fe cta IgG1 tu nhién.

15. Phantigin két khang nguyén dic hiéu kép hoat héa t& bao T theo diém bat ky trong
sé cac diém tir 1 dén 14, trong do6 mién Fc bao gdm mot hodc nhiéu thay thé axit amin ma

lam giam gén Kkét voi thu thé Fc va/hodc chic nang tac dong.

16. Phantir gin két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa t& bao T theo diém bat k¥ trong
s6 cac diém tr 1 dén 15, trong d6 mot hodc nhiéu thay thé axit amin & mot hodc nhiéu vi

tri dugc chon tir nhom gom 1.234,1.235, vaP329 (d¢anh s theo chi sé danh s6 Kabat EU).

17. Phantk gén két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T theo diém bat ky trong
sb cac diém tir 1 dén 16, trong do m&i cAu tric siéu phén tir cua mién Fc bao gdm ba thay
thé axit amin ma lam giam kha ndng gin Kkét v6i thu thé Fc hoat hoa va/hoic chirc nang tac
dong, trong do thay thé axit amin dd néu 1a L234A, L235A va P329G (danh sb theo chi sb
danh sd Kabat EU).

18. Phantk gén két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T theo diém bét ky trong
56 cac didm tir 14 dén 17, trong d6 thu th& Fc 1a thu thé Fey.

19.  Phantir gin két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T theo diém bt ky trong
sb cac diém tir 14 dén 18, trong d6 chirc ndng tac dong 1a doc tinh té bao qua trung gian té
bao phu thudc khang thé (ADCC).

50.  Phan tir gin két khang nguyén ddc hiéu kep hoat héa té bao T theo diém bét ky trong
s& cac didm néu trén, trong do phén tir nay bao gdm it nhit mot chudi nang c6 do tuong

dbng trinh tu khoang 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100% véi trinh ty axit amin cua
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SEQIDNO: 18, it nhét mot chudi ndng c6 d tuong ddng trinh ty khoang 95%, 96%, 97%,
98%, 99% hogc 100% voi trinh tu axit amin ciia SEQ ID NO: 19, it nhat mdt chudi nhe ¢6
do tuong dong trinh tu khoang 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100% vai trinh ty axit
amin ctia SEQ ID NO: 20, va it nhét mdt chudi nhe ¢6 do twong ddng trinh ty khoang 95%,
96%, 97%, 98%, 99% hodc 100% v6i trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 21.

21.  Polynucleotit dugc phan 1ap ma hoa phén tir gin két khang nguyén dic hi¢u kep
hoat hoa té bao T theo diém bat ky trong s cac diém tir 1 dén 20.

22.  Vecto, cu thé 13 vecto biéu hién, bao gém (céc) polynucleotit theo diém 21.

23.  Té bao chu bao gdm (céc) polynucleotit theo diém 21 hoic (cac) vecto theo diém

22.

24. Phuong phap san xuét phan tir gén két khang nguyén déc hicu kép hoat hoa té bao
T ¢6 kha nang gén két dic hiéu voi khang nguyén hoat hoa té bao T va khéang nguyén té
bao dich, phwong phép nay bao gdm céc bude a) nudi cay té bao chil theo diém 23 trong
cac diéu kién thich hop @& biéu hién phén tir gin két khang nguyén déc hi¢u kép hoat hoa
t& bao T va b) thu hdi phan tr gin két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T.

25.  Duogc phém chira phan tr gin két khang nguyén dic hiéu kép hoat hoa té bao T theo

didm bét ky trong s cac diém tir 1 dén 20 va chit mang dugc dung.
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<170> PatentIn phién ban 3.5
<210> 1

<211> 207

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Met Gln Ser Gly Thr His Trp Arg Val Leu Gly Leu Cys Leu Leu Ser
1 5 10 15

val Gly Val Trp Gly Gln Asp Gly Asn Glu Glu Met Gly Gly Ile Thr
20 25 30

¢ln Thr Pro Tyr Lys val Ser Ile Ser Gly Thr Thr Val Ile Leu Thr
35 40 45

Ccys Pro Gln Tyr Pro Gly Ser Glu Ile Leu Trp Gln His Asn Asp Lys
50 55 60

Asn Ile Gly Gly Asp Glu Asp Asp Lys Asn Ile Gly Ser Asp Glu Asp
65 70 75 80

His Leu Ser Leu Lys Glu Phe Ser Glu Leu Glu Gln Ser Gly Tyr Tyr
85 90 95

val Cys Tyr Pro Arg Gly Ser Lys Pro Glu Asp Ala Asn Phe Tyr Leu
100 105 110

Tyr Leu Arg Ala Arg Val Cys Glu Asn Cys Met Glu Met Asp Val Met
115 120 125

ser val Ala Thr Ile val Ile vVal Asp Ile Cys Ile Thr Gly Gly Leu
130 135 140

Leu Leu Leu Val Tyr Tyr Trp Ser Lys Asn Arg Lys Ala Lys Ala Lys
145 150 155 160

pro val Thr Arg Gly Ala Gly Ala Gly Gly Arg Gln Arg Gly Gln Asn
165 170 175

Lys Glu Arg Pro Pro Pro Val Pro Asn Pro Asp Tyr Glu Pro Ile Arg
180 185 190
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Lys Gly Gln Arg Asp Leu Tyr

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

<400>

195

2
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PRT

Macaca fascicularis

2

Met Gln Ser

1

Ile

Gln

Cys

Asn

65

Met

Glu

Cys

Ile

Asn
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Gly

Pro

Leu

Gly

Thr

Ser

50

Lys

Glu

Asp

Met

Cys

130

Arg

Arg

Asp

Asn

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

<220>
<223>

<400>

val

Pro

35

Gln

Glu

Gln

Ala

Glu

115

Ile

Lys

Gln

Tyr

Gln
195

3
125
PRT

Gly

Trp

20

Tyr

His

Asp

Ser

Ser

100

Met

Thr

Ala

Arg

Glu

180

Arg

Trinh tu

CD3 VH

3

Thr

Gly

Gln

Leu

Ser

Gly

85

His

Asp

Leu

LysS

Gly

165

Pro

Arg

Arg

Gln

val

Gly

Gly

70

Tyr

His

val

Gly

Ala

150

Gln

Ile

Ile

Trp

Asp

Ser

Ser

55

Asp

Tyr

Leu

Met

Leu

135

Lys

Asn

Arg

nhan tao
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Ser Gly Leu Asn Gln Arg Arg Ile

200

Arg

Gly

Ile

40

Glu

Arg

val

Tyr

Ala

120

Leu

Pro

Lys

Lys

val

Asn

25

Ser

Ala

Leu

Cys

Leu

105

val

Leu

val

Glu

Gly
185

-154-

Leu

10

Glu

Gly

Gln

Phe

Tyr

90

Lys

Ala

Leu

Thr

Arg

170

Gln

Gly

Glu

Thr

Trp

Leu

75

Pro

Ala

Thr

val

Arg

155

Pro

Gln

Leu

Met

Thr

Gln

60

Pro

Arg

Arg

Ile

Tyr

140

Gly

Pro

Asp

205

Cys

Gly

val

45

His

Glu

Gly

Val

val

125

Tyr

Ala

Pro

Leu

Leu

Ser

30

Ile

Asn

Phe

Ser

Cys

110

Ile

Trp

Gly

val

Tyr
190

Leu

15

Ile

Leu

Gly

Ser

Asn

95

Glu

val

Ser

Ala

Pro

175

Ser

Ser

Thr

Thr

Lys

Glu

80

Pro

Asn

Asp

Lys

Gly

160

Asn

Gly



39315

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Gln Pro Gly Gly

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Thr Tyr
20 25 30

Ala Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp vVal
35 40 45

Ser Arg Ile Arg Ser Lys Tyr Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr Tyr Ala Asp

50 55 60
Ser vVal Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Thr
65 70 75 80
Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95
Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val Ser Trp Phe
100 105 110
Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu val Thr Val Ser Ser
115 120 125
<210> 4
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> CD3 HCDRIL

<400> 4

Thr Tyr Ala Met Asn

1 5
<210> 5
<211> 19

<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> CD3 HCDRZ

<400> 5

Arg Ile Arg Ser Lys Tyr Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser
1 5 10 15

val Lys Gly
<210> 6
<211> 14
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> CD3 HCDR3

-155-



<400>

6

His Gly Asn Phe

1

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

<220>
<223>
<400>

Gln Ala
1

Thr Val

Asn Tyr

Leu Ile

50

Ser Gly
65

Gln Pro

Leu Trp

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

<220>
<223>

<400>

7
109
PRT
Trinh tu

CD3 VL

7

val Val

Thr Leu
20

Ala Asn
35

Gly Gly

Ser Leu

Glu Asp

val Phe
100

8

14

PRT
Trinh tu

CcD3 LCDR1

8

39315

Gly Asn Ser Tyr val Ser Trp Phe Ala Tyr

5

nhan tao

Thr

Thr

Trp

Thr

Leu

Glu

85

Gly

nhan tao

Gln

Cys

val

Asn

Gly

70

Ala

Gly

Glu

Gly

Gln

Lys

55

Gly

Glu

Gly

Pro

Ser

Glu

40

Arg

Lys

Tyr

Thr

Ser

Ser

25

Lys

Ala

Ala

Tyr

Lys
105

Gly Ser Ser Thr Gly Ala Val Thr Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

9
7
PRT

Trinh ty nhan tao

CcD3 LCDRZ

9

5

-156-

10

Leu

10

Thr

Pro

Pro

Ala

Cys

90

Leu

Ser Asn Tyr Ala Asn

10

Thr

Gly

Gly

Gly

Leu

75

Ala

Thr

val

Ala

Gln

Thr

60

Thr

Leu

val

Ser

val

Ala

45

Pro

Leu

Trp

Leu

Pro

Thr

30

Phe

Ala

Ser

Tyr

Gly

15

Thr

Arg

Arg

Gly

Ser
95

Gly

Ser

Gly

Phe

Ala

80

Asn



39315

Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro

1

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

<220>
<223>

<400>

10
9
PRT

5

Trinh tyu nhan tao

CD3 LCDR3

10

Ala Leu Trp Tyr Ser Asn Leu Trp Val

1

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

<220>
<223>

<400>

1

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

<220>
<223>

<400>

11
10
PRT

5

Trinh tyu nhan tao

linker

11

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
5

12
11
PRT

10

Trinh ty nhéan tao

tac nhan lién két

12

Asp Gly Gly

1

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

<400>

13
225
PRT
Homo

13

Asp Lys Thr

1

Gly Pro Ser

Ile Ser Arg

35

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
5 10

sapiens

His Thr Cys Pro Pro Cys pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly
5 10 15

val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys ASP Thr Leu Met
20 25 30

Thr Pro Glu Val Thr Cys val Val Val Asp Val Ser His
40 45

-157-



Glu Asp Pro

50

His Asn Ala

65
vVal

Arg val

Lys Glu Tyr

Thr
115

Glu Lys

Thr
130

Tyr Leu

Leu Thr

145

Cys

Trp Glu Ser

val Leu Asp

Ser
195

Asp Lys

Glu
210

His Ala

Pro
225

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

14
690
PRT

<220>
<223>
<400> 14

Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

Trp Ile Asn
35

Gly Arg Ile
50

Glu

Lys

Ser

LysS

100

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

180

Arg

Leu

val

Thr

val

85

Cys

Ser

Pro

val

Gly

165

Asp

Trp

His

Lys

Lys

70

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

150

Gln

Gly

Gln

Asn

Phe

55

Pro

Thr

val

Ala

Arg

135

Gly

Pro

Ser

Gln

His
215

Trinh tu nhan tao

Leu Val Gln Ser

5

val Ser Cys Lys

20

Trp Val Arg Gln

Phe Pro Gly Asp

55

39315

Asn

Arg

val

Ser

Lys

120

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

200

Tyr

CD20 VH-CH1-CD3 VH-CL-Fc

Gly
Ala
Ala

40

Gly

-158-

Trp

Glu

Leu

Asn

105

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

185

Asn

Thr

(knob,

Ala
Ser
25

Pro

Asp

Tyr Val Asp

60
Glu Gln
75

Tyr

His Gln

90

Asp

Lys Ala Leu

Gln Pro Arg

Leu Thr Lys

140

Ser
155

Asp

Asn
170

Tyr Lys

Leu Tyr Ser

val Phe Ser

Gln Ser

220

Lys

Glu Val Lys
10

Gly Tyr Ala

Gly Gln Gly

Thr Asp Tyr
60

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

125

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

205

Leu

P329G LALA)

Lys

Phe

Leu

45

Asn

val

Ser

Leu

Ala

110

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

190

Ser

Ser

Pro
Ser
30

Glu

Gly

Glu Val

Thr Tyr

80

Asn
95

Gly

Pro Ile

Gln Val

val

Ser

Glu
160

val

Pro Pro

175

Thr Val

vVal Met

Leu Ser

Gly Ser
15
Tyr Ser

Trp Met

Lys Phe



Lys

65

Met

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Gly

225

Gly

Ala

Ala

Asn

Ile

305

Leu

Phe

Leu

Phe

Gly

Glu

Arg

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

Gly

Gly

Ser

Pro

Asn

290

Ser

Arg

Gly

val

Pro
370

Arg

Leu

Asn

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Gly

Gly

Gly

Gly

275

Tyr

Arg

Ala

Asn

Thr

355

Pro

vVal

Ser

val

100

Thr

Pro

val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Ser

Leu

Phe

260

Lys

Ala

Asp

Glu

Ser

340

val

Ser

Thr

Ser

85

Phe

val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

val

Gly

Val

245

Thr

Gly

Thr

Asp

Asp

325

Tyr

Ser

Asp

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Gly

230

Gln

Phe

Leu

Tyr

Ser

310

Thr

val

Ser

Glu

Thr

Arg

Gly

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Gly

Pro

Ser

Glu

Tyr

295

Lys

Ala

Ser

Ala

Gln
375

39315

Ala

Ser

Tyr

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Lys

Gly

Gly

Thr

Trp

280

Ala

Asn

val

Trp

Ser

360

Leu

Asp

Glu

Trp

105

Ser

Thr

Pro

val

Ser

185

Ile

val

Ser

Gly

Tyr

265

val

Asp

Thr

Tyr

Phe

345

val

Lys

-159-

Lys

Asp

90

Leu

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Glu

Ser

250

Ala

Ser

Ser

Leu

Tyr

330

Ala

Ala

Ser

Ser

75

Thr

val

Lys

Gly

Pro

155

Thr

Val

Asn

Pro

val

235

Leu

Met

Arg

val

Tyr

315

Cys

Tyr

Ala

Gly

Thr

Ala

Tyr

Gly

Gly

140

val

Phe

val

val

Lys

220

Gln

Arg

Asn

Ile

Lys

300

Leu

Val

Trp

Pro

Thr
380

Ser

vVal

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Leu

Leu

Trp

Arg

285

Gly

Gln

Arg

Gly

Ser

365

Ala

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

val

Ala

Val

190

His

Cys

Leu

Ser

val

270

Ser

Arg

Met

His

Gln

350

val

Ser

Ala

Tyr

95

Gln

val

Ala

Ser

val

175

Pro

Lys

Asp

Glu

Cys

255

Arg

Lys

Phe

Asn

Gly

335

Gly

Phe

val

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Gly

Ser

240

Ala

Gln

Tyr

Thr

Ser

320

Asn

Thr

Ile

val



Cys

385

val

Gln

Ser

His

Cys

465

Gly

Met

His

val

Tyr

545

Gly

Ile

val

Ser

Glu

625

Pro

val

Met

Ser

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln

450

Asp

Gly

Ile

Glu

His

530

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

610

Trp

val

Asp

His

Pro
690

Leu

Asn

Ser

Ala

435

Gly

Lys

Pro

Ser

Asp

515

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

595

Trp

Glu

Leu

Lys

Glu
675

Asn

Ala

Lys

420

Asp

Leu

Thr

Ser

Arg

500

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

580

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

660

Ala

Asn

Leu

405

Asp

Tyr

Ser

His

val

485

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

565

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

645

Arg

Leu

Phe

390

Gln

Ser

Glu

Ser

Thr

470

Phe

Pro

vVal

Thr

val

550

Cys

Ser

Pro

val

Gly

630

Asp

Trp

His

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro

455

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

535

Leu

Lys

Lys

Cys

Lys

615

Gln

Gly

Gln

Asn

39315

Pro

Gly

Tyr

His

440

val

Pro

Phe

vVal

Phe

520

Pro

Thr

val

Ala

Arg

600

Gly

Pro

Ser

Gln

His
680

Arg

Asn

Ser

425

Lys

Thr

Pro

Pro

Thr

505

Asn

Arg

val

Ser

Lys

585

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

665

Tyr

-160-

Glu

Ser

410

Leu

val

Lys

Cys

Pro

490

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

570

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

650

Asn

Thr

Ala

395

Gln

Ser

Tyr

Ser

Pro

475

Lys

val

Tyr

Glu

His

555

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

635

Leu

val

Gln

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe

460

Ala

Pro

val

val

Gln

540

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

620

Tyr

Tyr

Phe

Lys

val

Ser

Thr

Cys

445

Asn

Pro

Lys

val

Asp

525

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

605

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
685

Gln

val

Leu

430

Glu

Arg

Glu

Asp

Asp

510

Gly

Asn

Trp

Gly

Glu

590

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

670

Leu

Trp

Thr

415

Thr

val

Gly

Ala

Thr

495

val

Val

Ser

Leu

Ala

575

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

655

Ser

Ser

Lys

400

Glu

Leu

Thr

Glu

Ala

480

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

560

Pro

Gln

val

val

Pro

640

Thr

val

Leu



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

<220>
<223>

<400>

15
447
PRT

Trinh ty nhan tao

CD20 VH-CH1-Fc

15

Gln Val Gln

1

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

val

Ile

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

val

Thr

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Asn

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

Leu

val

20

Trp

Phe

val

Ser

val

100

Thr

Pro

val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu
260

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Phe

val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

val

Pro

Phe

245

val

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

(&,

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

39315

P329G

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Tyr

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Lys

Pro

Lys

val

LALA)

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Trp

105

Ser

Thr

Pro

val

Ser

185

Ile

val

Ala

Pro

val
265

-161-

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Leu

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

val

val

Tyr

Gln

Asp

Ser

75

Thr

val

Lys

Gly

Pro

155

Thr

val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Lys

Ala

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Gly

Gly

140

val

Phe

val

val

Lys

220

Ala

Thr

val

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Ala

Leu

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Gly

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

val

Ala

val

190

His

Cys

Gly

Met

His
270

Gly

15

Tyr

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

Val

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

Ser

Ser

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp



39315

pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Vval Glu vVal His Asn
275 280 285

Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val
290 295 300

val Ser Val Leu Thr val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
305 310 315 320

Tyr Lys Cys LyS val Ser Asn Lys Ala Leu Gly Ala Pro Ile Glu Lys
325 330 335

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Cys Thr
340 345 350

Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln val Ser Leu Ser
355 360 365

Ccys Ala Val Lys Gly Phe Tyr PIO Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu
370 375 380

ger Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu
385 390 395 400

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Val Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys
405 410 415

ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu
420 425 430

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

435 440 445
<210> 16
<211> 214
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> CD3 VL-CHI

<400> 16
Gln Ala Val Val Thr Gln Glu Pro Ser Leu Thr Val Ser Pro Gly Gly

1 5 10 15

Thr Val Thr Leu Thr Cys Gly Ser Ser Thr Gly Ala val Thr Thr Ser
20 25 30

-162-



Asn
Leu
Ser
65

Gln
Leu
Ser
Thr
Pro
145
val
Ser

Ile

val

Tyr

Ile

50

Gly

Pro

Trp

Thr

Ser

130

Glu

His

Ser

Cys

Glu
210

Ala

35

Gly

Ser

Glu

Val

Lys

115

Gly

Pro

Thr

val

Asn

195

Pro

Asn

Gly

Leu

Asp

Phe

100

Gly

Gly

val

Phe

val

180

val

Lys

Trp

Thr

Leu

Glu

85

Gly

Pro

Thr

Thr

Pro

165

Thr

Asn

Ser

val

Asn

Gly

70

Ala

Gly

Ser

Ala

val

150

Ala

val

His

Cys

Gln

Lys

55

Gly

Glu

Gly

val

Ala

135

Ser

val

Pro

Lys

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

<220>
<223>

<400>

17
219
PRT
Trinh tu

nhan tao

cDp20 VL-CL

17

Asp Ile Val Met

1

Glu Pro Ala Ser

20

Asn Gly Ile Thr

35

Pro Gln Leu Leu

50

Asp Arg Phe Ser

65

Thr Gln Thr

Ile Ser Cys

Tyr Leu Tyr

Ile Tyr Gln

55

Gly Ser Gly
70

39315

Glu Lys Pro

40

Arg

Lys

Tyr

Thr

Phe

120

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro
200

Pro

Arg

Trp

40

Met

Ser

Ala

Ala

Tyr

Lys

105

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

185

Ser

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

-163-

Pro

Ala

Cys

90

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

170

Ser

Asn

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Gly

Gly

Leu

75

Ala

Thr

Ala

Leu

Gly

155

Ser

Leu

Thr

Leu

Lys

Gln

Leu

Asp
75

Gln

Thr

60

Thr

Leu

val

Pro

val

140

Ala

Gly

Gly

Lys

Pro

Ser

Lys

val

60

Phe

Ala

45

Pro

Leu

Trp

Leu

Ser

125

Lys

Leu

Leu

Thr

val
205

val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Phe

Ala

Ser

Tyr

Ser

110

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

190

Asp

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Arg

Arg

Gly

Ser

95

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

175

Thr

Lys

Pro

15

His

Gln

Val

Lys

Gly

Phe

Ala

80

Asn

Ala

Ser

Phe

Gly

160

Leu

Tyr

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile
80



Ser

Leu

Arg

Gln

Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Pro

Arg

Glu

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

val
210

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

<220>
<223>

<400>

Val

Leu

Val

115

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

195

Thr

18
672
PRT

Glu

Pro

100

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

180

val

Lys

Ala

85

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe

Asp

Phe

Ser

Ala

135

val

Ser

Thr

Cys

Asn
215
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val

Gly

val

120

Ser

Gln

val

Leu

Glu

200

Arg

Gly

Gly

105

Phe

val

Trp

Thr

Thr

185

vVal

Gly

Val

90

Gly

Ile

val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

155

Gln

Ser

His

Cys

CcD20 VH-CH1 (EE)-CD3 VL-CH1-Fc (khoa,
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Gln Val Gln

1

Ser

Trp

Gly

Lys
65

val

Ile

Arg

50

Gly

Lys
Asn
35

Ile

Arg

Leu Val Gln

5

val Ser Cys

20

Trp Val Arg

Phe Pro Gly

val Thr Ile

70

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Gly Ala

Ala

Ala
40

Gly

Ala

Ser
25
Pro

Asp

Asp
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Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

val

Tyr

Gln

Asp

Ser
75

Tyr

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

Cys

val

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
205

Ala

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

190

Leu

P329G LALA)

Lys

Ala

Gly

Tyr

60

Thr

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Gly

Thr

Gln
95

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp
175

Tyr

Ser

Gly

15

Tyr

Trp

Lys

Ala

Asn

Lys

Glu

Phe

Gln
160

Ser

Glu

Ser

Ser

Ser

Met

Phe

Tyr
80
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Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu val Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser val Phe
115 120 125

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

Gly Cys Leu val Glu Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp
145 150 155 160

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Vval His Thr Phe Pro Ala Val Leu
165 170 175

Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val val Thr Vval Pro Ser
180 185 190

Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn val Asn His Lys Pro
195 200 205

Ser Asn Thr Lys Val Asp Glu Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Gly
210 215 220

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gln Ala Val vVal Thr Gln Glu
225 230 235 240

Pro Ser Leu Thr Val Ser Pro Gly Gly Thr val Thr Leu Thr Cys Gly
245 250 255

Ser Ser Thr Gly Ala val Thr Thr Ser Asn Tyr Ala Asn Trp Val Gln
260 265 270

Glu Lys Pro Gly Gln Ala Phe Arg Gly Leu Ile Gly Gly Thr Asn Lys
275 280 285

Arg Ala Pro Gly Thr Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Leu Leu Gly Gly
290 295 300

Lys Ala Ala Leu Thr Leu Ser Gly Ala Gln Pro Glu Asp Glu Ala Glu
305 310 315 320

Tyr Tyr Cys Ala Leu Trp Tyr Ser Asn Leu Trp Val Phe Gly Gly Gly
325 330 335

Thr Lys Leu Thr vVal Leu Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser val
340 345 350

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala
355 360 365

Leu Gly Cys Leu val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
370 375 380

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly val His Thr Phe Pro Ala Val
385 390 395 400
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Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser ger Val Val Thr Val Pro
405 410 415

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn val Asn His Lys
420 425 430

Pro Ser Asn Thr Lys val Asp Lys Lys val Glu Pro Lys Ser Cys Asp
435 440 445

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly Gly
450 455 460

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile
465 470 475 480

Ser Arg Thr Pro Glu val Thr Cys Val Val val Asp Val Ser His Glu
485 490 495

Asp Pro Glu val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
500 505 510

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg
515 520 525

val vVal Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln AsSp Trp Leu Asn Gly Lys
530 535 540

Glu Tyr Lys Cys Lys vVal Ser Asn Lys Ala Leu Gly Ala Pro Ile Glu
545 550 555 560

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg clu Pro Gln Val Tyr
565 570 575

Thr Leu Pro Pro Cys AIrg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln vVal Ser Leu
580 585 590

Trp Cys Leu val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala val Glu Trp
595 600 605

Glu Ser Asn Gly Gln Pro ¢lu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val
610 615 620

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp
625 630 635 640

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
645 650 655

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys ser Leu Ser Leu Ser Pro
660 665 670

<210> 19

<211> 447

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> CD20 VH-CHL (EE)-FC (4, P329G LALA)

<400> 19
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Gln

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

val
305

val

val

Ile

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

val

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Asn

Val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

val

275

Thr

val

Leu

val

20

Trp

Phe

val

Ser

Val

100

Thr

Pro

val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Phe

val

Ser

Glu

Leu

165

Leu

Thr

val

Pro

Phe

245

val

Phe

Pro

Thr

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

val
310

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Glu

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

39315

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Ala
Ser
Tyr
Ala
120
Ser
Phe
Gly
Leu
Tyr
200
Lys
Pro
Lys
Val
Tyr
280

Glu

His
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Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Trp

105

Ser

Thr

Pro

val

Ser

185

Ile

val

Ala

Pro

val

265

val

Gln

Gln

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Leu

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

val

Asp

Tyr

Asp

val

Tyr

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Val

Lys

Gly

Pro

155

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp
315

Lys

Ala

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Gly

Gly

140

vVal

Phe

val

val

Lys

220

Ala

Thr

val

val

Ser

300

Leu

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Ala

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Ser

30

Glu

Gly

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

val

Ala

val

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

val

Tyr

Gly

Gly

15

Tyr

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

vVal

Ala

Ser

val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Ser

Ser

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

val

Glu
320



Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Lys

Ile

Pro

Ala

370

Asn

Ser

Arg

Leu

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

<220>
<223>

<400>

Asp

Glu

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Leu

Arg

Lys

Ile

Pro

Gly

Gln

50

Arg

Arg

Glu

Thr

Leu
130

Cys

Ser

Pro

355

val

Gly

Asp

Trp

His

435

20
219
PRT

Trinh ty nhan tao

Lys

Lys

340

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

val

325

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

cD20 VL-CL(RK)

20

val

Ala

Ile

35

Leu

Phe

val

Leu

val

115

Lys

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

Ala

Ser

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Tyr

Ala

Gly

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

Asn

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

Thr

Cys

Tyr

Gln

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala
135

39315

Lys

Gln

Leu

360

Pro

Asn

Leu

val

Gln
440

Pro

Arg

Trp

40

Met

Ser

Val

Gly

val

120

Ser

Ala

Pro

345

Thr

Ser

Tyr

val

Phe

425

Lys

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly

105

Phe

val
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Leu

330

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

val

90

Gly

Ile

val

Gly

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

Leu

Lys

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

Ala

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Pro

Ser

Lys

val

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu
140

Pro

Gln

val

365

val

Pro

Thr

val

Leu
445

val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

val

Pro

125

Leu

Ile

val

350

Ser

Glu

Pro

val

Met

430

Ser

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Ala

Glu

110

Ser

Asn

Glu

335

Cys

Leu

Trp

val

Asp

415

His

Pro

Pro

15

His

Gln

val

Lys

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Lys

Thr

Ser

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Asn

Lys

Arg
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Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Pro

Pro

Gly

Tyr

His

val
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<211>
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<213>
<220>
<223>

<400>

Arg

Asn

Ser

Lys

195

Thr

21
232
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Glu

Ser

Leu

180

val

Lys

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser
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Glu Val Gln

1

Ser

Ala

Ser

Ser

65

Leu

Tyr

Ala

Ala

Ser
145

Glu

Ser

Leu

Met

Arg

50

val

Tyr

Cys

Tyr

Ala
130

Gly

Ala

Gln

Arg

Asn

35

Ile

Lys

Leu

val

Trp
115

Pro

Thr

Lys

Glu

Leu

Leu
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Trp

Arg

Gly

Gln
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100
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Ala

Val
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Leu
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val
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Arg
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85
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Gln

val
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165
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150

Glu
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70
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Gly
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Trp
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215
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Ile
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Gly
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25
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Asn
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Arg

Gly
105
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Pro

Leu

Asp

Asp
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Lys

Glu
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Leu

Thr

Glu

Gly

10
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Tyr
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170
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val
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Ser

His

Cys
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val
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Gly
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Leu
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Gly
205

Gln

Phe

Leu

45

Tyr
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Thr

val
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125

Glu

Phe

Gln
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Ala
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190

Leu
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30

Glu
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Lys

Ala

Ser
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Ala

Gln

Tyr
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Thr

Leu
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175

Tyr
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Gly

15

Thr

Trp

Ala

Asn

val

95

Trp
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Leu

Pro

Gly
175

Tyr

Gln
160
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Glu
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Gly

Tyr

val
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Thr
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val

Lys

Arg
160

Asn
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Leu

val

Lys
225

Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala As

195

180
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200

Tyr Ala Cys Glu Val Thr His

210

215

Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

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

<220>
<223>

<400>

22
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Glu Val Gln

1
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Ala
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Lys

65

Leu

Ala

Thr
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val

145

Ala

Gly
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Leu

Met
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50

Gly

Gln

Lys

val

Ser

130
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Thr

Arg
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35

Ile
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Met

val
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115
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Gln
195

Leu
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Trp
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Phe
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Leu

100
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Tyr
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180

Thr

Leu
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val
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85
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Phe
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165

Leu

Tyr
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Ile

70

Leu

Trp
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Thr

Pro

150
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Ile
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Ala

Gln
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55
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Arg

Phe

Thr
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135

Glu
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40
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Arg
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120
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Pro
Thr

val
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200
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225

Leu

Phe
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385

Ala
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Thr

465
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290
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Tyr
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370
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Leu
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Phe
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Glu

Phe
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Thr
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Glu
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Pro
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Leu
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Pro
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Trp

Glu
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Pro
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Glu
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425

Ala
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val
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Gln
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Trp
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530 535 540

val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
545 550 555 560

Tyr Lys Cys Lys val Ser Asn Lys Ala Leu Gly Ala Pro Ile Glu Lys
565 570 575

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Vval Tyr Thr
580 585 590

Leu Pro Pro Cys Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Trp
595 600 605

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu
610 615 620

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

625 630 635 640
Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys
645 650 655
Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu
660 665 670
Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
675 680 685
<210> 23
<211> 444
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> BCMA VH-CHl-Fc (4, P329G LALA)

<400> 23

clu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Ala Met Ser Trp Val Arg cln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val
35 40 45

ger Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Lys Val Leu Gly Trp Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu val
100 105 110
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Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala
115 120 125

Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu
130 135 140

val Lys Asp Tyr Phe pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly
145 150 155 160

Ala Leu Thr Ser Gly val His Thr Phe Pro Ala val Leu Gln Ser Ser
165 170 175

Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Vval Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu
180 185 190

Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr
195 200 205

Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr
210 215 220

Cys Pro Pro Cys pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly Gly Pro Ser val Phe
225 230 235 240

Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro
245 250 255

Glu Val Thr Cys Val val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val
260 265 270

Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly val Glu Val His Asn Ala Lys Thr
275 280 285

Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val vVal Ser Val
290 295 300

Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
305 310 315 320

Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Gly Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser
325 330 335

Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Cys Thr Leu Pro Pro
340 345 350

Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln val Ser Leu Ser Cys Ala Val
355 360 365

Lys Gly Phe Tyr pro Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu Ser Asn Gly
370 375 380

Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp
385 390 395 400

Gly Ser Phe Phe Leu Val Ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser Arg Trp
405 410 415

Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
420 425 430
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Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro

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

<220>
<223>

<400>

Gln Ala
1

Thr Val

Asn Tyr

Leu Ile
50

Ser Gly
65

Gln Pro

Leu Trp

Ser Thr

Thr Ser
130

Pro Glu
145

val His

Ser Ser

Ile Cys

val Glu
210

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

435

24
214
PRT
Trinh tu

nhadn tao

CcD3 VL-CH1

24

val Val

Thr Leu
20

Ala Asn
35

Gly Gly

Ser Leu

Glu Asp

val Phe
100

Lys Gly
115

Gly Gly

Pro Val

Thr Phe

val Val
180

Asn Val
195

Pro Lys

25
216
PRT
Trinh tu

Thr Gln

Thr Cys

Trp Val

Thr Asn

Leu Gly

70

Glu Ala
85

Gly Gly
Pro Ser
Thr Ala
Thr Val

150
Pro Ala
165
Thr Val

Asn His

Ser Cys

nhan tao

Glu

Gly

Gln

Lys

55

Gly

Glu

Gly

val

Ala

135

Ser

val

Pro

Lys

440

Pro

Ser

Glu

40

Arg

Lys

Tyr

Thr

Phe

120

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro
200

Ser

Ser

25

Lys

Ala

Ala

Tyr

Lys

105

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

185

Ser

-174-

Leu

10

Thr

Pro

Pro

Ala

Cys

90

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

170

Ser

Asn

Thr

Gly

Gly

Gly

Leu

75

Ala

Thr

Ala

Leu

Gly

155

Ser

Leu

Thr

val

Ala

Gln

Thr

60

Thr

Leu

vVal

Pro

val

140

Ala

Gly

Gly

Lys

Ser

val

Ala

45

Pro

Leu

Trp

Leu

Ser

125

Lys

Leu

Leu

Thr

val
205

Pro

Thr

30

Phe

Ala

Ser

Tyr

Ser

110

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

190

Asp

Gly

15

Thr

Arg

Arg

Gly

Ser

95

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

175

Thr

Lys

Gly

Ser

Gly

Phe

Ala

80

Asn

Ala

Ser

Phe

Gly

160

Leu

Tyr

Lys
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<220>
<223> BCMA VL-CL

<400> 25

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

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser
20 25 30

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
35 40 45

Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly TIle Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu
65 70 75 80

Pro Glu Asp Phe Ala vVal Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Tyr Pro Pro
85 90 95

Asp Phe Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr vVal
100 105 110

Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys
115 120 125

Ser Gly Thr Ala Ser val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg
130 135 140

Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn
145 150 155 160

Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser
165 170 175

Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys
180 185 190

val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr
195 200 205

Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210 215
<210> 26
<211> 669
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> BCMA VH-CH1 (EE) -CD3 VL-CH1-Fc (khoa, P329G LALA)
<400> 26

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

175



Ser

Ala

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Pro

val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Ser

225

Thr

Gly

Gly

Gly

Leu

305

Ala

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

val

Ser

130

Glu

Leu

Leu

Thr

val

210

Gly

val

Ala

Gln

Thr

290

Thr

Leu

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

val

Ser

115

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

195

Asp

Gly

Ser

val

Ala

275

Pro

Leu

Trp

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Leu

100

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Glu

Gly

Pro

Thr

260

Phe

Ala

Ser

Tyr

Ser

val

Gly

Thr

Ser

85

Gly

Ala

Ser

Phe

Gly

165

Leu

Tyr

Lys

Gly

Gly

245

Thr

Arg

Arg

Gly

Ser
325

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Trp

Ser

Thr

Pro

150

val

Ser

Ile

val

Ser

230

Gly

Ser

Gly

Phe

Ala

310

Asn

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Phe

Thr

Ser

135

Glu

His

Ser

Cys

Glu

215

Gln

Thr

Asn

Leu

Ser

295

Gln

Leu

39315

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Asp

Lys

120

Gly

Pro

Thr

val

Asn

200

Pro

Ala

val

Tyr

Ile

280

Gly

Pro

Trp

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Tyr

105

Gly

Gly

val

Phe

val

185

val

Lys

val

Thr

Ala

265

Gly

Ser

Glu

val

-176-

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

170

Thr

Asn

Ser

val

Leu

250

Asn

Gly

Leu

Asp

Phe
330

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Ala

val

155

Ala

val

His

Cys

Thr

235

Thr

Trp

Thr

Leu

Glu

315

Gly

Thr

Gly

Tyr

Lys

Ala

Gln

val

Ala

140

Ser

val

Pro

Lys

Asp

220

Gln

Cys

val

Asn

Gly

300

Ala

Gly

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Gly

Phe

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Gly

Glu

Gly

Gln

Lys

285

Gly

Glu

Gly

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr

110

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

190

Ser

Gly

Pro

Ser

Glu

270

Arg

Lys

Tyr

Thr

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

175

Ser

Asn

Gly

Ser

Ser

255

Lys

Ala

Ala

Tyr

Lys
335

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys

val

Ala

Leu

Gly

160

Ser

Leu

Thr

Gly

Leu

240

Thr

Pro

Pro

Ala

Cys

320

Leu
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Thr Val Leu Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser vVal Phe Pro Leu
340 345 350

Ala Pro Ser Ser Lys 3Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys
355 360 365

Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser
370 375 380

Gly Ala Leu Thr Ser Gly Vval His Thr Phe Pro Ala Vval Leu Gln Ser
385 390 395 400

Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser
405 410 415

Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn
420 425 430

Thr Lys Val Asp LyS Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His
435 : 440 445

Thr Cys Pro Pro Cys pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly Gly Pro Ser val
450 455 460

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr
465 470 475 480

Pro Glu Val Thr Cys val Val Vval Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu
485 ‘ 490 ‘ 495

val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly val Glu val His Asn Ala Lys
500 505 510

Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser
515 520 525

val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
530 535 540

cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Gly Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile
545 550 555 560

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg clu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro
565 570 575

Pro Cys Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Trp Cys Leu
580 585 590

val Lys Gly Phe Tyr pPro Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu Ser Asn
595 600 605

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr pro Pro Val Leu Asp Ser
610 615 620

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
625 630 635 640

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
645 650 655
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His Asn His T

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

<220>
<223>

<400>

Glu

Ser

Ala

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Pro

val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

225

Leu

val

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

val

Ser

130

Glu

Leu

Leu

Thr

val

210

Pro

Phe

27
444
PRT

660

Trinh tu nhan tao

BCMA
27

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

val

Ser

115

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

195

Asp

Pro

Pro

VH-CH1 (EE) -Fc

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Leu

100

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Glu

Cys

Pro

Leu

Ser

val

Gly

Thr

Ser

85

Gly

Ala

Ser

Phe

Gly

165

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys
245

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Trp

Ser

Thr

Pro

150

val

Ser

Ile

val

Ala

230

Pro

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Phe

Thr

Ser

135

Glu

His

Ser

Cys

Glu

215

Pro

Lys

39315

(&, P3

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg
Ala
Asp
Lys
120
Gly
Pro
Thr
val
Asn
200
Pro

Glu

Asp

-178-

665

29G

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Tyr

105

Gly

Gly

val

Phe

val

185

val

Lys

Ala

Thr

LALA)

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

170

Thr

Asn

Ser

Ala

Leu
250

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Ala

val

155

Ala

val

His

Cys

Gly

235

Met

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

val

Ala

140

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

220

Gly

Ile

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Gly

Phe

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Lys

Pro

Ser

yr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr

110

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

190

Ser

Thr

Ser

Arg

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

175

Ser

Asn

His

val

Thr
255

Gly

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys

val

Ala

Leu

Gly

160

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

240

Pro



Glu

Lys

Lys

Leu

305

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

385

Gly

Gln

Asn

val

Phe

Pro

290

Thr

val

Ala

Arg

Gly

370

Pro

Ser

Gln

His

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

<220>
<223>

<400>

Glu

1

Ser

Ala

Ser

Ser
65

val

Leu

Met

Arg

50

val

Thr
Asn
275
Arg
val
Ser
Lys
Asp
355
Phe
Glu
Phe

Gly

Tyr
435

28
232
PRT

Trinh ty nhan tao

CD3 VH-CL

28

Gln

Arg

Asn

35

Ile

Lys

Cys

260

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

340

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

420

Thr

Leu

Leu

20

Trp

Arg

Gly

val

Tyr

Glu

His

Lys

325

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu

405

val

Gln

Leu

5

Ser

val

Ser

Arg

val

val

Gln

Gln

310

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

390

val

Phe

Lys

Glu

Cys

Arg

Lys

Phe
70

val

Asp

Tyr

295

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

375

Lys

Ser

Ser

Ser

Ser

Ala

Gln

Tyr

55

Thr

39315

Asp Val Ser

Gly

280

Asn

Trp

Gly

Glu

Asn

360

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
440

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Ile

265

val

Ser

Leu

Ala

Pro

345

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

425

Ser

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Ser

-179-

Glu

Thr

Asn

Pro

330

Gln

val

val

Pro

Thr

410

val

Leu

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Arg

His

val

Tyr

Gly

315

Ile

val

Ser

Glu

Pro

395

val

Met

Ser

Leu

Phe

Lys

Ala

Asp
75

Glu

His

Arg

300

Lys

Glu

Cys

Leu

Trp

380

val

Asp

His

Pro

val

Thr

Gly

Thr

60

Asp

Asp

Asn

285

Val

Glu

Lys

Thr

Ser

365

Glu

Leu

Lys

Glu

Gln

Phe

Leu

45

Tyr

Ser

Pro

270

Ala

val

Tyr

Thr

Leu

350

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala
430

Pro

Ser

30

Glu

Tyr

Lys

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

335

Pro

Ala

Asn

Ser

Arg

415

Leu

Gly

15

Thr

Trp

Ala

Asn

val

Thr

val

Cys

320

Ser

Pro

val

Gly

Asp

400

Trp

His

Gly

Tyr

val

Asp

Thr
80



Leu

Tyr

Ala

Ala

Ser

145

Glu

Ser

Leu

val

Lys
225

Tyr

Cys

Tyr

Ala

130

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

210

Ser

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

<220>
<223>

<400>

Leu

val

Trp

115

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

195

Ala

Phe

29
216
PRT

Gln

Arg

100

Gly

Ser

Ala

val

Ser

180

Thr

Cys

Asn

Met

85

His

Gln

val

Ser

Gln

165

val

Leu

Glu

Arg

Asn

Gly

Gly

Phe

val

150

Trp

Thr

Thr

val

Gly
230

Ser

Asn

Thr

Ile

135

val

Lys

Glu

Leu

Thr

215

Glu

Trinh ty nhan tao

BCMA

29

Glu Ile Vval

1

Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

VL-CL (RK)

Leu

Thr

20

Trp

Ala

Ser

Phe

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala
85

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

val

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

39315

Leu

Phe

Leu

120

Phe

Cys

val

Gln

Ser

200

His

Cys

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Arg

Gly

105

val

Pro

Leu

Asp

Asp

185

Lys

Gln

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

-180-

Ala

90

Asn

Thr

Pro

Leu

Asn

170

Ser

Ala

Gly

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln
90

Glu

Ser

val

Ser

Asn

155

Ala

Lys

Asp

Leu

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Asp

Tyr

Ser

Asp

140

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
220

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Thr

val

Ser

125

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

205

Ser

Leu

val

Pro

45

Asp

Ser

Gly

Ala

Ser

110

Ala

Gln

Tyr

Ser

Thr

190

Lys

Pro

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Tyr

val

95

Trp

Ser

Leu

Pro

Gly

175

Tyr

His

val

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Pro
95

Tyr

Phe

val

Lys

Arg

160

Asn

Ser

Lys

Thr

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro



Asp Phe

Ala Ala

Thr Phe
100

Pro Ser
115

Ser Gly Thr Ala

130

Glu Ala
145

Ser Gln

Leu Ser

vVal Tyr

Lys Ser
210

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

<220>
<223>

<400>

Gln Val
1

Ser Val

Trp Ile

Gly Arg

50
Lys Gly
65
Met Glu
Ala Arg

Thr Leu

<210>
<211>

Lys Val

Glu Ser

Ser Thr

180

Ala Cys
195

Phe Asn

30
119
PRT
Trinh tu
CD20 VH
30
Gln Leu
Lys Val

20

Asn Trp
35

Ile Phe

Arg Val

Leu Ser

Asn Val

100

Val Thr
115

31
115

Gly Gln Gly

Val Phe Ile

Ser Val Vval
135

Gln Trp Lys
150

val Thr Glu
165
Leu Thr Leu

Glu Val Thr

Arg Gly Glu
215

nhan tao

Val Gln Ser

Ser Cys Lys

Val Arg Gln

Pro Gly Asp

Thr Ile Thr

70

Ser Leu Arg
85

Phe Asp Gly

Val Ser Ser

39315

Thr

Phe

120

Cys

Val

Gln

Ser

His

200

Cys

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Tyr

Lys

105

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

185

Gln

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Trp
105

-181-

vVal

Pro

Leu

Asn

Ser

170

Ala

Gly

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Leu

Glu

Ser

Asn

Ala

155

Lys

Asp

Leu

val

Tyr

Gln

Asp

Ser

75

Thr

val

Ile

Asp

Asn

140

Leu

Asp

Tyr

Ser

Lys

Ala

Gly

Tyr

Thr

Ala

Tyr

Lys

Arg

125

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser
205

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Trp

Arg

110

Lys

Tyr

Ser

Thr

Lys

190

Pro

Pro

Ser

30

Glu

Gly

Thr

Tyr

Gly
110

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

175

His

vVal

Gly

15

Tyr

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

val

Lys

Arg

Asn

160

Ser

Lys

Thr

Ser

Ser

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Asp

1

Glu

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Leu

Arg

Ile

Pro

Gly

Gln

50

Arg

Arg

Glu

Thr

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

<220>
<223>

<400>

PRT

Trinh tu

CD20

31

val

Ala

Ile

35

Leu

Phe

vVal

Leu

vVal

115

32
672
PRT

VL

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Trinh tu

nhadn tao

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Tyr

nhan tao

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Thr

Cys

Tyr

Gln

55

Gly

Asp

Phe

39315

Pro

Arg

Trp

40

Met

Ser

val

Gly

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

val

90

Gly

Leu

Lys

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

Pro

Ser

Lys

val

60

Phe

Tyr

Lys

val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

val

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Ala

Glu
110

CD3 VL-CH1-CD20 VH-CH1 (EE) -Fc (khéa, P329G LALA)

32

Gln Ala Val

1

Thr

Asn

Leu

Ser

65

Gln

Val

Tyr

Ile

50

Gly

Pro

Thr

Ala

35

Gly

Ser

Glu

val

Leu

20

Asn

Gly

Leu

Asp

Thr

Thr

Trp

Thr

Leu

Glu
85

Gln

Cys

val

Asn

Gly

70

Ala

Glu

Gly

Gln

Lys

55

Gly

Glu

Pro

Ser

Glu

40

Arg

Lys

Tyr

Ser

Ser

25

Lys

Ala

Ala

Tyr

-182-

Leu

10

Thr

Pro

Pro

Ala

Cys
90

Thr

Gly

Gly

Gly

Leu

75

Ala

Val

Ala

Gln

Thr

60

Thr

Leu

Ser

vVal

Ala

45

Pro

Leu

Trp

Pro
Thr
30

Phe
Ala

Ser

Tyr

Pro

15

His

Gln

val

Lys

Gln

95

Ile

Gly

15

Thr

Arg

Arg

Gly

Ser
95

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Asn

Lys

Gly

Ser

Gly

Phe

Ala

80

Asn



Leu

Ser

Thr

Pro

145

vVal

Ser

Ile

val

Ser

225

Ser

Ser

Met

Phe

Tyr

305

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

385

Leu

Trp

Thr

Ser

130

Glu

His

Ser

Cys

Glu

210

Gln

Ser

Trp

Gly

Lys

290

Met

Ala

Thr

Pro

Gly

370

Asn

Gln

vVal

Lys

115

Gly

Pro

Thr

vVal

Asn

195

Pro

val

val

Ile

Arg

275

Gly

Glu

Arg

Leu

Leu

355

Cys

Ser

Ser

Phe

100

Gly

Gly

val

Phe

val

180

val

Lys

Gln

Lys

Asn

260

Ile

Arg

Leu

Asn

val

340

Ala

Leu

Gly

Ser

Gly

Pro

Thr

Thr

Pro

165

Thr

Asn

Ser

Leu

val

245

Trp

Phe

val

Ser

val

325

Thr

Pro

val

Ala

Gly
405

Gly

Ser

Ala

val

150

Ala

val

His

Cys

val

230

Ser

vVal

Pro

Thr

Ser

310

Phe

val

Ser

Glu

Leu

390

Leu

Gly

val

Ala

135

Ser

val

Pro

Lys

Asp

215

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

295

Leu

Asp

Ser

Ser

Asp

375

Thr

Tyr

39315

Thr

Phe

120

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

200

Gly

Ser

Lys

Gln

Asp

280

Thr

Arg

Gly

Ser

Lys

360

Tyr

Ser

Ser

Lys

105

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

185

Ser

Gly

Gly

Ala

Ala

265

Gly

Ala

Ser

Tyr

Ala

345

Ser

Phe

Gly

Leu

-183-

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

170

Ser

Asn

Gly

Ala

Ser

250

Pro

Asp

Asp

Glu

Trp

330

Ser

Thr

Pro

val

Ser
410

Thr
Ala
Leu
Gly
155
Ser
Leu
Thr
Gly
Glu
235
Gly
Gly
Thr
Lys
Asp
315
Leu
Thr
Ser
Glu
His
395

Ser

val

Pro

val

140

Ala

Gly

Gly

Lys

Ser

220

val

Tyr

Gln

Asp

Ser

300

Thr

Val

Lys

Gly

Pro

380

Thr

val

Leu

Ser

125

Lys

Leu

Leu

Thr

val

205

Gly

Lys

Ala

Gly

Tyr

285

Thr

Ala

Tyr

Gly

Gly

365

vVal

Phe

vVal

Ser

110

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

190

Asp

Gly

Lys

Phe

Leu

270

Asn

Ser

val

Trp

Pro

350

Thr

Thr

Pro

Thr

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

175

Thr

Lys

Gly

Pro

Ser

255

Glu

Gly

Thr

Tyr

Gly

335

Ser

Ala

vVal

Ala

val
415

Ala

Ser

Phe

Gly

160

Leu

Tyr

Lys

Gly

Gly

240

Tyr

Trp

Lys

Ala

Tyr

320

Gln

val

Ala

Ser

val

400

Pro



39315

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn val Asn His Lys
420 425 430

pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Glu Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp
435 440 445

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly Gly
450 455 460

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile
465 470 475 480

Ser Arg Thr Pro Glu val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu
485 490 495

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
500 505 510

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg clu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg
515 520 525

val vVal Ser Val Leu Thr val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys
530 535 540

Glu Tyr Lys Cys Lys vVal Ser Asn Lys Ala Leu Gly Ala Pro Ile Glu
545 550 555 560

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr
565 570 575

Thr Leu Pro Pro Cys Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu
580 585 590

Trp Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp
595 600 605

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val
610 615 620

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp
625 630 635 640

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
645 650 655
Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
660 665 670

<210> 33
<211> 672
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> CD20 VH-CH1-CD3 VL-CH1-Fc (khoa, P329G LALA)

<400> 33

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

-184-



Ser

Trp

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Gly

225

Pro

Ser

Glu

Arg

Lys

305

Tyr

val

Ile

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

Gly

Ser

Ser

Lys

Ala

290

Ala

Tyr

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Asn

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Gly

Leu

Thr

Pro

275

Pro

Ala

Cys

val

20

Trp

Phe

vVal

Ser

val

100

Thr

Pro

val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Ser

Thr

Gly

260

Gly

Gly

Leu

Ala

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Phe

val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

Val

Gly

val

245

Ala

Gln

Thr

Thr

Leu
325

Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu
Asp
Ser
Ser
Asp
150
Thr
Tyr
Gln
Asp
Gly
230
Ser
val
Ala
Pro
Leu

310

Trp

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Gly

Pro

Thr

Phe

Ala

295

Ser

Tyr

39315

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Tyr

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Lys

Gly

Gly

Thr

Arg

280

Arg

Gly

Ser

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Trp

105

Ser

Thr

Pro

val

Ser

185

Ile

val

Ser

Gly

Ser

265

Gly

Phe

Ala

Asn

-185-

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Leu

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Gln

Thr

250

Asn

Leu

Ser

Gln

Leu
330

Tyr

Gln

Asp

Ser

75

Thr

val

Lys

Gly

Pro

155

Thr

val

Asn

Pro

Ala

235

val

Tyr

Ile

Gly

Pro

315

Trp

Ala

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Gly

Gly

140

val

Phe

vVal

val

Lys

220

val

Thr

Ala

Gly

Ser

300

Glu

val

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Val

Leu

Asn

Gly

285

Leu

Asp

Phe

Ser

30

Glu

Gly

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

val

Ala

val

190

His

Cys

Thr

Thr

Trp

270

Thr

Leu

Glu

Gly

Tyr

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

Val

Ala

Ser

val

175

Pro

Lys

Asp

Gln

Cys

255

Val

Asn

Gly

Ala

Gly
335

Ser

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Gly

Glu

240

Gly

Gln

Lys

Gly

Glu

320

Gly



39315

Thr Lys Leu Thr Val Leu Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
340 345 350

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala
355 360 365

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
370 375 380

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
385 390 395 400

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
405 410 415

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn vVal Asn His Lys
420 425 430

pro Ser Asn Thr Lys Val Asp LysS Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp
435 440 445

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly Gly
450 455 460

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile
465 470 475 480

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp vVal Ser His Glu
485 490 495

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly vVal Glu Val His
500 505 510

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg
515 520 525

val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys
530 535 540

Glu Tyr Lys Cys Lys val Ser Asn Lys Ala Leu Gly Ala Pro Ile Glu
545 550 555 560

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr
565 570 575

Thr Leu Pro Pro Cys Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu
580 585 590

Trp Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp
595 600 605

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val
610 615 620

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp
625 630 635 640

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
645 650 655
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39315

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser

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

<220>
<223>

<400>

Gln

1

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Gly

225

Pro

val

val

Ile

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

Gly

Ser

34
676
PRT

Trinh tyu nhén tao

660

665

CD20 VH-CH1 CD3 VL-CL-Fc (khéa, P329G

34

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Asn

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Gly

Leu

Leu

val

20

Trp

Phe

Val

Ser

val

100

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Ser

Thr

val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Phe

val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

val

Gly

val
245

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Gly

230

Ser

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Gly

Pro

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Tyr

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Lys

Gly

Gly

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Trp

105

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

185

Ile

val

Ser

Gly

-187-

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Leu

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Gln

Thr
250

val

Tyr

Gln

Asp

Ser

75

Thr

vVal

Lys

Gly

Pro

155

Thr

vVal

Asn

Pro

Ala

235

val

Leu Ser Leu Ser Pro

LALA)

Lys

Ala

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Gly

Gly

140

val

Phe

val

val

Lys

220

vVal

Thr

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

val

Leu

670

Pro

Ser

30

Glu

Gly

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

val

Ala

val

190

His

Cys

Thr

Thr

Gly

15

Tyr

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

val

Ala

Ser

val

175

Pro

Lys

Asp

Gln

Cys
255

Ser

Ser

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Gly

Glu

240

Gly



Ser

Glu

Arg

Lys

305

Tyr

Thr

Phe

val

Trp

385

Thr

Thr

val

Gly

Ala

465

Thr

val

val

Ser

Leu

545

Ala

Ser

Lys

Ala

290

Ala

Tyr

Lys

Ile

val

370

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu

450

Ala

Leu

Ser

Glu

Thr

530

Asn

Pro

Thr

Pro

275

Pro

Ala

Cys

Leu

Phe

355

Cys

val

Gln

Ser

His

435

Cys

Gly

Met

His

val

515

Tyr

Gly

Ile

Gly

260

Gly

Gly

Leu

Ala

Thr

340

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

420

Gln

Asp

Gly

Ile

Glu

500

His

Arg

Lys

Glu

Ala

Gln

Thr

Thr

Leu

325

val

Pro

Leu

Asn

Ser

405

Ala

Gly

Lys

Pro

Ser

485

Asp

Asn

val

Glu

Lys
565

val

Ala

Pro

Leu

310

Trp

Leu

Ser

Asn

Ala

390

Lys

Asp

Leu

Thr

Ser

470

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

550

Thr

Thr

Phe

Ala

295

Ser

Tyr

Ser

Asp

Asn

375

Leu

Asp

Tyr

Ser

His

455

val

Thr

Glu

Lys

Ser

535

Lys

Ile

39315

Thr

Arg

280

Arg

Gly

Ser

Ser

Glu

360

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser

440

Thr

Phe

Pro

val

Thr

520

val

Cys

Ser

Ser

265

Gly

Phe

Ala

Asn

Ala

345

Gln

Tyr

Ser

Thr

Lys

425

Pro

Cys

Leu

Glu

Lys

505

Lys

Leu

Lys

Lys

-188-

Asn

Leu

Ser

Gln

Leu

330

Ser

Leu

Pro

Gly

Tyr

410

His

val

Pro

Phe

val

490

Phe

Pro

Thr

val

Ala
570

Tyr

Ile

Gly

Pro

315

Trp

val

Lys

Arg

Asn

395

Ser

Lys

Thr

Pro

Pro

475

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

555

Lys

Ala

Gly

Ser

300

Glu

val

Ala

Ser

Glu

380

Ser

Leu

val

Lys

Cys

460

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

540

Asn

Gly

Asn

Gly

285

Leu

Asp

Phe

Ala

Gly

365

Ala

Gln

Ser

Tyr

Ser

445

Pro

Lys

val

Tyr

Glu

525

His

Lys

Gln

Trp

270

Thr

Leu

Glu

Gly

Pro

350

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala

430

Phe

Ala

Pro

val

vVal

510

Gln

Gln

Ala

Pro

vVal

Asn

Gly

Ala

Gly

335

Ser

Ala

val

Ser

Thr

415

Cys

Asn

Pro

Lys

val

495

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg
575

Gln

Lys

Gly

Glu

320

Gly

val

Ser

Gln

val

400

Leu

Glu

Arg

Glu

Asp

480

Asp

Gly

Asn

Trp

Gly

560

Glu



39315

Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Cys Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn
580 585 590

Gln Val Ser Leu Trp Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile
595 600 605

Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr
610 615 620

Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys
625 630 635 640

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys
645 650 655

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu
660 665 670

Ser Leu Ser Pro

675
<210> 35
<211> 228
<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> CD3 VH-CH1

<400> 35

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Thr Tyr
20 25 30

Ala Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Arg Ile Arg Ser Lys Tyr Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr Tyr Ala Asp
50 55 60

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser LyS Asn Thr
65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95

Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val Ser Trp Phe
100 105 110

Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr
115 120 125

Lys Gly Pro Ser val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser
130 135 140

Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu
145 150 155 160
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Pro

Thr

val

Asn

Pro
225

val

Phe

val

val

210

Lys

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

<220>
<223>

<400>

Thr

Pro

Thr

195

Asn

Ser

36
681
PRT

Trinh tu nhan tao

39315

val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr

165

170

Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr

180

185

val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln

200

His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp

Cys

215

¢D20 VL-CH1-CD3 VH-CH1 (EE) -Fc (khoéa,

36

Asp Ile Val

1

Glu

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Leu

Ser

Ser

Asp

145

Thr

Tyr

Pro

Gly

Gln

50

Arg

Arg

Glu

Ser

Lys

130

Tyr

Ser

Ser

Ala

Ile

35

Leu

Phe

val

Leu

Ala

115

Ser

Phe

Gly

Leu

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

Ser

Thr

Pro

val

Ser
180

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Tyr

Thr

Ser

Glu

His

165

Ser

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Lys

Gly

Pro

150

Thr

val

Thr

Cys

Tyr

Gln

55

Gly

Asp

Phe

Gly

Gly

135

val

Phe

Val

Pro

Arg

Trp

40

Met

Ser

vVal

Gly

Pro

120

Thr

Thr

Pro

Thr

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly

105

Ser

Ala

val

Ala

val
185

-190-

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

val

90

Gly

val

Ala

Ser

vVal

170

Pro

Leu

Lys

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Leu

Trp

155

Leu

Ser

220

Pro

Ser

Lys

val

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Gly

140

Asn

Gln

Ser

Ser

Ser

Thr

205

Lys

val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

val

Leu

125

Cys

Ser

Ser

Ser

Gly
Leu
190

Tyr

Lys

P329G LALA)

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Ala

Glu

110

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu
190

val
175
Ser

Ile

val

Pro

15

His

Gln

val

Lys

Gln

95

Ile

Pro

Val

Ala

Gly

175

Gly

His

Ser

Cys

Glu

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Asn

Lys

Ser

Lys

Leu

160

Leu

Thr



39315

Gln Thr Tyr Ile Cys Asn vVal Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val
195 200 205

Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Gly Gly Gly Gly Ser Gly
210 215 220

Gly Gly Gly Ser Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val
225 230 235 240

Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr
245 250 255

Phe Ser Thr Tyr Ala Met Asn Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly
260 265 270

Leu Glu Trp Val Ser Arg Ile Arg Ser Lys Tyr Asn Asn Tyr Ala Thr
275 280 285

Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp ASp
290 295 300

Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
305 310 315 320

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr
325 330 335

val Ser Trp Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Vval Thr Val Ser
340 345 350

Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser
355 360 365

Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Glu Asp
370 375 380

Tyr Phe Pro Glu Pro val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr
385 390 395 400

Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr
405 410 415

Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln
420 425 430

Thr Tyr Ile Cys Asn val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp
435 440 445

Glu Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro
450 455 460

Cys Pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro
465 470 475 480

Pro Lys Pro Lys ASp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr
485 490 495

Cys Val val val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn
500 505 510
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Trp

Glu

Leu

545

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

625

Phe

Asn

Thr

Tyr Val

515

Glu Gln

530

His

Lys

Gln

Leu

Pro

610

Asn

Leu

val

Gln

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

<220>
<223>

<400>
Asp Ile Val

1

Glu

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Pro

Gly

Gln

50

Arg

Arg

Gln

Ala

Pro

Thr

595

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
675

37
442
PRT

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

580

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

660

Ser

Trinh tu

CD20 VL-CHl1-Fc (4, P329G LALA)

37

Ala

Ile

35

Leu

Phe

val

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Gly

Asn

Trp

Gly

565

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

645

Cys

Leu

nhan tao

Thr

5

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala
85

val

Ser

Leu

550

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

630

Leu

Ser

Ser

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Glu

Thr

535

Asn

Pro

Gln

val

val

615

Pro

Thr

val

Leu

Thr

Cys

Tyr

Gln

55

Gly

Asp

39315

vVal His Asn

520

Tyr

Gly

Ile

val

Ser

600

Glu

Pro

val

Met

Ser
680

Pro

Arg

Trp

40

Met

Ser

val

Arg

Lys

Glu

Tyr

585

Leu

Trp

val

Asp

His

665

Pro

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

-192-

vVal

Glu

Lys

570

Thr

Trp

Glu

Leu

Lys

650

Glu

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

val
90

Ala

vVal

Tyr

555

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

635

Ser

Ala

Leu

Lys

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Lys

Ser

540

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

620

Ser

Arg

Leu

Pro

Ser

Lys

Val

60

Phe

Tyr

Thr

525

val

Cys

Ser

Pro

val

605

Gly

Asp

Trp

His

vVal

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Lys

Leu

Lys

Lys

Cys

590

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
670

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Ala

Pro

Thr

val

Ala

575

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

655

His

Pro

15

His

Gln

val

Lys

Gln
95

Arg

val

Ser

560

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe

640

Gly

Tyr

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Asn



Leu

Ser

Ser

Asp

145

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

225

Pro

Thr

Asn

Arg

val

305

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

385

Phe

Glu

Ser

Lys

130

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

210

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

290

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

370

Asn

Phe

Leu

Ala

115

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

195

Lys

Pro

Lys

Val

Tyr

275

Glu

His

Lys

Gln

Leu

355

Pro

Asn

Leu

Pro

100

Ser

Thr

Pro

vVal

Ser

180

Ile

val

Ala

Pro

val

260

val

Gln

Gln

Ala

Pro

340

Thr

Ser

Tyr

val

Tyr

Thr

Ser

Glu

His

165

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

245

val

Asp

Tyr

Asp

Leu

325

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser
405

Thr

Lys

Gly

Pro

150

Thr

val

Asn

Pro

Glu

230

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

310

Gly

Glu

Asn

Ile

Thr

390

Lys

Phe

Gly

Gly

135

val

Phe

val

val

Lys

215

Ala

Thr

val

val

Ser

295

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

375

Thr

Leu

39315

Gly

Pro

120

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

200

Ser

Ala

Leu

Ser

Glu

280

Thr

Asn

Pro

Gln

val

360

val

Pro

Thr

Gly

105

Ser

Ala

vVal

Ala

val

185

His

Cys

Gly

Met

His

265

val

Tyr

Gly

Ile

val

345

Ser

Glu

Pro

val

-193-

Gly

val

Ala

Ser

val

170

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

250

Glu

His

Arg

Lys

Glu

330

Cys

Leu

Trp

val

Asp
410

Thr

Phe

Leu

Trp

155

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

235

Ser

Asp

Asn

val

Glu

315

Lys

Thr

Ser

Glu

Leu

395

Lys

Lys

Pro

Gly

140

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

220

Ser

Arg

Pro

Ala

vVal

300

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

380

Asp

Ser

val

Leu

125

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

205

His

val

Thr

Glu

Lys

285

Ser

Lys

Ile

Pro

Ala

365

Asn

Ser

Arg

Glu

110

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

190

Thr

Thr

Phe

Pro

val

270

Thr

vVal

Cys

Ser

Pro

350

val

Gly

Asp

Trp

Ile

Pro

val

Ala

Gly

175

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

255

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

335

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln
415

Lys

Ser

Lys

Leu

160

Leu

Thr

val

Pro

Phe

240

val

Phe

Pro

Thr

val

320

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

400

Gln



Gly Asn Val Phe

420

Tyr Thr Gln Lys

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

<220>
<223>

<400>

435

38
215
PRT

Trinh ty nhé&n tao

CD3 VL-CL (KK)

38

Gln Ala Val

1

Thr

Asn

Leu

Ser

65

Gln

Leu

Lys

Gln

Gly

145

Gly

Ala

Ser

val

Val

Tyr

Ile

50

Gly

Pro

Trp

Ala

Ala

130

Ala

val

Ser

Tyr

Ala
210

<210>
<211>

Thr

Ala

35

Gly

Ser

Glu

Val

Ala

115

Asn

val

Glu

Ser

Ser

195

Pro

39
226

val

Leu

20

Asn

Gly

Leu

Asp

Phe

100

Pro

Lys

Thr

Thr

Tyr

180

Cys

Thr

39315

Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His

425

Ser Leu Ser Leu Ser Pro

Thr

Thr

Trp

Thr

Leu

Glu

85

Gly

Ser

Ala

val

Thr

165

Leu

Gln

Glu

Gln

Cys

val

Asn

Gly

70

Ala

Gly

val

Thr

Ala

150

Thr

Ser

val

Cys

Glu

Gly

Gln

Lys

55

Gly

Glu

Gly

Thr

Leu

135

Trp

Pro

Leu

Thr

Ser
215

440

Pro

Ser

Glu

40

Arg

Lys

Tyr

Thr

Leu

120

val

Lys

Ser

Thr

His
200

Ser

Ser

25

Lys

Ala

Ala

Tyr

Lys

105

Phe

Cys

Ala

Lys

Pro

185

Glu

-194-

Leu

10

Thr

Pro

Pro

Ala

Cys

Leu

Pro

Leu

Asp

Gln

170

Glu

Gly

Thr

Gly

Gly

Gly

Leu

75

Ala

Thr

Pro

Ile

Ser

155

Ser

Gln

Ser

vVal

Ala

Gln

Thr

60

Thr

Leu

val

Ser

Ser

140

Ser

Asn

Trp

Thr

Ser

val

Ala

45

Pro

Leu

Trp

Leu

Ser

125

Asp

Pro

Asn

Lys

val
205

430

Pro

Thr

30

Phe

Ala

Ser

Tyr

Gly

110

Lys

Phe

vVal

Lys

Ser

190

Glu

Gly

15

Thr

Arg

Arg

Gly

Ser

95

Gln

Lys

Tyr

Lys

Tyr

175

His

Lys

Gly

Ser

Gly

Phe

Ala

80

Asn

Pro

Leu

Pro

Ala

160

Ala

Arg

Thr



<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

PRT

Trinh ty nhan tao

CD20 VH-CL

39

Gln Val Gln

1

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Ile

val

145

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu
225

Val

Ile

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Leu

Phe

130

Cys

val

Gln

Ser

His

210

Cys

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

<220>
<223>

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Asn

Val

115

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

195

Gln

40
672
PRT

Leu

val

20

Trp

Phe

val

Ser

val

100

Thr

Pro

Leu

Asn

Ser

180

Ala

Gly

Val

Ser

vVal

Pro

Thr

Ser

85

Phe

val

Ser

Asn

Ala

165

Lys

Asp

Leu

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Asp

Asn

150

Leu

Asp

Tyr

Ser

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Ser

Glu

135

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser
215

Trinh tu nhan tao

CD20 VH-CH1 (EE)-CD3 VL-CH1-Fc (DD, P329G LALA)

39315

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Tyr

Ala

120

Gln

Tyr

Ser

Thr

Lys

200

Pro

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Trp

105

Ser

Leu

Pro

Gly

Tyr

185

His

val

-195-

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Leu

val

Lys

Arg

Asn

170

Ser

Lys

Thr

val

Tyr

Gln

Asp

Ser

75

Thr

val

Ala

Ser

Glu

155

Ser

Leu

val

Lys

Lys

Ala

Gly

Tyr

Thr

Ala

Tyr

Ala

Gly

140

Ala

Gln

Ser

Tyr

Ser
220

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Trp

Pro

125

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala

205

Phe

Pro

Ser

30

Glu

Gly

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

val

Ser

Thr

190

Cys

Asn

Gly

15

Tyr

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

val

Ser

Gln

val

175

Leu

Glu

Arg

Ser

Ser

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

vVal

Trp

160

Thr

Thr

val

Gly



<400>

40

Gln Val Gln

1

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Gly

225

Pro

Ser

Glu

Arg

Lys
305

val

Ile

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

Gly

Ser

Ser

Lys

Ala

290

Ala

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Asn

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Gly

Leu

Thr

Pro

275

Pro

Ala

Leu

Val

20

Trp

Phe

val

Ser

vVal

100

Thr

Pro

vVal

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Ser

Thr

Gly

260

Gly

Gly

Leu

val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Phe

Val

Ser

Glu

Leu

165

Leu

Thr

val

Gly

val

245

Ala

Gln

Thr

Thr

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Gly

230

Ser

val

Ala

Pro

Leu
310

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Glu

215

Gly

Pro

Thr

Phe

Ala

295

Ser

39315

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Tyr

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Lys

Gly

Gly

Thr

Arg

280

Arg

Gly

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Trp

105

Ser

Thr

Pro

val

Ser

185

Ile

val

Ser

Gly

Ser

265

Gly

Phe

Ala

-196-

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Leu

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Gln

Thr

250

Asn

Leu

Ser

Gln

val

Tyr

Gln

Asp

Ser

75

Thr

val

Lys

Gly

Pro

155

Thr

val

Asn

Pro

Ala

235

vVal

Tyr

Ile

Gly

Pro
315

Lys

Ala

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Gly

Gly

140

Val

Phe

vVal

Val

Lys

220

vVal

Thr

Ala

Gly

Ser

300

Glu

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

val

Leu

Asn

Gly

285

Leu

Asp

Pro

Ser

30

Glu

Gly

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

vVal

Ala

val

190

His

Cys

Thr

Thr

Trp

270

Thr

Leu

Glu

Gly

15

Tyr

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

Val

Ala

Ser

val

175

Pro

Lys

Asp

Gln

Cys

255

vVal

Asn

Gly

Ala

Ser

Ser

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Gly

Glu

240

Gly

Gln

Lys

Gly

Glu
320



39315

Tyr Tyr Cys Ala Leu Trp Tyr Ser Asn Leu Trp Val Phe Gly Gly Gly
325 330 335

Thr Lys Leu Thr val Leu Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
340 345 350

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys ger Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala
355 360 365

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
370 375 380

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
385 390 395 400

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
405 410 415

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn val Asn His Lys
420 425 430

pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp
435 440 445

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly Gly
450 455 460

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys AsSp Thr Leu Met Ile
465 470 475 480

Ser Arg Thr Pro clu Val Thr Cys Val val vVal Asp Val Ser His Glu
485 490 495

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
500 505 510

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg
515 520 525

val Val Ser Val Leu Thr val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys
530 535 540

Glu Tyr Lys Cys Lys val Ser Asn Lys Ala Leu Gly Ala Pro Ile Glu
545 550 555 560

Lys Thr Ile Ser LyS Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr
565 570 575

Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln vVal Ser Leu
580 585 590

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp
595 600 605

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Asp Thr Thr Pro Pro Val
610 615 620

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Asp Leu Thr Val Asp
625 630 635 640

-197-



Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Va

645

39315

650

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

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

<220>
<223>

<400>

Gln

1

Ser

Trp

Gly

Lys

Met

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr
225

val

val

Ile

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

41
447
PRT

Trinh ty nhan tao

CD20 VH-CH1 (EE)-Fc (KK,

41

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Asn

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

660

Leu

vVal

20

Trp

Phe

val

Ser

val

100

Thr

Pro

val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Phe

Val

Ser

Glu

Leu

165

Leu

Thr

val

Pro

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro
230

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Glu

215

Cys

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Tyr

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Lys

Pro

665

P329G

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Trp

105

Ser

Thr

Pro

val

Ser

185

Ile

vVal

Ala

-198-

LALA)

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Leu

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

val

Tyr

Gln

Asp

Ser

75

Thr

val

Lys

Gly

Pro

155

Thr

val

Asn

Pro

Glu
235

Lys

Ala

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Gly

Gly

140

val

Phe

val

val

Lys

220

Ala

655

1 Phe Ser Cys Ser Val Met His

Ser Leu Ser Pro

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Ala

670

Pro

Ser

30

Glu

Gly

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

val

Ala

Val

190

His

Cys

Gly

Gly

15

Tyr

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

Val

Ala

Ser

vVal

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ser

Ser

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro
240



39315

Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser
245 250 255

Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp
260 265 270

Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr val Asp Gly Val Glu Val His Asn
275 280 285

Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg vVal
290 295 300

val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
305 310 315 320

Tyr Lys Cys Lys val Ser Asn Lys Ala Leu Gly Ala Pro Ile Glu Lys
325 330 335

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr
340 345 350

Leu Pro Pro Ser Arg Lys Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr
355 360 365

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu
370 375 380

Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu
385 390 395 400

Lys Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys
405 410 415

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu
420 425 430

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

435 440 445
<210> 42
<211> 447

<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> CD20 VH-CH1 (EE) -Fc (6, N297G)

<400> 42

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

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ala Phe Ser Tyr Ser
20 25 30

Trp Ile Asn Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp Tyr Asn Gly Lys Phe
50 55 60
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Lys

65

Met

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

305

Tyr

Thr

Leu

Cys

Gly

Glu

Arg

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

val

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Ile

Pro

Ala
370

Arg

Leu

Asn

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

275

Thr

val

Cys

Ser

Pro

355

val

vVal

Ser

vVal

100

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

340

Ser

Lys

Thr

Ser

85

Phe

val

Ser

Glu

Leu

165

Leu

Thr

val

Pro

Phe

245

val

Phe

Pro

Thr

val

325

Ala

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

val

310

Ser

Lys

Asp

Phe

Thr

Arg

Gly

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Glu

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr
375

39315

Ala

Ser

Tyr

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Lys

Pro

Lys

Val

Tyr

280

Glu

His

Lys

Gln

Leu

360

Pro

Asp

Glu

Trp

105

Ser

Thr

Pro

vVal

Ser

185

Ile

val

Ala

Pro

val

265

val

Gln

Gln

Ala

Pro

345

Thr

Ser

-200-

Lys

Asp

90

Leu

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

val

Asp

Tyr

Asp

Leu

330

Arg

Lys

Asp

Ser

75

Thr

vVal

Lys

Gly

Pro

155

Thr

val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Gly

Trp

315

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

Ala

Tyr

Gly

Gly

140

val

Phe

val

val

Lys

220

Leu

Thr

Val

val

Ser

300

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala
380

Ser

val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Gln

val

365

val

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

vVal

Ala

Val

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

val

Tyr

Gly

Ile

val

350

Ser

Glu

Ala

Tyr

95

Gln

val

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu

335

Cys

Leu

Trp

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

val

Glu

320

Lys

Thr

Ser

Glu



Ser Asn Gly Gln

385

Asp Ser Asp Gly

Ser Arg Trp Gln

420

Ala Leu His Asn

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

<220>
<223>

<400>

435

43
439
PRT

Trinh tu

Pro

Ser

405

Gln

His

nhan tao

Glu
390
Phe

Gly

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr

39315

Asn

Leu

val

Gln
440

Tyr

vVal

Phe

425

Lys

CD3 VL-CH1-Fc(khda, N297G)

43

Gln Ala Val

1

Thr

Asn

Leu

Ser

65

Gln

Leu

Ser

Thr

Pro

145

Val

Ser

Ile

val

Tyr

Ile

50

Gly

Pro

Trp

Thr

Ser

130

Glu

His

Ser

Cys

Thr

Ala

35

Gly

Ser

Glu

val

Lys

115

Gly

Pro

Thr

val

Asn
195

vVal

Leu

20

Asn

Gly

Leu

Asp

Phe

100

Gly

Gly

vVal

Phe

val

180

val

Thr

Thr

Trp

Thr

Leu

Glu

85

Gly

Pro

Thr

Thr

Pro

165

Thr

Asn

Gln

Cys

vVal

Asn

Gly

70

Ala

Gly

Ser

Ala

val

150

Ala

val

His

Glu

Gly

Gln

Lys

55

Gly

Glu

Gly

val

Ala

135

Ser

vVal

Pro

Lys

Pro

Ser

Glu

40

Arg

Lys

Tyr

Thr

Phe

120

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro
200

Ser

Ser

25

Lys

Ala

Ala

Tyr

Lys

105

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

185

Ser

-201-

Lys
Ser
410

Ser

Ser

Leu

10

Thr

Pro

Pro

Ala

Cys

90

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

170

Ser

Asn

Thr
395
Lys

Cys

Leu

Thr

Gly

Gly

Gly

Leu

75

Ala

Thr

Ala

Leu

Gly

155

Ser

Leu

Thr

Thr

Leu

Ser

Ser

Val

Ala

Gln

Thr

60

Thr

Leu

Val

Pro

val

140

Ala

Gly

Gly

Lys

Pro

Thr

val

Leu
445

Ser

vVal

Ala

45

Pro

Leu

Trp

Leu

Ser

125

Lys

Leu

Leu

Thr

val
205

Pro

val

Met

430

Ser

Pro

Thr

30

Phe

Ala

Ser

Tyr

Ser

110

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

190

Asp

val
Asp
415

His

Pro

Gly

15

Thr

Arg

Arg

Gly

Ser

95

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

175

Thr

Lys

Leu
400
Lys

Glu

Gly

Ser

Gly

Phe

Ala

80

Asn

Ala

Ser

Phe

Gly

160

Leu

Tyr

Lys
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val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro
210 215 220

Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys
225 230 235 240

Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val
245 250 255

val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr
260 265 270

val Asp Gly Val Glu val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu
275 280 285

Gln Tyr Gly Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser val Leu Thr Val Leu His
290 295 300

Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr LyS Cys Lys Val Ser Asn Lys
305 310 315 320

Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln
325 330 335

Pro Arg Glu Pro Gln val Tyr Thr Leu Pro pro Cys Arg Asp Glu Leu
340 345 350

Thr Lys Asn Gln vVal Ser Leu Trp Cys Leu val Lys Gly Phe Tyr Pro
355 360 365

Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn
370 375 380

Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu
385 390 395 400

Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val
405 410 415

Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln
420 425 430

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro

435
<210> 44
<211> 450
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> CD20 VH-CH1 (EE) -Fc (6, N297G)

<400> 44

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30
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Asn

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Gly

Ser

Ala

145

val

Ala

val

His

Cys

225

Gly

Met

His

vVal

Tyr

305

Gly

Ile

Met

Ala

50

Gly

Gln

Arg

Gln

vVal

130

Ala

Ser

val

Pro

Lys

210

Asp

Gly

Ile

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

His

35

Ile

Arg

Met

val

Gly

115

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

275

Asn

val

Glu

Lys

Trp

Tyr

Phe

Asn

val

100

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

260

Pro

Ala

val

Tyr

Thr
340

val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

His

val

245

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

325

Ile

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Tyr

val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

230

Phe

Pro

val

Thr

val

310

Cys

Ser

Gln

Asn

55

Ser

Arg

Ser

Thr

Pro

135

val

Ala

Gly

Gly

Lys

215

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

295

Leu

Lys

Lys

39315

Ala

40

Gly

val

Ala

Asn

val

120

Ser

Glu

Leu

Leu

Thr

200

val

Pro

Phe

val

Phe

280

Pro

Thr

val

Ala

Pro

Asp

Asp

Glu

Ser

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

265

Asn

Arg

vVal

Ser

Lys
345

-203-

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Tyr

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Glu

Cys

Pro

250

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

330

Gly

Lys

Ser

Ser

75

Thr

Trp

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

LysS

Pro

235

Lys

val

Tyr

Glu

His

315

Lys

Gln

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Ser

Thr

140

Pro

val

Ser

Ile

val

220

Ala

Pro

val

val

Gln

300

Gln

Ala

Pro

Leu

45

Asn

Asn

val

Phe

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

285

Tyr

Asp

Leu

Arg

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp

110

Lys

Gly

Pro

Thr

vVal

190

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

270

Gly

Gly

Trp

Pro

Glu
350

Trp

Lys

Leu

Tyr

95

val

Gly

Gly

val

Phe

175

val

val

Lys

Leu

Thr

255

val

Val

Ser

Leu

Ala

335

Pro

val

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

240

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Pro

Gln



val

Ser

Glu

385

Pro

val

Met

Ser

Cys

Leu

370

Trp

val

Asp

His

Pro
450

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

<220>
<223>

<400>

Thr
355

Ser

Glu

Leu

Lys

Glu
435

45
213
PRT

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

420

Ala

Pro

Ala

Asn

Ser

405

Arg

Leu

Pro

val

Gly

390

Asp

Trp

His

Ser

Lys

375

Gln

Gly

Gln

Asn

Trinh ty nhan tao

CD20 VL-CL(RK)

45

Asp Ile Gln

1

Asp

His

Ala

Gly

65

Asp

Phe

Ser

Ala

vVal
145

Arg

Trp

Pro

50

Ser

Phe

Gly

val

Ser

130

Gln

val

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Gln

Phe

115

val

Trp

Met

Thr

20

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly

100

Ile

val

Lys

Thr

Ile

Gln

Leu

Asp

Tyr

85

Thr

Phe

Cys

val

Gln

Thr

Lys

Ala

Phe

70

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp
150

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Thr

Cys

val

Pro

Leu

135

Asn

39315

Arg

360

Gly

Pro

Ser

Gln

His
440

Pro

Arg

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

120

Asn

Ala

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

425

Tyr

Ser

Ala

25

Lys

val

Thr

Gln

Ile

105

Asp

Asn

Leu

-204-

Glu

Tyr

Asn

Phe

410

Asn

Thr

Ser

10

Ser

Ala

Pro

Ile

Trp

90

Lys

Arg

Phe

Gln

Leu

Pro

Asn

395

Leu

Val

Gln

Leu

Ser

Pro

Ser

Ser

75

Ser

Arg

Lys

Tyr

Ser
155

Thr

Ser

380

Tyr

val

Phe

Lys

Ser

Ser

Lys

Arg

60

Ser

Phe

Thr

Leu

Pro

140

Gly

Lys

365

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
445

Ala

val

Pro

45

Phe

Leu

Asn

val

Lys

125

Arg

Asn

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

430

Leu

Ser

Ser

30

Leu

Ser

Gln

Pro

Ala

110

Ser

Glu

Ser

Gln

Ala

Thr

Leu

415

Ser

Ser

val

15

Tyr

Ile

Gly

Pro

Pro

95

Ala

Gly

Ala

Gln

val

val

Pro

400

Thr

val

Leu

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

80

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu
160



39315

Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser LyS Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys val Tyr
180 185 190

Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val .Thr Lys Ser
195 200 205

Asn Arg Gly Glu Cys

210
<210> 46
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> CD20 HCDR1

<400> 46

Tyr Ser Trp Ile Asn

1 5
<210> 47

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> CD20 HCDR2Z

<400> 47

Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp Tyr Asn Gly Lys Phe
1 5 10 15
Gly

<210> 48

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhéan tao

<220>
<223> CD20 HCDR3

<400> 48

Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val Tyr
1 5 10
<210> 49

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

-205-

Ser

Ala

Phe

Lys



39315

<220>
<223> CD20 LCDR1

<400> 49

Arg Ser Ser Lys Ser Leu Leu His Ser Asn Gly Ile Thr Tyr Leu Tyr

1 5 10
<210> 50

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> CD20 LCDRZ

<400> 50

Gln Met Ser Asn Leu Val Ser

1 5
<210> 51

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> CD20 LCDR3

<400> 51

Ala Gln Asn Leu Glu Leu Pro Tyr Thr

1 5
<210> 52

<211> 673

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Her2 VH-CHL1 (EE) -CD3 VL-CH1-Fc (khda, P329G LALA)

<400> 52

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val
1 5 10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asn
20 25

Tyr Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly
35 40

Ala Arg Ile Tyr Pro Thr Asn Gly Tyr Thr Arg Tyr
50 55 60

-206-

Gln

Ile

Leu

45

Ala

Pro

Lys

30

Glu

Asp

15

Gly Gly

15

Asp Thr

Trp Val

Ser Val



Lys

65

Leu

Ser

Gly

Phe

Leu

145

Trp

Leu

Ser

Pro

Gly

225

Glu

Gly

Gln

Lys

Gly

305

Glu

Gly

val

Ala

Gly

Gln

Arg

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Gly

Pro

Ser

Glu

Arg

290

Lys

Tyr

Thr

Phe

Leu
370

Arg

Met

Trp

Leu

115

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

195

Asn

Gly

Ser

Ser

Lys

275

Ala

Ala

Tyr

Lys

Pro

355

Gly

Phe

Asn

Gly

100

val

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Gly

Leu

Thr

260

Pro

Pro

Ala

Cys

Leu

340

Leu

Cys

Thr
Ser
85

Gly
Thr
Pro
val
Ala
165
Gly
Gly
Lys
Ser
Thr
245
Gly
Gly
Gly
Leu
Ala
325
Thr

Ala

Leu

Ile

70

Leu

Asp

val

Ser

Glu

150

Leu

Leu

Thr

val

Gly

230

val

Ala

Gln

Thr

Thr

310

Leu

val

Pro

val

Ser

Arg

Gly

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

215

Gly

Ser

val

Ala

Pro

295

Leu

Trp

Leu

Ser

Lys
375
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Ala

Ala

Phe

Ser

120

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Glu

Gly

Pro

Thr

Phe

280

Ala

Ser

Tyr

Ser

Ser

360

Asp

Asp

Glu

Tyr

105

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Lys

Gly

Gly

Thr

265

Arg

Arg

Gly

Ser

Ser

345

Lys

Tyr

-207-

Thr

Asp

90

Ala

Ser

Thr

Pro

val

170

Ser

Ile

val

Ser

Gly

250

Ser

Gly

Phe

Ala

Asn

330

Ala

Ser

Phe

Ser

75

Thr

Met

Thr

Ser

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

Gln

235

Thr

Asn

Leu

Ser

Gln

315

Leu

Ser

Thr

Pro

Lys

Ala

Asp

Lys

Gly

140

Pro

Thr

vVal

Asn

Pro

220

Ala

vVal

Tyr

Ile

Gly

300

Pro

Trp

Thr

Ser

Glu
380

Asn

val

Tyr

Gly

125

Gly

Val

Phe

vVal

val

205

Lys

val

Thr

Ala

Gly

285

Ser

Glu

val

Lys

Gly

365

Pro

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

190

Asn

Ser

vVal

Leu

Asn

270

Gly

Leu

Asp

Phe

Gly

350

Gly

val

Ala

Tyr

95

Gly

Ser

Ala

val

Ala

175

val

His

Cys

Thr

Thr

255

Trp

Thr

Leu

Glu

Gly

335

Pro

Thr

Thr

Tyr

80

Cys

Gln

val

Ala

Ser

160

val

Pro

Lys

Asp

Gln

240

Cys

Val

Asn

Gly

Ala

320

Gly

Ser

Ala

vVal



Ser

385

val

Pro

Lys

Asp

Gly

465

Ile

Glu

His

Arg

Lys

545

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

625

Asp

His

Pro

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

450

Pro

Ser

Asp

Asn

val

530

Glu

Lys

Thr

Trp

Glu

610

Leu

Lys

Glu

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

Asn

Gln

Ser

Ser

435

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

515

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

595

Ser

Asp

Ser

Ala

53
448
PRT

Ser

Ser

Ser

420

Asn

His

val

Thr

Glu

500

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

580

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
660

Gly

Ser

405

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

485

Val

Thr

val

Cys

Ser

565

Pro

vVal

Gly

Asp

Trp

645

His

Ala

390

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

470

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

550

Lys

Cys

Lys

Gln

Gly

630

Gln

Asn

Leu

Leu

Thr

val

Pro

455

Phe

val

Phe

Pro

Thr

535

vVal

Ala

Arg

Gly

Pro

615

Ser

Gln

His

Trinh tu nhéan tao
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Thr Ser Gly

Tyr

Gln

Asp

440

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

520

val

Ser

Lys

Asp

Phe

600

Glu

Phe

Gly

Tyr

Ser

Thr

425

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

505

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

585

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
665

-208-

Leu

410

Tyr

Lys

Pro

Lys

val

490

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

570

Leu

Pro

Asn

Leu

val

650

Gln

Val

395

Ser

Ile

val

Ala

Pro

475

val

val

Gln

Gln

Ala

555

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

635

Phe

Lys

His

Ser

Cys

Glu

Pro

460

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

540

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

620

Ser

Ser

Ser

Thr

val

Asn

Pro

445

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

525

Trp

Gly

Glu

Asn

Ile

605

Thr

Lys

Cys

Leu

Phe

val

Val

430

Lys

Ala

Thr

val

Val

510

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

590

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
670

Pro

Thr

415

Asn

Ser

Ala

Leu

Ser

495

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

575

vVal

val

Pro

Thr

val

655

Leu

Ala

400

val

His

Cys

Gly

Met

480

His

val

Tyr

Gly

Ile

560

val

Ser

Glu

Pro

val

640

Met

Ser
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<220>
<223> Her2 VH-CH1 (EE) -Fc (6, P329G LALA)

<400> 53

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys ASp Thr
20 25 30

Tyr Ile His Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Arg Ile Tyr Pro Thr Asn Gly Tyr Thr Arg Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
115 120 125

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala
130 135 140

Leu Gly Cys Leu Val Glu Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
145 150 155 160

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
165 170 175

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
180 185 190

ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn val Asn His Lys
195 200 205

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Glu Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp
210 215 220

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly Gly
225 230 235 240

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys AsSp Thr Leu Met Ile
245 250 255

Ser Arg Thr Pro Glu val Thr Cys Val Val Val Asp val Ser His Glu
260 265 270

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly val Glu Val His
275 280 285

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg
290 295 300

-209-



val

305

Glu

Lys

Thr

Ser

Glu

385

Leu

Lys

Glu

vVal
Tyr
Thr
Leu
Cys
370
Ser
Asp
Ser

Ala

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

<220>
<223>

<400>

Asp

Asp

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Ile

Arg

Ala

Ser

50

Arg

Asp

Phe

Ser

Ser

Lys

Ile

Pro

355

Ala

Asn

Ser

Arg

Leu

435

54
214
PRT

val

Cys

Ser

340

Pro

val

Gly

Asp

Trp

420

His

Trinh tuy

Leu

Lys

325

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

405

Gln

Asn

nhan tao

Thr

310

val

Ala

Arg

Gly

Pro

390

Ser

Gln

His

Her2 VL-CL(RK)

54

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

vVal
115

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Thr

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

val

Ser

Lys

Asp

Phe

375

Glu

Phe

Gly

Tyr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

39315

Leu His Gln

Asn

Gly

Glu

360

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
440

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

val

Pro
120

Lys

Gln

345

Leu

Pro

Asn

Leu

val

425

Gln

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

-210-

Ala

330

Pro

Thr

Ser

Tyr

val

410

Phe

Lys

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asp

315

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

395

Ser

Ser

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

His

Lys

Arg

Trp

Gly

Glu

Asn

Ile

380

Thr

Lys

Cys

Leu

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Arg

Lys

Leu

Ala

Pro

Gln

365

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
445

Ala

val

Lys

Arg

Ser

Thr

Thr

Leu
125

Asn

Pro

Gln

350

vVal

val

Pro

Thr

val

430

Leu

Ser

Asn

30

Leu

Phe

Leu

Thr

val

110

Lys

Gly Lys
320

Ile Glu
335

vVal Cys

Ser Leu

Glu Trp

Pro Val
400

vVal Asp
415

Met His

Ser Pro

val Gly
15

Thr Ala

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro Pro
95

Ala Ala

Ser Gly



Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Ala Ser Val

130

val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

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

<220>
<223>

<400>

Gln

val

Leu

Glu
195

Arg

55
673
PRT

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Trinh tu

val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

nhéan tao

Cys

val

150

Gln

Ser

His

Cys

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

39315

Leu Asn Asn

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Leu
Asp
170

Tyr

Ser

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

CD3 VL-CH1-Her3 VH-CH1 (EE) - Fc(khoa,

55

Gln Ala Val

1

Thr

Asn

Leu

Ser

65

Gln

Leu

Ser

Thr

Pro

145

val

val

Tyr

Ile

50

Gly

Pro

Trp

Thr

Ser

130

Glu

His

Thr

Ala

35

Gly

Ser

Glu

val

Lys

115

Gly

Pro

Thr

val

Leu

20

Asn

Gly

Leu

Asp

Phe

100

Gly

Gly

val

Phe

Thr

Thr

Trp

Thr

Leu

Glu

85

Gly

Pro

Thr

Thr

Pro
165

Gln

Cys

val

Asn

Gly

70

Ala

Gly

Ser

Ala

val

150

Ala

Glu

Gly

Gln

Lys

55

Gly

Glu

Gly

val

Ala

135

Ser

vVal

Pro

Ser

Glu

40

Arg

Lys

Tyr

Thr

Phe

120

Leu

Trp

Leu

Ser

Ser

25

Lys

Ala

Ala

Tyr

Lys

105

Pro

Gly

Asn

Gln
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Leu

10

Thr

Pro

Pro

Ala

Cys

90

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser
170

Thr

Gly

Gly

Gly

Leu

75

Ala

Thr

Ala

Leu

Gly

155

Ser

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Pro

Gly

Tyr

His

val
205

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

P329G LALA)

val

Ala

Gln

Thr

60

Thr

Leu

val

Pro

val

140

Ala

Gly

Ser

val

Ala

45

Pro

Leu

Trp

Leu

Ser

125

Lys

Leu

Leu

Pro

Thr

30

Phe

Ala

Ser

Tyr

Ser

110

Ser

Asp

Thr

Tyr

Glu
Ser
Leu
175

val

Lys

Gly

15

Thr

Arg

Arg

Gly

Ser

95

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser
175

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ser

Gly

Phe

Ala

80

Asn

Ala

Ser

Phe

Gly

160

Leu



Ser

Ile

val

Ser

225

Ala

Ser

Met

Leu

Tyr

305

Cys

Gln

val

Ala

Ser

385

val

Pro

Lys

Asp

Gly

465

Ile

Ser

Cys

Glu

210

Gln

Ser

Tyr

Gly

Gln

290

Met

Ala

Gly

Phe

Leu

370

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

450

Pro

Ser

val

Asn

195

Pro

val

val

Ile

Trp

275

Gly

Glu

Arg

Thr

Pro

355

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

435

Thr

Ser

Arg

val

180

val

Lys

Gln

Lys

Ser

260

Ile

Arg

Leu

His

Leu

340

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

420

Asn

His

val

Thr

Thr

Asn

Ser

Leu

val

245

Trp

Tyr

val

Arg

Arg

325

val

Ala

Leu

Gly

Ser

405

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro
485

val

His

Cys

Val

230

Ser

val

Ala

Thr

Ser

310

Asp

Thr

Pro

val

Ala

390

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

470

Glu

Pro

Lys

Asp

215

Gln

Cys

Arg

Gly

Met

295

Leu

Tyr

val

Ser

Glu

375

Leu

Leu

Thr

val

Pro

455

Phe

val
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Ser

Pro

200

Gly

Ser

Lys

Gln

Thr

280

Thr

Arg

Tyr

Ser

Ser

360

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

440

Pro

Pro

Thr

Ser

185

Ser

Gly

Gly

Ala

Ala

265

Gly

Thr

Ser

Ser

Ser

345

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

425

Glu

Cys

Pro

Cys

-212-

Ser

Asn

Gly

Ala

Ser

250

Pro

Ser

Asp

Asp

Asn

330

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

410

Tyr

Lys

Pro

Lys

val
490

Leu

Thr

Gly

Glu

235

Gly

Gly

Pro

Thr

Asp

315

Ser

Ser

Thr

Pro

val

395

Ser

Ile

val

Ala

Pro

475

val

Gly

Lys

Ser

220

val

Tyr

Gln

Ser

Ser

300

Thr

Leu

Thr

Ser

Glu

380

His

Ser

Cys

Glu

Pro

460

Lys

val

Thr

Val

205

Gly

Lys

Thr

Gly

Tyr

285

Thr

Ala

Thr

Lys

Gly

365

Pro

Thr

val

Asn

Pro

445

Glu

Asp

Asp

Gln

190

Asp

Gly

Lys

Phe

Leu

270

Asn

Ser

vVal

Tyr

Gly

350

Gly

val

Phe

vVal

val

430

Lys

Ala

Thr

val

Thr

Lys

Gly

Pro

Arg

255

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp

335

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

415

Asn

Ser

Ala

Leu

Ser
495

Tyr

Lys

Gly

Gly

240

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

320

Gly

Ser

Ala

val

Ala

400

val

His

Cys

Gly

Met

480

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

500 505

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln

Arg Val
530

515 520

val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln
535

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn LyS Ala

545

Glu Lys

Tyr Thr

Leu Trp

Trp Glu

610

vVal Leu

625

Asp Lys

His Glu

Pro

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

<220>
<223>

<400>

Gln Val

Ser Val

Tyr Ile

Gly Trp

50

Gln Gly
65

550 555

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro
565 570

Leu Pro Pro Cys Arg Asp Glu Leu Thr
580 585

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser
595 600

Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr
615

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr
630 635

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe
645 650

Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys
660 665

56

448

PRT

Trinh ty nhan tao

Her3 VH-CHL (EE)-Fc (6, P329G LALA)

56

Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val
Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr

20 25

Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln
35 40

Ile Tyr Ala Gly Thr Gly Ser Pro Ser
55

Arg Val Thr Met Thr Thr Asp Thr Ser
70 75

-213-

Asp

Tyr

Asp

540

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

620

Ser

Ser

Ser

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Gly

Asn

525

Trp

Gly

Glu

Asn

Ile

605

Thr

Lys

Cys

Leu

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

510

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

590

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
670

Pro

Arg

30

Glu

Gln

Thr

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

575

val

val

Pro

Thr

val

655

Leu

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

val

Tyr

Gly

Ile

560

Val

Ser

Glu

Pro

val

640

Met

Ser

Ala

Ser

Met

Leu

Tyr
80



Met
Ala
Gly
Phe
Leu
145
Trp
Leu
Ser
Pro
Lys
225
Pro
Ser
Asp
Asn
val
305
Glu
Lys
Thr

Ser

Glu
385

Glu

Arg

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

290

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

370

Ser

Leu

His

Leu

115

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

195

Asn

His

val

Thr

Glu

275

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

355

Ala

Asn

Arg

Arg

100

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

260

val

Thr

vVal

Cys

Ser

340

Pro

val

Gly

Ser

85

Asp

Thr

Pro

val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

325

Lys

Ser

Lys

Gln

Leu

Tyr

val

Ser

Glu

150

Leu

Leu

Thr

val

Pro

230

Phe

val

Phe

Pro

Thr

310

val

Ala

Arg

Gly

Pro
390

Arg

Tyr

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

215

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

295

val

Ser

Lys

Asp

Phe

375

Glu

39315

Ser

Ser

Ser

120

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Glu

Cys

Pro

Cys

Trp

280

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

360

Tyr

Asn

Asp

Asn

105

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Lys

Pro

Lys

val

265

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

345

Leu

Pro

Asn

-214-

Asp

90

Ser

Ser

Thr

Pro

val

170

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

250

val

val

Gln

Gln

Ala

330

Pro

Thr

Ser

Tyr

Thr

Leu

Thr

Ser

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

Pro

235

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

315

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys
395

Ala

Thr

Lys

Gly

140

Pro

Thr

val

Asn

Pro

220

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

300

Trp

Gly

Glu

Asn

Ile

380

Thr

vVal

Tyr

Gly

125

Gly

vVal

Phe

Val

val

205

Lys

Ala

Thr

val

val

285

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

365

Ala

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

190

Asn

Ser

Ala

Leu

Ser

270

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

350

vVal

Val

Pro

Tyr

95

Gly

Ser

Ala

val

Ala

175

Val

His

Cys

Gly

Met

255

His

vVal

Tyr

Gly

Ile

335

val

Ser

Glu

Pro

Cys

Gln

Val

Ala

Ser

160

vVal

Pro

Lys

Asp

Gly

240

Ile

Glu

His

Arg

Lys

320

Glu

Cys

Leu

Trp

val
400



Leu Asp Ser Asp

Lys Ser Arg Trp

420

Glu Ala Leu His

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

<220>
<223>

<400>

435

57
220
PRT

Trinh tu

Gly Ser Phe

405

Gln Gln Gly

Asn His Tyr

nhan tao

Her3 VL-CL

57

Asp Ile Val

1

Glu

Gly

Pro

Pro

65

Ile

Asp

Lys

Arg

Phe

145

Gln

Ser

Glu

Ser

Arg

Asn

Pro

50

Asp

Ser

Tyr

Arg

Lys

130

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
210

Ala

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Ser

Thr

115

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

195

val

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Leu

Tyr

100

Val

Lys

Arg

Asn

Ser

180

Lys

Thr

Thr

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln

85

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

165

Leu

Val

Lys

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Tyr

Ala

Gly

Ala

150

Gln

Ser

Tyr

Ser

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

135

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
215

39315

Phe

Asn

Thr
440

Pro

Lys

Thr

40

Trp

Gly

Asp

Phe

Ser

120

Ala

val

Ser

Thr

Cys

200

Asn

Leu
Val
425

Gln

Asp

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Val

Gly

105

Val

Ser

Gln

val

Leu

185

Glu

Arg

-215-

Val Ser Lys Leu

410

Phe

Lys

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

90

Gln

Phe

val

Trp

Thr

170

Thr

val

Gly

Ser

Ser

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

vVal

Gly

Ile

val

Lys

155

Glu

Leu

Thr

Glu

Cys

Leu

Ala

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

140

val

Gln

Ser

His

Cys
220

Ser

Ser
445

val

val

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Pro

125

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
205

Thr
val
430

Leu

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

110

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

190

Gly

Val
415
Met

Ser

Leu

15

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

175

Asp

Leu

Asp

His

Pro

Gly

Ser

Gln

val

Thr

80

Ser

Ile

Asp

Asn

Leu

160

Asp

Tyr

Ser



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

<220>
<223>

<400>

Glu

Ser

Tyr

Met

Lys

65

Leu

Ala

Ala

Ser

Phe

145

Gly

Leu

Tyr

Lys

Gly

225

Ser

Ser

val

Leu

Tyr

Gly

50

Asn

Lys

Asp

Ser

Thr

130

Pro

val

Ser

Ile

val

210

Ser

Gln

Gly

58
664
PRT

Trinh ty nhan tao

MCSP VH-CH1 (EE)-MCSP

58

Gln

Ser

Trp

35

Tyr

Arg

Leu

Phe

Thr

115

Ser

Glu

His

Ser

Cys

195

Glu

Glu

Ser

Tyr

Leu

Leu

20

Asn

Ile

Ile

Asn

Asp

100

Lys

Gly

Pro

Thr

vVal

180

Asn

Pro

vVal

Leu

Tyr
260

Gln

Thr

Trp

Thr

Ser

Ser

85

Tyr

Gly

Gly

val

Phe

165

val

val

Lys

Gln

Ser

245

Trp

Glu

Cys

Ile

Tyr

Ile

70

val

Trp

Pro

Thr

Thr

150

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

230

Leu

Asn

Ser

Ser

Arg

Asp

55

Thr

Thr

Gly

Ser

Ala

135

val

Ala

val

His

Cys

215

Gln

Thr

Trp

39315

VH-CH1 (EE) -CD3 VL-CH1

Gly

val

Gln

40

Gly

Arg

Thr

Gln

val

120

Ala

Ser

val

Pro

Lys

200

Asp

Glu

Cys

Ile

Pro

Thr

25

Phe

Ser

Asp

Glu

Gly

105

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

185

Pro

Gly

Ser

Ser

Arg
265

-216-

Gly

10

Gly

Pro

Asn

Thr

Asp

90

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

170

Ser

Ser

Gly

Gly

val

250

Gln

Leu

Tyr

Gly

Asn

Ser

75

Thr

Thr

Leu

Cys

Ser

155

Ser

Ser

Asn

Gly

Pro

235

Thr

Phe

val

Ser

Asn

Tyr

60

Lys

Ala

Leu

Ala

Leu

140

Gly

Ser

Leu

Thr

Gly

220

Gly

Gly

Pro

Lys

Ile

Lys

Asn

Asn

Thr

Thr

Pro

125

val

Ala

Gly

Gly

Lys

205

Ser

Leu

Tyr

Gly

Pro

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

val

110

Ser

Glu

Leu

Leu

Thr

190

val

Gly

val

Ser

Asn
270

Ser

15

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr

95

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

175

Gln

Asp

Gly

Lys

Ile

255

Lys

Gln

Gly

Trp

Leu

Phe

80

Cys

Ser

Lys

Tyr

Ser

160

Ser

Thr

Glu

Gly

Pro

240

Thr

Leu



Glu

Ser

Phe

305

Tyr

Ser

Ser

Asp

Thr

385

Tyr

Gln

Asp

Gly

Ala

465

Ile

Lys

Arg

Ser

Thr

545

Ser

Lys

Trp

Leu

290

Phe

Cys

Ser

Lys

Tyr

370

Ser

Ser

Thr

Glu

Gly

450

Ser

Arg

Leu

Phe

Leu

530

Leu

Ala

Ser

Met

275

Lys

Leu

Ala

Ala

Ser

355

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys

435

Gly

val

Asn

Leu

Ser

515

Gln

Pro

Ser

Thr

Gly

Asn

Lys

Asp

Ser

340

Thr

Pro

val

Ser

Ile

420

val

Ser

Gly

Tyr

Ile

500

Gly

Pro

Trp

Thr

Ser
580

Tyr

Arg

Leu

Phe

325

Thr

Ser

Glu

His

Ser

405

Cys

Glu

Asp

Asp

Leu

485

Tyr

Ser

Glu

Thr

Lys

565

Gly

Ile

Ile

Asn

310

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

390

Val

Asn

Pro

Ile

Arg

470

Asn

Tyr

Gly

Asp

Phe

550

Gly

Gly

Thr

Ser

295

Ser

Tyr

Gly

Gly

val

375

Phe

val

val

Lys

Gln

455

val

Trp

Thr

Ser

Phe

535

Gly

Pro

Thr

39315

Tyr

280

Ile

val

Trp

Pro

Thr

360

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

440

Met

Thr

Tyr

Ser

Gly

520

Ala

Gln

Ser

Ala

Asp

Thr

Thr

Gly

Ser

345

Ala

val

Ala

val

His

425

Cys

Thr

Ile

Gln

Arg

505

Thr

Thr

Gly

val

Ala
585

-217-

Gly

Arg

Thr

Gln

330

val

Ala

Ser

val

Pro

410

Lys

Asp

Gln

Thr

Gln

490

Leu

Asp

Tyr

Thr

Phe
570

Ser

Asp

Glu

315

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

395

Ser

Pro

Gly

Ser

Cys

475

Lys

Glu

Tyr

Tyr

Lys

555

Pro

Gly

Asn

Thr

300

Asp

Thr

Pro

Gly

Asn

380

Gln

Ser

Ser

Gly

Pro

460

Arg

Pro

Ser

Thr

Cys

540

val

Leu

Cys

Asn

285

Ser

Thr

Thr

Leu

Cys

365

Ser

Ser

Ser

Asn

Gly

445

Ser

Ala

Gly

Gly

Leu

525

Gln

Glu

Ala

Leu

Tyr

Lys

Ala

Leu

Ala

350

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

430

Gly

Ser

Ser

Lys

val

510

Thr

Gln

Ile

Pro

Val
590

Asn

Asn

Thr

Thr

335

Pro

val

Ala

Gly

Gly

415

Lys

Ser

Leu

Gln

Ala

495

Pro

Ile

Gly

Lys

Ser

575

Lys

Pro

Gln

Tyr

320

val

Ser

Glu

Leu

Leu

400

Thr

val

Gly

Ser

Asp

480

Pro

Ser

Ser

Asn

Ser

560

Ser

Asp



Tyr

Ser

Ser

625

Thr

Lys

Phe

Gly

610

Leu

Tyr

Lys

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

<220>
<223>

<400>

Pro

595

val

Ser

Ile

val

59
229
PRT

Trinh ty nhan tao

Glu

His

Ser

Cys

Glu
660

Pro

Thr

val

Asn

645

Pro

CD3 VH-CL

59

Glu Val Gln

1

Ser

Thr

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Gly

Ser

Ala

145

val

Ser

Leu

Met

Leu

50

Asp

Gln

Arg

Gln

val

130

Ser

Gln

val

Arg

Asn

35

Ile

Arg

Met

Ser

Gly

115

Phe

val

Trp

Thr

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Asn

Gly

100

Thr

Ile

val

Lys

Glu
180

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Leu

Phe

Cys

val

165

Gln

vVal

Phe

val

630

val

Lys

Glu

Cys

Arg

Tyr

Ile

70

Leu

Tyr

val

Pro

Leu

150

Asp

Asp

Thr

Pro

615

Thr

Asn

Ser

Ser

Ala

Gln

Lys

55

Ser

Arg

Gly

Thr

Pro

135

Leu

Asn

Ser

39315

Val Ser Trp

600

Ala

val

His

Cys

Gly

Ala

Ala

40

Gly

val

Ala

Asp

val

120

Ser

Asn

Ala

Lys

val

Pro

Lys

Gly

Ser

25

Pro

val

Asp

Glu

Ser

105

Ser

Asp

Asn

Leu

Asp
185

-218-

Leu

Ser

Pro
650

Gly

10

Gly

Gly

Ser

Lys

Asp

90

Asp

Ser

Glu

Phe

Gln

170

Ser

Asn

Gln

Ser

635

Ser

Leu

Tyr

Lys

Thr

Ser

75

Thr

Trp

Ala

Gln

Tyr

155

Ser

Thr

Ser
Ser
620

Ser

Asn

val

Ser

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Ser

Leu

140

Pro

Gly

Tyr

Gly
605
Ser

Leu

Thr

Gln

Phe

Leu

45

Asn

Asn

val

Phe

val

125

Lys

Arg

Asn

Ser

Ala

Gly

Gly

Lys

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp

110

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu
190

Leu

Leu

Thr

val
655

Gly
15

Gly
Trp
Lys
Ala
Tyr
95

val
Ala
Gly
Ala
Gln

175

Ser

Thr

Tyr

Gln

640

Asp

Gly

Tyr

val

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

Pro

Thr

Lys

160

Glu

Ser



Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Ty

195

39315

200

Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro

210

Asn Arg Gly Glu Cys

225

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

<220>
<223>

<400>

Asp Ile
1

Asp Arg

60
214
PRT

Trinh tu nhan tao

MCSP

60

val

val

Leu Asn Trp

Tyr Tyr
50

35

Thr

Ser Gly Ser

65

Glu Asp

Thr Phe

Pro Ser

Thr Ala

130

Lys Val
145

Ile

Gly

val

115

Ser

Gln

Glu Ser Val

Ser Thr

Ala Cys

Leu

Glu
195

Phe Asn Arg

210

VL-CL (RK)

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

100

Phe

val

Trp

Thr

Thr

180

val

Gly

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

Ile

val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Gln

Ser

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

150

Gln

Ser

His

Cys

215

Ser

Cys

Arg

His

55

Tyr

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Ser

Pro

40

Ser

Ser

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Ser

Ala

25

Asp

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

-219-

Ser

10

Ser

Gly

val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Leu

Gln

Thr

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Arg

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

205

r Glu Lys His Lys Val Tyr Ala

val Thr Lys Ser Phe

220

Ser

Gly

val

Ser

60

Ser

Ser

Arg

Lys

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ala

Ile

Lys

Arg

Asn

Lys

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

val
205

Ser

Arg

30

Leu

Phe

Leu

Leu

val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Leu

15

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Trp

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser



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

<220>
<223>

<400>

Glu Val

Ser Leu

Tyr Ile

Ala Arg

50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ser Arg

Gly Thr

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

<220>
<223>

<400>

Asp Ile
1

Asp Arg

val Ala

Tyr Ser
50

Ser Arg
65

61

120

PRT
Trinh tu
Her2 VH
61l

Gln Leu
Arg Leu

20

His Trp
35

Ile Tyr
Arg Phe
Met Asn
Trp Gly

100
Leu Val

115

62

107

PRT
Trinh tu
Her2 VL
62

Gln Met
val Thr

20

Trp Tyr
35

Ala Ser

Ser Gly

nhan tao

Val Glu Ser

Ser Cys Ala

Val Arg Gln

Pro Thr Asn

55

Thr Ile Ser
70

Ser Leu Arg
85
Gly Asp Gly

Thr Val Ser

nhan tao

Thr Gln Ser

Ile Thr Cys

Gln Gln Lys

Phe Leu Tyr

55

Thr Asp Phe
70

39315

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Phe

Ser
120

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Tyr
105

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

-220-

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Ala

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Leu

Phe

Lys

Arg

Ser

75

Thr

Met

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile
75

val

Asn

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Gln

Ile

Leu

45

Ala

Asn

vVal

Tyr

Ala

vVal

Lys

45

Arg

Ser

Pro

Lys

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp
110

Ser

Asn

30

Leu

Phe

Leu

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gly

val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Gly

Thr

val

val

Tyr

80

Cys

Gln

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro
80



39315

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln His Tyr Thr Thr Pro Pro
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
100 105

<210> 63
<211> 120
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Her3 VH

<400> 63

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

Ser Val Lys Val Ser Cys LysS Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Arg Ser Ser
20 25 30

Tyr Ile Ser Trp vVal Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Tyr Ala Gly Thr Gly Ser Pro Ser Tyr Asn Gln Lys Leu
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Thr Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Arg Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg His Arg Asp Tyr Tyr Ser Asn Ser Leu Thr Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> o4
<211> 113
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Her3 VL

<400> 64

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala val Ser Leu Gly
1 5 10 15

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

Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45
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39315

pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Ser
85 90 95

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

100 105 110
Lys
<210> 65
<211> 112

<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> MCSP VH

<400> 65

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

ser Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Thr Gly Tyr Ser Ile Thr Ser Gly
20 25 30

Tyr Tyr Trp Asn Trp Ile Arg Gln Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp
35 40 45

Met Gly Tyr Ile Thr Tyr Asp Gly Ser Asn Asn Tyr Asn Pro Ser Leu
50 55 60

Lys Asn Arg Ile Ser Ile Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Phe
65 70 75 80

Leu Lys Leu Asn Ser val Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Asp Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser

100 105 110
<210> 66
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> MCSP VL
<400> 66

Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Ser Cys Ser Ala Ser Gln Gly Ile Arg Asn Tyr
20 25 30
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39315

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Asp Gly Thr Val Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Tyr Thr Ser Ser Leu His Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Asn Leu Glu Pro
65 70 75 80

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Ser Lys Leu Pro Trp
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 67

<211> 19

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> CD3 HCDR2Z

<400> 67

Arg Ile Arg Ser Lys Tyr Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser
1 5 10 15

Val Lys Asp

<210> 68
<211> 14
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> CD3 LCDR1

<400> 68

Arg Ser Ser Thr Gly Ala Vval Thr Thr Ser Asn Tyr Ala Asn
1 5 10

<210> 69

<211> 672

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> CD20 VH-CHL (E) -CD3 VL-CH1-Fc (khoa, P329G LALR)

<400> 69
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ala Phe Ser Tyr Ser
20 25 30

-223-



Trp

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Gly
225

Pro

Ser

Ile

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn
210

Gly

Ser

Ser

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Asn

vVal

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Gly

Leu

Thr

Trp

Phe

val

Ser

val

100

Thr

Pro

val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Ser

Thr

Gly
260

val

Pro

Thr

Ser

85

Phe

Val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

Val

Gly

val
245

Ala

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Gly
230

Ser

val

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Glu
215

Gly

Pro

Thr

39315

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Tyr

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Lys

Gly

Gly

Thr

Pro

Asp

Asp

Glu

Trp

105

Ser

Thr

Pro

val

Ser

185

Ile

val

Ser

Gly

Ser
265

-224-

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Leu

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Gln

Thr
250

Asn

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Val

Lys

Gly

Pro

155

Thr

val

Asn

Pro

Ala
235

val

Tyr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Gly

Gly

140

val

Phe

val

val

Lys
220

val

Thr

Ala

Leu

45

Asn

Ser

val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

val

Leu

Asn

Glu

Gly

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

val

Ala

val

190

His

Cys

Thr

Thr

Trp
270

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

val

Ala

Ser

val

175

Pro

Lys

Asp

Gln

Cys
255

val

Met

Phe

Tyr

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Gly

Glu
240

Gly

Gln



Glu

Arg

Lys

305

Tyr

Thr

Phe

Leu

Trp

385

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

465

Ser

Asp

Asn

val

Glu

545

Lys

Thr

Lys

Ala

290

Ala

Tyr

Lys

Pro

Gly

370

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

450

Ser

Arg

Pro

Ala

val

530

Tyr

Thr

Leu

Pro

275

Pro

Ala

Cys

Leu

Leu

355

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

435

His

val

Thr

Glu

Lys

515

Ser

Lys

Ile

Pro

Gly

Gly

Leu

Ala

Thr

340

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

420

Thr

Thr

Phe

Pro

val

500

Thr

val

Cys

Ser

Pro
580

Gln

Thr

Thr

Leu

325

val

Pro

val

Ala

Gly

405

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

485

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

565

Cys

Ala

Pro

Leu

310

Trp

Leu

Ser

Lys

Leu

390

Leu

Thr

val

Pro

Phe

470

val

Phe

Pro

Thr

val

550

Ala

Arg

Phe

Ala

295

Ser

Tyr

Ser

Ser

Asp

375

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

455

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

535

Ser

Lys

Asp

39315

Arg

280

Arg

Gly

Ser

Ser

Lys

360

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

440

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

520

Leu

Asn

Gly

Glu

Gly

Phe

Ala

Asn

Ala

345

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

425

Lys

Pro

Lys

val

Tyr

505

Glu

His

Lys

Gln

Leu
585

-225-

Leu

Ser

Gln

Leu

330

Ser

Thr

Pro

val

Ser

410

Ile

val

Ala

Pro

val

490

val

Gln

Gln

Ala

Pro

570

Thr

Ile

Gly

Pro

315

Trp

Thr

Ser

Glu

His

395

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

475

val

Asp

Tyr

Asp

Leu

555

Arg

Lys

Gly

Ser

300

Glu

val

Lys

Gly

Pro

380

Thr

val

Asn

Pro

Glu

460

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

540

Gly

Glu

Asn

Gly

285

Leu

Asp

Phe

Gly

Gly

365

Val

Phe

val

val

Lys

445

Ala

Thr

val

val

Ser

525

Leu

Ala

Pro

Gln

Thr

Leu

Glu

Gly

Pro

350

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

430

Ser

Ala

Leu

Ser

Glu

510

Thr

Asn

Pro

Gln

val
590

Asn

Gly

Ala

Gly

335

Ser

Ala

val

Ala

val

415

His

Cys

Gly

Met

His

495

Val

Tyr

Gly

Ile

val

575

Ser

Lys

Gly

Glu

320

Gly

val

Ala

Ser

val

400

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

480

Glu

His

Arg

Lys

Glu

560

Tyr

Leu



Trp

Glu

Leu

625

Lys

Glu

Cys

Ser

610

Asp

Ser

Ala

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

<220>
<223>

<400>

Leu

595

Asn

Ser

Arg

Leu

70
447
PRT

Trinh ty nhan tao

val

Gly

Asp

Trp

His
660

Lys

Gln

Gly

Gln

645

Asn

Gly

Pro

Ser

630

Gln

His

Phe

Glu

615

Phe

Gly

Tyr

CcD20 VH-CHL (E)-Fc (6,

70

Gln Val Gln

1

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

val

Ile

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Asn

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

Val

20

Trp

Phe

val

Ser

val

100

Thr

Pro

Val

Ala

Gly
180

val

Ser

vVal

Pro

Thr

Ser

85

Phe

val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

39315

Tyr Pro Ser

600

Asn

Phe

Asn

Thr

Asn

Leu

val

Gln
665

Tyr

Tyr

Phe

650

Lys

P329G LALA)

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Tyr

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Trp

105

Ser

Thr

Pro

val

Ser
185

-226-

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Leu

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Asp

Lys

Ser

635

Ser

Ser

val

Tyr

Gln

Asp

Ser

75

Thr

val

Lys

Gly

Pro

155

Thr

val

Ile

Thr

620

Lys

Cys

Leu

Lys

Ala

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Gly

Gly

140

val

Phe

val

Ala

605

Thr

Leu

Ser

Ser

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

val

Pro

Thr

val

Leu
670

Pro

Ser

30

Glu

Gly

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

Val

Ala

val
190

Glu

Pro

val

Met

655

Ser

Gly

15

Tyr

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

val

Ala

Ser

val

175

Pro

Trp

vVal

Asp

640

His

Pro

Ser

Ser

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser



39315

ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn val Asn His Lys Pro
195 200 205

ser Asn Thr Lys Val Asp Glu Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys
210 215 220

Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly Gly Pro
225 230 235 240

Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser
245 250 255

Arg Thr Pro Glu val Thr Cys Val Val val Asp Val Ser His Glu Asp
260 265 270

pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Vval Glu Val His Asn
275 280 285

Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val
290 295 300

val Ser Val Leu Thr val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
305 310 315 320

Tyr Lys Cys Lys val Ser Asn Lys Ala Leu Gly Ala Pro Ile Glu Lys
325 330 335

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro AIg clu Pro Gln Val Cys Thr
340 345 350

Leu Pro Pro Ser Arg AsSp ¢lu Leu Thr Lys Asn cln Val Ser Leu Ser
355 360 365

Cys Ala Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu
370 375 380

Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu
385 390 395 400

Asp Ser Asp Gly Ser Phe phe Leu Val Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys
405 410 415

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

420 425 430
Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
435 440 445
<210> 71
<211> 219
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> CD20 VL-CL(R)

<400> 71

Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser TL,eu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

-227-



Glu

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Leu

Arg

Gln

Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Pro

Pro

Ala

Gly Ile

Gln

50

Arg

Arg

Glu

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

val
210

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

<220>
<223>

<400>

35

Leu

Phe

val

Leu

Val

115

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

195

Thr

72
672
PRT

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

180

val

Lys

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe

Cys

Tyr

Gln

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

135

val

Ser

Thr

Cys

Asn
215

Trinh tu nhan tao

39315

Arg

Trp

40

Met

Ser

val

Gly

val

120

Ser

Gln

val

Leu

Glu

200

Arg

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly

105

Phe

val

Trp

Thr

Thr

185

val

Gly

Ser

Leu

Asn

Thr

val

90

Gly

Ile

val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

Lys

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

vVal

155

Gln

Ser

His

Cys

CcD20 VH-CH1-CD3 VL-CH1 (EE) -Fc (khéa,

72

Gln Val Gln

1

Ser Val Lys

Trp Ile Asn

35

Gly Arg Ile

50

Leu Val Gln

5

val Ser Cys

20

Trp Val Arg

Phe Pro Gly

Ser

Lys

Gln

Asp
55

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala
Ser
25

Pro

Asp

-228-

Ser

Lys

val

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

140

Asp

AsSp

Lys

Gln

Glu Val Lys

10

Gly Tyr Ala

Gly Gln Gly

Thr Asp Tyr

60

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

val

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
205

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Ala

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

190

Leu

P329G LALA)

Pro
Ser
30

Glu

Gly

His

Gln

vVal

Lys

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

Gly
15
Tyr

Trp

Lys

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Asn

Lys

Arg

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser

Ser

Ser

Met

Phe



Lys

65

Met

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Gly

225

Pro

Ser

Glu

Arg

Lys

305

Tyr

Thr

Phe

Leu

Gly

Glu

Arg

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

Gly

Ser

Ser

Lys

Ala

290

Ala

Tyr

Lys

Pro

Gly
370

Arg

Leu

Asn

vVal

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Gly

Leu

Thr

Pro

275

Pro

Ala

Cys

Leu

Leu

355

Cys

val

Ser

vVal

100

Thr

Pro

val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Ser

Thr

Gly

260

Gly

Gly

Leu

Ala

Thr

340

Ala

Leu

Thr

Ser

85

Phe

val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

val

Gly

val

245

Ala

Gln

Thr

Thr

Leu

325

val

Pro

val

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Gly

230

Ser

val

Ala

Pro

Leu

310

Trp

Leu

Ser

Glu

Thr

Arg

Gly

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Gly

Pro

Thr

Phe

Ala

295

Ser

Tyr

Ser

Ser

Asp
375

39315

Ala Asp Lys

Ser

Tyr

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Lys

Gly

Gly

Thr

Arg

280

Arg

Gly

Ser

Ser

Lys

360

Tyr

Glu

Trp

105

Ser

Thr

Pro

val

Ser

185

Ile

val

Ser

Gly

Ser

265

Gly

Phe

Ala

Asn

Ala

345

Ser

Phe

-229-

Asp

90

Leu

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Gln

Thr

250

Asn

Leu

Ser

Gln

Leu

330

sSer

Thr

Pro

Ser

Thr

val

Lys

Gly

Pro

155

Thr

val

Asn

Pro

Ala

235

val

Tyr

Ile

Gly

Pro

315

Trp

Thr

Ser

Glu

Thr

Ala

Tyr

Gly

Gly

140

vVal

Phe

Val

val

Lys

220

val

Thr

Ala

Gly

Ser

300

Glu

val

Lys

Gly

Pro
380

Ser

val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

vVal

Leu

Asn

Gly

285

Leu

Asp

Phe

Gly

Gly

365

val

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

val

Ala

vVal

190

His

Cys

Thr

Thr

Trp

270

Thr

Leu

Glu

Gly

Pro

350

Thr

Thr

Ala

Tyr

95

Gln

val

Ala

Ser

val

175

Pro

Lys

Asp

Gln

Cys

255

val

Asn

Gly

Ala

Gly

335

Ser

Ala

val

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Gly

Glu

240

Gly

Gln

Lys

Gly

Glu

320

Gly

val

Ala

Ser



Trp

385

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

465

Ser

Asp

Asn

val

Glu

545

Lys

Thr

Trp

Glu

Leu

625

Lys

Glu

Asn Ser

Gln Ser

Ser

Ser

Thr

450

Ser

Arg

Pro

Ala

val

530

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

610

Asp

Ser

Ala

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

<220>

Ser

Asn

435

His

val

Thr

Glu

Lys

515

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

595

Asn

Ser

Arg

Leu

73
232
PRT

Gly

Ser

Leu

420

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

500

Thr

val

Cys

Ser

Pro

580

val

Gly

Asp

Trp

His
660

Trinh tu

Ala

Gly

405

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

485

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

565

Cys

Lys

Gln

Gly

Gln

645

Asn

Leu

390

Leu

Thr

val

Pro

Phe

470

val

Phe

Pro

Thr

val

550

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

630

Gln

His

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

455

Pro

Thr

Asn

Arg

val

535

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

615

Phe

Gly

Tyr

nhdn tao

39315

Ser Gly Val

Ser

Thr

Glu

440

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

520

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

600

Asn

Phe

Asn

Thr

Leu

Tyr

425

Lys

Pro

Lys

val

Tyr

505

Glu

His

Lys

Gln

Leu

585

Pro

Asn

Leu

val

Gln
665

-230-

Ser

410

Ile

val

Ala

Pro

vVal

490

vVal

Gln

Gln

Ala

Pro

570

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

650

Lys

His

395

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

475

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu

555

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

635

Ser

Ser

Thr

val

Asn

Pro

Glu

460

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

540

Gly

Glu

Asn

Ile

Thr

620

Lys

Cys

Leu

Phe

val

val

Lys

445

Ala

Thr

val

val

Ser

525

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

605

Thr

Leu

Ser

Ser

Pro

Thr

Asn

430

Ser

Ala

Leu

Ser

Glu

510

Thr

Asn

Pro

Gln

val

590

val

Pro

Thr

val

Leu
670

Ala

val

415

His

Cys

Gly

Met

His

495

val

Tyr

Gly

Ile

val

575

Ser

Glu

Pro

val

Met

655

Ser

val

400

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

480

Glu

His

Arg

Lys

Glu

560

Tyr

Leu

Trp

val

Asp

640

His

Pro



<223>

<400>

73

Glu Val Gln

1

Ser

Ala

Ser

Ser

65

Leu

Tyr

Ala

Ala

Ser

145

Glu

Ser

Leu

val

Lys
225

Leu

Met

Arg

50

val

Tyr

Cys

Tyr

Ala

130

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

210

Ser

Arg

Asn

35

Ile

Lys

Leu

val

Trp

115

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

195

Ala

Phe

Leu

Leu

20

Trp

Arg

Gly

Gln

Arg

100

Gly

Ser

Ala

val

Ser

180

Thr

Cys

Asn

CD3 VH-CL (RK)

Leu

Ser

vVal

Ser

Arg

Met

85

His

Gln

Val

Ser

Gln

165

Val

Leu

Glu

Arg

Glu

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Asn

Gly

Gly

Phe

val

150

Trp

Thr

Thr

vVal

Gly
230

Ser

Ala

Gln

Tyr

Thr

Ser

Asn

Thr

Ile

135

val

Lys

Glu

Leu

Thr

215

Glu

39315

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Ile

Leu

Phe

Leu

120

Phe

Cys

val

Gln

Ser

200

His

Cys

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Ser

Arg

Gly

105

val

Pro

Leu

Asp

Asp

185

Lys

Gln

-231-

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Arg

Ala

90

Asn

Thr

Pro

Leu

Asn

170

Ser

Ala

Gly

Leu

Phe

Lys

Ala

Asp

75

Glu

Ser

val

Ser

Asn

155

Ala

Lys

AsSp

Leu

val

Thr

Gly

Thr

60

Asp

Asp

Tyr

Ser

Asp

140

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
220

Gln

Phe

Leu

45

Tyr

Ser

Thr

vVal

Ser

125

Arg

Phe

Gln

Ser

Glu

205

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Tyr

Lys

Ala

Ser

110

Ala

Lys

Tyr

Ser

Thr

190

Lys

Pro

Gly

Thr

Trp

Ala

Asn

val

95

Trp

Ser

Leu

Pro

Gly

175

Tyr

His

val

Gly

Tyr

val

Asp

Thr

80

Tyr

Phe

vVal

Lys

Arg

160

Asn

Ser

Lys

Thr



39315

-232-



39315

-233-



39315

373

-234-



39315

4/73

B

-235-



39315

573

Vvl
062¢d
(eou)o

0z Bueyy

020 Bueuy

rAJE

VACA

VIV o6zed

062¢d ©
(eouM)od

-236-



39315

6/73

VIV
062¢d
(eouy)o

0zao Bueu

0zao bueuy

rAJE

VIV Vvl
062€d 06¢td
(eouy)24 (9)od

Ad

0zQ? bBueuy

ey Bue
..v“Mbvc MHDO . Cx
- VA

-237-



39315

rAJE

Al Vv
962¢d 962¢d A\l Al
(eoux)od (9)od 96¢¢d o6¢ed
eoyy)od (9)o4

7173

02a?D bueuy

0zaD Bueuy

-238-



39315

8/73

9/.62N
(eoux)od

£a? Bueuy 02ao Bueuy

rAJE

0za? Bueuy

02aD Bueuy

-239-



39315

9/73

73

DL6TN
(eou)od

(ot 19 UaY] UP
£QD 3P o) 07D UP

-240-



39315

10/73

AL

VIV
062¢d
(eoyx)od

M

0zaD Buewy

VIVl
96¢ed
(eoux)od

0zaD Bueuy

02do bueuy

-241-



39315

1MI73

¢ b4

-242-



39315

12/73

¢ b4

|©F.I FN
-6¢
- 8Y

~1-89

-6l

-243-



39315

13/73

¢ b4

e %ﬁ&%\\%&% o iR
Tt %w»?.&? A A s

==

-244-



39315

14/73

-245-

Fig.3



39315

15/73




39315

16/73

L€
Ly

GG
LL

LV}
VL

8€¢C
89¢

09y

-247-



39315

17173

¢ b1

-248-



39315

18/73

- e a» an .- D o» e o,

- 001
- 0C)
- Ol

- 091

L 08l

-249-



39315

19/73

¢ b4

-250-



39315

20/73

s

ZL LL 0L 6

¢ b4

g L 9§ Vv €

[4

-G'l¢
-1e
-G'oe
- ¥'qS
- -€'99

-¥'16
-9l

- 00¢

-251-



39315

014

qolL 0zdD=<= 90102dd -

-00000F

-00000

ﬁooooo

07aD quiq Suny Suenb yuiny ¢p suend

ud1p yop 9938 gDL 0TdD V- a0l 0zad -e-

a
=

uQ

-000S

wenb yuiny op

=

1q SunJI) g

-00001}

4

—.ooom_‘

cdo qu

-252-



39315

Log1

eqd %

n 10y ogq Y 1BI3 U

g0102¢do -*-

ml

wieN

—

00}

L}
o
n
n 101y oeq @) 1e1d ugud %

-253-



39315

-08
ﬁoo 2
100 X
0 >
=3
e\
(=]
|ON =
S
-0V %
Y
- 09 .m
=S
-08 w.
| S
00l "
=]
[ \®)
n

690D 194 yuy 3uonp +80D L ogq 9 %

g0102cdd -e-

A
o)

[=))

o

-

J

=

=

L000S |
=

=

g,

- 00004 |§
-,

>

g

L 000G} |3
-

| e
00002 3
+

18D L 0%q 93 ¥ quiq suny s7dO

-254-



39315

24/73

00001

-0¢

-0V

-09

-08

—-OOr

100

-09

-08

—-oo_‘

ud1p yon 993~ dOL 0TA V-

6900 10A yun suonp +dJ Loed %

S7aD 194 qup duonp +rdD L ogq 91 %

g01 0cdd -&-

0000}

-0000C

-0000Y

-000G}

-00002

ﬁoccmN

@ Sunn SZaD)| [FraD I 084 ) 0 Ui 3un 6900

7

¥(q 9) €M YU

+dd L°

-255-



39315

udip yon 203 gDL 0TAD) V- ao102ad0 -e-

[d] gup Sugudy Op SUON
%

2 ] a
= 0000} 001 10°0 g
> [T M laaan 2 " [1 2 O A
q —
-4 =
- =
9 -0000} 2
% =
+ =
= L 00002 |2
m )
=) - 0000€ m.
A, -
= | e
Q Loor |2 0000V S
—H -3 o.m
(o) =)
N
S ) A
0000} = | 10°0 g
- mu |° 9]
° =
u 0000} m
% =
+ =]
o =
g - 00002 |2
= ()
I -
= o
= - 0000¢€ |5
< (=]
mu -
a o)
g ﬁoocg S
[o’-]
< T

-256-



39315

ud1p yon 093 01 0TAD) V-

-09

-08

o
<
600D 1A yuy} Suonp +r@J L 0¥d 9 %

ﬁOOP

10’0

o
<
S7AD 19A qup SU0np +4dD L O%A Y %

g0.10cdd -e

[ad] 9w Sugtpy Op SUON
0000} ] 8 P

-
e
o

o
1 6900

-0000 L

quiq sun

nd

-257-



39315

27173

wp N 968 €oL 07D V- 801 0¢d0 ¢~

g 614 -08

4

q 9 138 %

d 0%

-258-



39315

28/73

L0°0 100°0
husasss L ()

ﬁoo—c

-09

-08

ﬁ.cc_‘

goL 0zad v

pION |

np +8dD L otd 9 %

690D 19A qup} sUO

S7dd 194 yup suo

np +8D L 0¥A 9 %

g9010cdd -&

00}

o}

A

2

[TAu] 9u» Supyy Op SUON
100

1’0

100°0

ﬁ.ooomN

+8dD 1 0t(q 93 BN yuiq sunn 690D

a
=]
)
9]
-
0 =
=
-000Z |
oooy |&
-000Y %
=
0009 %
>
L0008 |3
(=]
I -
0000} | 3
L o002z} 4
+

-259-



39315

29/73

np +y@d L ovd 9 %

690D 194 quy U0

Y

a9 %

13

Suonp +¥@D L ©

STaD 194 yuy ouo

g010cdo -*

[Au] g Sugw op SUON
0

[Aru] 9us Supw] Op SUON

--..\-lo

1 690D

quiq sun

o
o
o

S

o quiq Sund §7AD

-00001

qa e

™
4

14

ﬁooom 2

+dd L O

-260-



Fig.10

39315

30/73

o
o
S
-
e o
2=
e
=
— =)
IR Ea=
- é/
<O
o]
-
=1
Z
-
=]
-
— + G
o o o co
= = S
= S 2
I S
- -

quiq suny} Suenb quAny p suQnd cap

o
o
-
-
—a— o
-
%
|
- | o
‘o
on
=]
<O
-
o
-
— e
oo
o
o
8 S g
3 8 ]
3 ) 0

yuiq sunr Suenb yuAny 0P guond (0TdD

|

-261-



39315

oufo @ | 1onSN =

™

=

T S () L S

000} 10

. 0
005
000}
005}
ﬁcoow

Qe

nlgiuen-qu\nqu.

quiq u

00}

000l

[Au] gO.L 9P SUON

000}

000¢C

-00001

-00002

foocom

quu17unx11uennqu\nqu:ugna

-262-



39315

AN E

UQIp 00 UIIP YN 99
>ON3U 0Bp USIP YO} 900

TL+¢ 901 02A0 *
L+2 901 02a0 =

eqd %

oOnFu ogp UQIP Yop 99

ﬁ\obbwc oep P PP N [
>0N3U 0ep UAIP YO SUOUY

L+ 901 02do v
L+Z 901 02a0 =
L+2 901 02Q0 «

eqd %

vio U

<o

TZ M 10| 08q 9 1

001 s,

ﬁou_‘

-263-



39315

0N3U 0gp USIP YN 99 [+

S5E o% 0iD §N 69 147 €01 0¢dD € o Suonmioa | B

[+1 €01 07D € oy sudm 0@ | v

[FT €L 0caD € oo 3udm 196 | ¥

1 €01 020 ¢ oud udm 19d
151 €DL 0caD 1 0yo3udm 19d -

T EDL 0caD Cowp sudnmiod | v
[+1 €01 0caD 1 oyosuomiod | v

5550 ovp U3Ip UPR 99 14C @01 02dD € 0P uom 0@ | B
Son30 ovp U3 UPN 99 14T 801 00d0 T O Suom o | &
S SHEG G TaP R 051 1¢ Hod 02D 1 oW wom 193

7 €01 0caD coyoduomiod | &
ZaO 1 oyo suom 0@ | =
L 0p SUON

X

€

|

100 | <
5 5
ON A mv.
% 2
v | S
=
o9 |2 m“.,
= =
0g = =
m,. N
0040
| o
0zl

key
LL
28]
<

-264-



39315

34/73

clLbid

0000} 00}

>on3u ogp UdIp Yon 90 1+¢ 0L 07dO £

575 0p UBIp 1B 09 1+C €OL 0A0
2onSu ogp USIp Yo 99 1+ €L 02dd

[Ad] gD ¢p sUON

oyo uom 109G

T oyo Fuon 10d

1 oyd uonm 19

v

T E01 00a0 € o 3udm 106 [V

31 €01 02a) ¢ ouo 3uom 19G v
31 €01 0cdD 1 oy duomiod | v

R 4

S

100
X
-0 &
=3
Z
(=]
-0C |4
@
1% m
g
09 |
og (=
=S
00 |~
=}
Ly |50
(iYA®

-265-



39315

10000
10000

SU-DHL-5

oc

dao ngu

ién

M]
Toledo
tich @

cO

46 TCB [

Ramos

-~
+ o+
va—i
m o
O O
-
o O
N N
A a
O O
R

3ng @6 TCB [pM]

N
SU-DHL-8

OCl Ly 18

213 ueyd %

T v

-266-

Fig.13



39315

36/73

AMAE

>0on3u oep UIIP Yo1 99

enizes) &
L+l 901 02a0 v

T1L+2 010200 =

op SUON

4

-0C

-0b

9) 131 %

4

¢z nes g oeq

Jk

-267-



39315

37173

Son3uoep 14 YoIp Supny d0np SUOWI €OL | e
L+190L 0200 v

>on3u ogp UIP YoN 99 T1+¢ 9010200 =
[d] gD 9P SUON

10°0

-0000S

N1y

00000}

8¢z

-0000S 1

INE L 000002

-268-



39315

38/73

000T

+0+31

(w/3u) 0P SUON

-269-



39315

39/73

JANE

(651/6ws0) (6/6WS0)
g7l 02ad wll gd1 02ad well
l.‘ ‘-'\ (ueq 05 Sugnp)
ota LA €d 1d oda v-a
nn> UAYSU SNY3 12X
yoe| newyd} new
g] eA new ueyd yon ueyd

yon ueyd

-270-



39315

nnd uaiysu Aedu
oLa yA €a Laod v-a

10eq 2L
qoeq oL |~

d nno uaiysu Aesu

oia A« €ad taod v-a

40/73 II

1
g 08q 2L

JIE

Loog

-271-



39315

g01 02ad 3
ogny} ugp 18Y0 |

41173

g0l 0zao 1
5Nt ugp 1BYO|

61 DI

,809 ,¥02 ,809 ,vad

,800 .,v0Ad

- ﬂ?j-c

1-ad 19 gzo ~ qdi¥ ~ 620D

+w00+¢00 . +w00+¢00 . +wDO+vDO i +w00+¢00 ) +wﬁ0+¢00

T a1 L Ind
| L

1-ad 191 gzo ~ 4di-v ~ §209D

-0C
-
>~
-0V |
-1
=]
Log |-
X
-08
ﬁCOv
-0
-0C =
>~
=
oy |2
-
F09 [
-08
ﬁOOr

ola

€ed

-2172-



39315
42/73

80 40 | 80400 .80 4@ 800 @) 480D ¥QD
i
1-ad 19-™M azo aqil-y  §2Ad
g01 0200 3 .80 ,¥a0 ,£0D ,0202,610D
SonLE UEp 1FUD 0 -0
=
> -00002
-000S &
=)
- - 0000V
mr
L0000} 73
% - 00009
E

ON.@_H_ -0005} d - 00008

-273-



39315

43/73

|

A
1on3u QNG |

g01 02ad -m-
ogny ugp 1gUD | ~e-

oy

0¢

nn3 uaysu Aesu

0¢

-..l.-l-..-rln'- }

+

r 4

RALE

-274-



39315

4473

ze b4

-275-



39315

45/73

cz b

75'9C
61'GC
1891
€'y
¢S'e
€5TC
0C'T
6.0

RIWP Yull %

98861
£9°88T
68081
8SCLT
88°G9T
9g VST

G968

8L8¢C

[eay] @2 Yo

%Q'78 :9WOUON

Swiy/ ‘g :3udN

7/8w.‘9 :8udn| ues

%0€ > 11 YU 0G

535 + vd 242 yun deyd Suonyd

wroves

-276-



39315

cz b

€Y'c6
AN
L9°C
95T

46/73

RIWY yul %

00°T0C
05981
GE'69T

6091

[ea] @2 UM

735-34 + X3

%878 :9WOUoN

3wg9T‘0 :3udN

1/8wzy’0 :3uon| ues

o%p'€6 DY Yui 0a

|9 + 23S + vd :3Y2 yul deyd Suonud

rotves  d

-277-



39315

47173

¢z bid

T1°86
€T'T
600
610
9¢'0
110

1214 YUl %

9,C6T
T¥C91
€9°CaT
6106
S0'6¢
18°9¢

[eax] Q3 yani

%00T :QWOUON

Swg‘t :8uon]

1/8wg’s :8udn| ues

%€ 'G6 IR yun 0@

935 + X3P + vd U2 yul deyd Suonyd

OEOLOTVES  J

-278-



39315

48/73

CAE

€e’19
ARTA
119
GLTT
L9°S
WIWY yuil %

v1'00¢
68T
60'89T
€097

€C'16

[eax] 22 Yoy

-9l
-1c

- 6¢

-8

-89

-6l

puSN-O1

9%/‘€9 :9WOUON

Swg'pg :duon

1/8wz‘9z :8uon| ues
%€E'T9 IRIW Yui oG

vd 1940 yun deyd Suonyd

IR

v

-279-



39315

49/73

e

€608 TTL6T
S0°0T 20097
SL'9 ¥9'06
[T'T 99'7S

WY yull % [ea] Q2 Yani

puISW-OT

%7'89 :9WOUON

Swz‘os Budn

1/8Ws TS :Buon| ues
%0°T8 31 yun 0@

vd 242 yun deyd 3uonyd

ogrotves  d

-280-



39315

50/73

ZAE

€569 LS'661
[ANA? 06'v8T
qG'S 0€'89T
1517 8C'09T
6C'T 9¢16

191 yun % [eax] L2 U

yuiyd Ny
n1 ueyd %09-0% :SN-I1

9%/ '’ :dWOUOIN

Swr‘eT :8uon

1/3WTpT :8udn| ues

%569 131l Yui 0a

73S + Vd U2 yui deyd Suonud

goIolLves

0

-281-



39315

51/73

CAUE

96'06
6S'T
w9
€0'T

RIW Yuill %

€9‘06T
vL'v38T
76'091
0C'T6

[ead] @2 UdP

n1 ueyd %06 ‘SN-I1

o Hm.m.mm.w..”,w.rcoco_>_

Swo‘0T :3uoNT

1/8we0T :8uon| Ues

9%40'T6 121U yui 0@

135 + Vd :2uo yun deyd Suonud

sogororves (1

-282-



39315

52/73

ZAE

TL6C

oT'tl
86'¢C
SL'E
60°C

01T
9LV
65T

191U Yun %

75661
19061
LV EST
36'VLT
G8'99T
80'6ST
98‘€ST

€906

[eax] 22 Yd

yuiyd Ny
N3 ueyd %0£-09 :SN-J1

%¢£‘86 :9WOUON
Swg/‘0 :8udm
7/8wEgp’0 :8udN| UgS

%T 'St 11U Yyun 0@

03S
+ X3P + [(Vd) + 23S + Vd)] 242 yui deyd Suonyd

: goOroTvVES

e

-283-



39315

53/73

CAE

02’96
08¢
191U Yul %

G6°S6T

90°8ST
[e@] @2 U

yuiyd naty

n3 ueyd %56< :SN-01
ﬁmswm :9WOUON
Sw/7‘T :8uoMm
1/3wy9’0 :BudN| UES
9%7'96 391U yuil 0G
oEN

+xaP + [(vd) + 23S + vd)] :2up yui deyd 3uonud

Mgo1-01IvES

E

-284-



39315

54/73

[Wu] op SuoN

[wu] op SugN

00}

o

-

6Z6H

[IAu] 0p SugN

0001 ool o 000}
i 'Y A " b 3 i c A
a
Loooz| =
S
o
= 000y o
Gz bi =
= =
0009 | =, <
= =
= =
2
oeqal "® [0008 S
o
(5159) A 01 0LVER 8- SENIW 0000 3
o
[Inu] Op 3ugN
0001 00t (113 0004
- et 0 e
@)
n\
g
0000 o
)1
=
=
oeqal « O Z
=
dAjosi 3unyo 190G A 00000} ..m
-]
goL0Lyeg -¥- =
SHNYI 2
mwm_ 0lves ¥ rooocmv M
')

626H

- 00005

- 00000}

8
<
3

quiq
Sunaj Suenb yuiny op Suon)d

quiq
Suny Suenb yuiny op Suo

.

<

-285-



39315

55/73

G731

req 0 OS[+OBA9L  ® (@yzo) 90L10LVE] -+

anl vda & (G159) A gDLOLVES A~

[Au] Op SUON

~
~
a% $ N ~ ~

- 00002

- 0000¥

quiq
Sun.xy Suenb yuiny ¢p Sugn)

L 00009

O

-286-



39315
56/73

A E

oeq 1 YUIW ION @

(6659) U1P Yo €J1 OTVES U} ulg
(8659) 1ep 180| @DL 0TVE -

[u] g01 Op SUoN

[InNu] @01 Op SUQN

000} 00} oL
'

000} 00l ol
1 . 1

p Sugn)

Q)]

p SuQn)

0

Sunay Suenb yuiny
quiq

)
s
=
=
2
=
o
=
[ S
-
J
=
=
[ ]

GYNAIN 6¢6H

-287-



39315
57173

9z b4

[wu] 2y Bueyy 0p BUON

o ! v 100 1000 10000 (1Nu) (2us Bueyy op BuQu) 301
a * * * : ot 1 o 100 1000 10000
" A ; i 0 X A
2
& . oz
=
= AN
£
o | oy
e
=
....V 09
=

e

ﬁ.cop D

(W) 2t Sueyy op BUQN (IWu) 2y Sueyy Op SUQN

D
. . . Q
o b o oo W ~ o >
QNI s [P P ~ GNI
2
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; L0 S to
0>
=
Loz |B -0z
&
o
LA g0l lvda -«  [OoF
v m_w -~
g - + 7 & go10Lves
ﬁs Log

3 ueyd %

oy EIB U

.
Y

nl

18 $T

O

-288-

eud %

18 U

b

oy

Q18 ¥



39315

58/73

YAE

cloH bueu

zioH Bueyy

ZieH Bueyy

-289-



39315

59/73

-290-

Fig.28



39315

60/73

STANE

-1Le

?_‘__’L—S__
] ! !

o D

<+ «

et = B |

[o0]
©

-291-



39315

61/73

YALE

oeq2iy) x 9SO ¢

g0.L CloH -

[Wu] 2u3 Suew op BUON
000000} 0000} 00l

Frrral‘

-00000}

000002

_.oocoom

oeqAIYd x 2951yD < g0l ¢ieH

[Wu] 2u3 Sugyy ¢p 3ueN

000000} 0000} ool 2 100

I -0

f--1]

o

= 0009
_mr

o -0000}
mVl

=2

= -000S )
==

<

= i.

ﬂ 0000C
=

i N

u ey

ug

g

MU

yexang 1A LI }

-292-



39315

oeq YD X

62/73

YAE

[Wu] 2y3 Suey Op BuUON

000000} 0000}

00}

I

2951y) ¢ gOoLEleH =

100

0

-000S

-0000}

-000S}

ﬁoooom

u ey

ug

ok

g u

p1d 10A TAIN 3

oeq 9 IUD X

[Wu] 2y3 Suey op 3uoN

000000} 0000}

951D &

(V1] 2

Eﬁ'

g0l ¢ieH =

2

100
-0

0005
10000}
0005}
00002

hooomm

ey

€3 su

~
4

Bu

MU

yexang 19A THIN

-293-



39315
63/73

AE

aud
JNGd YD -  Sueyy o4 g0l ¢ieH =
00 3uQU
(wd) 2u3 Suey ¢p SueN
00001 0ol 2 100 1000°0

c
t

-01

-0¢C

+6909 +800%
-294-



39315

64/73

1€ 014

g0l ¢ieH &

(wd) aya Sueyy op SuoN
0000004 00001 00l }

-0000G

-000001

-0000S}

ﬁcooccm

qipan) NTd

3 G ‘(30

Q13

-295-



39315

65/73

L¢ 014

00001 0001

g0l cieH &

(wd) 2y Sueyx Op 3uoN

ool ol l

1’0

10°0

-000S

-00001

-0005}

_.ocooN

018 ¢ ‘(®pqipan) N'Td

-296-



39315

66/73

(wd) aus Suewy op 3uoN (nd) 2ys Bueyy Op SuoN

e
000000} 0000 00 1 100 D 000000} 0000} 00} 1 10°0
m ..................................................... Lo 2
.'ll.- WH
& 02 =
oy m Loy |
7 2
09 Log |
= S
Log | Log  |th
5 ﬁ
oo |32 oob |¥
=y
(wd) au3 Suey Op 3uoN (wd) 2y3 Sueyy Op 3uoN
0000004 0000L 00 ! 100 0000004 0000} 0O} I 100 P
frrTET R FITTERY [ITTRN 1 IR AR T T Lot ° % 1 1 L 1 L o -l
=
= =
-0C &> 02 -
u i o
J< mw
oy | B ] rov
7 z
] =2 ;
09 | L9 |~
o On
r08 =, -08 i
?- n\ .ln
ool Lot

AL

<

-297-



(Wd) 2y3 Suey Op SUON (Wd) 2ys Sueyy 9p uoN

39315
67/73

000000 00004 00} b 10°0 2 0000001 00004 00} b 100
O P PPETPRTTITTIEES ik A |°
............................................................. ) w.w
. (74
S
! =2 -0
oy vﬂv
-09 m r09
o8 | 1o 08
W
loot & ﬁ
00k [n 00b
(=)
d 3 5p 3 @
(wd) U3 BugL 0P SUON (wd) 23 Sueyy op uoN
0000001 0000 00} b . 000000} 0000} .
X
Loz = 02
8>
=
oy 2. oy
&
Log | % 09
=
Log | & 08
rs < —.oS

AL

ugyd %

v13

oF ‘dLVL!

013

ugyd %

ra
=N
8

(=13

9% ‘143

-298-



39315

68/73

AIE N

088y g@ILERH = K13 pZ 9ILERH W

(d) 2y3 Bueyy Op BUoN

100 1000°0

-001

Los 1

ueyd %

HA'D v 1430 1Bt

-299-



39315

69/73

ce oI

00001

g01 ¢ °H =

(wd) 2y3 Suey Op SUON

00l I 10°0 1000°0

005

-0001

0061

L0002

¢‘9 “(/gdseD qun yeou) N'TA

OIS

-300-



39315

“AE

(6A) €00 Buew e (6/\) €00 Buegud

' 5
i‘
x5
%
e kX
SREEn
SEIN

(L0027)

(20027
dSOIN Bueuy

dSOIN Bueyy

70/73

(20007)

(20007
dSOIN Buewy

dSOW Bueyy

-301-



39315

71173

Ge b4

-302-



39315

9¢ b1

wonyu
20np SUQUY
wonyu 20Np- o PSIU) o X %0100 nixmmﬂ_m_u -
gv4x-c\yed)d =& - .
3uQu| 0'q AL A92000T-aVX-Z(ded)d =
(Wd) 2y3 Sueyy Op SueN
(wd) 2ya Sueyy op 3ugN ,
000000}k 0000} 00! b Z| 000000} 0000} 00} I
Frrﬂ.‘.. TP 1araa N Q ”o r.:..‘t. PR TP S VT S Y i uo
8¢
™
I~ = -00002
AN L
N~ 0005 g L0000V
o
-QOOOF Muv .OOOO@
= 00008
ﬁoccﬁ M 000001
=

£o sURU BUY

TAIAD dSOIN 39 U

-303-



39315

/€014

avdx-z(qed)d & A2/00071-avd4Xx-z(ged)d -
(Wd) 2y3 Suey) op BuUoON

00001 ool 3

PRI S U S — ™ [ S R S T T W T ——"} | _— ™ c

73/73

qvdx-z(aqed)d & A00007T-avVaX-Z(ded)d =
(Wd) aya Suey Op 3uoN

00001 00l l

ueyd %

0 10y 1913

4

QI3 8

r0¢

-09

-304-





