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(57) Séang ché dé cap dén khang thé gén két voi LY75. Sang ché ciing dé cap dén axit
nucleic ma hoa khang thé nay, vecto biéu hién, té bao vat chi va cac phuong phap biéu
hién cac khang thé nay. Céc khang thé nay c6 thé dugc str dung dé diéu tri ung thu, bao
gdém ung thu tuy, ung thu budng trimg, ung thu vi1, ung thu tryc trang, ung thu thuc quan,
ung thu da, ung thu tuyen giap, ung thu phéi, ung thu ‘bang quang, da u tuy va u bach
huyét. Sang ché ciing dé cip dén phuong phap san xuit khang thé va duoc pham chira
khang thé nay.
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Linh vire k§ thuit dwoe dé cip

Sang ché d& cap dén cac khang thé va c4c protein tri liéu khac huéng dich LY75,
axit nucleic ma héa cac khang thé va protein tri liéu nay, cac phuong phap san xuét
khang thé don dong va protein tri liéu khac, va phuong phép diéu tri bénh, nhu ung thu
gy ra boi su biéu hién/hoat tinh ctia LY75 va/hodc lién quan dén sy biéu hién/hoat tinh
bat thudng cia cac phdi tir ctia né.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Khang nguyén lympho bio 75 heat dong nhu thu thé nhap bao dé hudng céc
khang nguyén di bi bat giir ra khoi ving ngoai bao t6i khoang xtr ly khang nguyén biét
héa va nhén thdy ring n6 1am giam mirc do tang sinh cua lympho bao B. Su biéu hién cia
khang nguyén lympho bio 75 dugc quan sat & ung thu tuy, budng trimg, nguc, truc trang,
thue quan, da, tuyén gidp va phoi (té bao khong nhd) ciing nhu da u tiy va nhidu loai u
bach huyét va bénh bach ciu khac nhau.

W02009/061996 mo ta khang thé don dong phén 14p duoc ma gin két véi DEC-
205 (LY75) clia ngudi va cac ché phdm va phén it trén co s¢ khang thé c6 lién quan. Tai
liéu ndy cling md ta dugc phim chita cac khang thé nay, ciing nhu phuong phép diéu tri

va chan dodn bénh bang céch sir dung cac khang thé nay.

W02008/104806 mo ta cac chét phan tng 4i luc c¢6 kha ning gin két véi LY75

ding @ diéu tri hoic ngin ngira ung thu.
Ban chit k¥ thuit ciia sang ché

Sang ché dé cap dén khang thé huéng dich LY75, axit nucleic ma héa khéng thé
nady, té bio vat chil chira cic axit nucleic niy mi hoéa céc khang thé theo sang ché,
phuong phép tao ra chat khang LY75, va cac phuong phép diéu tri bénh, nhu c4c rdi loan
do LY75 gay ra, vi du, ung thu & ngudi, bao gdm ung thu tuy, ung thu budng trimg, ung
thu vii, ung thu tryc trang, ung thu thuc quan, ung thu da, ung thu tuyén giap, ung thu
phéi, ung thu dau va cd, ung thu bang quang, ung thu da day, bénh bach ciu, da u tiy va
u bach huyét.
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Theo mot khia canh, sang ché dé cdp dén khang thé, hodc phin gin két khang
nguyén clia né: (a) gin két epitop trén LY75 ma duoc nhan dién bsi khang thé chia vung
bién d6i chudi ning chira trinh tir axit amin néu trong SEQ ID NO.1 va ving bién dbi
chudi nhe chra trmh tu axit amin néu trong SEQ ID NO.2, hoéc (b) canh tranh dé gén Kkét
v6i LY75 véi khang thé chira viing bién d6i chudi nang chira trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO.1, va ving bién dbi chudi nhe chtra trinh tir axit amin néu trong SEQ ID
NO.2.

Theo mét phuong 4n, khang thé hodc phin gin két khang nguyén cia nd gén két
v6i LY75 cla ngudi va chira viing bién ddi chudi ning chira 1, 2 hodc 3 CDR dugc chon
tr nhom bao g?)m cac CDR c¢6 cac trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.5, 6, va 7, va’/hoac
ving bién d6i chudi nhe chira 1, 2 hozic 3 CDR dugc chon tir nhém bao gdm cac CDR c6
cac trinh tr nhu néu trong SEQ ID NO.8, 9 va 10.

Theo cac phuong 4n duge wu tién, cac khang thé nay 13 cac khang thé phén lp.

Theo mét s6 phuong 4n, cic khang thé theo sang ché gin két véi LY75 (SEQ ID
NO.15) va dugc ndi hoa béi té bao biéu hién LY75 dé tao ra dap ng hoat tinh gay doc té
bao phu thudc khang thé (antibody dependent cellular cytotoxicity - ADCC) v6i su c6
mat cia t& bao tac dong hodc tao ra dap g gay doc t€ bao T voi su c6 mit cia cac té
bao tac dong.

Théo phuong 4an khéc, khang thé chira ving x4c dinh bd sung (complementarity
determining region - CDR) hozc ving bién d6i (variable region - VR) ciia chudi ning
va/hodc chudi nhe ciia khang thé cu thé néu trong ban mé ta niy (vi du, trong ban mé ta
nay duge goi 1a “LY75_A1”). Do d6, theo mot phuong 4n, khang thé chira cic mién
CDR1, CDR2, vi CDR3 ctia ving bién d6i chudi ning (heavy chain variable - VH) cua
khang thé LY75_ Al c6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.1, va/hodc cic mién CDRI,
CDR2 va CDR3 ctia ving bién dbi chudi nhe (light chain variable - VL) cua LY75 Al
c6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.2.

Theo phuong 4n khéc, khang thé chira ving bién d6i chudi niang chira vhCDR thi
nhét c¢6 trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO.5; vhCDR thir hai ¢6 trinh tw nhu néu
trong SEQ ID NO.6; va vhCDR thir ba c6 trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO.7;
va/hodc ving bién ddi chudi nhe chira vICDR thir nhét c6 trinh tir axit amin néu trong
SEQ ID NO.8; vICDR thtr hai cé trinh tu axit amin néu trong ASEQ ID NO.9; va vICDR

-3



39442

thr ba c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO.10, tuy y trong d6 mét hodc nhidu
CDR bét ky doc 1ap chira mot, hai, ba, bdn hodc nim dot bién thay thé, bd sung hoidc

khuyét axit amin.

Theo phuong 4n khéc, cac khang thé theo sang ché gén két v6i LY75 cia ngudi va
bao gbém ving bién ddi chudi ning cé trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO.1, va/hoac
céc doan cai bién trinh tu béo thi ciia ching. Cac khang thé nay c6 thé con bao gdm ving
bién ddi chudi nhe cé trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO.2, vd/hoic cac doan cai
bién trinh tir bao thi clia chiing. |

Theo phwong 4n khéc, cac khang thé theo sang ché gin két v6i LY75 clia ngudi va
chira viing bién dbi chudi ning va ving bién ddi chudi nhe 1an lugt bao gdm trinh t axit
amin néu trong SEQ ID NO.1 va/hodac SEQ ID NO.2, va cac doan cai bién trinh tu bao

thd cta ching.

Céc khang thé phan 14p bao gbém cac ving bién dbi chudi ning va chudi nhe c6 do
twong ddng trinh tur it nhét bing 80%, hogc it nhat 1a 85%, hogc it nhét 1a 90%, hoc it
nhat 13 91%, hodc it nhat 13 92%, hodc it’niét 13 93%, hodc it nhat 12 94%, hoic it nhit 13
95%, hogc it nhit 13 96%, hodc it nhét 13 97%, hoac it nhit 13 98%, hodc it nhét 13 99%,
hodc 16n hon so véi trinh tur bt ky trong sé céc trinh tur néu trén cling nim trong pham vi
cua sang ché. Cac khoang lién quan dén cac tri s6 néu trén, vi du, cac vung bién dbi chudi
ning va chudi nhe c¢6 d6 twong dong trinh tu it nhét bang 80-85%, 85-90%, 90-95% hoic
95-100% so v6i trinh tir bét ky trong sb cac trinh ty néu trén ciing duoc du dinh nam
trong pham vi ciia sang ché. Theo mdt phuong 4n, khang thé chira ving bién d6i chudi
ning c6 trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO.1 hoic trinh tur ¢6 it nhét 80%, it nhat
85%, it nht 90%, it nhit 91%, it nhit 92%, it nhét 93%, it nhat 94%, it nhat 95%, it nhit
96%, it nhat 97%, it nhit 98%, it nhit 99% giéng véi trinh tr nhu néu trong SEQ ID
NO.1. Theo phuong 4n khéac, khang thé chira ving bién ddi chudi nhe cé trinh tir axit
amin néu trong SEQ ID NO.2 hodc trinh tr ¢6 it nhat 80%, it nhit 85%, it nhit 90%, it
nhit 91%, it nhat 92%, it nhit 93%, it nhit 94%, it nhit 95%, it nhit 96%, it nhat 97%, it
nhit 98%, it nhit 99% gibng véi trinh tr nhu néu trong SEQ ID NO.2. Theo phuong 4n
khac, khang thé chtra ving khung chudi ning chira trinh ty axit amin c6 it nhit 80%, it
nhat 85%, it nhat 90%, it nhat 91%, it nhit 92%, it nhit 93%, it nhit 94%, it nhit 95%, it
nhat 96%, it nhit 97%, it nhit 98%, it nhit 99% giéng so v6i khung ctia ving bién doi
chudi ning cé trinh tr nhu néu trong SEQ ID NO.1 nhu dugc néu trong cic SEQ ID
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NO.16, 17, 18 va 19. Theo phuong 4n khac, khang thé chira ving khung chudi nhe chira
trinh tr axit amin c6 it nhit 80%, it nhét 85%, it nhat 90%, it nhat 91%, it nhat 92%, it
nhit 93%, it nhit 94%, it nhit 95%, it nhit 96%, it nhit 97%, it nhat 98%, it nhat 99%
gibng so v&i khung ciia viing bién d6i chudi nhe c6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.2
nhu dugc néu trong SEQ ID NOS: 20, 21, 22 va 23.

Sang ché ciing dé cap dén cac khang thé canh tranh dé gan két véi LY75 véi cac
khang thé theo sang ché. Theo phuong 4an cu thé, khang thé canh tranh @ gin két véi
LY75 véi khang thé nay chtra ving bién d8i chudi nang va/hodc chudi nhe 1an luot chira
. céc trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO.1 va 2, hodc cac trinh tu axit amin ¢é do
twrong ddng trinh tu it nht bang 80%, it nhat 13 85%, it nhat 13 90%, it nhat 13 91%, it
nhit 13 92%, it nhat 13 93%, it nhat 1a 94%, it nhat 1A 95%, it nhat 1a 96%, it nhat 1a 97%,
it nhat 12 98%, it nhat 1 99%. Theo phuong an khac, khang thé canh tranh dé gin két vé6i
LY75 véi khang thé chira ving bién d6i chudi ning va/hodc chudi nhe chira cic trinh tur

axit amin néu trong SEQ ID NO.1 va 2 (LY75_Al).

Cac khang thé khac theo sang ché gin két v6i cing mét epitop hoic epitop trén
LY75 di dugc nhin dién boi cac khang thé néu trong ban md ta ndy. Theo phwong 4n cu
thé khac, khang thé gin két véi epitop trén LY75 d4 dugc nhan dién boi khang thé chira
viung bién ddi chubi ning va/hoic chudi nhe 14n lugt chtra cac trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO.1 va 2, hodc cac trinh tu axit amin cé do tuong ddng trinh tyr it nhat
bing 80%. Theo phuong 4n khéc, khang thé gin két véi epitop trén LY75 d4 dugc nhan
dién boi khang thé chira ving bién d6i chudi ning va/hodc chudi nhe chira cac trinh tur
axit amin néu trong SEQ ID NO.1 va2 (LY75_Al).

Theo phuong 4n khéc, cac khang thé theo sang ché gin két dic hiéu véi mot hodc
nhiéu, vidu,?2,3,4,5,6,7, 8,9 hoic 10 peptit dugc chon tir nhém chira céc trinh tu nhu
néu trong SEQ ID NO.24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36 hodc 37 hodc cac
ménh cia chung, trong d6 c4c manh ndy chira it nhét 2, it nhét 3, it nhat 4, it nhat 5, it
nhét 6, it nhit 7, it nhét 8, it nhit 9 hodc it nhit 10 axit amin lién ké. Theo phuong 4n
khéc, epitop dd dugc nhin dién bdi cac khang thé theo sang ché chira mot hoic nhiéu
peptit, hai hodc nhidu peptit hodic ba hodc nhiéu peptit dugc chon tir nhém bao gbm céc
trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.27, 29, 30, 34, 35, 36 hoac 37 hodc cac manh cta
ching, trong d6 c4c manh nay chtra it nhét 2, it nhat 3, it nhit 4, it nhét 5, it nhét 6, it nhat

7, it nhét 8, it nhit 9 hodc it nhit 10 axit amin lién ké. Theo phuong 4n khéc, epitop da
-5-



39442

dugc nhan dién béi cac khang thé theo sang ché chira mot hodc nhiéu peptit, vi du, hai
hoic ba peptit duge chon tir nhém bao gdm céc trinh tir nhu néu trong SEQ ID NO.30, 36
va 37 hodc cic manh cua ching, trong d6 cic manh nay chira it nhét 2, it nhét 3, it nhét 4,
it nhit 5, it nhét 6, it nhit 7, it nhét 8, it nhit 9 hodc it nhit 10 axit amin lién k.

Theo phuong 4n khéc, cac khang thé theo sang ché chira cac CDR bién ddi so so
v6i cac khang thé bd me néu trong ban mé ta nay. Do d6, sang ché @& cap dén khang thé
bién d6i chira ving bién ddi cai bién ctia khang thé bb me, trong d6 khang thé bd me nay
chtra vhCDR thi nhét c6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.5, vhCDR thit hai ¢6 trinh tur
nhu néu trong SEQ ID NO.6, vhCDR thur ba c6 trinh tg nhu néu trong SEQ ID NO.7,
vICDR thir nhét c6 trinh trr nhu néu trong SEQ ID NO.8, vICDR thir hai ¢6 trinh tir nhu
néu trong SEQ ID NO.9 va vICDR thtt ba c6 trinh tg nhu néu trong SEQ ID NO.10, va
trong d6 khang thé bién dbi nay thuong c6 1, 2, 3, 4, 5 hodc 6 dot bién thay thé axit amin
trong bd gébm vhCDR thir nhit, vaCDR thir hai, vhCDR thi ba, vICDR thr nhat, vICDR
thir hai va vICDR thr ba, v6i 1 dén 4, 1 dén 3 hogc 1 dén 2 dot bién thay thé dé ding cu

thé, va trong d6 khang thé ndy van gin két dic hidu v6i LY75.

Céc khang thé theo sang ché c6 thé 13 khang thé c6 chiéu dai ddy du, vi du, khang
thé bit ky trong s cac isotyp sau: IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgM, IgAl, IgA2, IgAsec,
IgD, va IgE. Theo cach khac, cac khang thé nay c6 thé 1a cAc manh nhu phan gin két
khang nguyén hodc khang thé chudi don (vi du, Fab, F(ab')2, Fv, manh Fv chudi don,
viing x4c dinh bd sung (CDR) phén 14p duoc hodc dang két hop cia hai hodc nhiéu CDR
phan 1ap dugc). Cac khang thé ndy c6 thé 12 loai khang thé bét ky, bao gdm, nhung khéng

chi gidi han ¢, khang thé ctia ngudi, nhan tao, va khang the thé kham.

Theo cac phuong 4n khéc, cac khang thé theo sang ché & dang thé tiép hop mién
dich (tirc 12 con chtra gbe lién két cong hoa tri). Theo phuong an cu thé, gbe nay 13 duoc
chét, nhu maytansinoid, dolastatin, auristatin, trichothecene, calicheamicin, CC1065 hodc
céc din xuét cua ching. Theo mdt phuong an duge uu tién, géc duoc chét 13 DM1 hoic
DM4

Theo cac phuong 4n khac, cac khang thé theo sang ché con chira phan tir dic hiéu
kép va do d6 c6 thé tao ra dép tng hoat tinh gy doc t& bao phu thudc khang thé (ADCC)

v6i su c6 mdt cla t€ bao tac dong, do dé ti€u diét cac té bao bi€u hién LY75.
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Theo cac phuwong 4n khac, cac khang thé theo sang ché con chira phéan tir dic hiéu
kép va do d6 c6 thé tao ra dap tmg gy ddc té bao T véi su c6 mit cia té bao tac dong, tir
d6 tidu diét cac té bao biéu hién LY75.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché d& cap dén axit nucleic ma héa ving bién ddi
chudi nang va/hodc chudi nhe ciia cac khang thé theo sang ché. Theo mdt phuwrong 4n,
sang ché dé cap dén axit nucleic chira trinh tr ma héa chudi ning ciia khang thé theo sang
ché hodc phin gén két khang nguyén ctia né. Theo phuong an khéc, sang ché dé cap dén
axit nucleic chtra trinh ty ma héa chudi nhe cia khang thé theo sang ché hoic phin gin
két khang nguyén ciia n6. Theo phuong 4n khéc, sang ché dé cap dén axit nucleic chira

trinh tur ma héa viing bién d6i chudi ning va chudi nhe ciia khang thé theo sang ché.

Theo mot phwong 4n, sang ché dé cap dén khang thé don dong phan 14p dugc gin
két v6i LY75 clia ngudi, trong d6 khang thé nay chira ving bién ddi chudi ning va ving
bién ddi chudi nhe dugc mi héa béi cac trinh tur axit nucleic 1an lugt chita cac trinh tu
nhu néu trong SEQ ID NO.3 va 4, hoic cac trinh tu axit nucleic ¢6 d6 twong ddng trinh
tir it nhit bing 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% hoac 99% so véi cac trinh tir axit nucleic néu trén hodc trinh tu axit nucleic
khac so v6i cac trinh tr nhu néu trong SEQ ID NO.3 va 4 do thoai bién m di truyén.

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé cap dén vecto biéu hién chira axit nucleic
mi héa ving bién ddi chudi ning va/hodc chudi nhe cia cic khang thé theo sang ché
.dli(-_yc duoc lién két diéu khién véi mot hodc nhidu doan diéu hoa.

Theo mét khia canh khac, sing ché dé cap dén té bao vat chu chira axit nucleic ma
héa ving bién dbi chudi ning va/hodc chudi nhe hoic cac phan gin két khang nguyén
ctia chung ciia cac khang thé néu trén. Tt hon, néu trong d6 té bao vat chi bidu hién
ving bién dbi chudi ning va/hodc chudi nhe niy hoic cac phan gin két khang nguyén
ctia chung khi té bao vét chii ndy dwoc phat trién trong cac diéu kién trong d6 cac axit

nucleic dugc bi€u hién.

Theo mot phuong an duge uu tién, té bao vat cha chira: (i) vecto biéu hién theo

sang che; hodc

(i) vecto biéu hién thir nhat chira axit nucleic trinh tr ma hoéa chudi ning cta

khang thé theo sang ché hodc phin gin két khang nguyén cta n6 va vecto biéu hién thir
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hai chtra axit nucleic trinh tr ma héa chudi nhe ctia khang thé theo sang ché hoic phan

gin két khang nguyén ctia né.

Theo mét khia canh khac nita, sang ché dé cap dén phuong phép san xuét khang
thé hodc phan gin két khang nguyén ciia n6, bao gdm bude nudi ciy té bao vat chu theo
sang ché trong cac diéu kién, trong d6 khang thé hoic phan gin két khang nguyén clia nd
duoc biéu hién va tuy ¥ budc phan 1ap khang thé hoic phan gin két khang nguyén cia
no.

Theo mot khia canh khac nita, sang ché mé ta phuong phéap didu tri ung thu bao
gbm bude cho dbi twong bi bénh c6 nhu ciu didu tri ding khang thé hodc phan gin két
khang nguyén cta né theo sang ché, trong d6 khang thé nay hodc phan gin két khang
nguyén ctia n6 duoc ndi hoa bai té bao bidu hién LY75, khang thé nay hodc phan gin két
khang nguyén chira thé tiép hop duoc chit lién két cong hoa tri. D3 biét ring khang thé
hodc phan gin két khang nguyén clia n6 theo sang ché 1 khang thé gin két véi LY75
(SEQ ID NO.15). Theo mdt phuong 4n, khang thé chira ving bién ddi chudi ning chta
vhCDR thir nhét c6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.5; vhCDR thtr hai c6 trinh tu nhu
néu trong SEQ ID NO.6; va vhCDR tht ba ¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.7; va
ving bién ddi chudi nhe c6 trinh tw duoc néu trong vICDR thir nhét ¢6 trinh tr nhu néu
trong SEQ ID NO.8; vICDR thir hai ¢ trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.9; va vICDR
thir ba c6 trinh tr nhu néu trong SEQ ID NO.10 va thé tiép hop dugc chét lién két cong
hoa tri.

Theo mdt khia canh khac nira, sang ché md ta phuong phap diéu tri ung thu, trong
d6 ddi twong bi bénh c¢é nhu ciu didu tri duge cho dung khang thé hoic cac khang thé
hoic phan gin két khang nguyén ciia chiing theo sang ché va trong d6 khang thé hoic cac
khang thé nhu vy hoic phin gin két khang nguyén cia ching theo sang ché tao ra dap
g ADCC v6i su c6 mit cia té bao tac dong. Tt hon, néu khang thé hoic phan gin két
khang nguyén ciia né chira ving bién d6i chudi niang chira vhCDR thir nhét c6 trinh tur
nhu néu trong SEQ ID NO.5; vhCDR thir hai ¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.6; va
vhCDR thir ba c6 trinh trr nhu néu trong SEQ ID NO.7; va vimg bién d6i chudi nhe chira
vICDR thir nhét c6 trinh tir nhu néu trong SEQ ID NO.8; vICDR thit hai ¢6 trinh ty nhu
néu trong SEQ ID NO.9; va vICDR thit ba ¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.10.
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Theo mét khia canh khéc nira, sing ché md ta phuong phap diéu tri ung thur, trong
d6 d6i twong bi bénh cé nhu cau diéu tri duoc cho ding khang thé hodc cac khang thé
hoic phan gin két khang nguyén ciia ching theo sang ché va trong d6 khang thé hoic cac
khang thé nhu vy hodc phin gin két khang nguyén ciia ching theo sang ché tao ra dap
g gy doc té bao T voi s c6 miat cia té bao tac dong. Tét hon, néu khang thé chira
ving bién ddi chudi ning chira vhCDR thir nhét c6 trinh tr nhu néu trong SEQ ID NO.5;
vhCDR thir hai c¢6 trinh tg nhu néu trong SEQ ID NO.6; va vhCDR tht ba c6 trinh tu nhu
néu trong SEQ ID NO.7; va ving bién dbi chudi nhe chira vICDR thir nhat c6 trinh tur
nhu néu trong SEQ ID NO.8; vICDR thir hai ¢ trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.9; va
vICDR thir ba c6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.10.

Theo mot khia canh khac nita, sang ché d cap dén mot hoic nhidu khang thé theo

sang ché ding dé diéu tri ung thu.

Sang ché con mo ta viéc si.dung mdt hodc nhi€u khang thé theo sdng ché trong

viéc san xuat thudc di€u tri ung thu.

Theo mét sb phuong &n, ung thu dugc chon tir nhém bao gbm ung thu tuy, ung
thu than, ung thu gan, ung thu budng trimg, ung thu v, ung thu truc trang, ung thu thuc
quan, ung thu dau va co, ung thu da, ung thu tuyén giap, ung thu bang quang, ung thu da
day, ung thu phéi, bénh bach céu, u tuy, tdt honla dau tdy, va u bach huyét. Dic biét, tot
hon néu ung thu bao gdm u bach huyét khong phai dang Hodgkin, u bach huyét té bao B
16n khuéch tan (diffuse large B-cell lymphoma - DLBCL), u bach huyét té bao B, u bach
huyét ¢6 nang, u bach huyét té bao vo nio, u bach huyét ctia mé bach huyét lién quan dén
niém mac (Mucosa-Associated Lymphoid Tissue - MALT), u bach huyét té bao T/té bao
B gidu mé bio, u bach huyét Burkitt, u bach huyét lympho-bao twong, u bach huyét
lympho bao nhé, u bach huyét ving bién, u bach huyét t& bao T, u bach huyét t& bao T
ngoai vi, u bach huyét t€ bao 16n trr ghép va u bach huyét t& bao T mién dich-mach mau,
bénh bach cdu tiy bao cip tinh, bénh bach cdu lympho bao man tinh, ung thu bang

quang, ung thu tuy va ung thu vii 4m tinh véi ba thy thé hormon.
Theo khia canh khac nita, sang ché mé ta phuong phap phat hién, chdn doan
va/hoidc sang loc hodc kiém so4t qua trinh tién trién ung thu trong d6 LY75 dugc biéu

hién trong cac ung thu nay, hoac kiém soat hi¢u qua cta dugce chat hodc phép tri liéu cac
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loai ung thu ndy, & d6i trong bao gdm budce phat hién su c6 mit hoic néng d6 khang thé

c6 kha ning gan két mién dich ddc hiéu v6i LY75, hodc mot hodc nhiéu manh cia chiing.

Tbt hon, néu ung thu dugc chon tir nhém bao gém ung thu tuy, ung thu thén, ung
thu gan, ung thu budng trimg, ung thu vii, ung thu truc trang, ung thu thuc quan, ung thu
du va cb, ung thu da, ung thu tuyén giap, ung thu bang quang, ung thu da day, ung thu
phdi, bénh bach clu, u tuy, t5t hon 1 da u tity, va u bach huyét. Dic biét tt hon, néu ung
~ thu bao gbém u bach huyét khéng phai dang Hodgkin, u bach huyét t& bao B 16n khuéch
tan (DLBCL), u bach huyét té bao B, U bach huyét c6 nang, u bach huyét té bao vé ndo,
u bach huyét cia mé bach huyét lién quan dén niém mac (MALT), u bach huyét t& bio
T/té bao B gidu md bao, u bach huyét Burkitt, u bach huyét lympho-bao tuong, u bach
huyét lympho bao nho, u bach huyét ving bién, u bach huyét té bao T, u bach huyét té
bao T ngoai vi, u bach huyét té bao 16n tu ghép va u bach huyét té bio T mién dich-mach
_ méu,‘ bénh bach cdu tily bao cép tinh, bénh bach cau lympho bio man tinh, ung thu bang

quang, ung thu tuy va ung thu vii 4m tinh v6i ba thu thé hormon.

Pham vi ciia sang ché ciing bao gém kit chira cac thanh phan (vi du, cac khang
thé) theo sang ché va, tuy ¥, huéng dan sir dung. Kit nay c6 thé con chira it nhat mot chit
phan tmg khac hodc mét hodic nhidu khang thé khac theo sang ché.

Céc déu hiéu va uu diém khac cia sang ché 13 hién nhién di véi phan mo ta chi
tiét sang ché va phan yéu cau bao ho dudi day.

MBS ta vin tit hinh vé

Fig.1 thé hién viéc so sanh trinh tw cia chudi ning LY75 Al (SEQ ID NO.1),
dong mim VH3-15 cta ngudi (SEQ ID NO.11) va dong médm JH4 cia nguoi (SEQ ID
NO.12). Cac ving CDR cuia chudi ning LY75 Al dugc gach chan.

Fig.2 thé hién viéc so sanh trinh tur ciia chudi nhe LY75_A1 (SEQ ID NO.2), dong
mam VK O12 ctia ngudi (SEQ ID NO.13) va dong mam JK4 ciia ngudi (SEQ I D NO:
14). C4c viing CDR ctia chudi nhe LY75_A1 duoc gach chan.

Fig.3a thé hién hoat tinh gy doc té bao ciia khang thé don dong khang LY75 tiép
hop v6i DMI trong HT-29 va ching té rang hau hét cac khang thé gin két véi LY75
nhung chi ¢6 hiéu qua rat nho.
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Fig.3b thé hién hoat tinh gdy ddc té bio ciia cac khang thé khang LY75 tiép hop
v6i DM1 hodc DM4 trong HT-29.

Fig.3c thé hién hoat tinh gay ddc té bio clia cac khang thé khang LY75 tiép hop
v6i DMI hodc DM4 trong cac té bao RAJL.

Fig.3d thé hién hoat tinh gdy doc té bao cua cac khang thé khang LY75 tiép hop
v6i DM1 hoic DM4 trong cac té bao Namalwa.

Fig.3e thé hién hoat tinh gdy ddc té bao cia cac khang thé khang LY75 tiép hop
v6i DM hodc DM4 trong cac té bao Karpas 299.

Fig.3f thé hién hoat tinh gy doc té bao ciia cac khang thé khang LY75 tiép hop
v6i DM 1 hoisic DM4 trong cac té bao BxPC3.

Fig.3g thé hién hoat tinh gdy ddc té bao ciia cac khang thé khéng LY75 tiép hop
v&i DM1 hodc DM4 trong cac té bao HupT4.

Fig.3h thé hién hoat tinh gy doc té bao cta céc khang thé khang LY75 tiép hop
véi DM1 hoic DM4 trong céc té bao HPAFFIL.

Fig.3i thé hién hoat tinh gy doc t€ bao clia cac khang thé khang LY75 tiép hop
véi DM1 hodc DM4 trong céc té bio EHEB.

Fig.3j thé hién hoat tinh gy doc 1é bao ciia cac khang thé khang LY75 tiép hop
v6i DMI hogc DM4 trong cac té bao Mec-1.

~ Fig.3k thé hién hoat tinh gy doc té bao cta cac khang thé khang LY75 tiép hop
v6i DM1 hodc DM4 trong cAc t& bao AML-193.

Fig.31 thé hién hoat tinh gdy doc té bao clia cac khang thé khang LY75 tiép hop
v6i DM1 hoic DM4 trong céc té bao HCC 70.

Fig.3m thé hién hoat tinh gy doc té bao ciia cac khang thé khang LY75 tiép hop
v6i DM1 hoic DM4 trong céc té bao HCC 1806.

Fig.3n thé hién hoat tinh gy doc té bao ciia cac khang thé khang LY75 tiép hop
véi DM1 hozc DM4 trong cac té bao MDA-MB-468.

Fig.30 thé hién hoat tinh gy ddc té bio ciia cac khang thé khang LY75 tiép hop
v6i DM1 hodc DM4 trong cac t€ bao RT4.
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Fig.3p thé hién hoat tinh gdy doc té bao cia cac khang thé khang LY75 tiép hop
v6i DMI hoic DM4 trong cac té bao 5637.

Fig.3q thé hién hoat tinh gdy dbc té bao ciia cac khang thé khang LY75 tiép hop
v6i DM1 hodc DM4 trong céc té bao SW780.

Fig.3r thé hién hoat tinh gy doc t& bao ctia cac khang thé khang LY75 tiép hop
v6i DM1 hoidc DM4 trong cac té bao SCC-9.

“ Fig.3s thé hién hoat tinh gdy ddc té bao cia cac khang thé khang LY75 tiép hop

v6i DM1 hodac DM4 trong cac té bao OE 19.

Fig.3t thé hién hoat tinh gy doc té bao clia cac khang thé khang LY75 tiép hop
v6i DM1 hoic DM4 trong cac té bao OVCAR-3.

Fig.3u thé hién hoat tinh gy doc t€ bao cia cac khang thé khang LY75 tiép hop
v6i DM1 hoic DM4 trong cac té bao SK-OV-3.

Fig.3v thé hién hoat tinh giy doc té bao cia cac khang thé khang LY75 tiép hop
v6i DM1 hogc DM4 trong c4c té bao MOLP-8.

Fig.3w thé hién hoat tinh gay ddc té bao ctia cac khang thé khang LY75 tiép hop
v6i DM1 hodc DM4 trong céac té bao RPMI8226.

Fig.4a thé hién tac dung cta cac khang thé khang LY75 tiép hop véi DM1 hoic
DM4 trong m6 hinh di ghép ctia chudt nhét SCID bi u bach huyét Raji Burkitt.

Fig.4b thé hién tac dung cia cac khang thé khang LY75 tiép hop v6i DM1 hoic
DM4 trong mé hinh di ghép cuia chudt nhit SCID bi u bach huyét Namalwa Burkitt.

Fig.4c thé hién tic dung cia cic khang thé khang LY75 tiép hop véi DM1 hodc
DM4 & md hinh di ghép ctia chudt trui 16ng tuyén tuy bi ung thu biéu mé tuy HPAFIL

Fig.4d thé hién tac dung cia cac khang thé khang LY75 tiép hop véi DM1 hoic
DM4 & mé hinh di ghép ciia chudt SCID bi ung thu biéu md bang quang SW780 & ngudi.

Fig.4e thé hién tac dung cta cac khang thé khang LY75 tiép hop véi DM1 hoic
DM4 & md hinh di ghép ctia chudt nhit bi trui 16ng tuyén tuy MDA-MB-468.

Fig.4f thé hién tic dung cia cic khang thé khang LY75 tiép hop véi DM1 hoic
DM4 ¢ m6 hinh di ghép cta chudt nhét trui 16ng tuyén tuy bi ung thu biéu md truc trang
COLO205.
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Fig.5a thé hién kha ning gin két canh tranh ciia mAb khang LY75 va mAb khéng
LY75 tiép hop v6i MCC-DML.

Fig. 5b thé hién kha ning gin két khong canh tranh cia LY75_A1 va mAb khéang
LY75 tiép hop véi MCC-DMI.

Fig.6a-6j 12 biéu 6 minh hoa kh4 ning gin két cia khang thé LY75_A1 véi peptit
LY75 trén vi méang peptit. |

Fig.7 thé hién qu4 trinh sdp hang trinh tir axit amin cla peptit 3 dugc gin két boi
khéang thé LY75_Al & ca thir nghiém vi mang peptit 1an thir nghiém kéo peptit xubng.
Peptit da dugc danh déu la cac peptit cé kha nang tao ra epitop dd duoc nhén dién boi
khang thé LY75 Al.

M5 ta chi tiét sang ché

Sang ché dé cap dén cac khang thé phan lap gin két vé6i protein LY75 néu trong

SEQ ID NO.15 nhu dugce néu trong ban md ta nay.

Ngoai ra, cac khang thd LY75 theo sang ché c6 thé 12 phan tir ddc hiéu kép va nhu
vay c6 thé tao ra déap ang hoat tinh gdy doc té bao phu thudc khang thé (ADCC) vo6i su ¢c6
mit cta t& bao tac dong, tir d6 tiéu diét cac t& bao biéu hién LY75.

Ngoai ra, cac khang thé LY75 theo sing ché c6 thé 12 phan tir dic hiéu kép va nhu
vay co thé tao ra déap tmg gay doc té bao T vé6i su ¢6 mit caa té bao tac dong, do do tiéu
diét c4c té bao biéu hién LY75. |

Ngoai ra, cac khang thé LY75 theo sang ché c6 thé duge ndi héa khi duge tiép xtc
v6i cac té bao biéu hién thu thé LY75. Nhu duoc thao ludn trong ban md ta nay, thu thé
LY75 dugc biéu hién qua mirc va/hodc duoc biéu hién biét hoa trén cac té bao ung thu
nhét dinh, bao gdbm nhung khong chi gi6i han &, ung thu than, ung thu gan, ung thu thuc
quéan, ung thu du va co, ung thu da, ung thu tuyén gip, ung thu da day, ung thu truc
trang, ung thu tuy, ung thu tién liét tuyén, ung thu v, ung thu budng trimg, ung thu bang
quang, bénh bach ciu t6t hon 12 bénh bach ciu tiy bao cép tinh hodc bénh bach cau
lympho bao man tinh, u tuy, t6t hon 12 da u tity, u bach huyét, t6t hon 13 u bach huyét té
bao B DLBCL, u bach huyét c6 nang, u bach huyét té bao vo nio, u bach huyét ctia mé
bach huyét lién quan dén niém mac (MALT), u bach huyét té bao T/té bao B gidu mo
bao, u bach huyét Burkitt, u bach huyét lympho-bao tuong, u bach huyét lympho bao
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" nhd, u bach huyét ving bién, u bach huyét té bao T, u bach huyét t& bao T ngoai vi, u
bach huyét té bao 16n tu ghép va u bach huyét té bao T mién dich-mach méu, va ung thu
phoi.

Nhu vay, khi cc khang thé 1Y75 theo sang ché dugc tiép hop v6i duge chéit (d6i
khi trong ban mé ta nay dugc goi 1a “thé tiép hop khang thé-dugc chit” hoic “ADC”),
qua trinh ndi tuong tac cia cac phan tr ADC vao céac té bao ung thu s& gy chét t& bao va

nho d6 diéu tri dugce khoi u.

Sang ché @& cap dén khang thé c6 cac dic diém cau triic cu thé nhu cac ving CDR
c6 trinh ty axit amin cu thé. Sang ché mo ta bd gdm cac CDR c6 thé tao ra chét phan tmg

4 luc, vi du, khang thé, c6 kha niang gén két véi LY75.

Do d6, sang ché d& cap dén cac khang thé, t5t hon 1a cac khang thé phan 1ap (nhu
duoc néu dudi diy, bao gdm nhiéu ciu tric khang thé di biét, dan xuat, dang md phong
va thé tiép hop khac nhau), axit nucleic ma héa cac khang thé nay, té bao vit cha duoc st
dung d& san xuit khang thé, phuong phap sin xuit khang thé, va dugc phim chira cac
khang thé nay va tuy ¥ chit mang duge dung, cc phuong phép diéu tri va chan doan bao

gdm viée sir dung cac khang thé va sir dung cac khang thé nay dé diéu tri ung thu.
Protein LY75

Khéang nguyén lympho bao 75 hoat dong nhu thu thé nhap bao dé huéng cac
khang nguyén d3 bét gitr ra khoi viing ngoai bao téi khoang xir Iy khéang nguyén biét hoa
va do d6 l1am giam qua trinh tang sinh lympho bao B.

Theo SWISS-PROT, khang nguyén lympho bao 75 duoc biéu hién & lach, tuyén
tuy, rudt két va lympho bao & mau ngoai vi. N6 dugc phét hién & tiy bao va dong té bao
lympho B. Céc dang dbng phén trong bin md ta ndy dugc goi la OGTAO7 6b va
OGTA076¢ duge biéu hién & cac té bao u bach huyét Hodgkin 4c tinh dwgc goi 1a cac té
bao Hodgkin va Reed-Sternberg (HRS). LY75 hoat dong nhu thu thé nhép bao dé hudng
cac khang nguyén da bét giir ra khéi viing ngoai bao téi khoang xir Iy khang nguyén biét

héa. N6 lam giam mic d6 tang sinh cia lympho bao B.

Su biéu hién cia LY75 duoc quan sat thdy & ung thu tuy, bang quang, budng
trimg, nguc (bao gbm am tinh v&i ba thu thé hormon), truc trang, thuc quéan, da, tuyén
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giap va phéi (té bao khong nhé) ciing nhur da u tiy va nhiéu loai u bach huyét khac nhau
(bao gdm DLBCL) va bénh bach cau.

Trong cac truong hop nhit dinh, khang thé theo sang ché c6 thé phan tng ngang
v6i LY75 tir cac loai khong phai 13 ngudi. Vi du, dé tao didu kién thuén loi cho viéc thir
nghiém 1am sang, cac khang thé theo sang ché c6 thé phan ing ngang voi cac phén tr
LY75 cta loai gidng gdm nhim hodc loai linh truéng. Theo cach khac, theo mot sb
phuong 4n nhét dinh, cic khang thé c6 thé 1a dic hiéu hoan toan véi LY75 cia ngudi va
khong thé biéu hién loai hoidc cac loai phan (mg ngang khong phai & n'guaﬁ khac.

Khang thé

Sang ché dé cap dén khang thé khang LY75, thuong 13 khang thé diéu tri va/hodc
chin doan nhu d néu trong ban md ta ndy. Nhan thiy ring cac khang thé sir dung theo
sang ché cé thé duogc chip nhan ¢ nhidu dang nhu d3 néu trong ban md ta, bao gdm céc
khang thé truyén théng ciing nhu dan xuit khang thé, cac manh va dang mé phéng, duoc
mb ta dudi ddy. Theo mot phuong 4n, sang ché dé cip dén ciu trac khang thé chta bd
gdm 6 CDR nhu duoc néu trong ban md ta (bao gdm sb lugng nho céc axit amin thay ddi

nhu dugc mo ta dudi day).

“Khang thé” nhu dugc st dung trong ban mé ta niy c6 nhiéu loai cu tric, 13 hién
nhién d6i v6i nguoi c6 trinh d6 trung binh trong linh virc k§ thuat nay, theo mdt sb
phuong 4n né chira tdi thiéu mot bé gdbm 6 CDR nhu dugc néu trong ban mo ta; bao gbm,
nhung khong chi gi6i han & cac khang thé truyén théng (bao gdbm ca khang thé don dong
14n khang thé da dong), khang thé nhan tao va/hoic khang thé thé kham, manh khang thé,
cac khang thé dugc tao ra béng k¥ thuat di truyén (vi dy, béng cach cai bién axit amin
nhu dwoc néu dudi dy), khang thé da dic hiéu (bao gdm khang thé dic hiéu kép), va cac
chét twong tu khac d3 biét trong linh vuc ndy. '

Céc don vi ciu triac khang thé truyén théng thudng chira cdu triic tr phan. Mbi cdu
trac tr phan thudng bao gbém hai cip giéng nhau gém cac chudi polypeptit, mdi cip niy
c6 mot .chuc:)i “nhe” (thudng cé phan tir lugng khoang 25kDa) va mdt chudi “ning”
(thudng cé phan tir lugng khoang 50-70 kDa). Cac chudi nhe cia ngudi duge phan loai
thanh chudi nhe kappa va lambda. Cac chudi ning duoc phan loai thanh mu, delta,
gamma, alpha, hodc epsilon, va isotyp ctia khang thé xac dinh nhu IgM, IgD, IgG, IgA,
va IgE, mot cach tuong tmg. IgG c6 mot s phan 16p, bao gébm, nhung khéng chi gidi han
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& IgG1, 1gG2, 1gG3, va IgG4. IgM c6 cac phan 16p, bao gdm, nhung khong chi giéi han
o, IgM1 va IgM2. Do @6, “isotyp” nhu dugc st dung trong ban mo td nay c6 nghia la
globulin mién dich bat ky trong sb cac phéan 16p globulin mién dich d3 dugc xac dinh bdi
dic tinh héa hoc va khang nguyén ciia cac ving hing dinh ching. Cac globulin mién dich
d3 biét ciia nguoi 13 IgG1, 1gG2, IgG3, IgG4, IgAl, IgA2, IgM1, IgM2, IgD, va IgE. Can
phai hiéu ring cac khang thé diéu tri c6 thé ciing bao gdm cic dang lai ciia viéc két hop
bét ky ctia cac isotyp va/hoic phén 16p.

Theo nhiéu phuong 4n, cic isotyp IgG duoc sir dung theo sang ché, nhan thiy f%mg
IgG1 duoc dung trong rt nhiéu ing dung.

Phan d4u amino ctia mdi chudi bao gdm ving bién dbi c6 khoang 100 dén 110 axit
amin hodc nhiéu axit amin hon chu yéu 13 dép Gmg v6i viéc nhan dién khang nguyén.
Trong ving bién ddi nay, ba vong duoc ndi dbi véi mbi mién V cia chudi nang va chubi
nhe dé tao ra vi tri gin két khang nguyén. Mdi vong nay duoc goi 1a ving xac dinh bd
sung (dudi ddy duoc goi 1a “CDR”), trong d6 mirc d6 bién dbi trong trinh tir axit amin 13
dang ké nhit. Trén thuc té, “bién dbi” diung dé chi cac doan nhét dinh cta vung bién dbi
r4t khac nhau vé trinh tur trong s6 cac khang thé. Tinh bién thién trong ving bién dbi
khong duoc phan bd nhu nhau. Thuc vay, ving V bao gdm ving dudi twong d6i én dinh
duoc goi 1 ving khung (FR) ¢6 15-30 axit amin duge tach ra bdi cac ving c6 chidu dai
ngan hon rit bién thién dugc goi 13 “ving siéu bién” ma mdi ving nay cé 9-15 axit amin

hoéc dai hon.

M&bi VH va VL bao gbém ba ving siéu bién (“ving xac dinh bd sung” - “CDR”) va
bbn FR, duoc sip xép tir ddu amino dén ddu carboxy theo thr ty: FR1-CDR1-FR2-
CDR2-FR3-CDR3-FR4.

Vung siéu bién thuong bao gém céc gbc axit amin tir 24 dén 34 (LCDRI ; “L”
ding d& chi chudi nhe), tir 50 dén 56 (LCDR2) va tir 89 dén 97 (LCDR3) trong ving bién
d6i chudi nhe va khoang tir 31 dén 35B (HCDR1 ; “H” ding d chi chudi ning), tir 50
dén 65 (HCDR2), va tir 95 d@én 102 (HCDR3) trong ving bién dbi chudi ning; Kabat et
al., SEQUENCES OF PROTEINS OF IMMUNOLOGICAL INTEREST, 5th Ed. Public
Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991) va/hoic cac gdc tao
ra vong siéu bién (vi du, cac gbc 26-32 (LCDRI1), 50-52 (LCDR2) va 91-96 (LCDR3)
trong ving bién dbi chudi nhe va 26-32 (HCDR1), 53-55 (HCDR2) va 96-101 (HCDR3)
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trong ving bién ddi chudi ning; Chothia and Lesk (1987) J. Mol. Biol. 196:901 -917. Cac

CDR cu thé theo sang ché dugc mé ta duéi day.

Trong ban md ta ndy, hé thdng danh s6 Kabat thuong duoc sir dung khi dé cép téi
gbc trong mién cai bién (xp xi, cac gbc 1-107 clia ving bién ddi chudi nhe va cac gbe 1-

113 ciia ving bién dbi chudi nang) (vi du, Kabat et al., supra (1991)).

Céac CDR gép phan tao ra qua trinh gin két v&i khang nguyén, hogc dic biét hon,
vi tri gén két voi epitop ciia cac khang thé. Thuét ngir “epitop” hodc “xac dinh khang
nguyén” ding dé chi vi tri trén khang nguyén ma globulin mién dich hozc khang thé gin
két ddc hidu vao. Epitop c6 thé dugc tao ra tir axit amin lién ké 14n axit amin khong lién
ké nhau dugc xép canh nhau bang cach gip nép ba 1an protein. Epitop di dugc tao ra tir
c4c axit amin lién k& thudng van duoc tiép xic véi cac dung méi bién tinh, trong d6 cac
epitop da duoc tao ra bang cach gip nép ba 1an thuong bi mat di trong qua trinh xtr ly
bing cac dung moi bién tinh. Epitop thudng bao gbm it nhét 3, 4, 5, 6,7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14 hoic 15 axit amin trong mét ciu hinh khong gian duy nhit. Nhu d3 néu trong ban
md ta, cac phuong phéap xac dinh xem céc epitop dugc gin két nhu thé nio béi khang thé
nhét dinh (tirc 13, 14p ban dd epitop) 1a da biét trong linh vuc nay va bao gbém, vi du, cac
thir nghiém thdm tach mién dich va két tia mién dich, trong d6 cac peptit chdng khit hoic
nim lién k& thu dugc tir LY75 dugc thir nghiém vé kha ning phan ung véi khang thé
khang LY75 nhét dinh. Cac phuong phap xac dinh cdu hinh khong gian cla cac epitop
bao gdm cac k¥ thuét trong linh vuc k¥ thuat ndy va ching dugce néu trong ban mé ta, vi
du, nghién ctru tinh thé tia X va cong hudéng tir hat nhan 2 chiéu (xem, vi du, Epitope
Mapping Protocols in Methods in Molecular Biology, Vol. 66, G. E. Morris, Ed. (1996)).
Thuét ngir “1ap ban do epitop” dung dé chi qua trinh nhén dién yéu td x4c dinh phéan tir dé
nhén biét khang thé-khang nguyén.

Phén d4u carboxy ctia mdi chudi xac dinh viing hing dinh chii yéu 1a dép tng véi
chirc ning tic dong. Kabat va cac ddng tac gia da thu thap nhiéu trinh tu so cip clia ving
bién dbi ciia cac chudi nang va chudi nhe. Dua vao mirc dd bao tha trinh tu, cac tac gia
d3 phén loai c4c trinh tr so cip riéng r& thanh CDR va khung va dua ra danh muc chira
chung (xem SEQUENCES OF IMMUNOLOGICAL INTEREST, 5th edition, NIH
publication, No. 91-3242, E.A. Kabat et al.).
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Trong phin nhém IgG ciia globulin mién dich, c6 mét vai mién globulin mién dich
trong chudi ning. “Mién globulin mién dich (Ig)” trong bin mo ta nay c6 nghia 13 ving
chira globulin mién dich c6 cu tric bic ba khac biét. Sang ché ciing md ta cc mién cua
chudi ning, k& ca mién cua chudi ning hing dinh (constant heavy - CH) va mién ban 18.
Lién quan dén cac khang thé IgG, mbi isotyp IgG c6 ba ving CH. Do d6, cac mién “CH”
lién quan dén IgG 1a nhu sau: “CH1” ding dé chi cac vi tri 118-220 theo chi s6 EU nhu
trong hé théng d4nh s6 Kabat. “CH2” diing dé chi cac vi tri 237-340 theo chi s6 EU nhu
trong hé théng danh s Kabat, va “CH3” ding dé chi cac vi tri 341-447 theo chi s6 EU
nhu trong hé théng d4nh sé Kabat.

Loai mién Ig khac cta chudi nang 13 ving ban 1&. “Ban 1&” hoic “ving ban 1&”
hodc “viing ban 1& chira khang thé” hodc “ving ban 1& chira globulin mién dich” trong
ban mé ta ndy c6 nghia 13 polypeptit linh dong chira axit amin ndm giita mién hang dinh
thtr nhit va mién hing dinh thtr hai ciia khang thé. V& mit cu tric, mién CHI cia IgG
két thac & vi trf EU 220, va mién CH2 cua IgG bat dau & vi tri gbc EU 237. Do d6, db6i
v6i ving ban 18 chira khang thé IgG trong ban mé ta nay dugc xac dinh bao gdm cac vi
trf 221 (D221 trong IgG1) dén 236 (G236 trong 1gG1), trong d6 viéc danh sé dugc thuc
hién theo chi s6 EU nhu néu trong hé théng danh s6 Kabat. Theo mdt s6 phuong 4n, vi du
lién quan dén ving Fc, ving ban 1& ¢ chiéu dai ngin hon ciing bao gém, trong d6 “ban

18 ¢6 chiéu dai ngén hon” thudong dung dé chi cac vi tri 226 hozc 230.

Sang ché dac biét quan tam t6i ving Fe. “Fc” hodc “ving Fc” hodc “mién Fc” nhu
duoc sir dung trong ban mo ta ndy c6 nghia 1 polypeptit chira ving hang dinh ctia khéng
thé loai trir mién globulin mién dich chira ving hing dinh thi nhit va trong mot sd
truomg hop, mot phin cia ving ban 18. Do d6, Fc dung @ chi mién globulin mién dich
chira hai ving hang dinh cudi cing cia IgA, IgD, va IgG, mién globulin mién dich chira
ba ving hing dinh cubi cing cta IgE va IgM, va déu N ciia ving ban 1& linh hoat véi cac
mién ndy. Dbi v6i IgA va IgM, Fc c¢6 thé bao gém chudi J. DPbi v6i IgG, mién Fc chia
c4c mién globulin mién dich Cy2 va Cy3 (Cy2 va Cy3) va viing ban 1& ngin hon nim gitra
Cyl (Cyl) va Cy2 (Cy2). Mic du cac doan bién cia viing Fc ¢6 thé thay dbi, nhung viing
Fc chudi ning IgG ctia nguoi thudong dugce xac dinh 13 bao gbm cac gbc C226 hodc P230
t61 dAu carboxyl cua né, trong d6 viée danh sé duoc tién hanh theo chi s6 EU nhu néu

trong hé théng danh s Kabat. Theo mdt s& phuong 4n, nhu s& duge mo ta chi tiét hon
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duéi day, cac cai bién axit amin dugc thuc hién doi v6i vung Fc, vi du, d¢ 1am thay doi

kha nang gén két véi mot hodc nhiéu thu thé FcyR hodc véi thu thé FcRn.

Theo mdt sb phuwong 4n, khang thé 13 khang thé c6 chiéu dai ddy da. “Khang thé
c6 chidu dai diy dd” trong ban mé ta niy c6 nghia 13 cu triic c6 kha ning tao ra dang
sinh hoc tir nhién ciia khang thé, bao gdm ving bién dbi va ving hing dinh, bao gdbm mot

ho#c nhi€u doan cai bién nhu dugc néu trong ban mo ta nay.

Theo cach khac, cac khang thé c6 thé c6 nhidu ciu tric, bao gdm, nhung khong
chi gi6i han &, manh khang thé, khang thé don dong, khang thé ddc hidu kép, tiéu thé,
khang thé mién, khang thé tbng hop (d6i khi trong ban md ta nay dugc goi 14 “khang thé

md phong”), khang thé thé kham, khang thé nhén tao, dung hop khéng thé (d6i khi dwoc
| goi 12 “thé tiép hop khang thé”), va cac manh ctia mdi loai ndy, mot cach twong tmg. Céc
cAu trac dua vao viée st dung bd gém cac CDR duge ndm trong dinh nghia cia “khang

thé”

Theo mdt phuong 4n, khang thé 1 manh khang thé. Cac méanh khang thé dac hiéu
bao gdm, nhung khéng chi gi6i han &, (i) manh Fab bao gébm mién VL, VH, CL va CHI,
(ii) manh Fd bao gdm cac mién VH va CHI, (iii) manh Fv bao gbm mién VL va VH cua
mot khang thé; (iv) manh dAb (Ward et al., 1989, Nature 341 :544-546, dugc dua toan bd
vao déy bang cach vién din) bao gdbm mat ving bién ddi, (v) ving CDR di phan 14p, (vi)
manh F(ab")2, manh héa tri hai chira hai manh Fab di dugc lién két véi nhau (vii) phén tir
Fv chudi don (scFv), trong d6 mién VH va mién VL duoc lién két béi lién két peptit cho
phép hai mién lién két dé tao ra vi tri gin két khang nguyén (Bird et al., 1988, Science
242:423-426, Huston et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:5879-5883, dugc dua
toan bd vao day bang cach vién dan), (viii) Fv chudi don dic hiéu kép (WO 03/11161,
dugc dua vao diy bang cach vién din) va (ix) “nhi thé” hodc “tam thé”, cAc manh da héa
tri hodc da dac hiéu d3 dugc tao ra bang cach dung hop gen (Tomlinson et. al., 2000,
Methods Enzymol. 326:461-479; W(094/13804; Holliger et al., 1993, Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 90:6444-6448, toan bd chiing dugc dua vao ddy bang cach vién dan).

Khang thé thé kham va khang thé nhan tao

Theo mdt sé phuong an, khang thé c6 thé 13 hén hop thu dugc tir cac loai khac
nhau, vi du, khang thé thé kham va/hodc khang thé nhén tao. Tt 13, theo sang ché, bd
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CDR c¢6 thé duoc st dung chira khung va c4c ving hing dinh khong phai 12 cic bd mo ta
cu thé boi trinh tu trong ban mo ta nay.

N6i chung, “khang thé thé kham” 14n “khang thé nhén tao” ding dé chi cac khang
thé két hop cac ving tir nhidu hon mét lodi. Vi du, “khang thé thé khim” thudng bao
gbm viing bién ddi tir chudt nhit (hoic trong mot s6 truomg hop 13 chudt) va ving hing
dinh tir ngudi. “Khang thé nhan tao” thuong ding dé chi khang thé khéng phai cia ngudi
c¢6 ving khung chira mién bién ddi trao ddi trinh tr duge tim thiy & khang thé ctia nguoi.
Néi chung, trong khéng thé nhén tao, toan bd khang thé, ngoai trir CDR, dugc ma héa bsi
polynucleotit c6 ngudn gdc tir ngudi hodc 14 gidng véi khang thé ngoai trir ndm trong cc
CDR cuaa né. CDR, mot s§ hoic toan bd ching dugc ma héa bdi cac axit nucleic cé
ngudn gde tir sinh vat khong phai 13 ngudi, dirgc ghép vao khung ban beta cia viing bién
d6i khang thé cua ngudi dé san xuit khang thé, d6 dic hiéu ctia chiing dugc xac dinh béi
cac CDR dd ghép vao. Viéc san xudt khang thé nay duge mo ti trong, vi du, WO
92/11018, Jones, 1986, Nature 321 :522-525, Verhoeyen et al., 1988, Science 239:1534-
1536, toan b chung dugc dwa vao diy bang cach vién dan. “Dot bién nguoc” cia cic
gbc khung nhén di chon véi gbc cho tuong g thudng can phai duy tri dugc i luc da
mét trong ciu trac dd ghép ban dau (US 5530101; US 5585089; US 5693761; US
5693762; US 6180370; US 5859205; US 5821337; US 6054297; US 6407213, toan bd
chung dugc dua vao diy bing cach vién dén). Khang thé nhan tao tdi wu ciing bao gbm it
nhit mot phin globulin mién dich ving hing dinh, thudng 14 ctia globulin mién dich
ngudi, va do d6 thudng bao gébm ving Fc cia ngudi. Khang thé nhan tao cﬁng c6 thé
dugc tao ra bf?mg cach str dung chudt nhét c6 hé théng mién dich d3 duoc tao ra bing
cach di truyén. Roque et al., 2004, Biotechnol. Prog. 20:639-654, dugc dua toan bd vao
day bang cach vién din. Nhiéu k¥ thuét va phuong phap khic nhau dé 1am gidng nhu cia
ngudi va phuc hdi khang thé khong phai cia ngudi 1a da biét trong linh vuc nay (Xem
Tsurushita & Vasquez, 2004, Humanization of Monoclonal Antibodies, Molecular
Biology of B Cells, 533-545, Elsevier Science (USA), va cac tai liéu tham khao duogc
vién din trong ban mé ta nay, toan bd ching duoc dua vao ddy bing cach vién din). Cac
phuong phap nhén tao bao gdm nhung khéng chi gi¢i han & cac phuong phap dugc md ta
trong Jones et al., 1986, Nature 321 :522-525; Riechmann et al.,1988; Nature 332:323-
329; Verhoeyen et al., 1988, Science, 239:1534-1536; Queen et al., 1989, Proc Natl Acad
Sci, USA 86:10029-33; He et al., 1998, J. Immunol. 160: 1029-1035; Carter et al., 1992,
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Proc Natl Acad Sci USA 89:4285-9, Presta et al., 1997, Cancer Res. 57(20):4593-9;
Gorman et al., 1991 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:4181-4185; O'Connor et al., 1998,
Protein Eng 1 1 :321 -8, toan bd ching dugc dwa vao ddy bang cach vién dan. Céc
phuong phép nhan tao hodc cac phuong phap khac @ 1am giam tinh mién dich ciia ving
bién @i khang thé khong phai ctia ngudi c6 thé bao gdbm phuong phap 1am lai bé mit,
nhu mo ta, vi du, trong Roguska et al., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91 :969-973,
duogc dua toan bo vao day béng cach vién din. Theo mot phuong 4n, khang thé bd me
duoc tao 4i luc ddy da, nhu da biét trong linh vire nay. Cac phuong phap trén co sé ciu
trac ¢6 thé dugc dung dé nhan tao va thuln thuc ai luc, vi du, nhu duoc mé ta trong
USSN 1 1/004,590. Cac phuong phap trén co s& chon loc ¢é thé duge ding dé nhén tao
va/hodc hoan thién ciia ving bién dbi khang thé, bao gdbm nhung khéng chi gidi han &
cac phuong phap dugc md ta trong Wu et al., 1999, J. Mol. Biol. 294:151-162; Baca et
“al., 1997, J. Biol. Chem. 272(16): 10678-10684; Rosok et al., 1996, J. Biol. Chem. 271
(37): 2261 1-22618; Rader et al., 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 8910-8915;
Krauss et al., 2003, Protein Engineering 16(10)753-759, toan by chiing dugc dua vao day
bang cach vién din. Cac phuong phap nhén tao khac cé thé bao gdbm viéc ghép chi mot sb
phén ciia CDR, bao gém nhung khong chi gi6i han & cac phuong phap dugc mé ta trong
USSN 09/810,510; Tan et al., 2002, J. Immunol. 169:1 1 19-1 125; De Pascalis et al.,
2002, J. Immunol. 169:3076-3084, toan b chiing dugc dua vao day béng cach vién dan.

Theo mdt phurong 4n, cac khang thé theo sang ché c6 thé 1a khang thé da dic hiéu,
va dic biét hon 13 khang thé dic hiéu kép, ciing ddi khi dugc goi 12 “nhi thé”. Céc khang
thé nay 12 khang thé gin két voi hai (hoic nhiéu) khang nguyén khac nhau, hodc epitop
khac nhau trén cing mot khang nguyén. Nhi thé ¢ thé dugc san xuét theo nhiéuh d3 biét
trong linh vuc nay (Holliger and Winter, 1993, Current Opinion Biotechnol. 4:446-449,
-dugc dua toan by vao day bﬁng cach vién d?ln), vi du, duoc taora béng cach hda hoc hoic
tir té bao lai.

Theo mét phuong 4n, khang thé 12 tiéu thé. Tiéu thé 13 protein twong tu khang thé
duoc giam dén muc téi thidu chira scFv gin v6i mién CH3. Hu et al., 1996, Cancer Res.
56:3055-3061, dugc dua toan bd vao ddy bang cach vién din. Trong mot sb truong hop,
scFv ¢6 thé duoc gén v4i vung Fe, va cé thé bao gf?)m mot sb hodc toan bd vung ban 18.
Cén lwu ¥ ring cac tiéu thé nay dugc nim trong dinh nghia vé “khang thé” mic du trén
thue té n6 khong c6 bd CDR diy dua.
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Céc khang thé theo sang ché thudng dugce phan 1ap hoic tai t6 hop. Trong ban mo
ta nay, “phan 1ap” dugc dung dé mé ta cac polypeptit khac nhau, c6 nghia 13 polypeptit
duoc nhan dién va duoc tach vi/hodc duoc thu hdi tir té bao hoic mdi trudong nudi ciy té
biao ma n6 dugc biéu hién. Do do, khang thé phan 1ap dugc du dinh dung dé chi khéang
thé v& co ban 12 khéng chira cac khang thé khéac c6 dd dic hiéu khang nguyén khéc nhau
(vi du, khang thé phan 1ap gin két dic hidu véi LY75 vé co ban 1a khong chira cac khang
thé gin két dic hiéu véi cac khang nguyén khong phai 12 LY75). Do d6, khéng thé “phan
14p” 12 khang thé dugc tim thiy & dang khong thong thudng trong tw nhién (vi du, khong
c6 trong tr nhién). Theo mot phuong 4n, khang thé phéan lap nhu duge néu trong ban mo
ta c6 thé bao gdm it nhit mot axit amin khong xuét hién trong khang thé xuét hién trong
“tir nhién”. Axit amin ndy c6 thé dugc dua vao bang cach bd sung hoic thé. D3 biét ring
axit amin dua vao nay c6 thé 13 axit amin c6 trong tu nhién hodc khong cé trong tu nhién.
Theo mot s& phuong 4n, cac khang thé theo sang ché 13 protein tai t6 hop, protein phan
1ap duoc hodc protein v& co ban 13 tinh khiét. Protein “phén 13p” dugc khong lién két véi
it nht mot sb nguyén li¢u ma né thudng duoc lién két v6i & trang thai tw nhién ctia no, vi
du, bao gdm it nhét khoang 5%, hoic it nhit khoang 50% khéi lugng cia protein toan
phan trong mau nhit dinh. Can hiéu ring protein phan 1ap dugc cé thé bao gébm 5% dén
99,9% khédi lwrong protein toan phan tiy thude vao timg truong hop. Vi du, protein cé thé
dugc taora & néng d6 cao hon déng ké béng cach sir dung yéu t6 khoi ddu cam tmg hoic
yéu t6 khoi ddu biéu hién & mic cao, sao cho protein nay duge tao ra & ndng do cao.
Trong trubﬁg hop protein tai t hop, dinh nghia nay con bao gbm viéc san sinh ra khang
thé trong nhiéu sinh vat va/hoic t& bao vat chu khac nhau 1a di biét trong linh vuc nay,
trong d6 n6 khong dugc san sinh trong tu nhién. Thong thuong, polypeptit phan 1ap duoc
tao ra boi it nhat mot bude tinh ché. “Khang thé phan 14p” ding dé chi khang thé v& co
ban 1a khong cé cac khang thé khac cé do dic hiéu khang nguyén khac nhau. Vi du,
khéng thé phan 1ap gin két dac hiéu véi LY75 vé co ban 13 khong c6 cac khang thé gén
két dic hidu cac khang nguyén khong phai 1a LY75.

Khang thé don dong phan 14p dugc, c6 o dic hiéu khac nhau, c6 thé duge két hop
vao trong ché phim x4c dinh. Do d6, vi du, khang thé theo sang ché ¢ thé chira hogc
khong chira mot céch tuy y va riéng r€ trong ché phim, nhu dugc ban luan tiép dudi day.

Khang thé khang LY75 theo sang ché gan két dac hiéu véi LY75 (vi du, SEQ ID
NO.15). “Gén két dic hiéu” hozc “dic hiéu gin két véi” hoic “dic hiéu v6i” khang
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nguyén cu thé hodc epitop cé nghia 12 kha ning gan két 1a khac nhau theo céch xac dinh
so v6i kha ning twong tac khong dic hidu. Kha ning gin két dic hiéu c6 thé duoc xac
dinh, vi du, bing cach x4c dinh kha ning gin két phan tir so v6i kha ning gin két cia
phan tir d6i ching, thudong 13 phan tr c6 chu truc tuong tu khong c6 hoat tinh gin két. Vi
du, kha ning gén két dic hiéu c6 thé dugc xac dinh béi kha ning gan két canh tranh véi
phan tir d6i chiing 13 trong tu v&i phan tir dich.

Kha ning gén két dac hiéu véi khang nguyén hodc epitop cu thé c6 thé cé mit, vi
du, boi khang thé c6 Kp véi khang nguyén hoic epitop it nhit 13 khoang 10 M, it nhét
13 khoang 10° M, it nhét 13 khoang 10" M, it nhét 13 khoang 10”M, it nhét 13 khoang 10’
M, it nht 1 khoang 10 M, theo céch khac it nhit 12 khoang 107" M, it nhét 1a khoang
10" M, it nhit 13 khoang 10"? M, hodc 16n hon, trong d6 Kp dung dé chi tbc do phan
tach ctia qua trinh turong tac khang thé-khang nguyén cu thé. Thong thuong, khang thé
gin két dac hidu vé6i khang hguyén ¢6 Kp cao hon gip 20, 50, 100, 500, 1000, 5.000,
10.000 14n hozc nhiéu 1in véi phéan tir d6i chimg so véi khang nguyén hodc epitop. Tuy
nhién, theo sang ché, khi ding ADC cua cac khang thé LY75 theo sang ché, thi quan
trong néu Kp 13 du 16n dé cho phép dién ra qué trinh ndi twong tac va tir d6 gy chét té

bao ma khoéng gay ra cac tac dung phu dang ké.

Ngoai ra, kha nang Vgén két dic hidu v6i khang nguyén cu thé hoic epitop cé thé
6 mat, vi du, boi khang thé c6 K, hodc K, v6i khang nguyén hoic epitop it nhit cao hon
gip 20, 50, 100, 500, 1000, 5.000, 10.000 14n hozc 16n hon dbi véi epitop so véi khing
thé dbi chimg, trong d6 K, hoic K, ding dé chi téc do phan tich ciia qua trinh tuong tac
khang thé-khang nguyén cu thé. |

Céc thtr nghiém tiéu chuén dé danh gia kha ning gin két clia cac khang thé hudng
dich LY75 c6 thé dugc tién hanh trén protein hodc & muc t& bao va da biét trong linh vuc
nay, bao gém vi dy, thir nghiém ELISA, thAm tach T4y, RIA, BIAcore® va phan tich té
bao theo dong chay. Cac thir nghiém thich hop dwoc mé ta chi tiét trong phan Vi du.
Pong hoc gin két (vi du, 4i luc gin két) cta cac khang thé ciing c6 thé duoc danh gia
bing cac thir nghiém tidu chudn di biét trong linh vuc ndy, nhu phan tich hé théng
Biacore®. D& danh gi4 kha ning gin két vdi cac té bao khdi u Raji hodc Daudi B, cac té
bao Raji (S truy cp ATCC: CCL-86) hodc Daudi (S6 truy cap ATCC: CCL-213) ¢6 thé

thu dugc tir cac ngudn cdng bd c6 sin, nhu Trung tAm nudi gilt gidng nudi cay Hoa Ky
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(the American Type Culture Collection), va dugc st dung trong cac thir nghiém ti€u
chudn, nhu phan tich té bao theo dong chay.

Khang thé LY75

Sang ché d& cap dén cac khang thé LY75 gin két véi LY75 (SEQ ID NO.15) va
c6 thé duoc ndi héa khi tiép xtc vé6i cac té bao bidu hién LY75 trén bé mit té bao hodc c6
thé tao ra dap tmg ADCC v6i su c6 mit cia té bao tac dong hoic tao ra dap (mg giy doc
t& bao T v6i su c6 mit cia té bao tac dong. Trong ban mo ta nay, cac khang thé nay duoc

ding @& chi khang thé “khang LY75” hoic, dé cho d& mo ta, “khéng thé LY75”.

Cac khang thé LY75 dugc ndi hoa khi tiép xic véi cac té bao, dic biét 1a cac té
bao khéi u, biéu hién LY75 trén bé mat. Tirc 13, cac khang thé LY75 nhu duge néu trong
ban md ta ciing chira thé tiép hop dugc chét duge ndi hoa boi cac té bao khéi u, din dén
qua trinh gidi phéng dugce chit va tiép d6 gay chét t& bao, cho phép diéu tri ung thu cé
biéu hién LY75. Qua trinh ndi twong tic trong ban md ta nay c6 thé duoc xac dinh theo
mdt s6 cach. Theo modt phuong 4n, cac khang thé LY75 theo séng ché dugce cho tiép xtic
v6i cac té bao, nhu dong té€ bao nhu duge néu trong ban mo ta ndy, bang cach st dung
c4c thir nghiém tiéu chudn nhu MAbZap. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong Iinh vuc
nay s& d& dang hiéu dugc ring thir nghiém MabZap 12 thir nghiém tiéu biéu v& tac dung
c6 thé thu duoc ddi voi thé tiép hop khang thé-duge chét (ADC). Trong trudng hop khac
vé sau, ADC c6 thé duoc ndi hoa, tir d6 dua duge duge chét vao té bao. Dugc chét c6 doc -
tinh c6 kha ning tiéu diét té bao, tirc 1a tidu diét té bao ung thu dich. Dit liéu thu dugc tir
thir nghiém MabZap dugc hiéu mot cach dé dang bdi ngudi 6 hiéu biét trung binh trong
linh vuc k§ thuat nay dé dai dién cho cic thtt nghiém ADC (Kohls, M and Lappi, D.,
[2000] Biotechniques, vol. 28, no. 1, 162-165).

Theo cac phuong 4n vé thir nghiém in vitro, céc khang thd LY75 theo sang ché
duoc bd sung, ciing voi khang thé khang LY75 chta doc t6; vi du, khang thé LY75 c6 thé
12 khang thé cta loai gam nhim hodc khang thé nhén tao va khang thé khang LY75 c6
thé 1a khang thé khang lodi gdm nhim hodc khang nhan tao va chira doc td toxin nhu
saporin. Trong qua trinh tao ra phirc hop [khéang th8 LY75 theo sang ché]-[thé tiép hop
khang thé khang LY75-dugc chét], phic hop nay dugc ndi héa va duge chat (vi du,
saporin) dugc giai phong, tir d6 gay chét té bao. Chi khi qué trinh ndi twong tac 1am giai
phéng dugc chét, thi cac t& bao van c6 thé sdng sét khi khong xay ra qué trinh ndi tuong
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tac. Nhu duge néu dud6i diy, néu khong gin boi gia thuyét bat ky, trong cac tmg dung

didu tri, khang thé khang LY75 chira ddc t6, va trong qué trinh ndi tuong téc, lién két

gitta khang thé va doc té dugc phan cét, do d6 1am giai phong doc tb va tiéu diét té bao.
Ngoai ra, cac khang thé LY75 tao ra dap ing ADCC véi su c6é mit cla té bao tac

dong, dic biét 12 cac té bao khdi u, biéu hién LY75 trén bé miit.

Theo mét phuong 4n, khang thé chira viing x4c dinh bd sung (CDR) hoic ving
bién ddi (VR) chudi ning va chudi nhe cia khang thé cu thé da néu trong ban mo ta (vi
du, trong ban mo6 ta nay dugc goi la “LY75_A1”). Do d6, theo mot phuong an, khang thé
chira cac mién CDR1, CDR2, vA CDR3 cua ving bién dbi chudi ning (VH) cia khang
thé8 LY75 Al ¢6 irinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.1, va céc mién CDR1, CDR2 va
CDR3 cua ving bién d6i chudi nhe (VL) ciia khang thé LY75_Al c6 trinh tu nhu néu
trong SEQ ID NO.2.

Theo phuong an khac, khang thé chira viing bién dbi chudi ning chira vhCDR thir
nhét ¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.5; vhCDR thir hai ¢6 trinh tu nhu néu trong
SEQ ID NO.6; va vhCDR th ba c¢ trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.7; va vung bién
dbi chudi nhe chtra vICDR thir nhét c6 trinh tir nhu néu trong SEQ ID NO.8; vICDR tht
hai ¢6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.9; va vICDR thit ba c0 trinh tu nhu néu trong
SEQ ID NO.10.

Theo phuong an khéc, cac khang thé theo sang ché gan két v6i LY75 cia ngudi va
bao gdm ving bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin ¢ trinh ty nhu néu trong SEQ
ID NO.1, va cc doan cai bién trinh tir bao thi ctia ching. Khang thé ¢6 thé con bao gdm
ving bién dbi chudi nhe chira trinh ty axit amin ¢ trinh tyr nhu néu trong SEQ ID NO.2,

va cac doan cai bién trinh tu bao thi ctia ching.

Theo phuong an khéc, cac khang thé theo sang ché gin két v6i LY75 ciia ngudi va
bao gdm ving bién dbi chudi ning va ving bién déi chudi nhe chtra cc trinh ti axit amin
14n luot néu trong SEQ ID NO.1 vd/hoic 2, va cac cai bién trinh tur bao thi cia ching.
Trong ban mo ta nay, thudt ngit cai bién trinh tu bao thu ding dé chi, vi du, viéc thé axit
amin bing axit amin ¢ dic diém trong ty. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
- nay hién nhién biét dugc r?mg cac viéc thé nhu vay 0 thé duoc coi 12 bao thi. Cac cai
bién khac c6 thé dugc coi 12 cic cai bién trinh tu bao thi bao gdm, vi du, qué trinh

glycosyl hoa.
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Cac khang thé phan 1ap bao gdm cac ving bién dbi chudi ning va chudi nhe c6 do
tuong ddng trinh tu it nhat bing 80%, hoic it nhit 12 85%, hoic it nhat 13 90%, hoic it
nhit 13 91%, hoic it nhit 13 92%, hoic it nhit 13 93%, hoic it nhat 13 94%, hodc it nhat 12
95%, hodc it nht 13 96%, hodc it nhit 13 97%, hoic it nhat 12 98%, hodc it nhat 13 99%,
hodc nhiéu hon so vdi trinh tir bat ky trong sd c4c trinh tur néu trén ciing bao gbém theo
sang ché. Céc khoang c6 lién quan dén céc tri s6 néu trén, vi dy, cac vung bién d6i chubi
ndng va chudi nhe ¢6 d¢ tuong ddng trinh tu it nhit bing 80-85%, 85-90%, 90-95% hoic
95-100% so véi trinh tu bat ky trong sb cac trinh tu néu trén ciing dugce du dinh 13 nim
trong pham Vi clia sang ché. Theo mét phuong an, khang thé chira ving bién dbi chudi
ning c6 trinh tir nhu néu trong SEQ ID NO.1 hodc trinh tir ¢6 it nhét 90%, it nhit 91%, it
nht 92%, it nhAt 93%, it nhit 94%, it nhat 95%, it nhdt 96%, it nhét 97%, it nhit 98%, it
nhét 99% gidng véi trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.1. Theo phuong 4n khée, khang
thé chira viing bién ddi chudi nhe cé trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.2 hoic trinh tir
¢6 it nhét 90%, it nhit 91%, it nhét 92%, it nhat 93%, it nhit 94%, it nhét 95%, it nhit
96%, it nhit 97%, it nhat 98%, it nhat 99% giéng voi trinh ty nhu néu trong SEQ ID
NO.2. Theo phuong an khéc, khang thé chira ving khung chudi ning chira trinh tur axit
amin ¢6 it nhat 90%, it nhit 91%, it nht 92%, it nhit 93%, it nhat 94%, it nhat 95%, it
nhat 96%, it nhit 97%, it nhit 98%, it nhat 99% gidng v6i khung ctia ving bién ddi chudi
ning cé trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.1 bao gém cac trinh tr nhir néu trong SEQ ID
NO.16, 17 va 18. Theo phuong an khéc, khang thé chira ving khung chudi nhe chira trinh
tu axit amin cé it nhat 90%, it nhat 91%, it nhat 92%, it nhat 93%, it nhat 94%, it nhat
95%, it nhat 96%, it nhat 97%, it nhat 98%, it nhit 99% giéng véi khung ctia ving bién
d6i chudi nhe c6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.2 bao gdm céc trinh tu nhu néu trong
SEQ ID NO.19, 20 va 21.

Theo mot phuong 4n, khang thé theo sang ché 1 khang thé khang LY75 (trong
ban mb ta nay dugc goi 12 “khang thé LY75 A1”) chita cac CDR dudi déy, ciing nhu cac

bién thé chira s6 lugng bién thé axit amin gidi han:

Al SEQ ID NO
CDRI cai bién chudi ning 5
CDR2 cai bién chudi ning 6
CDR3 cai bién chudi ning 7
CDR1cai bién chudi nhe 8
CDR?2 cai bién chudi nhe 9
CDR3 cai bién chudi nhe 10
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Sang ché cling dé cap dén chudi ning va chudi nhe bién ddi chira cac bo CDR theo
sang ché, ciing nhu chudi ning va chudi nhe c6 chidu dai ddy da (vi du, ciing chira cac
ving hing dinh). Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vire k¥ thuét nay sé hiéu dugc
rang bd CDR theo sang ché c6 thé duoc két hop vao ving hing dinh (bao gbdm ving
khung) ciia loai gam nhim, nhan tao hodc ngudi. Do d6, sang ché d& cap dén chudi ning
va chudi nhe bién dbi c6 it nhit khoang 90%-99% trinh tur gibng véi cac trinh tw nhu néu
trong SEQ ID nhu da néu trong ban mo ta nay, véi d tuong ddng trinh tur 13 90, 91, 92,
93,94, 95, 96, 97, 98 va 99% dugc tim thiy trong sang ché. |

Khang thé gin két v6i cing mot epitop 13 cac khang thé LY75 theo séng ché.

~ Theo phwong an khéc, sang ché dé cap dén khang thé gin két véi cing mot epitop
| tfén LY75 cla nguoi 12 khang thé bit ky trong sb cac khang thé LY75 don dong theo
sang ché. Thuat ngir “gén két v6i cing mot epitop” v6i hai hogc nhiéu khang thé c6 nghia
lacac khang thé canh tranh lién két voi khang nguyén va gin két véi cling mot doan axit
~ amin, doan axit amin chéng khit hodc doan axit amin lién tuc hodc khong lién tuc. Ngudi
c6 hiéu biét trung binh trong linh vue k¥ thuat nay h_iéu duoc rang cum tir “gén két véi
cing mot epitop” khong nhét thiét c6 nghia 13 cac khéng thé gén két v6i mot cach chinh
xac v&i cung mot axit amin, mic du theo mdt phuong an nd cd thé dugc xac dinh nhu
vay. Theo phuong 4n khéc, cac axit amin chinh x4c ma céc khang thé dugc gin két VAo
co thé khéc nhau. Vi du, khang thé thtr nhit c6 thé gin két v6i doan axit amin hoan toan
chira doan axit amin gin két boi khang thé tha hai. Trong vi du khac, khang thé thur nhét
gén két v6i mot hodc nhiéu doan axit amin chdng khit mét cach dang ké v&i mot hodc |
nhiéu doan gén két boi khang thé thir hai. Nhim muc dich nay, cac khang thé nay duoc

coi 1a “gan két véi cung mot epitop”.

Do d6, mét phuong éan ciing nim trong pham vi cia sang ché 13 cac khang thé gin
7 két vai epitop trén LY75 bao gbm toan bd hodc mdt phan epitop nhan dién bsi cac khang
thé cu thé da néu trong ban md ta (vi dy, cing mdt ving 'hoéc'x'fﬁng chdng khit hoic ving
nim gitra hodc ndi véi ving nay). Sang ché ciing bao ham cic khang thé gin két dac hiéu
v6i it nhat mét, vi du, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 hoac 10, peptit duoc chon tir nhém c6 trinh tur
duoc néu trong cic SEQ ID NO.24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36 hodc 37
hodc manh cta chung, trong d6 manh nay chura it nhét 2, it nhit 3, it nhét 4, it nhit 5, it
nhét 6, it nhit 7, it nhét 8, it nhit 9 hodc it nhit 10 axit amin lién ké&. Theo phuong 4n

khéc, epitop dugc nhan dién béi cac khang thé theo sang ché chira it nhit mot peptit, it
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nhét hai hodc it nhit ba peptit dugc chon tir nhom bao gém cac trinh tu nhu néu trong
SEQ ID NO.27, 29, 30, 34, 35, 36 hoac 37 hodc cac manh cta chung, trong d6 cidc manh
nay chira it nhét 2, it nhét 3, it nhét 4, it nht 5, it nhét 6, it nhit 7, it nhat 8, it nhit 9 hodc
it nh4t 10 axit amin lién ké. Theo phwong 4n khéc, epitop dugc nhan dién bodi cac khang
thé theo sang ché chira it nhit mot peptit, vi du, mot, hai hodc ba peptit dugc chon tir
nhém bao gdm céc trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.30, 36 va 37 hodc cic manh cia
ching, trong d6 cic manh nay chira it nhat 2, it nhét 3, it nhat 4, it nhit 5, it nhét 6, it nhit
7, it nhat 8, it nhat 9 hoic it nhit 10 axit amin lién ké.

Sang ché ciing bao ham cac khang thé gin két voi cling mot epitop va/hodc cac
khang thé canh tranh dé lién két v6i LY75 ciia ngudi v6i cac khang thé néu trong ban méd
ta. Cac khang thé nay nhan dién cung mét epitop hodc canh tranh lién két c6 thé duoc x4c
dinh bang cach st dung cac k¥ thuat théng thuong. Cac k¥ thuat nhu vay bao gdm, vi du,
thir nghiém mién dich, cho thdy mot khang thé cé kha nang phong bé qua trinh gin két
ctia khang thé khac véi khang nguyén dich, c6 nghia 1a thir nghiém gin két canh tranh.
Kha nang gin két canh tranh duge xdc dinh trong thir nghiém trong d6 globulin mién

dich trong thit nghiém c6 kha ning rc ché qua trinh gén két ddc hi¢u cda khang thé doi

chiéu véi khang nguyén théng thudong, nhi LY75. Pa biét rat nhiéu loai thir nghiém gin .

két canh tranh khac nhau, vi du: thi nghiém phoéng xa mién dich truc tiép hodc gian tiép
pha rin (RIA), thir nghiém enzym mién dich truc tiép hoic gian tiép pha rén (EIA), thir
nghiém canh tranh kiéu “banh my kep cha” (xem Stahli et al., Methods in Enzymology
9:242 (1983)); biotin-avidin EIA truc tiép trén pha rin (xem Kirkland et al., J. Immunol.
137:3614 (1986)); thir nghiém danh dau truc tiép pha ran, thir nghiém “kiéu banh my kep
cha” danh d4u pha rin (xem Harlow and Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Press (1988)); RIA danh diu truc tiép pha rin bang cach sir dung chét
danh diu 1-125 (xem Morel et al., Mol. Immunol. 25(1 ):7 (1988)); EIA biotin-avidin
tryc tiép trén pha ran (Cheung et al, Virology 176:546 (1990)); va RIA dénh dAu truc
tiép. (Moldenhauer et al., Scand. J. Immunol. 32:77 (1990)). Thong thudng, cic thi
nghiém nay bao gbm viéc sir dl_ing khang nguyén tinh ché duoc gin két véi bé mit rin
hoic cac té bao chira chung, globulih mién dich thir nghiém khong duoc danh déu va
globulin mién dich déi chiéu duoc danh ddu. Kha ning e ché canh tranh dugc do bing
cach xac dinh luong chétA danh ddu di duoc gin két v6i bé mit rin hodc cac té bao véi su

c6 mit ctia globulin mién dich thir nghiém. Thong thudong, globulin mién dich thir
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nghiém c6 mit v6i lugng du. Thong thudng, khi khang thé canh tranh cé mit véi luong
du, thi né s& e ché qua trinh gin két dic hidu ciia khang thé ddi chiéu véi khang nguyén
thong thuong it nhit 13 50-55%, 55-60%, 60-65%, 65-70% 70-75% 75-80% 80-85% 85-
90% 90-95% 95-99% hoac cao hon hon.

Céc k¥ thuat khac bao gdm, vi du, cic phuong phép 14p ban db epitop, nhu, phan
tich tinh thé tia X ctia phtrc hop khang nguyén:khang thé dé dung giai & mirc nguyén ti
epitop. Cac phuong phap khic kiém tra kha ning gin két khang thé v6i manh khang
nguyén hozc cac bién thé dot bién ciia khang nguyén trong d6 su giam sit kha ning gin
két 1a do viéc bién dbi gbc axit amin trong trinh tir khang nguyén thudng duoc coi 1a chi
dan v& thanh phén epitop. Ngoai ra, cac phuong phép td hop bing may tinh dé 13p ban dd
epitop ciing c6 thé dugc sit dung. Cac phuong phap ndy duwa trén kha ning ciia khang thé
nhit dinh dé phan l4p 4i luc cac peptit mach ngan dic hiéu tir thu vién peptit biéu hién thé
thuc khudn t6 hop. Sau do, cac peptit ndy dugce xem 13 peptit dén dau dé xac dinh epitop
tuong tng véi khang thé da dung dé sang loc thur vién peptit. Dé 14p ban dd epitop, céc.
thuét toan bang may tinh ciing dugc phat trién dé 1ap ban dd cac epitop khong lién tuc vé

cau trac.

Theo phuong 4n cu thé, khang thé canh tranh dé gin két véi LY75 vé6i khang thé
chtra viing bién dbi chudi ning va/hodc chudi nhe chira trinh tir axit amin idn luot duge
néu trong cac SEQ ID NO.1 va 2, hodc trinh ti axit amin c6 dd twong ddng trinh tur it
~ nhit bang 80%, it nht 13 85%, it nhit 13 90%, it nhat 13 95%, it nhét 13 96%, it nhat 1a
97%, it nhat 13 98% hodc it nhit 1a 99%. Theo phuong 4n khac, khang thé canh tranh dé
gén két véi LY75 véi khang thé chira ving bién dbi chudi ning va/hodc chudi nhe chira
trinh tu axit amin dugc néu trong cac SEQ ID NO.1va2 (LY75_Al).

Céc khang thé khéc theo sang ché gin két véi epitop trén LY75 d3 duoc nhéan dién
boi cac khang thé néu trong ban moé ta nay. Theo phuong an cu thé khéc, khang thé gén
két véi epitop trén LY75 di dugc nhan dién béi khang thé chira vimg bién ddi chudi ning
vé/hoéc; chubi nhe chira trinh tu axit amin 1an luot duge néu trong cac SEQ ID NO.1 va
2, hodc cac trinh tir axit amin c¢6 d6 trong ddng trinh tyr it nhét bang 80%, it nhit 13 85%,
it nhat 12 90%, it nhat 13 95%, it nhit 12 96%, it nhit 12 97%, it nhit 13 98% hodc it nhét 12
99%. Theo phuong 4n khéc, khang thé gin két véi epitop trén LY75 dd duoc nhén dién
boi khang thé chira ving bién ddi chudi ning vd/hoic chudi nhe chira cac trinh tyr axit
amin dugc néu trong cac SEQ ID NO.1 va 2 (LY75).
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M6 ta dic diém cua khang thé don dong gén két véi LY75

'Khang thé don dong theo sang ché c6 thé dugc mo ta dic diém dé lién két véi
LY75 bing cach sir dung nhidu k§ thuét da biét. N6i chung, ban dau cac khang thé duoc
md ta dic diém béi ELISA. Tém lai, dia vi chudn do c6 thé duoc phi bang LY75 di duoc
tinh ché trong PBS, va sau d6 dugc phong bé bing cac protein khong thich hop nhu
albumin huyét thanh bo (BSA) dugc pha ldéng trong PBS. Dich pha logng huyét tuong tir
chudt nhét di duoc tao mién dich LY75 dugc bd sung vao mdi giéng va  trong 1-2 gib‘ &
nhiét d6 37°C. Cac dia nay duogc rira bang PBS/Tween 20 va sau d6 dugc U bang chét
phan tng da dong ddc hi¢u v6i Fc khang IgG nguoi cua dé da dugc tiép hop véi
phosphataza kiém trong 1 gid & nhiét d 37°C. Sau khi rira, cac dia nay dugc phat trién
béng co chit ABTS, va dugc phan tich ¢ OD 1a 405. Tét hon, néu chudt nhit chira né")ng _

d6 cao nhit s& dugc sir dung dé dung hop.

Thir nghiém ELISA nhu dugc md ta trén day cé thé duoc sir dung dé sang lgc cac
khang thé va, do d6, cac thé lai san sinh ra cac khang thé cé kha ning phan tmg duong

' tinh v6i khang nguyén LY75.

Sau d6, thé lai gén két, tbt hon 13 c6 4i luc 16n, véi LY75 c6 thé dugc tach dong
phu va duge mé ta dic didm tiép. Mot dong thu dugc tir mdi thé lai, van giit dugc kha
nang phan mg cla céc t€ bao bd me (béng thtr nghiém ELISA), sau d6 c6 thé dugc chon

dé tao ra ngan hang t€ bao, va dé tinh ché khéang thé.

Dé tinh ché khang thé khang LY75, thé lai d3 duoc chon c6 thé dugc nubi ciy
trong c4c chai cudn lin, binh ciu quay dung tich 2L hoidc hé théng nudi cdy khac. Dich
ndi trén bé mit c6 thé dugc loc va duoc ¢ trude khi tién hanh ai luc sic ky v6i protein
A-Sepharoza (Pharmacia, Piscataway, NJ) d tinh ché protein. Sau khi thay chét dém vao
PBS, néng d6 c6 thé duogc xac dinh bdi OD,g béng cach sir dung hé sb tat 1.43 hoac tbt
hon 14 bang cach phan tich d6 duc. IgG c6 thé dugc kiém tra bang cach dién di gel va
bang phuong phép dic hiéu khang nguyén.

Dé x4c dinh xem khang thé don dong khang LY75 dé chon c6 gin két v6i mot
epitop hay khong, mdi khang thé c6 thé duoc biotinyl héa bang cach st dung cac chit
phan mg hién c6 trén thi truong (Pierce, Rockford, IL). Qué trinh gén két véi MAD da
~ duoc biotinyl hda cd thé duoc phat hién béng doan moi danh diu streptavidin. Pé xac

dinh isotyp ctia khang thé dd duogc tinh ché, thir nghiém ELISA trén isotyp ¢ thé duoc
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thuc hién béng cach sir dung cac k¥ thuat da biét trong tinh trang k¥ thuat. Vi du, cac 16
clia dia vi chudn d6 c6 thé duoc phu bang 10 pg/mL khang Ig qua dém & 4°C. Sau khi
phong bé bang BSA 5%, cac dia ndy duogc cho phan tmg v&i 10pg/mL khang thé don
dong hoic isotyp d6i chimg di dugc tinh ché, & nhiét d6 méi trudng trong hai gid. Sau
d6, cac 16 nay cé thé duoc cho phan vmg véi IgG1 hodc cac doan mdi duge tiép hop dic
hiéu isotyp khac. Céc dia dugc phat trién va dugc phan tich nhu duge mé ta trén déy.

Pé thir nghiém kha ning gin két khang thé don dong véi cac té bao séng biéu hién
LY75, phan tich t& bao theo dong chay c6 thé duoc sir dung. Tém lai, cac dong té bao
va/hoic PBMC cia ngudi biéu hién LY75 gin két mang (duoc phat trién trong cac diéu
kién phat trién tiéu chuén) duge tron v6i cac ndng dd khac nhau cia khang thé don dong
trong PBS chira 0,1% BSA & 4°C trong 1 gio. Sau khi rira, c4c t8 bao duge cho phan tng
v6i khang thé khang IgG dd danh ddu Florexein trong cling mot didu kién nhu khi nhudm
khang thé so cip. Cac miu c6 thé duoc phan tich bang thiét bi FACSan ¢6 sir dung cac
tinh chét khuéch tan bén va 4nh sang dé dua Ién céc té bao riéng r& va qua trinh gin két .
ctia cac khang thé di danh diu dugc xac dinh. Thir nghiém khac st dung kinh hién vi
phat huynh quang cé thé duoc sir dung phén tich t& bao theo dong chay (ngoai ra hoic
thay vi). Cac té bao c6 thé duoc nhudm mot cach chinh xac nhu duge md ta trén day va
duogc kiém tra béi kinh hién vi phat huynh quang. Phuong phéap nay cho phép quan sat

cac t€ bao riéng r&, nhung c6 thé c6 dd nhay giam tuy thudc vao mat d¢ khang nguyén.

IgG khang LY75 c6 thé dugc thir nghiém tiép vé kha ning phan tng voi khang
nguyén LY75 biang cach thdm tach Tay. T6m lai, cac phén chiét té bao thu dugc tir cac té
bao bidu hién LY75 c6 thé duogc tao ra va dugc ding dé dién di gel natri dodexyl sulfat
| polyacrylamit. Sau khi dién di, cac khang nguyén da duoc tach riéng dugc chuyén dén
mang nitroxenluloza, dugc phong bé bang 20% huyét thanh chudt nhét, va dugce do bang
khang thé don dong cin thir nghiém. Kha ning gin két IgG c6 thé dwoc phat hién bing
cach stt dung phosphataza kiém khang IgG va dugc phét trién bing bang co chit
BCIP/NBT (Sigma Chem. Co., St. Louis, MO).

Céc phuong phap phan tich 4i lwc gan két, kha ning phan tng ngang, va dong hoc
gén két ciia khang thé khang LY75 khac nhau bao gdm céc thir nghiém tiéu chuin da biét
trong linh vuc nay, vi du, phan tich cong huéng gen nguyén sinh bé mit (SPR) Biacore™
bang cach sir dung thiét bi Biacore™ 2000 SPR (Biacore AB, Uppsala, Thuy dién).

-31-



39442

Theo mot phuong 4n, khang thé gin két dic hiéu véi LY75 ciia ngudi ¢6 trinh tu
‘nhu néu trong SEQ ID NO.15. Tt hon, néu khang thé theo sang ché gin két véi LY75
clia nguoi voi ai luc lon.

Tét hon, néu khang thé theo sang ché gin két véi protein LY75 véi Kp 12 5 x 1078
M hoic nhé hon, gin két véi protein LY75 véi Kp 12 2 x 10 M hodc nhé hon, gin két
v6i protein LY75 v6i Kp 12 5 x 10° M hodc nhé hon, gin két véi protein LY75 véi Kp 14
4 x 10® M hogc nhoé hon, gin két véi protein LY75 véi Kp 12 3 x 10° M hodc nhd hon,
gan két v6i protein LY75 véi Kp 12 2 x 10° M hoic nho hon, gin két véi protein LY75
v6i Kp 12 1 x 10 M hogic nhé hon, gén két véi protein LY75 véi Kp 14 5 x 10"° M hodic
nhé hon, hodc gén két véi protein LY75 v6i Kp 12 1 x 10"° M hodic nhé hon,

Theo mdt phuong an, cac khang thé theo séng ché canh tranh (vi du, canh tranh
ngang) dé lién két véi LY75 véi khang thé khang LY75 cu thé dd néu trong ban mé ta (vi
du, LY75 Al). Céc khang thé canh tranh nhu vay c6 thé duoc xac dinh dua trén kha
nang gén két trc ché canh tranh véi LY75 cla mét hodc nhiéu mAb trong cac thir nghiém
gan két LY75 tiéu chudn. Vi du, thir nghiém ELISA tiu chudn c6 thé dugc st dung trong
d6 protein LY75 tai t6 hop ciia ngudi duoc bat dong trén dia, mot trong sb cac khéang thé
nay dugc danh déu huynh quang va kha ning khéng canh tranh cia cac khang thé khong
dugc danh diu véi kha ning gin két ctia khang thé di dwoc danh ddu duoc danh gia.
Ngoai ra hoic theo cich khac, phan tich BIAcore cé thé dugc sir dung dé danh gia kha
ning canh tranh ngang clia cac khang thé. Khang thé thir nghiém c6 kha ning Gc ché qua
trinh gin két ctia khang thé khang LY75 theo sang ché v6i LY75 cia nguodi ching to
ring khang thé thir nghiém c6 thé canh tranh véi khang thé dé lién két voi LY75 coa
nguoi. |

Theo mdt phuong 4n, khang thé canh tranh 13 khang thé gin két v6i cing mot
epitop trén LY75 clia ngudi nhu khang thé don dong khang LY75 cu thé d3 néu trong
ban md ta (vi du, LY75_A1). K§ thuat lap ban dd epitop tiéu chuin, nhu nghién ctru tinh
thé tia X va cong hudng tir hat nhén 2 chiéu, c6 thé dugc st dung dé xac dinh xem khang
thé gin két v&i cing mét epitop c6 phai 13 khang thé dbi chiéu (xem, vi du, Epitope

Mapping Protocols in Methods in Molecular Biology, Vol. 66, G. E. Morris, Ed. (1996)).

Theo mot phuong 4n, khang thé canh tranh dé gén két voi LY75 va/hodc gin két

v6i cling mot epitop trén LY75 clia nguoi 13 khang thé ctia ngudi.
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Khi mAb khéng LY75 don 1€, nguyén mau duge phan 14p cé cac dic tinh mong
mubn néu trong ban mo ta, thi cac mAb khic cling ¢ cac dic tinh twong tu, vi du, cé
cung mot epitop, co thé duogc tao ra. Vi du, chudt nhét c6 thé tao dugc mién dich béng
LY75 nhu da néu trong badn mo ta, thé lai dugc san sinh, va mAb thu duoc dugc sang loc
v& kha ning canh tranh v6i mAb nguyén mau dé lién két véi LY75. Chudt nhét c6 thé
cling tao dugc mién dich bang manh LY75 c6 chidu dai ngén hon chtra epitop ma mAb
nguyén mau dugc gén két vao. Epitop cé thé duoc dinh vi béng cach, vi du, sang loc dé
lién két v6i mot loat peptit chdng khit ndi vdi LY75. Theo cach khac, phuong phép cia
Jespers va cac ddng tac gia trong tai liéu: Biotechnology 12:899, 1994 c6 thé duoc sir
‘dung dé huéng din viéc chon loc cdc mAb cé ciing mét epitop va do d6 c6 cac dic tinh
trong tw nhur mAb nguyén miu. Biang cach sir dung k¥ thuat bidu hién thé thuc khuén,
trurée tién chudi ning cta khang thé hoic khang thé nguyén mau duoc cip ddi véi td hop
chira chudi nhe (t6t hon 14 cia ngudi) dé chon loc mAB gin két véi LY75, va sau d6
chudi nhe méi duge cip doi voi t6 hop chtra cac chudi nang (6t hon 14 cta ngudi) dé
chon loc mAb (tét hon 14 ctia ngudi) gin két véi LY75 ¢ cing mot epitop 1am mAb
nguyén mau. Theo cach khac, cac bién thé cia mAb nguyén miu cé thé thu duoc bing

cach tao dot bién cADN ma hda chuoi ndng va chuoi nhe ctia khang thé nay.

'Viéc 1ap ban dd epitop, vi du, nhu dugc mé ta trong Champe et al. (1995) J. Biol.
Chem. 270: 1388-1394, c6 thé duoc thuc hién dé xac dinh xem khang thé c6 gin két véi
epitop nhit dinh hay khong. “Alanine scanning mutagenesis,” nhu mo ta béi
Cunningham va Wells (1989) Science 244: 1081-1085, hodc mdt s6 dang khéc cua viéc
d6t bién diém cta cac gdc axit amin trong LY75 ciia ngudi cling ¢6 thé duoc sir dung dé
xé4c dinh epitop chuc ning dbi voi khang thé khang LY75 theo sang ché. Tuy nhién, cac
nghién ctru tao dot bién, cling c¢6 thé chimg té ring cac gbc axit amin 13 yéu t6 quyét dinh
t61 toan bd céu tric ba chiu ciia LY75 nhung n6 khéng lién quan truc tiép dén viéc tiép
xtic khang thé-khéng nguyén, va do d6 cac phuong phép khac c6 thé 14 can thiét dé khing
dinh epitop chtrc ning x4c dinh dugc bang cach sir dung phuong phép nay.

Epitop gin két boi khang thé ddc hiéu ciing c¢6 thé duoc xac dinh bang cach danh
gi4 kha nang gin két ctia khang thé vai peptit chita cAc manh LY75 ctia nguoi. Mot loat
peptit chdng khit trong trinh tu cia LY75 c6 thé duge tong hop va dugce sang loc dé lién
k_ét, vi du, trong ELISA truc tiép, ELISA canh tranh (trong d6 cac peptit nay dugc danh
gi4 vé kha ning ngin ngira qué trinh gén két ctia khang thé v6i LY75 gin két voi 16 cua
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dia vi chuan d), hozc trén chip. Cac phuong phap sang loc peptit nhu vy khéng c6 kha
nang phat hién mét s epitop chure nang khong lién tuc, tirc 13 epitop chirc ning bao gébm

c4c gbc axit amin khong lién tuc ndm trong trinh tur so cip cia chudi polypeptit LY75.

Epitop gin két boi cac khang thé theo sang ché ciing c6 thé duge xac dinh bang
phuong phap Xac dinh cdu trac, nhu xac dinh cdu trac tinh thé tia X (vi du,
W02005/044853), quang phd tao miu phan tir va quang phd cong huéng tir hat nhan
(NMR), bao gdm NMR xéc dinh téc db trao ddi H-D ciia c4c hydro amit khéng n dinh
trong LY75 & dang tu do va khi dugc lién két trong phirc hop voi khang thé nhit dinh
(Zinn-Justin et al. (1992) Biochemistry 31, 11335-11347; Zinn-Justin et al. (1993)
Biochemistry 32, 6884-6891).

Lién quan dén nghién ciru tinh thé tia X, qua trinh két tinh c¢6 thé duoc thuc hién
bang cach sir dung phuong phép bét ky trong sb cac phwong phap di biét trong linh vuc
k§ thuat nay (vi du, Giege et al. (1994) Acta Crystallogr. D50:339-350; McPherson
(1990) Eur. J. Biochem. 189:1-23), bao gém vi mé (vi du, Chayen (1997) Structure 5:
1269-1274), khuéch tan bay hoi theo kiéu giot treo (vi du, McPherson (1976) J. Biol.
Chem. 251:6300-6303), tao mam va thdm tach. Mong muén sir dung ché phim protein c6
nbéng d6 it nhit khoéng Img/mL va t6t hon id nim trong khoang tr 10mg/mL dén
20mg/mL. Qua trinh két tinh c6 thé thu dugc t6t nhit trong dung dich két tia chaa
polyetylen glycol 1000-20.000 (PEG; phan t lugng trung binh nim trong khoang tir
- 1000 dén 20.000 Da), tét hon 1a ndm trong khoang tir 5000 dén 7000 Da, t6t hon nita 1a
khoang 6000 Da, véi cac ndng do ndm trong khoang tir 10% dén 30% (khdi lugng/thé
tich). Cling mong mudn ché phim nay bad gdm chit 6n dinh protein, vi du, glyxerol &
ndéng d6 nim trong khoang tir 0,5% dén 20%. Mubi thich hop, nhu natri clorua, lithi
clorua hosc natri xitrat ciing c6 thé cé .mét trong dung dich két taa, t6t hon 1 & néng do
nim trong khoang tir 1 mM dén 1000 mM. Tét hon, néu chét két tua dwoc tao dém t6i do
pH nam trong khoang tir 3,0 dén 5,0, t6t hon 1a khoang 4,0. Cac chét dém cu thé thich
hop trong dung dich két tiia c6 thé thay dbi va da biét trong linh vurc nay (Scopes, Protein
Purification: Principles and Practice, Third ed., (1994) Springer-Verlag, New York). Vi
du vé cac chét dém thich hop bao gdm, nhung khéng chi giéi han &, HEPES, Tris, MES
va axetat. Tinh thé c6 thé dugc phat trién trong khoang nhiét d6 rong, bao gdm 2°C, 4°C,
8°C va 26°C.



39442

Tinh thé khang thé:khang nguyén c6 thé dwoc nghién ctru bang cach sir dung k¥
thuat nhidu xa tia X d3 biét va c6 thé duoc tinh ché bang cach st dung phdn mém may
tinh nhu X-PLOR (Yale University, 1992, dugc phan phdi boi Molecular Simulations,
Inc.; xem, vi du Blundell & Johnson (1985) Meth. Enzymol. 1 14 & 1 15, H. W. Wyckoff
et al., eds., Academic Press; Cong bd don yéu ciu cip patent My sb 2004/0014194), va
BUSTER (Bricogne (1993) Acta Cryst. D49:37-60; Bricogne (1997) Meth. Enzymol.
276A:361-423, Carter & Sweet, eds.; Roversi et al. (2000) Acta Cryst. D56:1313-1323),

ndi dung cua ching duoc dua toan bd vao diy bang cach vién din.

Thit nghiém canh tranh khéng thé, nhu néu trong ban mo ta, c6 thé duoc st dung
dé xac dinh xem khang thé c6 “gfn két voi cling mot epitop” nhu khang thé khac hay
khong. Thong thuong, kha nang canh tranh 13 50% hodc cao hon, 60% hodc cao hon,
70% hodc cao hon, nhu 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% hoic cao hon, so v&i khéng thé d3 biét dé tuong tac véi epitop bai khang
thé thir hai trong cac diéu kién trong d6 khéang thé thi hai nay cd mat voi lugng du va
trude tién 12 bdo hoa & tit ca cdc vi tri, tir d6 chimg td ring cac khang thé nay “gan két
v6i cing mét epitop”. D& danh gia murc d6 canh tranh giita hai khang thé, vi du, thir
nghiém mién dich phéng xa hoic thir nghiém cé str dung cac chét danh du khac dbi véi
cac khang thé, c6 thé dugce sir dung. Vi du, khang nguyén LY75 c6 thé duoc 0 voi luong
bdo hoa ciia khang thé thir nhit khang LY75 hoic manh gin két véi khang nguyén cia
~ chiing duogc tiép hop v6i hop chét dugc danh du (vi du, *H, *1, biotin, hoic rubidi) véi
st c6 mat cua cing mot luong khang thé khang LY75 thir hai khong dugc danh déu.
Luong khang thé di dugc danh déu dugc gin két v6i khang nguyén véi sy c6 mit clia
khang thé phong bé khong dugc danh diu, sau d6 duge danh gia va so sanh v6i kha ning
gin két khi khong c6 mit khang thé phong bé khong duoc danh ddu. Kha ning canh tranh
duoc x4c dinh bing mirc d6 thay dbi vé ty 1é phan tram clia cac déu hiéu gin két véi su
6 mit cua khéng thé phong bé khong dugc danh dau so vé6i khi khong cé mit khang thé
phong bé. Do d6, néu kha ning trc ché gén két khang thé da dugc danh déu 1a 50% khi c6
mat khang thé phong bé so v6i kha ning gin két khi khong c6 mit khang thé phong bé,
thi kha nang canh tranh giita hai khang thé nay 1a 50%. Do d6, khi dé cép toi kha ning
canh tranh gitra khang thé thir nhét va khang thé thir hai 12 50% hoic cao hon, 60% hoic
cao hon, 70% hoac cao hon, nhu 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc cao hon, thi cé nghia 12 khang thé thtr nhét wc ché kha
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ning gin két ctia khang thé thtr hai (hodic nguoc lai) voi khang nguyén véi ty 16 13 50%,
60%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%
hozc cao hon (khi so sanh vé&i kha ning gén két ciia khang nguyén béi khang thé tht hai
khi khéng c6 mit khang thé thir nhét). Do d6, ty 18 wrc ché kha nang gén két cia khéang thé
thtr nhat v6i khang nguyén boi khang thé thtr hai 1a 50%, 60%, 70%, 71%, 72%, 73%,
74%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hoic cao hon chimg té rang hai
khang thé nay gin két v6i cing mot epitop.

Cai bién khang thé

Sang ché ciing dé cap dén kbang thé bién thé, d6i khi duoc goi 13 “dAn xudt khéng
thé” ciing nhu “chit twong trr khang thé”. Ttrc 13 ¢ nhiéu cai bién c6 thé duoc thyuc hién
d6i véi cac khang thé theo sang ché, bao gom, nhung khong chi gi6i han &, cai bién axit
amin trong cac CDR (thudn thuc 4i luc), cai bién axit amin trong ving khung, cai bién
axit amin trong ving Fc, cai bién qui trinh glycosyl héa, cai bién cong hoa tri cia céac

loai khac (vi du, dé gén thé tiép hop duoc chét, v. V...

“Bién thé” trong ban mé ta ndy c6 nghia 13 trinh tu polypeptit 12 khéc so vé6i trinh
tir clia polypeptit b6 me do cai bién it nhit mot axit amin. Trong trudng hop nay,
polypeptit bd me 13 chudi nang hodc chudi nhe bién ddi c6 chiéu dai day du, cé trinh tur
lin lugt néu trong SEQ ID NO.1 hoic 2, hodc cac viing CDR hoic ving khung ctia chudi
ning va chudi nhe ¢ trinh tiy nhu néu trong SEQ ID NO 5-10 va 16-21. Cai bién axit
amin c6 thé bao gdm viéc thé, cai xen va khuyét, so v6i axit amin trude d6 duge vu tién
trong mot s6 truong hop. Pa biét ring viéc thé axit amin c6 thé 12 thé bao thu hodc khong
bao thu trong d6 viéc thé bao thu duogc wu tién. Hon nita, viée thé ndy c6 thé 13 thé bing
axit amin c6 trong tu nhién hodc khong cé trong tu nhién.

Néi chung, cac bién thé c6 thé bao gdm nhiéu cai bién bét ky, v6i diéu kién chuc
ning cia khang thé vin duoc thé hién, nhu duge néu trong ban md ta ndy. Tiac 13,
LY75_Al, vi du, khang thé niy van gin két dic hiéu véi LY75 clia ngudi. Tuong tw, néu
c4c axit amin bién thé duoc tao ra véi vung Fc, vi dy, khang thé bién thé van duy tri chirc

néang gan két vai thu theé can thiét d6i vdi tng dung cu thé hodc chi dau cta khang thé.

“Céc bién thé” trong truong hop nay c6 thé duoc tao ra trong cac trinh tr CDR da

néu, khung hoic viing Fc ctia khang thé.
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Tuy nhién, néi chung, tir 1,2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 hodc 10 axit amin thé thuong dugc
str dung nham thay dbi chtc nang v6i sb 1an cai bién téi thiéu. Trong mot sb trudng hop,
¢6 1 dén 5 cai bién (vi du, cac dot bién thay thé, cai xen hodc khuyét axit amin riéng &),
bang 1-2, 1-3 va 1-4 ciing duoc st dung theo nhiéu phuong 4n. Sé luong céc cai bién co
thé phu thudc vao kich cd cua vung cin cai bién; vi dy, néi chung, mong muén c6 mot
vai cai bién trong cac ving CDR. Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc s& hiéu
ring ngay ca trong cac vang CDR, vi tri clia céc cai bién c6 thé 1am thay doi tac dung
mot cach dang ké. Theo mdt phuong éri, céc cai bién ¢6 thé dugc tao ra trong cac CDRI,
CDR2 hoic CDR3 bt ky ctia chudi ning va/hoic chudi nhe. Theo phuong an khac, cac
cai bién dugc tao ra trong CDR1 hoic CDR2 bét ky cua chudi ning va/hodc chudi nhe.
Van theo phuong an khéc, cac cai bién dugc nim trong CDRI cua chudi ning va/hoic

chudi nhe.

Can luu ¥ ring sb lugng céc cdi bién axit amin c6 thé ném.trong cac mién chirc
nang: vi du, nd cd thé ¢4 1-5 cai bién trong ving Fc cua kiéu hoang ho#c cic protein
duoc tao ra bang k§ thuat di truyén, ciing nhu tir 1 dén 5 cai bién trong vung Fv, ching
han. Tt hon, néu trinh ti polypeptit bién thé c6 do trong dong trinh ty it nhit khoang
80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% so véi trinh tu
b6 me (vi dy, ving bién dbi, cac ving héng dinh, va/hodc trinh tu chudi ning va chudi
nhe va/hodc cac CDR cia LY75 Al). Can luu ¥ rang tiy thude vao kich thude cua trinh

tu, d6 tuong dbng s& phu thudc vao s6 lwong axit amin.

“Thé axit amin” hodc “thé” trong ban mo ta ndy c6 nghia 1a viéc thay thé axit amin
& vi tri cu thé trong trinh tu polypeptit bé me bing axit amin khéc cé thé 1a axit amin c6
trong tw nhién hodc khong c6 trong tu nhién. Vi du, viéc thé S100A ding dé chi
polypeptit bién thé trong d6 serin & vi tri 100 dugc thay thé bang alanin. “Cai xen axit
amin” hodc “cai xen” nhu dugc st dung trong ban mo ta nay c6 nghia 1a viéc bd sung
axit amin & vi tri cu thé trong trinh ty polypeptit bd me. “Khuyét axit amin” hodc
“khuyét” nhu duge st dung trong ban mo ta nay c6 nghia la viéc loai bo axit amin & vi tri
cu thé trong trinh tu polypeptit b6 me.

b 13 I &«

“Polypeptit bd me”, “protein bd me”, “tién polypeptit”, hodc “tién protein” nhu
duoc st dung trong ban mo ta ndy c6 nghia la polypeptit khong duge cai bién, sau d6

duogc cai bién dé tao ra bién thé. N6i chung, polypeptit bd me trong ban mo ta ndy 1a
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LY75 Al. Do d6, “khang thé bd me” nhu duoc st dung trong ban md ta nay c6 nghia la

khang thé dugc cai bién d€ san xuat khang thé bien the.

“Kiéu hoang” hodc “WT” (wild type) hodc “bdm sinh” trong ban mo ta ndy cé
nghia 13 trinh ty axit amin hodc trinh tir nucleotit dugc tim théy trong tu nhién, bao gém
chc bién ddi alen. Protein WT, polypeptit, khang thé, globulin mién dich, IgG, v.v.. ¢6
trinh tur axit amin hodc trinh tuy nucleotit khong dugc cai bién c6 chu y.

“Vung Fc bién thé” trong ban mo ta nay c6 nghia 13 trinh ty Fc khac véi trinh tu
Fc kiéu hoang do it nhit mét cai bién axit amin. Bién thé Fc c6 thé dung dé chi chinh

polypeptit Fc, cac ché phim chira polypeptit bién thé Fc, hodc trinh tr axit amin.

Theo mdt sb phuong an, mot hodc nhiéu céi bién axit amin dugc thuc hién trong
mot hoac nhiéu CDR cua LY75 Al. Néi chung, chi 1 hodc 2 hodc 3 axit amin dugc thé
trong mot CDR bt ky, va néi chung khéng qué 4, 5, 6, 7, 8, 9 hodc 10 bién d6i dugc thuc
hién trong bd gdbm 6 CDR. Tuy nhién, can hiéu ring viéc két hop bit ky cia axit amin
khong khong thé, 1, 2 hodic 3 axit amin thé trong CDR bit ky ¢6 thé dugc két hop doc lap
va tuy y véi1 axit amin thé khac. Cén hiéu rang viéc thé c¢6 thé duge thuc hién trong CDR
bat ky trong sb 6 CDR. Theo mdt phuong 4n, viéc thé dugc thuc hién & CDR1 cua chudi

ning va/hoic chudi nhe.

Trong mot sb truong hop, cac cai bién axit amin trong CDR dugc goi 1a “thudn
thuc ai luc”. Khang thé “c6 4&i luc thuan thuc” 13 khang thé c6 mot hoic hhiéurthay dbi
trong mot hodc nhiéu CDR, tir d6 cai thién dugc éi lyc ctia khang thé d6i v6i khang
nguyén, so v6i khang thé b me khong c6 céc thay d6i nay. Trong mét sd trudng hop, du
hiém gap, nhung mong mudn cé thé giam duoc 4i luc ctia khang thé v6i khang nguyén

clia n6, nhung diéu nay thudng khong duge vu tién.

Qua trinh 1am thuln thuc 4i luc ¢6 thé dugc thuc hién dé 1am tang 4i lyc gin két
ctia khang thé véi khang nguyén it nhét 13 khoang 10%, khoang 20%, khoang 30%,
khoang 40%, khoang 50%, khoang 60%, khoang 70%, khoing 80%, khoang 90%,
khoang 100%, khoéang 1 10%, khoang 120%, khoang 130%, khoang 140%, khoang 150%
hodc cao hon, hodc cao hon gép 1,2, 3, 4 dén 5 14n so véi khang thé “bd me”. Tt hon,
néu céc khang thé thudn thuc 4i luc s& c6 ai luc nanomol hoidc thim chi 13 4i luc picomol
v6i khang nguyén dich. Cac khang thé thudn thuc 4i luc dugc tao ra bing cic phuong
phap da biét. Xem, vi du, Marks et al., 1992, Biotechnology 10:779-783 mb ta qua trinh
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1am thuén thuc 4i luc béng cach x40 tron mién cta chudi ning (VH) cai bién va chudi nhe
(VL) bién dbi. Qu4 trinh tao d6t bién ngiu nhién cia CDR vi/hoic cac gbc khung duoc
mb ta trong: Barbas, et al. 1994, Proc. Nat. Acad. Sci, USA 91 :3809-3813; Shier et al.,
1995, Gene 169:147-155; Yelton et al., 1995, J. Immunol. 155: 1994-2004; Jackson et al.,
1995, J. Immunol. 154(7):3310-9; va Hawkins et al, 1992, J. Mol. Biol. 226:889-896,

ching han.

Theo cach khac, cac cai bién axit amin c6 thé dugc thuc hién trong mot hodc nhiéu
CDR ciia c4c khang thé theo sang ché 13 “im lang”, vi du, khong lam thay doi dang ké 4i
luc cua khéang thé voi khang nguyén. Cac ci bién ndy c6 thé duoc thuc hién véi nhiéu I
do, bao gdm t6i wu héa mire d6 bidu hién (nhu ¢6 thé duge thue hién dbi véi axit nucleic

m4 héa khang thé theo sang ché).

Do d6, sng ché ciing ndm trong dinh nghia v& CDR va c4c khang thé theo sing
ché 12 cac CDR bién thé va cc khang thé; tirc 13, cac khang thé theo sang ché c6 thé bao
~ gdm cac cai bién axit amin trong mot hoic nhidu CDR cia LY75 Al. Ngoai ra, nhu
duoc néu duéi day, cai bién axit amin ciing ¢ thé duge tién hanh doc 14p va tuy ¥ trong
ving bit ky nim ngoai cac CDR, bao gém khung va cac ving hing dinh nhu duoc néu

trong ban mo ta nay.

Theo mot sb phuong 4n, khang thé khang LY75 theo sang ché bao gdm mién Fc
bién dbi. Nhu d3 biét trong linh virc ndy, ving Fc ciia khang thé twong tac v6i nhidu thu
thé Fc va phéi i, tao ra nhiéu chirc ning quan trong duge goi 1a chirc ning tic dong. Cac
thu thé Fc nay bao gdm, nhung khong chi gii han &, (& ngudi) FeyRI (CD64) bao gdm
c4c dang ddng phan FcyRIa, FeyRIb, va FeyRlIc; FeyRII (CD32), bao gdm cac dang dong
phan FeyRIla (bao gdm alotyp H131 va R131), FeyRIIb (bao gbdm FcyRIIb-1 va FeyRIIb-
2), va FcyRlIlc; va FeyRIII (CD16), bao gbm cac dang ddng phan FcyRIlla (bao gdm
alotyp V158 va F158, lién quan dén hoat tinh gdy doc té bao phu thudc khang thé
(ADCC)) va FcyRIIIb (bao gbém alotyp FcyRIIIb-NAI va FcyRIIIb-NA2), FcRn (thu thé
méi tao ra), C1q (protein b thé lién quan dén hoat tinh gay doc té bao phu thudc b thé
(CDC)) va FcRa (thu thé mdi tao ra lién quan dén thoi gian ban thai trong huyét thanh).
Céc cai bién thich hop ¢6 thé dugc thuc hién & mét hoic nhiéu vi tri nhu thuong dugc
néu dudi day, vi du trong don sang ché My 11/841,654 va céc tai liéu tham khao duoc
vién dan trong ban md ta nay, US 2004/013210, US 2005/0054832, US 2006/0024298,
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US 2006/0121032, US 2006/0235208, US 2007/0148170, USSN 12/341,769, Patent M§
sb 6,737,056, Patent My sb 7,670,600, Patent My s6 6,086,875, toan bd ndi dung cua
chiung dugc dua vao day bang cach vién din, va cu thé d6i véi cac axit amin thé dic hiéu

1am tang kha ning gin két v6i cac thu thé Fe.

Ngoai cac cai bién néu trén, cac cai bién khac cling c6 thé dugc thuc hién. Vi du,
cac phan tir ¢6 thé dugc én dinh bang cach két hop cac cau disulphua lién két vé6i cac
mién VH va VL (Reiter et al., 1996, Nature Biotech. 14: 1239-1245, dugc dua toan bd

vao day bang cach vién dan).

Ngoai ra, cac cai bién & xystein ddc biét 13 thich hop trong cic tmg dung vé thé
tiép hop khang thé-dugc chat (ADC), dugc mé ta tiép dudi day. Theo mdt sé phuwong 4n,
ving hing dinh ciia cac khang thé c¢6 thé duoc tao ra bang k¥ thuét di truyén dé chira mot
hodc nhiéu xystein ddc bict 1a “hoat ddng & thiol”, sao cho thay thé duoc géc dugc chét
dic hiéu hon va kiém soat duge. Xem, vi du, Patent M§ sb 7,521,541, duoc dua toan bo
vao diy bang cach vién dan.

Ngoai ra, cac cai bién cdng hda tri khac nhau cua cac khang thé c6 thé duoc thuc

hién nhu dugce néu dudi day.

Céc cai bién cong hoa tri ctia cac khang thé nim trong pham vi cia sang ché nay,
va no6i chung, nhung khong thuong gép, duoc tién hanh sau qua trinh dich ma. Vi du, mdt
s6 loai cai bién cong héa tri ciia khang thé dwoc dua vao phén tir bang cach cho cac gbc
axit amin dic hiéu cta khang thé phan tmg vdi chét tao din xuét hitu co c6 kha ning

phén Gng véi chudi bén di dugce chon hoic cac goc c6 dau N hodc C.

Cac gbe xystein hau hét thuong dugc cho phan tng véi ohaloaxetat (va c4c amin
tuong tmg), nhur axit cloaxit hodc cloaxetamit, dé san xut dan xuit carboxymetyl hoidc
carboxyamidometyl. Cac gbc xystein ciing c6 thé dugc tao ddn xuit bang cach cho phan
ung v6i bromtrifloaxeton, axit a-bromo-B-(5-imidozoyl)propionic, cloaxetyl phosphat,
N-alkylmaleimit,  3-nitro-2-pyridyl  disulfua, metyl 2-pyridyl disulfua, p-
clomercuribenzoat, 2-clomercuri-4-nitroﬁhenol, hodc clo-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol

va cac hop chét twrong tur.

Cac gbéc histidin duoc tao din xuit bing cach cho phan tmg véi

dietylpyrocacbonat & 6 pH = 5,5-7,0 do hop chit nay twong dbi dic hiéu véi chubi bén
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histidin. Para-bromophenaxyl bromua ciing 12 hiru ich; tdt hon, néu phan tng dugc tién

hanh trong natri cacodylat 0,1M & d¢ pH = 6,0.

Céac gbc c6 dau lysin va amin duge cho phan tng véi axit sucxinic hodc anhydrit
clia axit carboxylic khac. Qua trinh tao din xuit v6i cac hop chit khac c6 tic dung lam
dao nguoc dién tich cia cac gdc lysin. Cac chat phan tng thich hop khac dé tao dan xuit
clia cac gbc alpha-amino bao gdm cac imidoeste nhu metyl rpicolinimidat; pyridoxal
phosphat; pyridoxal; cloborohydrua; trinitrobenzenaxit sulfonic; O-metylisoure; 2,4-

pentandion; va phan tng dugc xtic tic bdi transaminaza véi glyoxylat.

‘Céc gbe arginin duoc cai bién bing cach cho phan ing véi mot hodc mot vai chét
phan tng théng thudong, trong s6 ching 13 phenylglyoxal, 23-butanedion, 1,2-
xyclohexandion, va ninhydrin. Viéc tao din xuét ciia cic gdc arginin doi héi phan tmg
nay can duoc tién hanh trong cac diéu kién kiém do nhém chirc guanidin c6 tri s6 pKa
16n. Hon thé nita, cac chit phan ung ndy c6 thé phan mg véi cac nhém lysin cling nhu

nhom arginin epsilon-amino.

Viée cai bién dic hiéu cac géc tyrosin c6 thé dugc thuc hién, dic biét 1a dua céc
chét danh déu quang phd vao céc gbc tyrosin bing cach cho phan ung vé6i cac hop chat
diazo thom hodc tetranitrometan. Pho bién nhit, N-axetylimidizol va tetranitrometan
dugc st dung dé 13n luot san xuét loai O-axetyl tyrosyl va cac din xuét 3-nitro. Cac gbc
tyrosin dugc iot hoa bang cach str dung 1251 hodc 1311 @ san xuét protein di danh diu
dé str dung trong thir nghiém mién dich phéng xa, phwong phép cloramin T d& dugc néu

trén néu thich hop.

Céc nhém bén carboxyl (aspartyl hoic glutamyl) duge cai bién mot cach chon loc
bing cach cho phan tng véi carbodiimit (R—N=C=N-R"), trong d6 R va R' tuy y 14 cac
nhom alkyl khac nhau, nhu 1-xyclohexyl-3-(2-morpholinyl-4-etyl) carbodiimit hodc 1-
etyl-3-(4-azonia-4,4-dimetylpentyl) carbodiimit. Hon thé nita, cac gbc aspartyl va
glutamyl dugc chuyén hoa thanh cac gdc asparaginyl va glutaminyl bang cach cho phan
ung véi cac ion amoni.

Viée tao din xuét véi cac cht hai chirc 13 hitu ich dé tao lién két ngang ciia cac
khang thé v&i nén mang hoic bé miat khong hoa tan trong nudc dé dung trong nhiéu
phuong phap, ngoai cic phuong phap duge mé ta dudi ddy. Cac chét tao lién két ngang

thuong st dung bao gdm, vi du, 1,1-bis(diazoaxetyl)-2-phenyletan, glutaraldehyt, N-
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hydroxysucxinimit este, vi du, cac este voi axit 4-azidosalixylic, imidoeste c6 hai chirc
gidng nhau, bao gém disucxinimidyl este nhu 3,3'-dithiobis (sucxinimidylpropionat), va
maleimit hai chirc nhu bis-N-maleimido-1,8-octan. Cac chét tao dan xuét nhu metyl-3-
[(p-azidophenyl)dithio]propioimidat sin xuat chét trung gian quang hoat c6 kha ning san
xuét lién két ngang voi su c6 mit ciia anh sang. Theo cach khac, chit nén khong hoa tan
trong nuGe hoat tinh nhur hydrat cacbon duge hoat héa bdi xynomolgusogen bromua va
cic co chit hoat tinh dugc mé ta trong cac Patent My s6 3,969.287; 3,691,016;
4,195,128; 4,247,642; 4,229,537; va 4,330,440, toan bd chung dugc dua vao day béng

cach vién din, dugc sir dung dé bat dong protein.

Céac gbc glutamin va asparagin lan lugt thuong dugc khir amit thanh cac gbe
glutamyl va aspartyl. Theo cach khac, cac gbc niy dugc khir amit trong didu kién axit

nhe. Dang gdc ndy nam trong pham vi cia sang ché.

Céc cai bién khac bao gdm qua trinh hydroxyl héa prolin va lysin, phosphoryl hoé
nhom hydroxyl ciia cac gbe seryl hodc threonyl, metyl héa cic nhém oarmino ciia chudi
bén lysin, arginin, va histidin (T. E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular
Properties, W. H. Freeman & Co., San Francisco, pp. 79-86 [1983], dugc dua toan bd vao
day bang cach vién dan), axétyl héa amin ¢6 dau N, va amit héa nhém carboxyl bat ky c6
dau C.

Ngoai ra, ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh virc k¥ thuat nay s& hiéu duge
ring toan bd cac chit danh diu (bao gdm phéat huynh quang, enzym, tir tinh, phéng xa, v.
v... ¢6 thé duoc bd sung vao cac khang thé (cling nhu cac thanh phan khac cta sang ché).

Phan tir dac hiéu kép

Theo mét khia canh khéc, sang ché mb ta cac phan tr dac hiéu kép chira khang thé
khang LY75, hoic méanh ciia n6 theo sang ché. Khang thé theo sang ché, hodc phin gin
két khéng nguyén cua no, cb thé dugc tao din xuét hodc dugc lién két voi phan tr chirc
ning khac, vi du, peptit hodc protein khac (vi du, khang thé hozc phéi tir khac ddi véi thu
thé) dé tao ra phén tr déc hiéu kép gén két v6i it nhat hai vi tri lién két khac nhau hoéc
phan tir dich. Trén thuc té, khang thé theo sang ché c6 thé dugc tao din xuit hodc duge -
lién két v6i nhidu hon mot phéan tir chire ning khac dé san xuét phéan tir da dic hiéu gin
két v&i nhiu hon hai vi tri lién két va/hodc phan tir dich khac nhau; cac phan tir da dic
hiéu nhu véy cling ducjc du dinh ndm trong thudt ngtr “phén t dic hi€u kép” nhu duogc
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stt dung trong ban mo ta niy. Dé tao ra phan tir dic hiéu kép theo sing ché, khang thé
theo sang ché c6 thé dugc lién két chic nang (vi du, bang cach lién hop héa hoc, dung
hop di truyén, lién két khong phai cong hoéa tri hodc theo cach khac) v6i mot hoac nhiéu
phan tir gin két khac, nhu khang thé khac, méanh khang thé, peptit hodc chat gin két mo

phdng, sao cho tao ra dugc phan tir dac hi€u kép.

Do d6, sang ché bao gdm phén tir dic hiéu kép chira it nhat mot vi tri gan két dic
hiéu thir nhat vé6i epitop dich thir nhit (ttre 1a LY75) va vi tri gin két dic hiéu tht hai véi
epitop dich thr hai. Epitop dich thfx hai ndy c6 thé c6 mit trén cting mdt protein dich do
né di duoc gin két boi vi tri gin két ddc hiédu thit nhét; hodc epitop dich thr hai nay c6
thé c¢6 mit trén protein dich khic nhau ma di dugc gin két boi protein tht nhit véi
protein da dugc gén két boi vi tri gén két dic hiéu thir nhat. Epitop dich tht hai nay c6
thé c6 mit trén cing mot t& bao nhur epitop dich thir nhit (tic 1a LY75); hodc epitop dich
thir hai nay c6 thé c6 mat trén dich khong d&gc bidu hién boi té bio ma biéu hién epitop
dich thir nhat. Trong ban md ta nay, thut ngit 'vi tri gfn két dac hiéu' dung dé chi gbc

chira it nhat mdt mién bién doi khang thé.

Theo mdt phuong an theo sang ché,_ epitop dich thir hai 1a thu thé Fc, vi du, FcyRI
(CD64) ctia ngudi hodc thu thé Fea (CD89) ctia ngudi. Do d6, sing ché bao gdm phan tir
ddc hiéu kép c6 kha ning gin két v6i ca té bao tac dong biéu hién FeyR 14n FeoR (vi duy,
bach cdu, dai thuc bao hoic té bao da nhan (PMN), va véi cac té bao dich biéu hién
LY?75. Céc phan tir dic hiéu kép nay hudng cac té bao biéu hién LY75 dich t6i té bao tac
dong va tao ra hoat tinh cua céac té bao tac dong qua trung gian thu thé Fc, nhu qua trinh
thuc bao ciia cic té bao bidu hién LY75, hoat tinh gy doc t& bao qua trung gian t& bao
phu thudc khang thé (ADCC), gidi phéng xytokin, hodc tao ra anion Superoxit.

Theo phuong én khéc theo sang ché, epitop dich thir hai 12 CD3 hogc CDS5. Do dé,
sang ché bao gdm phan tir dic hiéu kép cé kha ning gin két v6i ca té bao tac dong biéu
hién CD3 14n CD5 (vi du, té bao gy doc T biéu hién CD3 hodc CDS5), va véi cac t€ bao
dich bidu hién LY75. Céc phan tir dic hidu kép hudng dich té bao biéu hién LY75 t6i té
bao tdc dong va tao ra hoat tinh cua té bao tac dong qua trung gian CD3 hodc CDS5, nhu
kéo dai dong té bao T va hoat tinh gy doc t& bao T. Theo phuong 4n ndy, khéng thé dic
hiéu kép theo sang ché c6 thé bao gdm toan b hai hoic ba mién bién dbi khang thé,

trong d6 phan thir nhét ciia khang thé dic hidu kép c6 kha ning phuc hdi hoat tinh cua té
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bao tac dong mién dich clia ngudi bang cach gin két dic hiéu v6i khang nguyén tac dong
nam trén té bao tac dong mién dich cia ngudi, trong d6 khang nguyén tac dong nay la
khang nguyén CD3 cta nguoi hodc khang nguyén CDS5 cla nguoi, phan thtr nhét nay bao
gdm mét mién bién ddi khang thé, va phin tht hai cia khang thé dic hidu kép c6 kha
ning gin két dic hidu véi khang nguyén dich khong phai 1a khang nguyén tac dong, vi
du, LY75, khang nguyén dich niy nim trén té bao dich khong phai 13 té bao tac dong
mién dich cta ngudi, va phan thir hai nay chira mét hoic hai mién bién d6i khang thé.
Theo mot phirong an cua sang ché, trong d(’) phan tir dic hiéu kép la phan tir da
ddc hiéu, phan tir ndy c6 thé con c6 do dac hidu gén két thit ba, ngoai do dc hiéu gan két
khang Fc hodc d¢ dac hiéu gz"m két khang CD3 hoéc khang CD5 va d§ dic hiéu gén két
khang LY75. Theo mdt phuong an, 4o dic hiéu gén két thir ba 1a mot phﬁn cua yéu td
khang tang cuong (EF), vi du, phéin tr gin két vé6i protein b& mit c6 lién quan dén hoat
tinh gay ddc té bao va tir d6 lam ting dap ing mién dich vi té bao dich. “Mot phan cia
yéu td khang ting cuong” cd thé 12 khang thé, manh khang thé chirc ning hodc phéi tir
gfm két voi phan tr nhét dinh, vi du, khang nguyén hodc thu thé, va tir d6 tao ra tinh tang
cudng vé tac dung cia mién xac dinh gin két cua thu thé Fc hoic té bao dich khang
nguyén. “Mot phan cia yéu t6 khang ting cudng” c6 thé gin két voi thu thé Fc hodc té
bao dich khang nguyén. Theo cach khéic, mot phan cia yéu té khang ting cudng cé thé
gén két voi thue thé khac voi thuc thd ma d6 dac hiéu gin két th nhat va thit hai duge
gén két vao. Vi du, mot phin cta yéu té khang ting cuong c6 thé gin két véi té bao gay
ddc T (vi du, thong qua CD2, CD3, CDS8, CD28, CD4, CD40, ICAM-1 hodc t€ bao mién

dich khac tao ra dap ung mién dich véi té bao dich ting cudng).

Theo mot phurong an, phan tir dac hi¢u kép theo sang ché c6 d6 dic hiéu gin két &
it nhat mot khang thé, hosc manh khang thé cta né, bao gém, vi du Fab, Fab', F(ab"),, Fv,
Fd, dAb hogc Fv chudi don. Khang thé ciing c6 thé 13 dime ctia chudi nhe hodc chudi
nang, hodc manh rit nhé cua ching bat ky nhu Fv hoac cAu trac chudi don nhu duge mo

ta trong Patent My s 4,946,778, ndi dung ciia n6 duge dua vao ddy bang cach vién dan.

Theo mét phuong 4n, d6 dac hiéu gin két vé6i thy thé Fey duge tao ra bdi khang
th8 don dong, kha ning gin két ctia n6 khong dugc phong bé boi globulin mién dich G
(IgG) cua nguoi. Trong ban mo ta nay, thuit ngir “thu thé IgG” dung dé chi gen bét ky

trong s tam gen chudi y nim trén nhiém sic thé 1. C4c gen nay ma héa toan bd mudi hai
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dang ddng phan thy thé xuyén mang hogc hda tan ma dugc phan vao ba nhém thu thé
Fcy: FcyRI (CD64), FcyRII(CD32), va FeyRIII (CD16). Theo mdt phuong an dugc uu
tién, thu thé Fcy 13 FcyRI ¢6 4i luc cao ciia ngudi. FeyRI ciia ngudi 13 phan tir ¢6 kich

thude 72kDa, c6 4i luc cao d6i v6i IgG monome (10%-10° M),

Su sén sinh va dic didm cia cac khang thé don dong khang Fcy nhét dinh wu tién
duge mo ta trong Cong bd don sang ché qubc t& s6 WO 88/00052 va trong Patent M¥ s6
4,954,617, ndi dung cua chung dugc dua vao toan b trong ban mo ta nay bang cach vién
dan. Céc khang thé nay gin két v6i epitop ctia FcyRI, FcyRII hodc FeyRIIL & vi tri ma
khac véi vi tri gin két Fey cua thu thé va do d6, kha ning gin két cia ching vé co ban
khong dugc phong bé boi IgG & ndng do sinh ly. Cac khang thé khang FcyRI cu thé thich
hop trong sang ché 13 mAb 22, mAb 32, mAb 44, mAb 62 va mAb 197. MAb 32 séan sinh
ra thé lai 13 ¢6 sén tir Trung tim nudi giir gidng nudi ciy Hoa Ky, sb truy cap ATCC
HB9469. Theo cac phuong 4n khéac, khang thé thu thé khang Fcy 13 dang nhén tao cia
khéng thé don dong 22 (H22). Su san sinh va dic diém cta khang thé H22 dugc mé ta
trong Graziano, R.F. et al. (1995) J. ImmunoH 55 (10): 4996-5002 va Cong bd don sang
ché qudc t& s6 WO 94/10332. Khang thé H22 nay san sinh dong té bao dugc luu giit &
Trung tAm nudi giit gibng nudi cdy Hoa Ky véi tén goi HA022CL1 va ¢ sd truy cap
CRL 11177.

Van theo phuong 4n khic dugc wu tién, do dac hiéu ge"m két voi thu thé Fe dugc
tao ra boi khang thé ma gin két vai thu thé IgA ciia ngudi, vi du, thu thé.Fc-alpha [FcaRI
(CD89)], tét hon néua kha ning gén két ciia chiing dugc phong bé boi globulin mién dich
A (IgA) ngudi. Thuat ngir “thu thé IgA” duge du dinh dé bao gdbm san pham gen clia mot
a-gen (FcoRI) nim & nhidm sic thé 19. D3 biét ring gen niy mi héa mét s dang dong -
phin xuyén mang di dugc ghép theo cach khac c6 kich thude nim trong khoang tir 55
dén 110 kDa. FcoRI (CD89) hiu nhu duoc biéu hién trén bach cau/dai thuc bao, ua eosin
va bach cdu hat trung tinh, nhung khong nim trén nhém té bao khong tac dong. FcaRI cb
ai li,rc trung binh (= 5 x 10’ M) d6i véi ca IgA1 14n IgA2, duoc ting 1én trong qué trinh
tiép xtc v6i xytokin nhu G-CSF hoic GM-CSF [Morton, H.C. et al. (1996) Critical
Reviews in Immunology 16:423-440]. Bén khang thé don dong dic hiéu FcoRlI, dugc
xdc dinh 13 A3, A59, A62 va A77, gin két FcaRI bén ngoai mién gén két phéi tir IgA,
duoc md ta [Monteiro, R.C. et al. (1992) J. Immunol. 148:1764].
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FcoRI va FeyRI 1 c4c thu thé ban diu dugc wu tién dé dung trong phan ti dic
hiéu kép theo sang ché do chiing (1) dugc biéu hién chu yéu trén cac té bao tac dong
mién dich, vi du, bach ciu, PMN, dai thuc bao va t& bio tua; (2) duoc biéu hién & nE‘)ng
d6 cao (vi du, 5.000-100.000/t& bio); (3) 1a chét trung gian c6 hoat tinh gy ddc té bao (vi
du, ADCC, qua trinh thuc bao); va (4) c6 vai trd trung gian trong viéc biéu hién khang
nguyén ting cudng cla cic khang nguyén, bao gdm tr khang nguyén, duoc huéng téi

chung.

Céac khang thé c6 thé dugc st dung trong phan tir dic hidu kép theo sang ché 13
khang thé cia loai gim nhim, ngudi, khang thé thé kham va khang thé don dong nhan

tao.

Phéan tir dac hi€u kép theo sang ché ¢6 thé dugce tao ra béng cach tao tiép hop cac
chét dic hiéu gin két thanh phin, vi du, chit dic hiéu gin két khang FcR, khang CD3 .
khéang CD5 va khang LY75, bang cach st dung cac phuong phap da biét trong linh vuce
nay. Vi du, chét dic hidu gin két ctia mdi phén tr dic hiu kép co thé dugc tao ra riéng &
va sau d6 dugc tiép hop véi cac chit con lai. Khi chét dic hidu gén két 13 protein hodc
peptit, thi nhidu chét lién hop hoic lién két ngang c6 thé dugc sir dung dé tao tiép hop
cong hoa tri. Vi du v& cic chét gin két ngang bao gbm protein A, carbodiimit, N-
sucxinimidyl-S-axetyl-thioaxetat (SATA), 5,5'-dithiobis(axit 2-nitrobenzoic) (DTNB), 6-
phenylendimaleimit (0PDM), N-sucxinimidyl-3-(2-pyridyldithio)propionat (SPDP), va
sulfosucxinimidyl 4-(N-maleimidometyl) xyclohaxan-1-carboxylat (sulfo-SMCC) [xem,
vi du, Karpovsky et al. (1984) J. Exp. Med. 160:1686; Liu, MA et al. (1985) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 82:8648]. Cac phuong phap khac bao gdbm cic phuong phap duge mé ta
trong Paulus (1985) Behring Ins. Mitt. No. 78, 1 18-132; Brennan et al. (1985) Science
229:81 -83, va Glennie et al. (1987) J. Immunol. 139: 2367-2375. Tét hon, néu cac chét
tao tiép hop 13 SATA va sulfo-SMCC, ca hai chét nay déu cé sin trén thi truong do
Pierce Chemical Co. (Rockford, IL) cung cip].

Khi céc chét dic higu gin két 1a khang thé, thi ching c6 thé dugc tao tiép hop
théng qua lién két sulfhydryl cta ving ban 18 ¢6 dau C ctia hai chudi ning. Theo phuong
4n duoc dic biét wu tién, ving ban 18 dugc cai bién dé chira lugng du cac gbe sulfhydryl,

t6t hon 12 mét, trudce khi tao tiép hop.
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Theo cach khac, ca hai chit dic hiéu gin két c6 thé duoc m3 hoa trong ciing mot
vecto va duogc biéu hién va dwa vao ciing mot té bao vat chi. Phuong phap nay dic biét 13
hitu ich trong d6 phén tir dac hiéu kép 1a mAb x mAb, mAb x Fab, Fab x F(ab'), hoic
phdi tir x protein dung hop Fab. Phan tir dic hiéu kép theo sing ché cé thé 13 phan tir
chudi don chira mot khang thé chudi don va yéu t6 xac dinh gén két, hodc phan tir dic
hiéu kép chudi don chira hai yéu tb x4c dinh gin két. Phan tir dic higu kép cé thé chira it
nhét hai phan tir chudi don. Cac phuong phap tao ra phan ti dic hiéu kép duge mo ta vi
du trong cac Patent My sb 5,260,203; 5,455,030; 4,881,175; 5,132,405; 5,091,513;
5,476,786; 5,013,653; 5,258,498; va 5,482,858, toan bd ndi dung cua chung dugc dua

vao day bang cach vién dan.

Céc khang thé theo sang ché c6 thé 13 hé khang thé té bao T dic hidu kép (BiTEs).
BiTE 14 nhém khang thé don dong dic hiéu kép nhén tao. Ching hudng téi hé théng
mién dich cuia vat chu, dic biét hon hoat tinh gy doc té bao T, khéang lai céac té bao ung
thu. BiTE thudng 13 c4c protein dung hop bao gbm hai méanh cai bién chudi don (scFv)

“cua cac khang thé khac nhau, hoic trinh tir axit amin tur bdn gen khac nhau, trén chudi
peptit don, tdt hon 1a khoang 55 kilodalton. Tét hon, néu mot trong sd cac scFv gin két
v6i céc té bao T thong qua thu thé CD3, va scFv con lai gan két véi té bao khdi u thong
qua phan tir dac hiéu khdi u.

Kha niang gin két cia phan tir dic hidu kép véi cac dich dic hiéu ctia ching c6 thé
duge x4c nhan bing, vi dy, thir nghiém hép thu mién dich lién két véi enzym (ELISA),
thir nghiém mién dich phéng xa (RIA), phan tich FACS, thtt nghiém sinh hoc (vi dy, ¢
ché su phat trién), hodc thir nghiém tham tach Tay. Mdi thir nghiém nay thuong phat hién
su ¢6 mit cta phtrc hop protein-khang thé nhit dinh bang cach sir dung chét phan tng da
danh déu (vi du, khang thé) dac hiéu véi phirc hop nhét dinh nay. Vi du, cic phic hop -
FcR-khéng thé c6 thé dugc phat hién biang cach sir dung, vi du, khang thé lién két véi
enzym hodc méanh khang thé nhan dién va gin két dic hiéu véi phirc hop khang thé-FcR.
Theo céach khac, cac phic hop cd thé duoc phat hién bang cach sir dung thir nghiém bt
ky trong sb nhidu thir nghiém mién dich khac. Vi du, khang thé c6 thé duge danh diu
phéng xa va s dung trong thir nghiém mién dich phéng xa (RIA) (xem, vi du,
Weintraub, B., Principles of Radioimmunoassays, Seventh Training Course on
Radiligand Assay Techniques, The Endocrine Society, March, 1986, dugc dua vao day
béng cach vién din). Chit déng vi phéng xa c6 thé dugc phat hién bang cach nay nhu khi
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stt dung may dém y hosic may dém nhdp nhiy hozc biang cich chup tu dong bang tia
phong xa.

Glycosyl hoa

Loai cai bién cong héa tri khic 1a cac thay dbi trong qua trinh glycosyl hoa. Theo
mdt sb phuong 4n, cac khang thé néu trong ban mé ta ndy cé thé dugc cai bién dé bao
gbm mét hodc nhiéu dang glycol tao ra bang k¥ thuét di truyén. “Dang glyco tao ra bing
k¥ thuét di truyén” nhu duoc st dung trong ban mé ta niy cé nghia 13 thanh phén hydrat
cacbon duoc gin két cong hoa tri vao khang thé, trong d6 thanh phan hydrat cacbon nay
khac biét v& mat hoa hoc so v6i khang thé bd me. Dang glyco tao ra bang k¥ thuat di
truyén c6 thé 13 hitu ich trong nhiéu muc dich, bao gdbm nhung khong chi giéi han & ting
cuong hoac lam gidm chuc nang tadc dong. Vi du, khang thé d3 duogc aglycosylat héa cé
thé duoc tao ra (tirc 13 khang thé khong xay ra qua trinh glycosyl ho4). Qua trinh glycosyl
hoé c6 thé dugc thay ddi d@é, vi duy, 1am tang ai lyc cua khang thé véi khang nguyén. Cac
cai bién hydrat cacbon nhur vay c6 thé dugc thue hién béng cach, vi du, thay ddi mot hoac
nhidu vi tri glycosyl hod trong trinh ti khang thé. Vi du, m6t hoic nhiéu dot bién thay thé
axit amin c6 thé dugc thuc hién dé loai bé mét hodc nhiéu vi tri glycosyl hoa cia ving
bién dbi khung, tir d6 loai b qua trinh glycosyl hoa & vi tri d6. Qué trinh aglycosyl héa
nhu vay c6 thé 1am tang 4i luc ctia khang thé v6i khang nguyén. Phuong phap ndy dugc
mo ta chi tiét hon trong cac Patent M§ sb 5,714,350 va 6,350,861 ctia Co va cac dong tac

gia, va co thé duoc thuc hién béng cach loai bd asparagin & vi tri 297.

Dang glyco tao ra bang k§ thuat di truyén duoc wu tién 1a afucosyl héa, nhan thiy
rang n6 c6 lién quan dén viée gia ting chirc ning ADCC, c6 thé thong qua qua trinh gin
két manh hon v6i thu thé FeyRIIIa. Trong ban mé ta nay, “afucosyl héa” c6 nghia 13 phin
16n khang thé san sinh trong t& bao vat chi v& co ban 13 khéng c6 fucoza, vi du 90-95-
98% khang thé tao ra khong ¢ fucoza 16 rang 13 thanh phin cta gbc hydrat cacbon cua
khéng thé nay (thudng duge gin & N297 trong ving Fc). Cac khang thé afucosyl hoa, xac
dinh dugc vé mit chirc nang thudng co ai luc it nhét 13 50% hodc cao hon so véi thy thé

FcyRlIlla.

Dang glyco tao ra bang k¥ thuat di truyén c6 thé dugc tao ra bang nhidu phuong
phap da biét trong linh vuc nay (Umafia et al., 1999, Nat Biotechnol 17:176-180; Davies
et al., 2001, Biotechnol Bioeng 74:288-294; Shields et al., 2002, J Biol Chem 277:26733-
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26740; Shinkawa et al., 2003, J Biol Chem 278:3466-3473; US 6,602,684; USSN
10/277,370; USSN 10/113,929; PCT WO 00/61739A1; PCT WO 01/29246A1; PCT WO
02/31140A1; PCT WO 02/30954A1, toan bd ching dugc dua vio ddy bang cach vién
din; (k§ thuat POTELLIGENT® [Biowa, Inc., Princeton, NJ]; k¥ thuit di truyén
glycosyl héa GlycoMAb® [Glycart Biotechnology AG, Zurich, Switzerland]). Nhiéu k§
thuat trong sb cac k¥ thuat nay 1a dya trén viéc kiém soat ndng do ctia cac oligosacarit da
dugc fucosyl héa va/hodc cit d6i ma duge gin cong héa fri vao ving Fe, vi dy, bang cach
bidu hién IgG trong c4c vi sinh v4t hodc dong té bao khac nhau, dugc tao ra bang k§y thuét
di truyén hoic bang cach cach khac (vi du, cc té bao Lec-13 CHO hoic cac té bao lai
YB2/0 ctia chudt, bang cach didu hoa enzym lién quan dén qua trinh glycosyl hod (vi du,
FUT8 [al,6-fucosyltranseraza] va/hodc 1-4-N-axetylglucosaminyltransferaza II1
[GuTII]), hodc bing cach cai bién hydrat cacbon sau khi IgG d4 dugc biéu hién. Vi du,
“khang thé tao ra b?mg k¥ thuét di truyén c6 mat duong” hodc “ky thuit SEA” ctia cong
ty Seattle Genetics hoat dong bang cach bd sung sacarit da duge cai bién trc ché qua trinh
ﬁlcosyl héa trong qua trinh san xuit; xem, vi du, US2009/0317869, dugc dua toan bd vao
day bing cach vién dan. “Dang glyco tao ra bang k§ thuét di truyén” thuong ding dé chi
c4c hydrat cacbon hoic oligosacarit khac nhau khi so sanh v6i khang thé dugc tao ra khi
khong c6 mit k§ thuat glycosyl hoa; do d6, khang thé c6 thé bao gdm dang glyco tao ra
bang k¥ thuat di truyeén.

Theo cach khéc, dang glyco tao ra bang k¥ thuét di truyén c6 thé ding dé chi bién
thé IgG chira hydrat cacbon hoic oligosacarit khac nhau. Nhu d3 biét trong linh vuc nay,
m6 hinh glycosyl hoa c¢6 thé phu thudc vao ca trinh tur protein (vi du, ¢ mit hoic khong
c6 mit qua trinh glycosyl hod cac gbc axit amin cu thé, nhu duge néu dudi day), 1an té
bao vat chu hodc sinh vt trong d6 protein nay dugce tao ra. Hé théng biéu hién cu thé

dugc ban luan dudi day.

Qué trinh glycosyl hoa polypeptit thuong dugc lién két & ddu N hodc dau O. Lién
két & dau N dung dé chi viéc gin gbc hydrat cacbon véi chudi bén ciia gdc asparagin. Cac
trinh tu tri-peptit asparagin-X-serin va asparagin-X-threonin, trong dé X 13 axit amin bat
k¥ ngoai trir prolin, 13 cAc trinh tr nhén dién dé gin enzym cia gbc hydrat cacbon véi
chudi bén asparagin. Do dé, su c6 mit ciia cac trinh tur tri-peptit ndy trong polypeptit tao
ra vi tri glycosyl ho4 tiém nang. Qua trinh glycosyl héa dugc lién két & diu O ding dé
chi viéc gin mot trong s cac duong N-axetylgalactosamin, galactoza, hodc xyloza, véi
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axit hydroxyamin, hau hét thuong 13 serin hodc threonin, mic di 5-hydroxyprolin hodc 5-

- hydroxylysin ciing c6 thé duoc sir dung.

Viéc bd sung vi tri glycosyl hod vao khang thé dugc thuc hién mot cach thuan loi
bing cach thay dbi trinh tr axit amin sao cho né chira mét hogc nhiéu trinh tu tri-peptit
da néu trén (d6i vai vi tri glycosyl hoa dd duoc lién két dau N). Viéc thay ddi nay ciing
c6 thé dugc thuc hién béng cach bd sung, hodc thé mot hodc nhiéu géc serin hodc
threonin vao trinh trr ban dau (d6i véi cac vi tri glycosyl hoa duoc lién két & dau O). Bé
cho d& dang, t&t hon néu khang thé trinh tir axit amin dugc thay dbi bang cach bién ddi
né)ng d6 ADN, dic biét 12 bang cach tao dot bién ADN mi héa polypeptit dich & céc bazo
da duogc chon trude sao cho cac b ba ma hoa duogc tao ra s€ duge dich ma thanh cac axit

amin mong muon.

Céc phuong phép khac dé 1am ting sd lwong cac gbc hydrat cacbon trén khang thé
12 1ién hgp héda hoc hodc enzyme cia glycosit voi protein. Cac phuong phép nay cd uu
diém & chd chiing khong can tao ra protein & té bao vét chii ¢6 kha ning glycosyl hoa déi
v6i qué trinh glycosyl héa duge lién két & ddu N va ddu O. Tuy thudc vao kiéu lién hop
d3 ding, duong c6 thé dugc gin véi arginin va histidin, nhém carboxyl tu do, (c) nhém
sulthydryl t¢ do nhu nhém xystein, (d) nhém hydroxyl tr do nhu nhém serin, threonin,
hoic hydroxyprolin, (e) cac gbc thom nhu phenylalanin, tyrosin, hodc tryptophan, hodc

(f) nhdm amit cua glutamin.

Céc phuong phap nay dugc md td trong WO 87/05330 va trong Aplin and
‘Wriston, 1981, CRC Crit. Rev. Biochem., pp. 259-306, ca hai tai li€u nay dugc dua toan

bd vao day bang cach vién dan.

Viéc loai bo cac géc hydrat cacbon c6 mdt trén khang thé ban du (vi du, sau dich
m3) c6 thé dugc thuc hién theo cach héa hoc hoic enzym. Qua trinh khir glycosyl héa
hoc hoc can ¢6 bude cho protein tiép xuc véi hgp chét trifloaxit metanesulfonic, hodc
hop chit trong tu. Bude xir Iy nay 1am phan cit hau hét hoic toan bo dudng ngoai trir
dudng lien két (N-axetylglucosamin hoic N-axetylgalactosamin), dong thoi loai bd
polypeptit. Qua trinh khit glycosyl héa hoc hoc dugc mé ta béi Hakimuddin et al., 1987,
Arch. Biochem. Biophys. 259:52 va béi Edge et al., 1981, Anal. Biochem. 118:131, ca
hai tai liéu nay duoc dua toan bd vao ddy bang cach vién dan. Qua trinh phan cit cac gbc

hydrat cacbon béi enzym trén polypeptit c6 thé dugc tién hanh bang cach sir dung nhiéu
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endo- va exo-glycosidaza khac nhau nhu mo ta bdi Thotakura et al., 1987, Meth.
Enzymol. 138:350, dugc dua toan bd vao day bang cach vién din, bao gbm viéc loai bod
cac gbc fucoza bang cach st dung enzym fucosidaza nhu da biét trong linh vuc nay. Qua
trinh glycosyl hoa & vi tri glycosyl hoa tiém ning c6 thé duoc kim him bang cach st
dung hogp chét tunicamycin nhu mé ta boi Duskin et al., 1982, J. Biol. Chem. 257:3105,
duge dua toan bd vao diy bang cach vién din. Tunicamycin phong bé qua trinh san xuét

lién két protein-N-glycosit.

Céc loai cai bién cong hoa tri khac ciia khang thé bao gdm viéc lién két khang thé
v6i cac polyme khong cé protein khéc nhau, bao gbm, nhung khong chi giéi han &, cac
rugu polyhydric khac nhau nhu polyetylen glycol, polypropylen glycol hodc
polyoxyalkylen, theo cich néu trong, vi du, 2005-2006 PEG Catolog do Nektar
Therapeutics cung cép (c6 sin trén trang web Nektare), cdc Patent My 4,640,835;
4,496,689; 4,301,144; 4,670,417, 4,791,192 hodc 4,179,337, toan b chiung dugc dua vao
day bang cach vién din. Ngoai ra, nhu di biét trong linh vuc ndy, viéc thé axit amin c6
thé dugc thuc hién & céc vi tri khac nhau trong khang thé dé tao diéu kién thuan loi cho
viéc bd sung polyme nhu PEG. Xem, vi du, Cong b6 don sang ché My sb
2005/0114037A1, duogc dua toan bd vao day béng cach vién dan.

Theo cac phuong 4n bd sung, vi du trong viéc sit dung céc khang thé theo sang
ché nhdm muc dich chin doan hodc phat hién, cic khang thé niy cé thé chira chat d4nh
diu. “Panh diu” trong ban mé ta ndy c6 nghia 1a hop chit c6 it nhat méot yéu t6, chét
ddng vi hodc hop chit ho hoc duge gén vao dé phat hién dugc hop chét nay. Néi chung,
cac chét danh déu duogc chia thanh ba nhdm: a) chét danh ddu ddng vi, c6 thé c6 hoat tinh
phdng xa hodc chét déng vi ndng; b) c6 tir tinh, c6 mang dién, nhiét; va c) chit nhudm c6
mau hodc ‘phét huynh quang; mic du cac chit danh ddu bao gdbm enzym va cac hat nhu
hat tir tinh. Céc chét danh ddu dugc wu tién bao gém, nhung khong chi gi6i han &, phirc
hop lanthanit phat huynh quang (bao gdm Europi va Tecbi), va chit danh d4u phat huynh
quang bao gbm, nhung khéng chi giéi han &, ddu chim luong tir, florexein, rhodamine,
tetrametylrhodamine, eosin, erythrosin, coumarin, metyl-coumarin, pyrene, chit mau
xanh 14 cay Malacite, stilben, chit mau vang Lucifer, chit mau xanh da trdi Cascade, chit
mau dé Texas, chit tao mau Alexa, chit nhudm Cy, va cac chét khac duge md ta trong Sb
tay doan mdi phan tir (Molecular Probes Handbook) phat hanh 14n thir 6 béi Richard P.

Haugland, dugc dua toan bd vao ddy bang cach vién dan.

-51-



39442

Thé tiép hop khéang thé-duoc chat

Theo mét sé phuong 4n, khang thé khang LY75 theo sang ché dugc tao thé tiép
hop vé6i dugc chit dé tao ra thé tiép hop khang thé-dugc chit (ADC). Néi chung, ADC
dugc sir dung trong cac tmg dung diéu tri ung thu, trong d6 viéc sir dung thé tiép hop
khang thé-dugc chit nay dé phan phdi tai chd chit giy doc hoic kim t& bao toan cho
phép phan phéi dich géc duoc chit t6i cac khéi u, c6 thé tao ra hiéu lvc tét hon, doc tinh
thip hon, v. v... Tdng quan vé& k¥ thuit nay dugc dé cép trong Ducry et al., Bioconjugate
‘Chem., 21 :5-13 (2010), Carter et al., Cancer J. 14(3):154 (2008) va Senter, Current
Opin. Chem. Biol. 13:235-244 (2009), toan bd chiing dugc dua toan bd vao ddy bing
ééch vién dan.

Do d6, sang ché dé cap dén cac khang thé khang LY75 duoc tiép hop véi duge
chat. N6i chung, qua trinh tao tiép hop duogc thuc hién bing cach gin cong héa tri vé6i
khang thé, nhu dugc mé ta tiép dudi ddy, va ndi chung dua vao lién két, thuong 12 lién
két peptit (nhu dugc md ta dudi ddy, cé thé duoc thiét ké d& nhay véi viée phan cit boi
proteaza & vi tri dich hodc khong). Ngoai ra, nhu duge md ta trén diy, qua trinh tao lién
két cua don vi lién két-dugc chit (linker-drug unit - LU-D) ¢é thé duge thuc hién bﬁng
cach gén vao xystein trong khang thé. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ky
thuat néy s& hiéu duoc rang nhiéu gbc dugc chét trong mot khang thé c6 thé thay déi, tuy
thudc vao cac didu kién phan tmg, va dugc chit:khang thé c6 thé ndm trong khoang tir
1:1 dén 10:1. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thut nay s& hiéu duoc rang

s6 thuc té 13 s6 trung binh.

Do d6, sang ché d& cap dén cac khang thé khang LY75 tiép hop véi dugc chét.
Nhu duge md ta dudi diy, dugc chét cia ADC c6 thé 13 nhiéu chét bat ky, bao gdm
nhung khong chi giéi han &, chit gay doc té bao nhu tac nhin héa tri lidu, chit tc ché su
phat trién, doc té (vi du, doc td c6 hoat tinh enzym cia vi khudn, nim, thuc vat, hodc
dong vat, hoic cac manh ctia ching), hodc chat ddng vi phong xa (tirc 1a thé tiép hop
phéng xa). Theo cic phuong 4n khac, sang ché con mé ta cac phuong phap st dung
ADC.

Dugc chit ding trong sang ché bao gdm duoc chét gay doc té bao, dic biét 1a cac
dugc chét duge sir dung dé diéu tri ung thu. Néi chung, cac duge chit ndy bao gdm chét

lam hu hai ADN, chit khang chuyén héa, san phim tr nhién va cic chét twong tu cla
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ching. Nhém chit gdy doc té bao dai dién bao gdm chét trc ché enzym nhu chat e ché
dihydrofolat reductaza, va chét (rc ché thymidylat syntaza, chit xen vao ADN, chét phan
cit ADN, chét tc ché topoisomeraza, ho dugc chét antraxyclin, dugc chit chira thanh
phﬁn cua cdy dira can, mitomyxin, bleomyxin, nucleosit gdy doc t& bao, ho duogc chét
pteridine, diynene, podophylotoxin, dolastatin, maytansinoids, chéit cam ung biét hoa, va

taxol.

Céc hop chét thudc cac nhém nay bao gém, vi duy, taxol, metotrexate, metopterin,
diclometotrexéte, 5-flouraxil, 6-mercaptopurin, xytosin arabinoside, melphalan,
leurosine, leurosideine, actinomycin, daunorubicin, doxorubixin, mitomyxin C,
mitomyxin A, céminomycin, aminopterin, tallysomycin, podophyllotoxin va cac din xuét
podophyllotoxin nhu etoposide hodc etoposide phosphat, vinblastine, vincristine,
vindesine, cac taxan bao gém taxol, axit taxotere retinoic, axit butyric, N§-axetyl
spermidin, camptothecin, calicheamicin, esperamicin, ene-diyne, duocarmycin A,
duocarmycin SA, calicheamicin, camptothecin, hemiasterlin, maytansinoid (bao gém
DM1), monometylauristatin E (MMAE), monometylauristatin F (MMAF), va

maytansinoids (DM4) va cac chit twong tu ciia ching.

Cac doc tb co tﬁé dugce st dung 1am thé tiép hop khang thé-doc t6 va bao gdm cac
doc t6 vi khuin nhu d(f)c t6 gy bénh bach hau, doc td thuc vat nhu rixin, doc td phén tr
nhdé nhu geldanamyxin (Mandler et al (2000) J. Nat. Cancer Inst. 92(19):1573-1581;
Mandler et al (2000) Bioorganic & Med. Chem. Letters 10:1025-1028; Mandler et al
(2002) Bioconjugate Chem. 13:786-791), maytansinoids (EP 1391213; Liu et al., (1996)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623), 'Vé‘l calicheamicin (Lode et al (1998) Cancer
Res. 58:2928; Hinman et al (1993) Cancer Res. 53:3336-3342), hemiasterlins
(W02004/026293; Zask et al., (2004) J . Med. Chem, 47: 4774-4786). Céc ddc t6 nay cb
thé tao ra tac dung gy doc va kim té€ bao theo cic co ché bao gém gén két tubulin, gin

két ADN, hodc tc ché topoisomeraza.

Thé tiép hop chira khang thé khang LY75 va mdt hoic nhiéu ddc td phén tir nhd,
nhu maytansinoid, dolastatin, auristatin, tﬁchothecené, calicheamicin, va CC1065, va cac

din xuat clia cac cac doc td ndy co hoat tinh giy doc, cling c6 thé dugce sir dung.

Maytansinoid
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Céac hop chét maytansine thich hop dé 1am gbc duoc chit maytansinoid di biét
trong linh vuc nay, va c6 thé dugc tach ta tir cac ngudn tr nhién theo cac phwong phép da
biét, bing céach sir dung phuong phap duge tao ra bang k¥ thuat di truyén (xem Yu et al
(2002) PNAS 99:7968-7973), hodc cic chét twong tr maytansinol va maytansinol di
dugc didu ché bang cach tdng hop theo cac phuong phap di biét. Nhu duoc md ta dudi
day, duoc chét c6 thé dugc cai bién béng cach dua nhém chirc ¢6 hoat tinh nhu nhom

thiol hodc amin dé tao tiép hop vao khang thé.

Géc duge chat maytansinoid dugc 14y 1am vi du bao gém céc gbc cé nhan thom
duoc cai bién, nhu: C-19-declo (patent My s6 4,256,746) (duoc didu ché bing cach khir
lithi nhém hydrua cia ansamytocin P2); C-20-hydroxy (hodc C-20-demetyl) +/-C-19-
declo (cac patent My s 4,361,650 va 4,307,016) (duoc didu ché bing cach demetyl hoa
bing cach st dung Streptomyces hodc Actinomyces hoic khir clo bing cach st dung
LAH); va C-20-demetoxy, C-20-axy16xy (-OCOR), +/-declo (patent M¥ s6 4,294,757)
(dugc didu ché bang cach axyl héa nhd st dung axyl clorua) va cac hop chit cé cac cai
bién & cac vi tri khéc.

Géc duge chat maytansinoid duoc 14y 1am vi du ciing bao gdm cac gc dugc chit
c6 cac bién dbi nhu: C-9-SH (pateﬂt My sb 4,424,219) (duoc diéu ché bing cach cho
maytansinol phadn tng véi H2S hOf_iC P2S5); C-14-alkoxymetyl(demetoxy/CH,OR)
(patent My sé 4,331,598); C-14-hydroxy metyl hoic axyloxymetyl (CH,OH hoic
CH,0Ac) (patent M§ sb 4,450,254) (dugc didu ché do Nocardia cung cép); C-15-
hydroxy/axyloxy (patent My s6 4,364,866) (dugc diéu ché bang cach chuyén hoéa hop
chat maytansinol boi Streptomyces); C-15-metoxy (cac Vpatent My s6 4,313,946 va
4,315,929) (duoc tach ra tu Trewia nudlflora); C-lS-N—demetyl (Cac patent My sd
4362,663 va 4,322,348) (dugc didu ché bing cich demetyl héa maytansinol boi
Streptomyces); va 4,5-deoxy (patent My sb 4,371,533) (duoc didu ché bing cach khir
titan triclorua/LAH cuia maytansinol).

Pic biét DM (dugc boc 16 trong Patent M§ s6 5,208,020, dugc dua vao diy bing
cach vién dan) va DM4 (duoc bdc 16 trong Patent My sd 7,276,497, dugc dua vao day
bang cach vién dn) c6 thé duogc st dung. Ciing xem nhiéu din xuit maytansinoid khac
va cac phuong phap trong 5,416,064, WO/01/24763, 7,303,749, 7,601,354, USSN
12/631,508, WO0O02/098883, 6,441,163, 7,368,565, W0O02/16368 va WO0O04/1033272,

toan bd ndi dung ciia chiing duge dua vao diy bang cach vién dan.
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Sang ché dé cap dén ADC chira maytansinoid, phuong phép tao ra ching, va st
dung ching trong diéu tri, vi du, trong cac patent My s6 5,208,020; 5,416,064; 6,441,163
va Patent chau Au sé 0 425 235 B1, ndi dung ciia chung duoc dua toan bd vao day bang
cach vién dan. Liu et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623 (1996) dugc mo ta
ADC chira maytansinoid duoc ky hiéu 13 DMI dugc lién két v6i khéng thé don dong
C242 hudng truc tiép t6i ung thr truc tring ngudi. Nhan thdy rang thé tiép hop c6 hoat
tinh gdy doc té bao manh hudng téi cac té bao ung thu rudt két d3 duoc nudi céy, va co

hoat tinh khang khéi u trong thir nghiém phat trién khéi u in vivo.

Tai liéu Chari et al., Cancer Research 52:127-131 (1992) mé td& ADC trong d6
maytansinoid dugc tiép hop thong qua lién két disulfua v6i khéang thé A7 cta loai gim
nhim gin két voi khang nguyén trén dong té bao ung thu rudt két ciia ngudi, hoic véi
khang thé don dong TA.1 khic clia loai gdm nhdm ma gén két v6i gen dot bién gy ung
thu HER-2/neu. Hoat tinh gy doc té bao cua thé tié'pA hop TA.1-maytansonoid dugc thir
nghiém in vitro trén dong té bao ung thtr vii clia ngudi SK-BR-3, biéu hién 3x105 khang
nguyén bé mit HER-2/té bao. Thé tiép hop dugc chit nay c6 noéng do giy doc té bao
tuong tu nhu dugc chit maytansinoid tr do, c6 thé duoc ting 1én bang cach tang sb luong
phéan tr maytansinoid/phéan tir khang thé. Thé tiép hop A7-maytansinoid c6 hoat tinh gay

doc té bao toan than thip & chudt nhit.
Auristatin va Dolastatin

Theo mét s6 phuong 4n, ADC chira khang thé khang LY75 duogc tiép hop véi cac
chét tuong tu dolastatin hoic dolostatin peptit va cac dan xuét, auristatins (Cac patent My
s 5,635,483; 5,780,588). Da biét ring dolastatin va auristatin c6 anh huéng t6i dong hoc
vi éng, thily phan GTP, va phan chia nhan va té bao (Woyke et al (2001) Antimicrob.
Agents and Chemother. 45(12):3580-3584) va c6 hoat tinh chéng ung thu (patent My sd
5,663,149) va hoat tinh chéng nim (Pettit et al (1998) Antimicrob. Agents Chemorther.
42:2961-2965). Géc duge chit dolastatin hodic auristatin c6 thé duge gin véi khang thé
thong qua ddu N (amino) hoic diu C (carboxyl) ciia gdc dugc chét peptit (WO
02/088172).

Cac phuong an v& auristatin dugc 14y l1am vi du bao gbm céac gbc dugc chat
monometylauristatin dugc lién két & dau N 13 DE va DF, dugc boc 16 trong “Senter et al,

Proceedings of the American Association for Cancer Research, Volume 45, Abstract
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Number 623, presented Mar. 28, 2004 va dugc mé ta trong Cong bd don sang ché M¥ sb

2005/0238648, noi dung cia chiing dugc dira toan bd vao ddy bang cach vién din.

Phuong 4n vé auristatin duoc 14y 1am vi du 13 MMAE (dugc thé hién trén Fig.10
trong d6 duong hugn séng thé hién gin két cong hoa tri vai lién két (L) cia thé tiép hop
khéang thé dugc ch?it; xem Patent M§ sb 6,884,869 dugc duavtoén bd vao day b::ing cach

vién dan).

Phuong 4n khac v& auristatin dugc léy lam vi du 13 MMAF, dugc thé hién trén
Fig.10 trong d6 dudng luon séng thé hién gin két cong hoa tri v6i lién két (L) cua thé
tiép hop khang thé dugc chét (US 2005/0238649, 5,767,237 va 6,124,431, dugc dua toan

bd vao day bang cach vién dan).

Phuong 4n khac dugc 14y 1am vi du bao gdbm MMAE hoic MMAF va cac thanh
phén lién két khac nhau (dugc mb ta tiép trong ban mé ta ndy) co cAu triic va cac chir viét

t&t dudi day (trong d6 Ab c6 nghia 13 khang thé va p bang 1 d&én 8):

Thong thudng, gbe duge chét trén co sé peptit c6 thé duoc didu ché bang cach tao
ra lién két peptit gitta hai hodic nhidu axit amin va/hodc cac manh peptit. Cac lién két
peptit nhu vy c6 thé duoc tao ra, vi du, theo phuong phap téng hop pha 1ong (xem E.
Schroder and K. Lubke, “The Peptide”, volume 1, pp 76-136, 1965, Academic Press) 1a
d3 biét trong linh vuc hod hoc peptit. Géc dugc chét auristatin/dolastatin c6 thé dugc didu
ché theo phuong phéap néu trong: patent M¥ s 5,635,483; patent My s6 5,780,588; Pettit
et al (1989) J. Am. Chem. Soc. 1 1 1 :5463- 5465; Pettit et al (1998) Anti-Cancer Drug
Design Design 13:243-277; Pettit, G. R., et al. Synthesis, 1996, 719-725; Pettit et al
(1996) J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1 5:859-863; va Doronina (2003) Nat Biotechnol 21
(7)778-784.

Calicheamicin

Theo cac phuong 4n khac, ADC chira khang thé theo sang ché duoc tiép hop véi
mot hoac nhiéu phan tr calicheamicin. Vi du, Mylotarg 1a dugc chit ADC thuong mai
dAu tién va st dung y1 1am chét c6 ich (xem Patent M§ s 4,970,198, dugc dua toan bd
vao diy bang cach vién din). Cac din xuét calicheamicin khac dugc md ta trong cac
Patent My sb 5,264,586, 5,384,412, 5,550,246, 5,739,116, 5,773,001, 5,767,285 va
5,877,296, toan bd chung dugc dua vao day bang cach vién din. Ho chét khéng sinh
calicheamicin c6 kha nang tao ra ADN chudi kép ph4 v& & ndng d6 can picomol. Dé diéu
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ché thé tiép hop thudc ho calicheamicin, xem cac patent M¥ sb 5,712,374, 5,714,586,
5,739,116, 5,767,285, 5,770,701, 5,770,710, 5,773,001, 5,877,296 (toan bd chung thudc
Coéng ty American Cyanamid). Chit twrong tu ciu triic cia calicheamicin ¢ thé dwoc str
dung bao gbém, nhung khong chi gi6i han &, y11, a2, a2l, N-axetyl- y11, PSAG va 611
(Hinman et al., Cancer Research 53:3336-3342 (1993), Lode et al., Cancer Research
58:2925-2928 (1998) va céc patent My néu trén thudc Cong ty American Cyanamid).
Céc dugc chit khang khéi u khac ma khang thé c6 thé dugc tiép hop 13 QFA nhu khang
folat. Ca calicheamicin 1an QFA c6 vi tri tic dong ndi bao va khong qua mang huyét
trong mot cach dé dang. Do d6, mirc d6 hap thu té bao ciia cac chét nay thong qua khang
thé qua trung gian qu4 trinh ndi trong tac 1am tang dang ké hoat tinh gy doc t& bao cta

ching.
Duocarmycin

CC-1065 (xem 4,169,888, duge dua vao ddy bang cach vién dan) va duocarmycin
12 thanh phan ciia ho khang sinh khang khéi u sir dung trong ADC. Cac chat khang sinh
nay hoat dong thong qua qua trinh alkyl héa chon loc trinh tr ADN & vi tri N3 ctia adenin
theo khia canh, bit ddu mét chudi cac su kién gay chét theo chuong trinh.

Céc hop chét quan trong ciia duocarmycin bao gdm duocarmycin A (Patent M¥ s6
4,923,990, dugc dua vao ddy bing cach vién din) va duocarmycin SA (patent My s
5,101,038, dugc dua vao day bang cach vién dan), va nhidu chét twong ty nhu duge md ta
trong céc Patent My sd 7,517,903, 7,691,962, 5,101,038; 5,641,780; 5,1'87,186;
5,070,092; 5,070,092; 5,641,780; 5,101,038; 5,084,468, 5,475,092, 5,585,499, 5,846,545,
WO02007/089149, W02009/017394A1, 5,703,080, 6,989,452, 7,087,600, 7,129,261,
7,498,302, va 7,507,420, toan by chiung dugc dua vao day br?mg cach vién dan.

Pyrolobenzodiazepin

Pyrolobenzodiazepin (PBD) (Journal of Medicinal Chemistry 2001, 44, 737-748)
1a chét tic dong qua ADN c6 hoat tinh gdy doc té bao dang ké&. Mudi ba céu trac cia ho
nay dugce bhén lap, bao gdm cac hop chit nhu anthramycin, mazethramycin,
porothramycin, prothracarcin, sibanomycin, tomaymycin, sibiromycin, chicamycin A,
neothramycin A, B, va DC-81 (Medicinal Chemistry and Drug Design, ISBN: 978-953-
51-0513-8, Ahmed Kamal et al. DOI: 10.5772/38869). Cac chét tuong tu khac cia ho
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nay di dugc di€u ché va dugc tiep hop véi cac khang thé nhu dugc mo ta trong cac

patent s6 WO201 1/130598 va W02011/130616, duoc dua vao dy bang cach vién dan.
Chét gy doc té bao khac

Céc chét khang khdi u khac c6 thé duoc tiép hop véi cac khang thé theo sang ché
bao gdbm BCNU, streptozoicin, vincristine va 5-flouraxil, ho cac chét thuong dugc goi la
phirc hgp LL-E33288 dugc md ta trong cac patent My sb 5,053,394, 5,770,710, cling nhu
esperamicin (patent My sb 5,877,296).

Cac doc td c6 hoat tinh enzym va cac manh cta ching co thé dugc st dung bao
gdm doc t6 gdy bénh bach ciu chudi A, cac manh hoat tinh khong gén két ctia doc tb gay -
bénh bach hau, ngoai doc td chudi A (tr Pseudomonas aeruginosa), rixin chudi A, abrin
chudi A, modeccin chudi A, alpha-sarcin, c4c protein Aleurites fordii, protein dianthin,
protein Phytolaca americana (PAPI, PAPII, va PAP-S), chét tc ché momordica charantia,
curcin, crotin, chit (¢ ché sapaonaria officinalis, gelonin, mitogellin, restrictocin,
phenomycin, enomycin va tricothecene. Xem, vi du, WO 93/21232 dugc cdng bd ngay
28 thang 10 ndm 1993.

Sang ché con du dinh bao ham ADC d3 duoc tao ra giita khang thé va hop chét c6
hoat tinh phan giai nhan té bao (vi du, ribonucleaza hoic ADN endonucleaza nhu

deoxyribonucleaza; DNaza).

Dé phé huty chon loc khéi u, khang thé c6 thé chira nguyén tir c6 hoat tinh phéng
xa & muc cao. Nhiéu chit déng vi phéng xa 13 c6 sin trén thi trudng dé san sinh khang
thé dugc tao tiép hop phong xa. Vi du bao gdbm At211, 1131, 1125, Y90, Re186, Rel88,
Sm153, Bi212, P32, Pb212 va chit ddng vi phong xa Lu.

Chét danh d4u phéng xa hodc cac chit danh ddu khéc c6 thé duoc dua vao thé tiép
hop theo cac cach di biét. Vi du, peptit c6 thé dugc sinh tdng hop hodc c6 thé duge tong
hop bang céach tdng hop axit amin tong hop bing cach sir dung cac tién chat axit amin
thich hop ké ca, vi du, flo-19 thay cho hydro. Cac chit d4nh ddu nhu Tc99m hozc 1123,
Re186, Re188 va Inl11 c6 thé duge gin két qua gbc xystein & peptit. Yttrium-90 c6 thé
duoc gin két qua goc lysin. Phuong phép IODOGEN (Fraker et al (1978) Biochem.
Biophys. Res. Commun. 80: 49-57 c6 thé duge str dung dé dua Iot-123 vao. “Monoclonal
Antibodies in Immunoscintigraphy” (Chatal, CRC Press 1989) m ta chi tiét hon vé cac
phuong phap khéc.
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Déi v6i cac ché phdm chira nhidu khang thé, kha ning mang dugc chit duogc thé
hién béi p, sé phén tir duge chit trung binh/khang thé. Kha ning mang dugc chét cé thé
ndm trong khoang tir 1 dén 20 duogc chit (D)/khang thé. S6 luong duoc chét trung
binh/khang thé trong qué trinh tao ra phan tng tao tiép hop c6 thé dugc dic trung bang
c4c cach thong thuong nhu phd khéi, thir nghiém ELISA, va HPLC. Kha ning phan bd s6
lwong khang thé-dugc chét-thé tiép hop theo p cling c6 thé dugc xac dinh.

Trong md sb truong hop, qua trinh tach, tinh ché va md ta dic diém cua thé tiép
hop khéng thé-dugc chit déng nhit trong d6 p 1 tri s6 nhét dinh thu dugc tir thé tiép hop
khéang Vthé-duqc chit véi cac dugc chét hiru ich khac c6 thé thu duogc bé’mg cac cach nhu
HPLC pha dao hodc dién di. Theo phuong 4n minh hoa, p béng 2,3,4,5, 6,7, hoic 8

hodc mdt phan cia no.

Viéc san xuit hop chit chira thé tiép hop khang thé-dugc chat co thé dugc thuc
hién bang k¥ thuét bat ky di biét bai ngudi ¢ trinh @ trung binh trong linh vuc ndy.
Tém lai, cac hop chét chua thé tiép hop khang thé-duge chét c6 thé bao gdm khéang thé
khang LY75 1am don vi khéng thé, dugc chét, va tuy y li€én Kkét gén dugc chit véi cac
chét gin két.

Nhiéu phén tng khac nhau 13 ¢6 sin d& gin két cong héa trj cia dugc chit va/hodc
lién két v6i cac chét gin két. Pidu nay c6 thé dugc thuc hién bing cach phan tng cta cac
gbc axit amin trong cc chit gin két, vi du, phan tir khing thé, bao gbm cac nhém amin
Iysin, nhodm axit carboxylic tu do cua axit glutamic va aspartic, nhdm sulthydryl cua
xystein va cac gbc khac nhau cia axit amin thom. C4c phuong phép gan két cong hoa tri
khong dic hiéu thuong dugc st dung 13 phan Ung cua carbodiimit dé lién két nhém
carboxy (hodc amino) ctia hop chit vi nhém amino (hodc carboxy) ctia khang thé. Ngoai
ra, cac chit hai chie nhu dialdehyt hodc imidoeste dugc sir dung dé lién két nhém amino

cta hop chat vao cac nhém amino ctia phan tir khang the.

Ciing biét ring viéc gin két dugc chit véi cac cht gin két 13 phan tmg bazo
Schiff. Phuong phép nay bao gdm qua frinh periodat oxy héa dugc chit chira nhém
glycol hodc hydroxy, tir d6 tao ra aldehyt ma sau d6 dugc phan tmg véi cac chit gin két.
Qua4 trinh gén két xay ra thong qua viéc tao ra bazo Schiff v6i nhém amino cia céac chét

gén két. Izothioxyanat ciing c6 thé dugc sir dung 1am céc chét lién hop dé gin két cong
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héa tri gitta duoc chit va cac chit gin két. Cac ky thuat khac la da biét d6i v6i ngudi c6
hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy va nim trong pham vi clia sdng ché.

Theo mdt sb phuong 4n, chét trung gian, 13 tién chat clia chét lién két, dugc phan
ung véi duoc chét trong diéu kién thich hop. Theo cac phuong an khac, cdc nhom hoat
dong dugc st dung trén dugc chét vi/hodc chét trung gian. San phdm clia phan Ung giita
duoc chit va chét trung gian, hoic din xuét ciia duge chit, sau d6 dugc cho phan tng véi

khang thé khang LY75 theo sang ché trong diéu kién thich hop.

D3 bibt ring cac bién ddi hoa hoc cling c6 thé duogc tién hanh d8i v6i hop chit
mong mubn dé tién hanh phan tmg cta hop chét d6 dién ra d& dang hon nham muc dich
diéu ché thé tiép hop theo sang ché. Vi du vé& nhém chure, vi du, amin, hydroxyl, hosc
sulthydryl, co thé dugc gén vio dugc chat & vi tri ¢6 tac dung t1 thiéu hoic tac dung c6
thé chip nhan dugc vé hoat tinh hodc cac dic tinh khac cta dugc chét.

Pon vi lién két

Thong thudng, cac hop cht cia thé tiép hop khang thé-duge chét chira don vi lién
két gitta don vi dugc chit va don vi khang thé. Theo mét s6 phuong 4n, lién két c6 thé
phan cat trong diéu kién noi bao hoic ngoai bao, sao cho qué trinh phén cit the lién két
c6 thé giai phong don vi dugc chét ra khéi khéng thé trong méi trudng thich hop. Vi du,
c4c khéi u rén tiét ra mot sé proteaza nhét dinh cé thé déng vai trd 1am dich lién két dé
phan cét; theo cdc phuong 4n khéc, nd 13 proteaza ndi bao dugc st dung. Theo cac
phuong an khéc, don vi lién két khong thé phan cét va duge chét duoc giai phéng, vi du,

béng cach thoai bién khang thé trong tiéu bao.

Theo mot sé phuong 4n, lién két c6 thé phan cit boi chit phan cét c6 mit trong
moi truong ndi bao (vi duy, trong lysosom hodc ndi thé hoidc caveolea). Lién két c6 thé 13,
vi du, lién két peptidyl duoc phan giai béi peptidaza ndi bao hodc enzym proteaza, bao
gbm, nhung khong chi giéi han &, lysosomal hodc endosomal proteaza. Theo mdt sd
phuong 4n, lién két peptidyl c6 it nhAt hai axit amin hogc it nhat ba axit amin hogc nhiéu

hon.

Chét phan cit c6 thé bao gbm, nhung khong chi gi6i han &, cic cathepsin B va D
va plasmin, da biét rang toan bd ching cé thé thuy phan cac din xuét duoc chét dipeptit
lam giai phong duge chit bén trong cac té bao dich (xem, vi du, Dubowchik and Walker,
1999, Pharm. Therapeutics 83:67-123). Cac lién két peptidyl dugc phan cdt bang cac
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enzym cé mit trong cc t& bao biéu hién LY75. Vi duy, lién két peptidyl c6 thé phan cit
bdi proteaza phu thudc thiol cathepsin-B, dugc biéu hién & mirc cao trong mo ung thu, c6
thé duoc str dung (vi du, lién két Phe-Leu hoic Gly-Phe-Leu-Gly (SEQ ID NO.X)). Vi du
khac vé céc lién két nhu vy duge md ta, vi du, trong patent M s6 6,214,345, dugc dua

toan bd vao ban mé ta nay bang cach vién dan va nham moi muc dich.

Theo mét s phwong an, lién két peptidyl c6 thé phan cit dugc bsi proteaza ndi
bao 12 lién két Val-Cit hodc lién két Phe-Lys (xem, vi du, patent My s 6,214,345, mo ta

viéc tdng hop doxorubixin bang lién két val-cit).

Theo c4c phwong 4n khac, lién két d& phan cit 13 lién két nhay véi 4o pH, tirc 13
nhay v6i qua trinh thity phén & céc tri s6 pH nhat dinh. Thong thudng, lién két nhay véi
d6 pH c6 kha nang thiy phén trong cac didu kién axit. Vi du, lién két d& bi axit hoa c6
kha nidng thiy phan trong lysosom (vi dy, hydrazon, semicarbazon, thiosemicarbazon,
amit cis-aconitic, orthoeste, axetal, ketal, hodc cac chét tuong tu) co thé duoc st dung.
(Xem, vi du, Cac patent My sb 5,122,368; 5,824,805 5,622,929; Dubowchik and Walker,
1999, Pharm. Therapeutics 83:67-123; Neville et al., 1989, Biol. Chem. 264:14653-
14661). Cac lién két nhu vy 12 tuong déi én dinh trong cac diéu kién pH trung tinh, nhu
lién két trong méau, nhung khong én dinh & d6 pH nho hon 5,5 hoic 5,0, d6 pH x4p xi clia
lysosom. Theo mdt s6 phurong 4n nhét dinh, lién két d& thiy phén 13 lién két thioete (nhu,
vi du, thioete duogc gén vao chéit tri lidu thong qua lién Kkét axylhydrazon (xem, vi du,

patent M§ sb 5,622,929).

Theo céc phuong an khac, lién két c6 thé phéan cit dugc trong cac diéu kién khir
(vi du, lién két disulfua). Nhiéu lién két disulfua 13 d& biét trong linh vuc nay, bao gdm,
vi du, ching c6 thé dugc tao ra bang cich si dung SATA (N-sucxinimidyl-5-
axetylthioaxetat), SPDP (N-sucxinimidyl-3-(2-pyridyldithio)propionat), SPDB (N-
sucxinimidyl-3-(2-pyridyldithio)butyrat) va SMPT (N-sucxinimidyl-oxycarbonyl-alpha-
metyl-alpha-(2-pyridyl-dithio)toluen)-, SPDB va SMPT. (Xem, vi du, Thorpe et al.,
1987, Cancer Res. 47:5924-5931; Wawrzynczak et al., In Immunoconjugates: Antibody
Conjugates in Radioimagery and Therapy of Cancer (C. W. Vogel ed., Oxford U. Press,
1987. Ciing xem patent My s6 4,880,935).

Theo cic phuong 4n khéc, lién két 13 lién két malonat (Johnson et al., 1995,
AntiCancer Res. 15:1387-93), lién két maleimidobenzoyl (Lau et al., 1995, Bioorg-Med-
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Chem. 3(10):1299-1304), hodc chét trong tr 3'-N-amit (Lau et al., 1995, Bioorg-Med-
Chem. 3(10):1305-12).

Theo cac phuong an khéac, don vi lién két khong thé phan cit va dugc chit duge
gidi phong bang cich thodi bién khang thé. (Xem Cong bd don sing ché My sb

2005/0238649 dugc dua toan bd vao day béng cach vién dan va nham moi muc dich).

Theo nhidu phuong 4n, lién két is self-immolative. Trong ban mé ta nay, thuat ngit
“doan ndi tr huy” diung dé chi géc héa hoc hai chirc ¢6 kha ning lién két cong hoa tri
cling v6i hai gbc hoéa hoc c6 khoang chéng vao phan tir chtra ba phin dn dinh. N6 sé& tu
tach ra khoi gbc hoa hoc thir hai néu lién két ciia né v6i gde thir nhit duoc phan cét. Xem
vi du, WO 2007/059404A2, WOO06/1 10476A2, WOO05/1 12919A2, W02010/062171,
WO09/017394, WO07/089149, WO 07/018431, WO04/043493 va W002/083180, dung
dé chi thé tiép hop dugc chét-co chit d& phan cét trong d6 duoc chit va co chit d& phéan
cit tuy y dugc gin qua lién két tw chét va toan bd ching dugce dua vao day bang cach
vién dan.

Thong thudng, lién két ndy vé co ban 1a khéng nhay v6i méi truong ngoai bao.
Nhu dugce st dung trong ban mo ta nay, “vé& co ban 1a khong nhay v6i mdi trudng ngoai
bao” vé mat lién két, ¢ nghia 1a khéng qué khoang 20%, 15%, 10%, 5%, 3%, hoic
khéng quéa khoang 1% lién két, trong mau ciia hop chét chira thé tiép hop khang thé-dugc
chit, dugc phan giai khi hop chét chira thé tiép hop khang thé-dugc chit ¢6 mit & moi

truong ngoai bao (vi du, & huyét twong).

Viéc xem xét lién két vé co ban 13 khong nhay v6i méi truong ngoai bao cé thé
dugc xac dinh, vi du, béng cach u véi hop chét chira thé tiép hop khang thé-duoc chét
huyét twong trong thdi gian dinh trude (vi du, 2, 4, 8, 16, hodc 24 gi0) va sau d6 tinh

lwong duoc chat tir do ¢6 mit trong huyét twong.

Theo phuong 4n khong loai trir 14n nhau khéc, lién két thic diy qué trinh noi
tuong tac té bao. Theo mot s phwong 4n nhit dinh, lién két thuc diy qua trinh ngi tuong
tac té bao khi duoc tiép hop véi chét tri liéu (tirc 12 méi truomg chira gbe lién két-chét tri
lidu ctia hop chét chira thé tiép hop khang thé-dwoc chit nhu dugc néu trong ban mod ta).
Theo cac phuong 4n khéc, lién két thic ddy qua trinh ndi twong tac té bao khi dugc tiép
hop Vv6i ca hop chét auristatin 14n khang thé khang LY75 theo sang ché.
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Nhiéu lién két minh hoa cé thé duoc sir dung cing v&i ché pham va phuong phap
duoc md ta trong WO 2004/010957, Cong bd don sang ché My s6 2006/0074008, Cong
bd don sang ché My s6 20050238649, va Cong bd don sang ché My sb 2006/0024317

(mdi tai liéu ndy duge dua toan bo vao day bang cich vién dan va nhim moi muc dich).
Kha nang mang dugc chat

Kha ning mang duoc chit dugc thé hién bang tri s6 p va 13 sb gbc duoc chét trung
binh/khang thé trong phan tir. Kha nang mang dugc chét (“p”) c6 thé bang 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 hozc nhiéu gbc (D)/khang thé, mic du
thong thuong s6 gbc duge chit trung binh ndy 14 phan sé hodc s6 thap phan. Néi chung,
kha nang mang dugc chét tir 1 d&én 4 13 thich hop nhét, va tir 1 dén 2 13 cling thich hop.
ADC theo sang ché bao gbm tip hop cac khang thé tao thé tiép hop véi nhidu gbe duoc
chit, tir 1 dn 20, vi du, 1-15, 1 -10, 2-9, 3-8, 4-7, 5-6. SO gbc dugc chit trung
binh/khéang thé trong ché phdm chtra ADC thu dugc tir phan tng tao tiép hop c6 thé duoc
dac trung boi cac phuong phép thong thudng nhu khéi phova, thir nghiém ELISA.

Kha nang phan bb s lugng ADC lién quan dén tri s p cling c6 thé duoc xac dinh.
Trong md sb truomg hop, qua trinh tach, tinh ché, va mé ta dic diém cia ADC ddng nhit
trong do6 p la tri s6 nhit dinh thu dugc tir ADC véi kha ning mang duogc chit khac cé thé
thu dugc bang cac phuong phéap nhu dién di.

7 Pbi voi mot sb thé tiép hop khang thé-dugc chit, p co thé bi gi¢i han boi sb vi tri
gin két trén khang thé. Vi du, trong d6 vi tri gin két 12 xystein thiol, nhu theo phuong 4n
minh hoa néu trén, khang thé nay cé thé chi c6 mot hodc mdt vai nhém xystein thiol,
hodc ¢ thé chi c6 mdt hodc mdt vai nhém thiol hoat dong thich hop ma lién két c6 thé
dwgc gin vao qua d6. Theo mot sé phuong 4n nhit dinh, kha ning mang duoc chit cao
hon, vi du p>5, c6 thé gay két tu, khong tan, doc tinh, hodc 1am giam kha ning thim té
bao ciia mot sb thé tiép hop khang thé-dugc chat nhit dinh. Theo mot sd phuong éan nhét
dinh, kha ning mang duoc chit d6i voi ADC theo sang ché nam trong khoang tir 1 dén 8;
nam trong khoang tir 2 dén 6; ndm trong khoang tir 3 dén 5; ndm trong khoang tir 3 dén 4;
ndm trong khoang tir 3,1 dén 3,9; nim trong khoéng tir 3,2 dén 3,8; ndm trong khoang tir
3,2 dén 3,7; nim trong khoang tir 3,2 dén 3,6; nim trong khoang tir 3,3 dén 3,8; hodc ndm
trong khoang tir 3,3 dén 3,7. Thuc vy, nhan thiy ring d6i véi mot sé ADC nhét dinh, ty

1€ t0i uwu cua goc duge chat/khang the c6 thé 1a nhd hon 8, va c6 thé nam trong khoang tir
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2 dén 5. Xem US 2005/0238649 A1 (trong ban md ta ndy dugc dwa toan bd vio ddy bing

cach vién dan).

Theo mét sb phuong &n nhét dinh, gbc dugc chét véi sb lugng nhé hon sb luong
t6i da ly thuyét duoc tiép hop véi khang thé théng qua phan tmg tao tiép hop. Khang thé
c6 thé chira, vi du, gbc lysin khong phan tmg v&i chét trung gian duoc chit-lién két hoic
chét phan tng lién két, nhu duoc ban luin dudi ddy. N6i chung, cac khang thé khong
chira nhiéu nhém xystein thiol tu do va hoat dong cé thé duoc lién két voi géc duoc chét;
thuc vy, hiu hét cac gbc xystein thiol trong cac khang thé c6 mit dudi dang cau
disulfua. Theo mdt sé phuong 4n nhét dinh, khang thé cé thé duoc khir bang chat khir
nhu dithiétreitol (DTT) hoic tricarbonyletylphosphin (TCEP), trong didu kién khir mét
phE"m hodc hoan toan, dé tao ra nhém xystein thiol hoat dong. Theo mat sb phuong an
nhét dinh, khang thé dugc 1am bién tinh dé tao ra nhom 4i nhan hoat dong nhu lysin hoic

xystein.

Kha nang mang (tj 18 duoc chit/khang thé) cia ADC c6 thé duoc kiém soat theo
“cac cach kliac nhau, vi du, bing cach: (i) giéi han lugng mol du cta chat trung gian duoc
chét-lién két hodc chit phan vmg lién két so voi khang thé, (ii) giéi han thoi gian hodc
nhiét d6 ctia phan tng tiép hop, (iii) khir mot phan hodc giéi han didu kién khir d6i voi
cac cai bién xysfein thiol, (iv) tao ra bing k¥ thuét t4i t6 hop trinh tir axit amin ctia khang
thé sao cho sb luong va vi tri ciia cac gbc xystein dugc cai bién dé kiém soat sd lugng
va/hodc vi tri cia gén két lién két-dugc chét (nhu thioMab hodc thioFab da dugc tao ra
nhu dugc mo ta trong ban mo ta nay va trong W02006/034488 (trong ban mo ta nay

duogc dua toan bd vao ddy biang cach vién dan)).

Can phai hiéu ring néu nhiéu hon mét nhém 4i nhan phan Gng véi chit trung gian
dugc chét-lién két hodc chit phéan ng lién Kkét, tiép d6 1a chét phan Ung géc dugc chit,
sau d6 san phim thu dugc 13 hdn hop gdm cac hop chat chira ADC véi kha ning phan b
mot hodc nhidu gdc dugc chit dugc gin vao khang thé. S§ luong trung binh cia duge
chat/khang thé c6 thé dugc tinh toan tir hdn hop boi thir nghiém khang thé ELISA kép, 1a
dac hiéu voi khang thé va dic hiéu v6i duoc chat nay. Cac phan tt ADC riéng 18 c6 thé
duoc nhén dién trong hdn hop bing khéi phdva duoc tach ra bang HPLC, vi du, sic ky
tuong tac ky nudec.
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Theo mét sb phuong 4n, ADC dong nhit ¢6 tri sé mang don 1¢ c6 thé dugc phan

lap tir hdn hop tao tiép hop bing cach dién di hodc séc ky.
Phuong phép xac dinh tac dung gy doc té bao clia cac ADC

Céac phuong phép xac dinh xem duoc chét hogc thé tiép hop khang thé-dugc chit
c6 thc dung kim té bao va/hoic gy doc té bio trén té bao 1a dd biét hay khong. Noi
chung, hoat tinh gy doc té bao hodc kim té bao cua thé tiép hop khéng thé duoc chit c6
thé dugc xac dinh bing_ cach: cho cac té bao CHO dong vat c6 vu biéu hién protein dich
ctia thé tiép hop khang thé dugc chit vao méi truong nudi ciy té bao; nudi cly cac té bao
nay trong khoang thoi gian tir 6 gio dén 5 ngay; va x4c dinh kha ning sdng sot ctia té bao.
Thr nghi€m in vitro trén co s¢ té bao c6 thé duge st dung dé xac dinh kha ning sbéng sot
(ting sinh), hoat tinh gy ddc t€ bao, va cam tng qua trinh chét theo chuong trinh (hoat
hoéa caspaza) ciia thé tiép hop khang thé duoc chit.

Pé xdc dinh xem thé tiép hop khang thé dugc chit c6 tic dung kim té bao hay
khong, thir nghiém két hop thymidin c6 thé dugc st dung. Vi du, céc té bao ung thu biu
hién khang nguyén dich & méat d¢ 5.000 té bao/giéng cia dia 96 giéng c6 thé duoc nubi
ciy trong khoang thoi gian 1a 72 gid va dugc tiép xtic vé6i 0,5 pCi *H-thymidin trong 8
gitr cudi ciing ctia khoang thoi gian 72 gid. Viée két hop *H-thymidin vao cac té bao cia
mdi trudng nudi cz‘iy duoc xéé dinh v6i sy ¢6 mat va khong c6 mat cua thé tiép hop

khang thé dugc chat.

Dé xac dinh hoat tinh gy ddc té bao, qua trinh gay hoai tir hoac chét theo chuong
trinh (t& bao chét theo chuong trinh) c6 thé dugc x4c dinh. Viéc gay hoai tir thudong kém
theo kha ning thdm gia ting clia mang huyét twong; truong nd té bao, va rach mang
huyét twong. Viéc chét theo chuong trinh thudng duge dic trung bdi qua trinh tao bong
mang, ngung tu bao chét, va hoat héa endonucleaza ndi sinh. Viéc xéc dinh tac dung bét
k¥ trong s cac tac dung ndy trén cac té bao ung thu ching t6 rang thé tiép hop khang thé
duoc chit 13 hitu ich dé diéu tri ung thu.

Kha ning sdng s6t cia té bao c6 thé duge xac dinh bang cach xac dinh kha ning
hép thu thudc nhudém trong té bao nhu chit mau dé tr nhién, chit mau xanh da troi
trypan, hodc chit xanh da troi ALAMAR™ (xem, vi du, Page et al., 1993, Intl. J.
Oncology 3:473-476). Trong thtr nghiém nay, cac té bao dugc 0 trong mdi trudong chira

thudc nhudm, cac té bao nay dugc rira, va phan thudéc nhudém con lai, anh hudng t¢i muc
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do hép thu thuéc nhuém trong té bao, duge xac dinh b%mg phé quang ké. Thudc nhudm
gin két v6i protein sulforhodamine B (SRB) ciing c6 thé dugc sir dung dé xac dinh hoat
tinh gy doc té bao (Skehan et al., 1990, J. Natl. Cancer Inst. 82:1 107-12).

Theo cach khac, mudi tetrazolium, nhu MTT, dugc sir dung trong thir nghiém so
mau dinh lugng dbi véi kha nang séng sét té bao cua déng vat c6 U va tang sinh bé‘mg
cach phat hién kha nang séng sot, nhung khong giy chét cac té bao (xem, vi du,
Mosmann, 1983, J. Immunol. Methods 65:55-63).

Kha ning giy chét theo chuong trinh ¢ fhé duoc dinh lugng bang cach do, vi du,
tao manh ADN. Céc phuong phap do sang thuong mai dé xac dinh dinh lugng qué trinh
tao manh ADN in vitro 13 c¢6 s&n trén thi truong. Vi du vé céc thir nghiém nay, bao gdm
TUNEL (phét hién qua trinh két hop nucleotit dugc danh ddu trong AND d3 dugc tao
manh) va thit nghiém trén co SG ELISA, dugc mo ta trong Biochemica, 1999, no. 2, pp.
~ 34-37 (Roche Molecular Biochemicals).

Kha ning giy chét theo chuong trinh ¢ thé ciing duge xac dinh bang cach xac
dinh su thay ddi hinh thai trong t€ bao. Vi du, d6i véi viéc gay hoai tir, viéc 1am giam tinh
toan ven mang huyét trong c6 thé dugc xac dinh bang cach do mirc do hip thu ciia mét
s6 thubc nhudm nhét dinh (vi du, thudc nhuom phat huynh quang nhu, vi du, chat mau
cam acridine hodc ethidi bromua). Phuong phap do s lugng t& bao chét theo chwong
trinh da dugc mo ta bai Duke and Cohen, Current Sequences in Immunology (Coligan et
al. eds., 1992, pp. 3.17.1-3.17.16). Cac té bao nay ciing c6 thé duoc danh diu bang thudc
nhudm ADN (vi du, chit mau cam acridine, ethidi bromua, hodc propidium iodua) va cac
té bao da duoc quan sat v& ngung tu chit nhidm sic va viéc tao mép doc theo mang nhan
bén trong. Su thay d6i hinh thai khac c6 thé dugc xac dinh dé xac dinh qua trinh chét
theo chuwong trinh bao gdm, vi du, ngung tu bao chét, ting qua trinh tao béng mang, va co

mang.

Su ¢6 mit cia cac t& bao chét theo chuong trinh c6 thé dugc x4c dinh & ca hai
khoang dd dugc gin vao va “qué trinh ndi” cia méi trudng nudi cdy. Vi du, ca hai
khoang nay c6 thé duoc thu gom bang cach loai bo dich ndi trén bé mit, trypsin héa cac
té bao da dugc gin vao, két hop cac ché phim sau budce rira ly tim (vi du, 10 phat & 2000

vong/phut), va phat hién hién tugng gy chét theo chuong trinh (vi du, bang cich xéc
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dinh qué trinh tao manh ADN). (Xem, vi du, Piazza et al., 1995, Cancer Research 55:31
10-16).

In vivo, tic dung ctia ché phim diéu tri chira khang thé khang LY75 theo sang ché
c6 thé dugc danh gia & mo hinh d6ng vat thich hop. Vi du, mé hinh ung thu di ghép co
thé dugc st dung, trong d6 cac md cy ung thu hodc cac mo6 di ghep da chuyén vao duoc
dua vao cac dong vat bi tdn thuong hé mién dich, nhu chudt nhét trui long hoac SCID
(Klein et al., 1997, Nature Medicine 3: 402-408). Hiéu luc ndy c6 thé duge xac dinh bing
cach sir dung thir nghiém xac dinh kha ning trc ché si_x tao ra khéi u, kha ning thoai bién

hodc di cdn khoi u, va céac yéu to tuong tu.

Ché phim diéu tri di dung trong thuc té theo cac phwong phép néu trén co thé
duoc bao ché thanh duoc phim chira chit mang thich hop d6i v6i phuong phép phan phdi
mong mudn. Cac chit mang thich hop bao gébm nguyén liéu bat ky ma khi duge két hop
v6i ché pham diéu tri nay van c6 tac dung khang khéi u ciia ché phim didu tri va thuong
khong phan mg v6i hé mién dich cia dbi trong bi bénh. Vi du bao gém, nhung khong
chi gi6i han &, chit mang duoc dung bit ky trong s nhiéu chit mang dugc dung tiéu
chuén nhu dung dich mudi dém phosphat v tring, nuéc kim khuan, va cic chét tuong tu

(xem, néi chung, Remington's Pharmaceutical Sciences 16™ Edition, A. Osal., Ed., 1980).
Phuong phap san xuét khang thé theo sang ché

Séang ché ciing @& cap dén cac phuong phap san xuétrkhéng thé khang LY75 theo
sang ché. Cac phuong phap nay bao gdm budc nudi cy té bao vat chi chira axit nucleic
d duoc phan 1ap mi héa cac khang thé theo sang ché. Ngudi c6 hiu biét trung binh
trong linh vuc k§ thuét ndy sé hiéu dugc ring phuong phap nay cé thé duoc thuc hién
theo nhiéu cach, tiry thudc vao ban chét cia khang thé. Theo mét sd phuong éan, trong
trudng hop trong d6 cac khang thé theo sang ché 13 cac khang thé truyén théng c6 chidu
dai ddy du, vi du, ving bién ddi chudi ning va ving bién dbi chudi nhe trong cac didu
kién sao cho khang thé duoc tao ra va c6 thé duoc phan lap.

Chudi ning va chudi nhe bién ddi cia LY75_A1 duoc néu trong ban md ta ndy (ca
protein 14n trinh tu axit nucleic); ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat
nay s& dé dang hiéu dugc ring ching c6 thé dugc gia ting mét cach d& dang dé tao ra
chudi nang va chudi nhe c6 chiéu dai diy du. Tuc 13, sang ché dé cap dén cac manh ADN

ma hda cic doan Vg va Vg nhu duge néu trong bdn mo ta nay, cac manh ADN nay cé thé
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dugc thao tic tiép bang tay bang k¥ thuét tai t5 hop ADN tiéu chuan, vi du, dé bién dbi
c4c gen ving bién dbi thanh cac gen chudi khang thé c6 chidu dai ddy da, thanh cac gen
manh Fab, hodc thanh cac gen scFv. Trong cac thao tac nady, manh AND ma héa Vg hodc
Vg duge duge lién két didu khién v6i manh ADN khac m3 héa protein khac, nhu khang
thé ving hing dinh hoic lién két linh hoat. Thuét ngir “lién két linh hoat”, nhu dugc st
dung trong ban mo ta nay, dugc du dinh c6 nghia 1a hai manh ADN duoc ndi véi nhau

sao cho trinh tir axit amin dwoc m3 héa béi hai manh ADN ndy van nim trong khung.

ADN d3 dugc phan 13p ma hdéa vung Vy cd thé dugc bién d6i thanh gen chudi
ning c6 chiéu dai diy ¢ bang cach lién két linh hoat AND mé héa Vy thanh phan tir
ADN khac ma héa cac vung h?lng dinh chudi niang (Cyl, Cy2 va CHé). Trinh tu cua gen
ving hing dinh chudi ning ctia lodi gim nham 14 d3 biét trong linh vuc nay [xem, vi du,
Kabat, E. A., et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth
Edition, US Department of Health and Human Services, NIH Publication Né. 91-3242]
va cac manh ADN chira cdc ving ndy c6 thé thu duoc bang cach khuéch dai PCR tiéu
chuin. Chudi ning ving hing dinh c6 thé 13 ving hing dinh IgG1, IgG2, 1gG3, IgG4,
IgA, IgE, IgM hoic IgD, nhung tdt nhit 13 viing hing dinh IgG1 hodc IgG4. Pdi véi gen
chudi niang ciia manh Fab, AND mi héa Vy ¢6 thé duoc duoc lién két didu khién voi

phan tr ADN khéc chi i héa ving hing dinh chudi ning Cyl.

ADN d3 duoc phan 14p mi héa vimg VL/VK c6 thé dugc bién dbi thanh gen chudi
nhe ¢6 chiéu dai diy du (ciing nhu gen chudi nhe Fab) bing cach lién két linh hoat AND
ma héa Vi védi phan tot ADN khac ma hoéa ving hr?lng dinh chudi nhe, C;. Trinh tu cia
c4c gen vung hing dinh chudi nhe ctia loai gim nhim d4 biét trong linh vuc nay [xem, vi
du, Kabat, E. A., et al. (1991) Sequences of Protein of Immunological Interest, Fifth
Edition, US Department of Health and Human Services, NIH Publication No. 91-3242]
va c4c manh ADN chira cac ving ndy c6 thé thu dugc bing cach khuéch dai PCR tiéu
chudn. Theo cac phuong 4n dugc wu tién, ving hing dinh chudi nhe c6 thé 13 ving hing
dinh kappa hoac lambda.

Pé tao ra gen scFv, cac mdnh ADN ma héa Vy va Vi /Vg dugce dugce lién két diéu
khién véi manh khac ma hoa lién két linh hoat, vi du, ma héa trinh ti axit amin (Gly, -
Ser)s, sao cho cac trinh tu Vg va Vi /Vg c6 thé dugc biéu hién nhu protein chudi don lién

tuc, trong d6 cac vung Vi/Vk va Vg dugce nbi v6i nhau béi lién két linh hoat [xem, vi du,
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Bird et al. (1988) Science 242:423-426; Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
85:5879-5883; McCafferty et al., (1990) Nature 348:552-554].

Noi chung, cac axit nucleic dugc tao ra ma héda cac khang thé theo sang ché. Cac
polynucleotit ndy mi héa ca ving bién dbi 14n ving hing dinh ciia mdi chudi ning va
chudi nhe, mic du cac cach két hop khac cling dugc du dinh béi sang ché phu hop vai
cac ché phidm d3 néu trong ban mo ta. Sang ché ciing du dinh bao gdm cic manh
oligonucleotit c6 ngudn gbc tir cc polynucleotit d3 néu va trinh tir axit nucleic bd trg véi

cac polynucleotit nay.

Céc polynucleotit c6 thé & dang ARN hoic ADN. Polynucleotit & dang ADN,
cADN, ADN b gen, cic chét tuong tur axit nucleic, va ADN téng hop 13 ndm trong pham
vi cla sang ché. ADN c¢6 thé & dang soi kép hodc soi don, va néu nd & dang s¢i don, cé
thé 13 soi m3 hoa (c6 nghia) hodc soi khong mi hoa (ddi nghia). Trinh tu m3 héa m3 héa
polypeptit c6 thé gibng véi trinh tr ma héa di néu trong ban md ta hoic cb thé 13 khac
trinh tu mA ho4, do 1am du thira hodc thoai bién mi di truyén, nén trinh ty m3 héa cing

mot polypeptit nhu ADN da néu trong ban mo ta nay.

Theo mét sé phuong 4n, axit nucleic ma héa cac khang thé theo sang ché duogc
‘dwa vao vecto bidu hién, c6 thé 13 ngoai nhidm sic thé hoic dugc thiét ké dé hop nhit vao
bd gen cla té bao vat chil ma né duogc dua vao. Vecto biéu hién c6 thé chira sd trinh tu
diéu hoa thich hop bat ky (bao gdm, nhung khong chi giéi han &, trinh tur phién mi va
kiém soat dich m3, gen khoi du, vi tri gédn két ribosom, gen ting cudng, sao chép, v. v...)
hodc cac thanh phﬁn khac (gen chon loc, v. v..), toan bd ching duoc lién két linh hoat
nhu d3 biét trong linh vuc ndy. Trong mét s6 trudng hop, hai axit nucleic duge sir dung
va mdi axit ndy dugce dua vao mot vecto biéu hién khac nhau (vi du, chudi ning nim
trong vecto biéu hién thir nhét, chudi nhe nim trong vecto biéu hién thir hai), hoac theo
cach khac ching c6 thé dwgc dat trong ciing mot vecto biéu hién. Ngudi ¢6 trinh d6 trung
binh trong linh virc ndy s& hiéu ring ngudi c6 trinh d6 trung binh trong linh vuc nay viéc
thiét ké vecto biéu hién, bao gém viéc chon loc trinh tu diéu hoa c6 thé phu thude vao céac

yéu t0 nhu lya chon t€ bao vét chd, nong d9 biéu hién protein mong muon, v. v...

Néi chung, cac axit nucleic va/hodc su biéu hién c6 thé dugc dua vio té bao vat
chii thich hop dé tao ra t& bao vét chu tai tb hop bang cach st dung phuong phéap bit ky
thich hop véi té bao vat chu di duge chon (vi du, bién nap, gdy nhiém, dién di, gdy
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nhiém), sao cho axit nucleic dugc duge lién két diéu khién v4i mot hodc nhiéu yéu td
kiém soat biéu hién (vi du, trong vecto, trong ciu triic d3 dugc tao ra béi cac quy trinh
trong té bao, duoc hop nhat vao b gen ciia té bao vat chi). Té bao vat chi tai tb hop thu
duoc co thé duoc gift trong cac diéu kién thich hop dé biéu hién (vi dy, véi su c6 mit cia
chét cam tmg, & dong vat khong phai 12 ngudi thich hop, trong méi trudng nudi cly thich
hop c6 bd sung cac mudi thich hop, yéu t6 sinh truéng, chit khang sinh, chit bd sung
dinh dudng, v. v...), tir 6 polypeptit ma hda duoc tao ra. Trong mot sb truong hop, cc
chudi ning duoc tao ra trong mot té bao va chudi nhe dugce tao ra trong té bao khac.

Céc dong té bao ctia dong vat co via c6 sin 12 vat chi dé bidu hién 13 da biét trong
linh vire ndy va bao gdm nhiéu dong té bao sdng mai lay tir Trung tAm nudi giir gidng
nudi cdy Hoa Ky (ATCC), Manassas, VA bao gdm nhung khong chi giéi han & té bao
budng trimg chuét ddng Trung Québc (CHO), té bao HEK 293, té bao NSO, té bao HeLa,
t& bio than chudt ddng mdi sinh (BHK), t& bao than cua khi (COS), té bao gan carcinom
ctia ngudi (vi du, Hep G2), va nhiéu dong té bao khac. Cac té bao khong phai dong vat co
vu bao gém nhung khong chi gidi han ¢ vi khuin, nAm men, c6n trung, va thuc vét ciling
c6 thé duoc st dung dé bidu hién khang thé tai td hop. Theo mot sd phuong 4n, cac

khang thé c6 thé dugc tao ra & cac dong vat chuyén gen nhu bod hozc ga.

Céc phuong phép chung ddi vé6i sinh hoc phan ti, biéu hién, tinh ché, va sang loc
khéng thé 13 da biét, vi du, xem cac Patent My s 4,816,567, 4,816,397, 6,331,415 va
7,923,221, ciing nhu tao khang thé bang k¥ thuét di truyén, duge mo ta bdi Kontermann
& Dubel, Springer, Heidelberg, 2001 and 2010 Hayhurst & Georgiou, 2001, Curr Opin
Chem Biol 5:683-689; Maynard & Georgiou, 2000, Annu Rev Biomed Eng 2:339-76; va
Morrison, S. (1985) Science 229:1202.

Dugc phim

Theo mot khia canh khéc, sang ché @& cap dén ché pham, vi du, dugc pham, chira
mdt hodc dang két hop ctia cac khang thé LY75, hodc phin gin két khang nguyén ctia n6
theo sang ché, duoc bao ché cing véi chit mang duge dung. Cac dugc phim nay c6 thé
bao gdm mdt hoac dang két hop cua khang thé (vi du, hai hoic nhiéu thanh phan khac
nhau), hodc thé tiép hop mién dich hogc phan tir diic hidu kép theo sang ché. Vi du, dugc
phdm theo sang ché c6 thé chira dang két hop ciia cac khang thé (hogc thé tiép hop mién
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dich ho#c dic hiéu kép) gén két vé6i cac epitop khac nhau trén khang nguyén dich hodc c6
hoat tinh bd trg.

Dugc phim theo sang ché ciing c6 th dugc ding trong tri liéu két hop, tirc 1a két
hop véi cac chét khac. Vi du, viéc tri lidu két hop c6 thé bao gdm khang khéng thé theo
sang ché két hop véi it nhit mot chat khang khéi u khac, hodc chét khang viém hoic trc
ché mién dich. Vi du vé cac chét tri lidu cb thé duoc sir dung trong tri li€u Kkét hop dugc

md t& chi tiét hon dudi dy trong phan st dung cac khéng thé theo sang ché.

Nhu dugce sir dung trong ban mo ta nay, “chit mang dugc dung” bao gdm dung
moi bit ky va toan bd cac dung méi, moi trudng phén tan, chét bao, chit khang khuin va
khang nim, chat ding truong va chét kim ham su hép thu, va chét trong tu tuong hop vé

mat sinh 1y. T6t hon, néu chit mang 13 thich hop dé ding theo dudng tinh mach, trong
| co, dudi da, ngoai duong phan gidi, theo dudng xuong sdng hodc biéu bi (vi du, bing
cach tiém hoic truyén). Tuy thudc vao dudng dung, hoat chét, tirc 12 khang thé, thé tiép
hop mién dich, hodc phan t&r dac hiéu kép, c6 thé dugc bao trong nguyén liéu dé bao vé
hop chét khéi tac dong ciia axit va cac didu kién ty nhién khac c6 thé khong phan tmg véi
hop chét.

Dugc phém theo sang ché c6 thé bao gém mot hoac nhiéu mudi duge dung. “Mudi
duoc dung” ding dé chi mubi c6 hoat tinh sinh hoc mong mudn cta hop chit gbc va
khong tao ra doc tinh khong mong mudn bat ky [xem, vi du Berge, S.M.,, et al. (1977) J.
Pharm. Sci. 66:1-19]. Vi du vé cac mubi nhu vy bao gbm mudi cong axit va mudi cong
bazo. Mubi cong axit bao gdm cac mudi c6 ngudn gbc tir axit vd co khong doc, nhur axit
clohydric, nitric, phosphoric, sulfuric, hydrobromic, hydroiodic, phospho va cac axit
tuong tu, cling nhu co ngudn gbe tir cac axit hitu co khdng dong nhu axit mono- va
dicarboxylic béo, cac axit alkanoic dugc thé phenyl, axit hydroxy alkanoic, axit thom,
axit sulfonic béo va thom v céc axit twong tw. Mudi cong bazo bao gdm cac mubi cé
nguf‘m géc tir kim loai kiém thd, nhu natri, kali, magie, canxi va cac mudi tuong tu, cling
nhu ¢6 ngudn gbc tir amin hitu co khong doc,-nhu N,N'-dibenzyletylendiamin, N-
metylglucamin, cloprocain, cholin, dietanolamin, etylendiamin, procain va cac amin

tuong tu.

Dugc phidm theo sang ché ciing c6 thé bao gdm chét chong oxy héa dugc dung. Vi

du vé chét chdng oxy héa dugc dung bao gbm: (1) chit chéng oxy hoa tan trong nudc,
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nhu axit ascorbic, Xystein hydroclorua, natri bisulfat, natri metabisulfit, natri sulfit va cac
chit tuong tu; (2) chit chéng oxy hod tan trong diu, nhu ascorbyl palmitat,
hydroxyanisol dugc butyl héa (BHA), hydroxytoluen dugc butyl héa (BHT), léxitin,
propyl galat, alpha-tocopherol, va cac chét trong tur; va (3) chat cang héa kim loai, nhu
axit xitric, axit etylendiamin tetraaxetic (EDTA), sorbitol, axit tartric, axit phosphoric, va

c4c chét turong tir.

Vi du vé chit mang trong nu6e hoic khong trong nude thich hop ¢ thé duge ding
trong dugc phdm theo sang ché bao gdm nudc, etanol, ¢ ruou polyhydric (nhu glyxerol,
propylen glycol, polyetylen glycol, va cac chit twong tr), va hdn hop thich hop cta
chiing, dau thuc vat, nhu diu 6liu, va este hitu co ding dé tiém, nhu etyl oleat. Do long
thich hop c6 thé dugc duy tri, vi du, bang cach st dung chét bao, nhu lexitin, bang cach
duy tri cta kich thuéc hat mong muédn trong trudng hop céc thé phan tan, va bang cach

st dung chit hoat dong bé miit.

Céc duge phdm nay c6 thé con chira chét bd trg nhu chat bao quan, chit gay 4m,
chét tao nhii trong va chét phan tan. Viéc ngin ngira sy ¢6 mat ciia vi sinh vét c6 thé
duge dam bao bang cac phuong phap khir tring, néu trén, va bao gém ca cac chit khang
khuédn va khang ndm khac nhau, vi du, paraben, clobutanol, phenol axit sorbic, va céc
chit tuong tu. Ciing mong mudn dugc phim bao gém chit ding truong, nhu duong, natri
clorua, va c4c chét tuong tu. Ngoai ra, kha ning hap thu kéo dai cac duoc phim ding dé
tiém c6 thé dugc tao ra bang cach chit 1am cham mirc d6 hip thu nhu nhém monostearat

va gelatin.

Céc chit mang dugc dung bao gdm cac dung dich hoic thé phan tan trong nudc vo
tring va bot vo tring dé diéu ché tirc thi cac dung dich hoic thé phén tan tiém vo tring.
Viée st dung cac moi trudng va cic chit nhu vay ddi v6i duge chit 1a d3 biét trong linh
vuc nay. Ngoai trir trrdmg hop mdi trudng hodc chit thong thudong bat ky khong tuong
hop véi hoat chét, viéc sir dung chung trong dugc phém theo sang ché dugc bao ham.
Céc hoat chit khac c6 thé ciing duoc két hop vao duogc pham.

Céc dugc phim diéu tri thuong phai v6 tring va dn dinh trong céc didu kién san
xuét va bao quan. Dugc phém c6 thé duge bao ché & dang dung dich, vi nhil tuong,
liposom, hodc khéc cAu truc theo trat tu khac thich hop véi néng do duoc chét cao. Chét

mang c6 thé 13 dung méi hoic méi truong phan tan chira, vi du, nude, etanol, polyol (vi
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du, glyxerol, propylen glycol, va 16ng polyetylen glycol, va cac chit twong tir), va hdn
hop thich hop ctia ching. P 16ng thich hop cé thé dugc duy tri, vi dy, bang cach st dung
chit bao nhu lexitin, bing cach duy tri ciia kich thudc hat mong mudn trong truomg hop
thé phan tan va bang cach sir dung chét hoat dong bé mit. Trong mot s truong hop, t6t
hon néu duge phim nay bao gdm chét déng truong, vi du, duong, rugu da chirc nhu
manitol, sorbitol, hodc natri clorua trong dugc phdm nay. Kha ning hip thu kéo dai cia
dugc phdm ding dé tiém c6 thé dugce tao ra bang cach bao gdm cac chit c6 kha ning 1am

cham muac d6 hap thu, vi dy, mudi monostearat va gelatin.

Dung dich tiém v6 trung c6 thé duogc bao ché bing cach dua hoat chit véi luong
mong mudn trong dung mdi thich hop v6i mét hodc két hop cac thanh phén lién quan da
néu trén, néu cén, tiép d6 1a vi loc vo tring. Né6i chung, cac thé phan tan dugc bao ché
bang cach dua hoat chit vao ta duoc vo trung chira moi truong bazo phan tin va cac
thanh phan cn thiét kha lién quan d4 néu trén. Trong trudng hop bt vo tring dé bao ché
dung dich tiém v6 tring, phuong phap bao ché duoc wu tién 1a sy khé chan khc‘)ng va
d6ng kho (1am kho lanh) dé tao ra bot chira hoat chét cliing véi thanh phan mong muébn bd

sung khac thu dugc tir dung dich da loc vo trung trude do.

Luong hoat chit c6 thé duoc két hop véi chit mang dé tao ra dang lidu don c6 thé
thay dbi tuy thude vao dbi tuong can diéu tri, va dudng dung cu thé. Lugng hoat chét c6
thé dugc két hop véi chit mang dé tao ra dang liéu don thuong 13 lrong ciia dugc phdm
tao ra tac dung diéu tri. N6i chung, tinh theo 100%, lugng nay s& nim trong khoang tir
0,01% dén 99% hoat chét, tot hon 12 ndm trong khoang tir 0,1% dén 70%, t6t nhét 13 nim
trong khoang tir 1% dén 30% hoat chit két hop véi chat mang dugc dung.

Phac d6 dung liéu dugc didu chinh dé tao ra dp tmg mong mudn tbi wu (vi du,
dap tng diéu tri). Vi du, dang liéu don 16n c6 thé dugc ding, mot s liéu da dugc chia c6
thé duoc dung theo thoi gian hoic lidu nay cé thé duoc giam hoic ting theo ty 1 nhu
dugc chi dinh bdi tinh trang diéu tri. Dic biét ¢6 loi néu bao ché duoc duoc phim ding
ngoai dudng phan giai v6i dang lidu don vi dé dé dung va ddng déu lidu lugng. Dang liéu
don vi nhu duoc sir dung trong ban md ta nay ding dé chi don vi riéng r& vé mit sinh Iy
thich hop véi lidu lugng don vi dbi vé6i cac ddi tuong can dugc diéu tri; mdi don vi nay
chtra Iugng dinh truéc cia hoat chit duoc tinh toan dé tao ra tac dung diéu tri mong
mudn két hop véi chit mang dugc dung cin thiét. Viéc md ta dang liéu don vi theo sang

ché dugc dwra ra boi va phu thude truc tiép vao (a) dic tinh duy nhit ctia hoat chét va tac
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dung diéu tri cu thé cin dat duoc, va (b) han ché vén c6 trong linh vuc k§ thuit vé hop

chit nhu hoat chit dé diéu tri tinh man cam & cac cé thé.

Pé dung khang thé, lidu lvong nim trong khoang tir 0,0001 dén 100mg/kg, vi du,
tir 0,001 dén 50mg/kg, tir 0,005 dén 20mg/kg, tir 0,01 d&én 10mg/kg va tét hon 1a tir 0,01
dén 5mg/kg thé trong cua vat chd. Vi du, lidu luong cé thé 13 0,05mg/kg thé trong,
0,1mg/kg thé trong, 0,3mg/kg thé trong, 0,3mg/kg thé trong, 0,5mg/kg thé trong, 1mg/kg
thé trong, 2mg/kg thé trong, 3mg/kg thé trong, 4mg/kg thé trong, Smg/kg thé trong
6mg/kg thé trong, 7mg/kg thé trong, 8mg/kg thé trong, 9mg/kg thé trong, 10mg/kg thé
trong, 12mg/kg thé trong, 15mg/kg thé trong, 20mg/kg thé trong, 25mg/kg thé trong,
30mg/kg thé trong, hodc nim trong khoang 0,1 -20mg/kg, 0,5-15mg/kg, 1-10mg/kg, 2-
8mg/kg, 3-7mg/kg, 4-6mg/kg. Phac @6 diéu tri minh hoa cin ding 1 1an 1 ngay, 1 ldn
cach nhau 2 ngay, 1 14n 1 tudn, 1 14n cach nhau hai tuln, 1 14n cach nhau ba tuan, 1 lan
cach nhau bén tudn, 1 14n 1 thang, 1 14n c4ch nhau 6 tun, 1 14n c4ch nhau 3 thang hoac 1
14n cach nhau tir 3 dn 6 thang. Tt hon, néu phac d6 dung lidu khang thé khang LY75
theo sang ché bao gdm 1mg/kg thé trong hoic 3mg/kg thé trong thong qua dudng tinh
mach, chira khang thé d4 néu bang cach sir dung mot trong sd cac liéu trinh ding lidu
sau: (i) 6 lidu dung cach nhau 4 tun, sau d6 ctr ba thang ding 1 14n; (ii) cach nhau ba

tudn; (i) ding 1 14n 3mg/kg thé trong, tiép d6 13 1mg/kg thé trong cach nhau ba tuén.

Theo mdt s6 phuong phép, hai hoic nhiéu khang thé don dong c6 d6 dic hidu gin
két khac nhau duoc dung ddng thoi, trong trudng hop lidu luong ciia mdi khang thé dugc
ding nam trong khoang da néu. Khang thé thuong dugc dung nhiéu 1dn. Khoang cich
gifra cac liéu don c6 thé la, vi du, h%mg ngay, hai 14n mot tuln, hﬁng tuln, héng thang,
cach nhau ba thérig, cach nhau sau thang, hodc hing nam. Khoang cach dung c6 thé ciing
1a déu dan nhu duoc chi dinh bang cach do ndng d6 méu ciia khang thé véi khang nguyén
dich & dbi twong bi bénh. Theo mét sd phuong phap, lidu lugng dugc diéu chinh dé dat
dugc ndéng do khang thé trong huyét twong 13 khoang 1 -1000 pg/ml, 5-750 pg/ml, 10-
600 pg/ml, 15-500 pg/ml, 20-400 pg/ml va theo mot s6 phuong phép 1a khoang 25-300
pg/ml.

Theo cach khac, khang thé c6 thé duoc ding 1am ché phdm giai phéng kéo dai,
trong truong hop c6 thé ding khéng thudong xuyén. Liéu lugng va tin sd thay dbi tuy
thudc vao thoi gian ban thai cta khang thé & d6i tuong bi bénh. N6i chung, khang thé
ngudi cé thoi gian ban thai kéo dai nhét, tiép d6 13 khang thé nhan tao, khang thé thé
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kham, va khang thé khong phai cia ngudi. Lidu lugng va tin s6 ding c6 thé thay dbi tiy
thude vao viéc didu tri 1a ngan ngura hodc diéu tri. Trong trudng hgp ngan ngira, liéu
trong d6i nhé duge dung trong khoang thoi gian dai cach nhau twong dbi it. Mot sb dbi
tugng bi bénh tiép tuc nhén viéc diéu tri trong quing ddi con lai ctia ho. Trong truong
hop diéu tri, lidu twong d6i 16n & khoang cach nhau tvong ddi ngén doi khi can cho t6i
khi qu4 trinh tién trién ciia bénh thuyén giam hoic dugc két thiic, va tot hon 1a cho t6i khi
d6i trong bi bénh cb cac triéu ching bénh dugc cai thién mot ph?ln hodc hoan toan. Sau

do, déi tugng bi bénh c6 thé dugce ding phac d6 ngin ngira.

Ndng d6 liu thuc té cia cac thanh phan hoat tinh trong dugc pham theo sang ché
c6 thé thay dbi dé thu duoc luong hoat chét 13 hiru hiéu dé dat duogc dap tmg didu tri
mong mudn dbi véi dbi tuong bi bénh cu thé, duoc phém, va dudng dung, khong doc véi
dbi tugng bi bénh. Né)ng d6 lidu d3 chon s& phu thudc vao nhiéu yéu td dugc dong hoc
bao gém hoat tinh cta duogc phém cu thé theo sang ché duoc st dung, hodc este, mudi
hodic amit cia chung, dudng ding, thoi diém dung, téc d6 bai tiét ciia hop chét cu thé can
dung, khoang thoi gian diéu tri, cac dugc chat khac, cac hop chit va/hodc cac chit st
dung két hop véi dugc phém cu thé di dung, tudi tac, gidi tinh, Kkhéi lugng, tinh trang
bénh, tinh hinh stc khoe téng quat va tién sir dung dugce chét cua dbi tuong bi bénh can

diéu tri, va cac yéu té tuong tu da biét trong linh vuc y khoa.

Tt hon, néu “lidu hitu hiéu c6 tac dung diéu tri” cta khang thé khang LY75 theo
sang ché 1am giam muc d6 trdm trong cla céc triéu ching ctia bénh, 1am ting s6 1an va
thoi gian khong xuét hién triéu ching bénh, hodc ngdn nglra su suy yéu hodc mét kha
ning do su dau dén cua bénh. Vi du, dé diéu tri khéi u qua trung gian LY75, t6t hon néu
“liéu hiru hiéu c6 tac dung vdiéu tfi” co tac dung uc ché su phat trién cua t& bao hoic khéi
u it nhit khoang 20%, it nht khoang 30%, tét hon nita 13 it nhit khoang 40%, it nhét
khoéng 50%, thim chi t6t hon nita 13 it nhit khodng 60%, it nhit khoang 70% va con tbt
hon nira 13 it nhit khoang 80% hodc it nhat khoang 90%, ddi véi ddi twong khong duoc
diéu tri. Kha ning @c ché su phat trién ctia khéi u ctia hop chét c6 thé dugc danh gia & hé
théng md hinh dong vat duge du doan 1a cé hi€u qua d6i voi khéi u ngudi. Theo cach
khac, dic tinh cta duge phim c6 thé duoc danh gia bang cach kiém tra kha ning ning tc
ché su phat trién cua t& bao cla hop chét, kha nang Uc ché nhu vay co thé duge xac dinh
I vitro bang cac thir nghiém da biét d6i véi nguoi co trinh d6 trung binh trong linh vurc
k¥ thuat. Luong hitu hiéu c6 tac dung diéu tri cia hop chét tri lidu c¢6 thé 1am giam kich
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thuée khdi u, hodic bang cach khac cai thién cac triéu chimg & ddi tugng. Ngudi cé hiéu
biét trung binh trong linh vuc nay co thé xac dinh dugc lugng dua trén cac yéu td nhu
véy theo d6i tuong, mir d6 trAm trong ciia c4c triéu chimg cia d6i tuong, va dugc phdm

cu thé hoic duong dung da dugc chon.

Duoc phim theo sang ché c6 thé duge ding theo mét hodc nhidu dudng ding
bang cach sir dung mdt hoic nhidu phuong phap khéc nhau da biét trong linh vuc nay.
Nhu da biét dbi véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay, duong dung va/hodc
cach dung sé& thay dbi tury thudc vao két qua mong mudn. Tt hon, néu dudong ding ddi
v6i cac khang thé theo sang ché bao gdm duodng tinh mach, trong co, trong da, trong
mang bung (IP), dudi da, xwong sdng hoic duong ding ngoai rudt khac, vi du bang cach
tiém hodc truyén. Thuét ngit “ding ngoai dudng phan giai” nhu dugc st dung trong ban
mo ta nay c6 nghia 1a duong dung khong phai trong rudt va khu tra, thudng bang cach
tiém, va bao gdm, nhung kh@ng chi gi6i han &, tiém va truyén trong tinh mach, trong co,
trong dong mach, trong vo, trong héc, trong 6 mét, trong tim, trong da, trong mang bung
(IP), qua khi quan, dudi da, dudi biéu bi, trong khép, dudi hdc, dudi mang nhén, trong

xwrong song, trén mang cimg va trong xuong Uc.

Theo cach khac, khang thé theo sang ché cé thé duge ding theo dudng ngoai
duong phan giai, nhu du"fmg dung khu trq, biéu bi hodc niém mac, vi du, qua mili, qua

duong miéng, 4m dao, truc trang, dudi ludi hodc khu tru.

Céc hoat chét c6 thé duge bao ché véi chét mang s€ c6 tdc dung bao vé€ hop chét
khang lai qué trinh giai phéng nhanh, nhu dugc phim giai phong co6 kiém soat, bao gbdm
cly ghép, cao dan qua da, va hé phan phdi vi nang. Polyme dé bi vi sinh vat pha huy,
tuong hop sinh hoc ¢6 thé duge st dung, nhu etylen vinyl axetat, polyanhydrit, axit
polyglycolic, colagen, polyorthoeste, va axit polylactic. Nhiéu phuong phép bao ché cac
duoc phidm di duoc bao hd hoic thuong di biét dbi v6i ngudi c6 trinh do trung binh
trong linh vuc nay [xem, vi du, Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems
(1978) J.R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., N.Y].

Cac duge phim didu tri ¢6 thé dugc dimg bing cac thiét bj y khoa da biét trong
Iinh vuc nay. Vi du, theo mdt phuong an dugc uu tién, duge phim diéu tri theo sang ché
c6 thé duoc ding bang thiét bj tiém dudi da khéng can kim tiém, nhu cac thiét bj dugc

boc 1§ trong cac Patent My sb 5,399,163; 5,383,851; 5,312,335; 5,064,413; 4,941,880;
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4,790,824; hoic 4,596,556. Vi du vé cac vat cdy ghép va mod dun di biét 13 hiru ich theo
sang ché bao gém: Patent My sb 4,487,603, boc 10 bom vi truyén coO kha nang céy ghép
dé phan tan dugc chit véi tdc d6 kiém soat; Patent M§ sb 4,486,194, boc 16 thiét bi didu
tri dé dung duogc chét qua da; Patent My sb 4,447,233, boc 16 bom truyén dugc chit dé
phén phdi dugc chét véi toe d9 truyén chinh xéac; Patent M§ s6 4,447,224, boc 16 thiét bi
truyén theo dong c6 kha ning cdy ghép bién ddi dé phan phbi duge chét lién tuc; Patent
M§ 56 4,439,196, boc 16 hé phan phdi duoc chét thim thiu c6 nhidu khoang; va Patent
M sé 4,475,196, boc 16 hé phan phéi duoc chét thim théu. CAc patent nay dugc dua vao
trong ban mo ta nay bang cach vién dan. Nhidu vat cdy ghép, hé phan phdi, va mé dun
khac 1 d3 biét dbi véi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay.

Theo mdt s phuong 4n nhat dinh, khang thé don dong theo sang ché c6 thé duge
bao ché dé dam bao kha niang phan bd in vivo thich hop. Vi du, hang rao mau nao (BBB)
loai trir nhiéu hop chét wa nu6e & muc cab. Pé dam bao rang cac hop chit diéu tri theo
sang ché di qua dugc BBB (néu mudn), ching c6 thé duoc bao ché, vi du, trong liposom.
Déi v6i cac phuong phap san xuit liposom, xem, vi du cic Patent My 4,522.811;
5,374,548; va 5,399,331. Liposom co thé chira mot hodc nhiéu géc duoc van chuyén Vao
cac té bao hodic co quan cu thé mét cach c6 chon loc, do d6 tdng cudng qud trinh phan
phdi dugc chit dich [xem, vi du V.V. Ranade (1989) J. Clin. Pharmacol. 29:685]. Céac
gbc huéng dich minh hoa bao gém folat hoic biotin (xem, vi du Patent My 5,416,016.);
mannoside [Umezawa et al. (1988) Biochem. Biophys. Res. Commun. 153:1038]; cac
khang thé [P.G. Bloeman et al. (1995) FEBS Lett. 357:140; M. Owais et al. (1995)
Antimicrob. Agents Chemorther. 39:180]; thu thé chat hoat dong bé mit protein A
[Briscoe et al. (1995) Am. J. Physiol. 1233:134]; p120 [Schreier et al. (1994) J. Biol.
Chem. 269:9090]; cling xem K. Keinanen; M.L. Laukkanen (1994) FEBS Lett. 346:123;
J.J. Killion; L.J. Fidler (1994) Immunomethods 4:273.

St dung va phuong phap

Céc khang thé, ché phdm khang thé va phuong phap theo sang ché c6 nhidu lgi ich
chén doan va diéu tri in vitro va in vivo ké ca chin doan va diéu tri cac rbi loan do LY75
gay ra.

Theo mdt s phurong 4n, cac phéan tir ¢ thé duoc ding cac té bao CHO trong moi

truong nudi cdy, in vitro hodc ex vivo, hodc cho nguoi, vi du in vivo, d€ diéu tri, ngin
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ngira va chin doan nhiéu rdi loan. Trong ban md ta héy, thuat ngit “ddi twong” duge du
dinh d& bao gdm ngudi va dong vat khong phai ngudi. Dong vat khéng phai ngudi bao
gém toan bd dong vat c6 xuong séng, vi du, dong vét c6 vl va dong vat khong phai ¢
vi, nhu céc loai linh trudng khong phai ngudi, ctru, chd, meo, bo, ngua, ga, dong vat
ludng cu, va loai bo sat. Cac ddi tuong dugc wu tién bao gdm ngudi c6 cac rdi loan qua
trung gian boi hoat tinh LY75. Phuong phép 14 didc biét thich hop dé diéu tri cho ngudi
c6 16i loan kém su biéu hién LY75 bét thuong. Khi cac khang thé khang LY75 duge

ding cing v6i chit khac, hai chit nay c6 thé duoc ding theo thir ty hodc dong thoi.

Kha ning gin két dic hidu cia cac khang thé theo sang ché véi LY75, cac khang
thé theo sang ché c6 thé dugce sir dung to phat hién ddc hi€ su biéu hién cia LY75 trén bé
mat cia cac té bao va, hon nita, co6 thé duogc st dung dé tinh ché LY75 bﬁng céch tinh ché

ai luc mién dich.

Hon thé nita, sy biéu hién cia LY75 trén cac t& bao khdi u, cac khang thé, ché
pham khéng thé va cac phuong phap theo sang ché cé thé duge sir dung dé didu tri cho
dbi tuong bi rdi loan khéi u khung thu, vi du, disorder duge dic trung béi su ¢6 mit cia
cac té bao khdi u biéu hién LY75 hodc trong viéc san xuit dirgc chét diéu tri rdi loan nhu
véy bao gdm, vi du, ung thu da day, ung thu thin, ung fhu tuyén giap, ung thu thuc quan,
ung thu diu va cd, ung thu da, ung thu gan, ung thu tuy, ung thu truc trang, ung thu bang
quang, ung thu tién liét tuyén, ung thu vii bao gdm ung thu vii 4m tinh véi ba thy thé
hormon, ung thu bué)ng tring, ung thu phéi, u tuy, bénh bach cau, bao gém bénh bach
ciu lympho bio man tinh va bénh bach cu tily bio cép tinh, u bach huyét khong phai
dang Hodgkin, bao gdbm DLBCL, u bach huyét t& bao B, u bach huyét c6 néng, u bach
huyét t€ bao vo nio, u bach huyét cua mo bach huyét lién quan dén niém mac} (MALT),u
bach huyét té bao T/té bao B giau mé bao, u bach huyét Burkitt, u bach huyét lympho-
bao turong, u bach huyét lympho bao nhé, u bach huyét ving bién, u bach huyét té bao T,
u bach huyét té bao T ngoai vi, u bach huyét té bao 16n tu ghép va u bach huyét 8 bao T
mién dich-mach mau. P3 ching minh duge ring LY75 duge nodi héa trong qua trinh gin
két véi khang thé nhu dugc minh hoa trong Vi du 5 va 7 duéi day, do do co thé st dung
cac khang thé theo sang ché trong co ché mang hiru ich bét ky, vi du, phuong phap ADC,
thé tiép hop phéng xa mién dich, hoic phuong phiap ADEPT.

Theo mét phuong an, cac khang thé (vi du, khang thé don dong, manh khang thé,

Nanobody®, phén tir da dic hiéu va dic hiéu kép va ché pham, v.v...) theo sang ché c6
-78-



39442

thé duoc sir dung to phat hién ndng dd LY75, hoic ndng d6 cia cac t& bao chira LY75
trén bé mat mang cia ching, sau d6 cac ndng dd nay cé thé lién quan véi mot sb tridu
chimg nhét dinh ctia bénh. Theo cach khac, cac khang thé, thudng duoc goi 13 ADC, c6
thé duge sir dung dé trc ché hodc phong bé chirc ning LY75, sau d6 c6 thé lién quan dén
viéc ngidn nglra hodc cai thién mot sb triéu ching nhét dinh cta bénh, nhd d6 chi ra réng
LY75 14 chit trung gian gdy bénh. Diéu nay c6 thé dat dugc bang cach cho miu va mu
d6i chung tiép xuc véi khang thé khang LY75 trong cac diéu kién cho phép tao ra phirc
hop gitra khang thé va LY75. Cac phic hop bit ky di duoc tao ra giita khang thé va
LY75 dugc phat hién va so sanh trong miu va dbi chimg.

Theo phuong an khac, cac khang thé (vi du, khang thé don dong, phan tir da dac
hidu va dac hiéu kép va ché pham) theo sang ché c6 thé 13 vao lic dau duoc thir nghiém
v& hoat tinh lién két c6 lién quan dén viéc st dung trong diéu trj hodc chan doén in vitro.
Vi dy, ché phim theo sang ché c6 thé duge thir nghiém bing cach sir dung thir nghiém

nay do dong chay té bao duge mé ta trong Vi du dudi déy.

Céac khang thé (vi du, khang thé don dong, phan tir da dic hiéu va dic hiéu kép,
thé tiép hop mién dich va ché pham) theo sang ché c6 loi ich khac trong viéc tri lidu va
chin do4n cac bénh lién quan dén LY75. Vi du, khéng thé don dong, phan tir da dic hiéu
hodc dac hiéu kép va thé tiép hop mién dich c6 thé dugc sir dung dé tao ra mot hoic
nhiéu hoat tinh sinh hoc in vivo hodc in vitro: dé e ché su phat trién ctia va/hodc tiéu
diét té bao biéu hién LY75; qua trung gian qua trinh thuc bao hodac ADCC cua té bao biéu
hién LY75 véi su ¢b mit cia té bao tic dong ctia ngudi, hodc dé phong bé phéi tir LY75

v6i LY7S.

Theo phuong 4n cu thé, cac khang thé (vi du, khang thé don dong, phan tir da dic
hi€u va ddc hiéu kép va ché ph'?lm) duogc str dung in vivo dé diéu tri, ngan ngura hoac chén
do4n nhiéu bénh lién quan dén LY75. Vi du vé cac bénh lién quan d&én LY75 bao gdm,
trong s cac bénh khac, cic mo ung thu ciia ngudi biéu hién ung thu da day, ung thu truc
trang, ung thu tién liét tuyén, ung thu v, ung thu budng trimg ung thu than, ung thu
tuyén giap, ung thu thuc quan, ung thu dau va cd, ung thu da, ung thu gan, ung thu tuy,
ung thu bang quang, u tuy, bénh bach cau, bao g@)m bénh bach cau lympho bao man tinh,
bénh bach ciu tiy bao cdp tinh, u bach huyét khong phai dang Hodgkin, bao gdm
DLBCL, u bach huyét té bao B, u bach huyét c6 nang, u bach huyét té bao vo nio, u bach

huyét ctia md bach huyét lién quan dén niém mac (MALT), u bach huyét té bao T/té bao
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B gidu md bio, u bach huyét Burkitt, u bach huyét lympho-bao twong, u bach huyét
lympho bao nho, u bach huyét vung bién, u bach huyét té bao T, u bach huyét t bao T
ngoai vi, u bach huyét té bao 16n tu ghép va u bach huyét té bao T mién dich-mach mau

va ung thu phdi.

Dudng ding ché pham khang thé (vi du, khéng thé don dong, phén tir da dic hidu
va dic hidu kép va thé tiép hop mién dich) thich hop theo sang ché in vivo va in vitro da
biét trong linh vuc nay va c6 thé duge chon béi ngudi ¢ hidu biét trung binh trong linh
vuc nay. Vi du, ché phém khéng thé c6 thé duge dung béng cach tiém (vi du, tinh mach
hoic dudi da). Liéu thich hop ctia cic phan tir d3 ding s& phu thude vao tudi tac va thé

trong cta doi tuong va nong d9 va/hodc dugc pham chira ché pham khang thé.

Nhu duoc md ta trude d6, khang thé khang LY75 theo sang ché ¢ thé dugc dung
ddng thoi véi mot hogc nhiéu chét tri lidu khac, vi du, chit gy doc té bao, chit giy doc
phong xa hodc chit kim him mién dich. Khang thé c6 thé duoc lién két voi chit (nhu
phirc hop mién dich) hodc c6 thé dugc ding riéng biét voi chit. Trong trudong hop khac
vé sau (ding riéng &), khang thé c6 thé dugc dung trude, sau hodc ddng thdi véi chat nay
hodc ¢6 thé duoc ding ddng thoi véi phuong phap didu tri di biét khéc, vi du, tri lidu
khang ung thu, vi du, phéng xa. Cac chét trj liéu nhu vay bao gém, trong sb cac chét
khac, chit khang ung thu nhu doxorubixin (adriamycin), xisplatin bleomyxin sﬁlfat,
carmustine, clorambuxil, va xyclophosphamit hydroxyure, ma ban than ching chi c6 tac
dung & n6ng do gdy ddc hodc can gay doc cho dbi tugng bi bénh. Xisplatin dugc dung
trong tinh mach véi liéu 100mg/kg, 1 14n cach nhau bén tudn va adriamycin duoc dung
trong tinh mach véi lidu 60-75mg/ml, cach nhau 21 ngay. Cac chat khéc thich hop d8
ding ddng thoi véi cac khang thé theo sang ché bao gdm cac chét khac st dung dé diéu
tri ung thu, vi dy, ung thu da day, ung thu truc trang, ung thu tién liét tuyén, ung thu vu,
ung thu budng trimg hozc ung thu phdi, nhu Avastin®, 5FU va gemcitabine. Viéc dung
ddng thoi khang thé khang LY75 hoic khang nguyén gin két cac manh cia chung theo
sang ché cing v6i tac nhén héa tri li€u véi hai chat khang ung thu hoat déng qua cac co
ché khac nhau dé tao ra tic dung giy doc té bao khéi u & ngudi. Viée ding dong thoi nhu
véy c6 thé giai quyét duoc cac vin @& do sy phat trién vé tinh khang duoc chit hoic su
thay d6i vé tinh khang nguyén cia céc té bao khéi u 1am cho chung khong phan Gng véi
khang thé.
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Té bao tac dong dac hiéu dich, vi du, t& bao tac dong duge lién két véi ché phdm
(vi du, khang thé don dong, phan tir da dic hiéu va ddc hi€u kép) theo sang ché cling co
thé dugc st dung 1am céc chét tri liéu. Té bao tac dong dé hudéng c6 thé 13 bach cu cua
ngudi nhu dai thuc bao, bach ciu trung tinh hozc bach cu don nhan. Cac té bao khac bao
gém cac té bao ua eosin, t& bao tiéu diét ty nhién va té bao mang thu thé IgG hoac IgA
khéc. Néu mudn, té bao tac dong co thé thu duoc tir d6i tuong can dugc didu tri. Té bao
tac dong dac hiéu dich cé thé dugc ding 1am hdn dich chira cac té bao trong dung dich
dugc chép nhan vé mit sinh 1y. Nhidu té bao di dung c6 thé c6 mat d6 10°-10°, nhung s&
thay abi tiy thudc vao muc dich diéu tri. Noi chung, lugng nay la du dé thu dugce vi tri &
té bao dich, vi du, khdi u té bao bidu hién LY75, va dé c6 tac dung tiéu diét té bao bang

cach, vi du, thuc bao. Pudng dung cé thé cling thay ddi.

Viéc tri li€u béng té bao tac dong dac hiéu dich co thé duoc thuc hién két hop véi
cac k¥ thuat khac dé loai bo cac té bao dich. Vi du, viée tri liéu khang khdi u bang cach
sit dung ché phim (vi du, khang thé don dong, phan tir da dic hiéu va ddc hiéu kép) theo
sang ché va/hoic té bao tac dong gin vai cac ché phdm nay cé thé duge sir dung két hop
v6i phuong phap hoéa tri liéu. Ngoai ra, phuong phap tri liéu mién dich két hop c6 thé
duoc sir dung dé huéng t6i hai nhém tac dung géy doc té bao riéng biét hudng t6i su dao
thai té bao khéi u. Vi du, khang thé khang LY75 dugc lién két voi khang Fc-gamma Rl
hodc khang CD3 c6 thé duoc sir dung két hop véi chat gin két dic hidu véi thu thé IgG
hoic IgA. ‘

Phén tir déc hiéu kép va da ddc hi¢u theo séng ché ciing ¢ thé dugc st dung dé
diéu hoa ndng d6 FcyR hoic FeyR trén té bao tac dong, nhu bang cach chup va loai bd
céc thu thé trén bé mit té bao. Hon hop gém cac thu thé khang Fc ciing ¢6 thé duoc st

dung nhim muc dich nay.

Ché phim (vi du, khang thé don dong, phén tir da dic hiéu va dic hidu kép va thé
tiép hop mién dich) theo sang ché c6 vi tri lién két bd thé, nhu cac phan tir IgG1, 1gG2,
hoic IgG3 hodc IgM ma gén két véi bd thé, ciing c6 thé dugc st dung khi c6 mit b thé.
Theo mdt phuong an, viéc diéu tri ex vivo ctia nhém céc té bao chura céc té bao dich véi
c4c chét gin két theo sang ché va té bao tic dong thich hop cé thé duoc bd sung bing
cach bd sung b thé hodc b thé chira huyét thanh. Qua trinh thyuc bao céc té bao dich da

duoc pht bang cc chat gin két theo sang ché ¢6 thé dugc cai thién bang cach gan két véi
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cac protein bd thé. Theo phuong 4n khac, cac té bao dich di dugc phit bang ché phdm (vi
du, khang thé don dong, phén tir da dic hiéu va dic hiéu kép) theo sang ché c6 thé ciing
duoc phan giai boi bd thé. Van theo phuong 4n khac, ché phdm theo sang ché khong
phan tmg véi bd thé.

Ché phim (vi du, khang thé don dong, phan tir da ddc hiéu va dic hiéu kép va thé
tiép hop mién dich) theo séng ché c6 thé ciing duoc ding cling v6i bd thé. Theo mot sd
phuong 4n nhét dinh, sang ché @ cap dén ché phdm chira cac khang thé, phan tir da dic
hiéu hoic dic hiéu kép va huyét thanh hogc bd thé. Céc ché phdm ndy c6 thé 13 hiru ich
khl bd thé nay nam & vi tri g?m v6i cac khang thé, phén tr da dac hi€u hodc déc hiéu kép.
Theo cach khac, cac khang thé, phén t& da dac hi€u hoic dic hiéu kép theo sang ché va

bd thé hodc huyét thanh ¢6 thé duge ding riéng r8.

Pham vi cia sang ché ciing bao gdm kit chita ché phim khang thé theo sang ché
(vi duy, khéng thé don dong, phan tr dac hi¢u kép hodc da dac hi€u, hoic thé tiép hop
mién dich) va hudng dan sir dung. Kit nay c6 thé con chira mot hodic nhiéu chét phan tng
bb sung, nhu chit phan tng kim ham mién dich, chét gay ddc té bao hoic chit giy doc
phdéng xa, hodc mdt hodc nhiéu khang thé khac theo sang ché (vi du, khang thé c6 hoat

tinh b trg gén két voi epitop trong khang nguyén LY75 khac v6i khang thé thir nhét).

Do d6, cac dbi teong bi bénh da dugc diéu tri béng ché phém chira khang thé theo
sang ché co thé duoc dung theo cach khéac (trude khi, ddng thoi véi, hodc sau khi ding
ctia khang thé theo sang ché) véi chét trj liéu khac, nhu chat giy ddc t€ bao hodc chét gay

doc phong xa, ting cudng hoic gia ting tic dung diéu tri clia cac khang thé.

Theo céc phuong 4n khéc, dbi tuong co thé duoc diéu tri theo cach khac b%mg chét
c6 tac dung diéu bién, vi du, tdng cuong hodc rc ché, su biéu hién hodc hoat tinh cta cac
thu thé F cy hodc Fcy béng cach, vi du, cho d6i tuong diéu tri b%lng xytokin. Tt hon, néu
xytokin dé ding trong qua trinh diéu tri bang phan tir da dic hiéu bao gdm yéu tb kich
thich tao khudn lac bach ciu hat (G-CSF), yéu té kich thich tao khuén lac bach ciu hat-
dai thuc bao (GM-CSF), interferon-y (IFN-y), va yéu t6 gay hoai ttr kh6i u (TNF).

Ché phém (vi dy, khang thé, phéan t&r da dac hiéu va dac hiéu kép) theo sang ché
cling c6 thé dugc sir dung dé cac té bao dich biéu hién FcyR hodc LY75, vi du, dé danh
dAu céc té bao nay. Nhim muc dich st dung ndy, cic chét gin két c6 thé duogc lién két
v6i phén tir ma c6 thé phat hién duoc. Do d6, sang ché @ cap dené cac phuong phap dinh
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vi ex vivo hoac in vitro céac t& bao biéu hién céc thu thé Fc, nhu FcyR, hodc LY75. Chét
danh déu d& phat hién dugc c6 thé 13, vi du, chét ddng vi phong xa, hop chat phat huynh
quang, enzym, hodc ddng yéu td enzym.

Theo phuong an cu thé, sang ché dé cap dén phuong phép phét hién su ¢6 mit cia
khang nguyén LY75 trong mau, hoic do luong khang nguyén LY75, bao gbm budc cho
miu, va miu d6i ching, tiép xac véi khang thé don dong, hoic phin gin két khang
nguyén cia no, dic hiéu gin két voi LY75, trong céc diéu kién cho phép tao ra phirc hop
gitta khang thé hodc phan cia n6 va LY75. Sau d6, qué trinh tao ra phtc hop duge phat
hién, trong d6 su tao ra phtrc hop khac nhau gitta mau so v6i miu d6i chung 13 du hiéu

vé su ¢6 mit ciia khang nguyén LY75 trong mau nay.

Theo cac phuong an khéac, sang ché mo ta cac phuong phép diéu tri réi loan do
LY75 gy ra & d6i twong, vi du, ung thu & ngudi, bao gdm ung thu da day, ung thu than,
ung thu tuyén giap, ung thu thuc quan, ung thu dau va cd, ung thu da, ung thu gan, ung
thu tuy, ung thu tryc trang, ung thu bang quang, ung thu tién liét tuyén, ung thu va bao
gbm ung thu vi 4m tinh véi ba thu thé hormon, ung thu budng tring, ung thu phdi, u tuy,
bénh bach cau, bao g@)m bénh bach ciu lympho bao man tinh va bénh bach cau tiy bao
cép tinh, va u bach huyét khong phai dang Hodgkin, bao gdbm DLBCL, u bach huyét té
bao B, u bach huyét c6 nang, u bach huyét té bao vo ndo, u bach huyét cua mo bach huyét
lién quan dén niém mac (MALT), u bach huyét té bao T/té bao B gidu mé bao, u bach
huyét Burkitt, u bach huyét lympho-bao tuong, u bach huyét lympho bao nhd, u bach
huyét vung bién, u bach huyét té bao T, u bach huyét té bao T ngoai vi, u bach huyét té

bao 16n tir ghép va u bach huyét té bao T mién dich-mach mau.

Theo toan b cac phuong an cua sang ché, t6t hon néu ung thu bao gdm u bach
huyét khéng phai dang Hodgkin, bénh bach ciu tiy bao cip tinh, bénh bach ciu lympho
bao man tinh va ung thu v 4m tinh v6i ba thu thé hormone, ung thu bang quang va ung

thu tuy.

Toan bd cac tai lidu duge néu trong ban mé ta ndy, bao gdm nhung khong chi giéi
han & toan bd gidy to, cong bd don, patent, don yéu ciu cip patent, ching tir, bai van,
thong bao, ban viét tay, tdp sich méng, sach, buu giri qua mang internet, bai bao, tap chi,
bang ghi su kién vé san phdm, va cac chét trong tu, dugc dua toan bd vao diy bang cach

vién dan. Viéc ban luin vé céc tai liéu ndy duoc du dinh chi d€ tong két cac tuyén bo cua
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tac gid cla cdc tai liéu nay va khong duoc ma tai lidu bat ky tao nén tinh trang k¥ thuat va
bao luu quyén ciia Ngudi ndp don dé doi hoi d chinh xac va tinh hop 1y cia cac tai lidu
da néu.

Mac du sang ché dugc mod ta chi tiét hon bﬁng cach minh hoa va vi du dé nhim
muc dich 1am 13 sy hiéu biét, ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay ro
rang 13 hién nhién trong viéc dé cap sang ché nay ma cac bién dbi va cai bién c6 thé duge
thuc hién ma khéng ndm ngoai pham vi hodc ¥ tuéng cia cac diém yéu ciu bao hd phu

thudc.
Vi du thwc hién sing ché

Sang ché dugc minh hoa tiép bang cac vi du dudi day nhung khéng nhim muc

dich gidi han sang ché.
Vi du 1: San xuit khang thé don dong ctia nguoi khang khang nguyén LY75

Theo cac phuong phép tiéu chudn sau, chudt nhét (chudt nhit di ghép IgG1) duoc
tao mién dich bing cac té bao CHO di duoc giy nhiém bing LY75 ¢6 chiéu dai diy du.

Db dic hibu cia cac khang thé khang LY75 duoc thir nghiém bing cach phan tich
té bao theo dong chay trén cac té bao HEK293 d3 dugc giy nhiém bing LY75 va sau d6
trén céc t& bao HT29 biéu hién LY75. Dé thir nghiém kha ning gin két cua cac khang thé
v6i protein LY75 bé mit t& bio, cac khang thé nay dugc @ véi cac t& bao biéu hién LY75.
Céc té bao nay dugc rira trong dung dich dém FACS (DPBS, 2% FBS), ly tam va dugc
tao hdn dich lai trong 100ul khang thé LY75 so cdp dd dugc pha lodng (nhu dugc pha
lodng trong dung dich dém FACS). Phtrc hop khang thé-dong té bao dugc 1 trén bing
trong 60 phut va sau d6 dugc rira hai 14n bang dung dich dém FACS nhu duge md ta trén
day. Vién té bao-khang thé duoc tao hén dich lai trong 100pul khang thé thu cép da duoc
pha lodng (nhu dugc pha loang trong dung dich dém FACS) va 1 trén bang trong 60 phut
trén bang. Vién nay duoc ria trude d6 va duge tao hon dich lai trong 200pl dung dich
dém FACS. Cac miu dugc dua 1én may do dong té bao BD FACScanto II va dit lidu
duoc phan tich bang cach sir dung phdn mém BD FACSdiva (két qua khong duoc thé
hién).

Vi du 2: Mb ta ddc diém céu trac ciia khang thé don dong véi LY75
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Cac trinh tu cADN ma héa cac vung bién ddi chudi nang va chudi nhe cta khang
thé don dong LY75 Al thu dugc bang cach sir dung k§ thuat PCR tiéu chuan va dugc
sép trinh tr bing céch sir dung k§ thuét tao trinh tr ADN tiéu chuén.

Céc trinh tir khang thé c6 thé dugc tao dot bién dé bién ddi nguoc thanh cac gbe
mam phoi & mot hodc nhiéu géc.
Trinh t nucleotit va axit amin ciia viing bién d6i chudi ning cia LY75_Al duogc

néu 1an luot trong SEQ IDNO.3 va 1.

Trinh t nucleotit va axit amin cta ving bién dbi chudi nhe cia LY75_A1 duoc

néu lan luot trong SEQ ID NO.4 va 2.

Viéc so sanh trinh tw chudi ning LY75 Al cua globulin véi trinh tu chudi ning
ctia globulin mam phéi ngudi di biét di chimg minh dugc ring chudi nang LY75 Al sir
dung doan VH tir VH 3-15 cua m}ﬁm phéi nguodi va doan JH tu Jy JH4 cua mam phoi
ngudi. Hon nita, viéc phan tich trinh tr VH ciia LY75_A1 bang céach sir dung hé Kabat
clia ving xac dinh CDR s& m6 ta dugc cac ving CDR1, CDR2 va CDR3 chudi ning nhu
duoc néu 1an luot trong SEQ ID NO.5, 6 va 7. Viéc sép trinh tur cua cac trinh tr Vg cua
CDRI1, CDR2 va CDR3 cua LY75_ A1 véi trinh tu Vg 3-15 ctua mam phdi va trinh tr Jy

JH4 ctia mam phéi dugc thé hién trén Fig.1.

Viéc so sanh trinh tu chudi nhe cia globulin mién dich ctia LY75 Al véi trinh tu
chudi nhe cta globulin mién dich ctia mam phdi ngudi da biét di chimg minh duoc ring
chubi nhe cia LY75_ Al st dung doan Vg tir doan Vg O12 cua mam phoi nguoi va doan
JK tir Jx JK4 clia mim phoi ngudi. Hon nita, viéc phan tich trinh ty Vg LY75 Al béng
cach st dung hé Kabat ciia ving xac dinh CDR s&€ mo ta dugc vung CDR1, CDR2 va
CDR3 chubi nhe nhu dwgc néu lan lugt trong cac SEQ ID NO.8, 9 va 10. Viéc sép trinh
tu Vg cia CDR1, CDR2 va CDR3 ctia LY75 Al véi trinh tw Vg 012 ctia mam phdi va
trinh tur Jx JK4 ciia mam phoi dugc thé hién trén Fig. 2.

Vi du 3: Thir nghiém héa mé mién dich bang cach sir dung khang thé don dong
khang LY75

Bing cach sir dung khang thé don dong cia ngudi dic hiéu véi LY75, thir nghiém
héa md mién dich dugc thuc hién trén cac vién té bao FEPE HT-29 va A549, mang u

bach huyét khong phai dang Hodgkin FFPE va ung thu tuy, va cac khdi u u bach
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huyét/bénh bach ciu méi duge 1am dong lanh, cac phén cta ung thu budng trimg, ung

thu tuy, va ung thu vi va mang mé khoe manh.
Nguyén liéu va phuong phép
Nguyén liéu
Xylen (X5P-1 gal) do Fisher Scientific, PA, United States of America cung cap.
Histoprep 100% etanol (HC-800-1 GAL) do Fisher Scientific, PA, USA cung cép.

Dung dich dém xitrat 10x dé phuc hdi epitop d& dugc cam tmg nhiét (AP9003125)
do Thermo Scientific, MA, USA cung cip.

Chit kim him Thermo Scientific* Pierce* peroxidaza (35000) do Thermo
Scientific, MA, USA cung cip.

Khéi protein khéng chtra huyét thanh (X0909) do Dako, CA, USA cung cip

Khéng thé thir cip: thé tiép hop IgG Fab-FITC khéng ngudi ctia dé (109-097-003)

do Jackson Immunoresearch, PA, USA cung cip

IgG ngudi tinh khiét chtra crom, toan bd phan tir (09-000-003) do Jackson

Immﬁnoresearch, PA, USA cung cép

Khang thé tam cip: khang FITC cia chudt nhit (ab10257) do Abeam, MA, USA

cung cap

Isptyp IgG dbi chimg di dugc tinh ché cia ngudi (1 -001 A) do R&D Systems,
MN, USA cung cép

Tween-20 (BP337-100) do Fisher Scientific, PA, USA cung cip
Axeton (BP2403-4) do Fisher Scientific, PA, USA cung c4p

Polyme duoc tao tiép hop EnVision+HRP lién két kép, cia chudt nhit va thd
(K4063) do Dako, CA, USA cung cép. Kit dung dich DAB 2 (882014) do Invitrogen,
NY, USA cung cép.

Harris Hematoxylin (23-245-677) do Fisher Scientific, PA, USA cung cép.
MBoi trudng Faramount mounting (S302580) do Dako, CA, USA cung cip.

. Céc phin va mang md dugc mua tir US Biomax Inc., MD, USA hozc Origene,
MD, USA.
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Tao ra lam kinh FFPE: Khir parafin héa va tai hydrat hoa

Céc lam kinh FFPE dugc khir parafin hoa trong xylen (2 x 3 phit), sau do6 tai
hydrat hoa trong xylen: 100% etanol véi ty 1€ 1:1 (1 x 3 phut), 100% etanol (2 x 3 phit),
95% etanol (1 x 3 phut), 70% etanol (1 x 3 phut), 50% etanol (1 x 3 phut), va nudc may
(1 x 3 phut).

San xuit lam kinh FFPE: Phuc hdi khang nguyén (Vi séng).

Khang nguyén LY75 duoc phuc hdi bang cach sir dung nhiét vi séng, cong suét
cao cho t6i khi so6i, sau d6 & cong suat thdp trong 10 phut trong 50mL dung dich dém
xitrat 1 14n trong binh Coplin. Sau d6, cic lam kinh dugc dé ngudi téi nhiét d6 phong
trong 15 phiit nita, sau d6 rira bang nudc may, 3 phut. Cac vong duoc v& quanh mdi phan
md/TMA bang bt can nudce va sau d6, cac lam kinh rira 3 1an trong PBS, méi lam kinh

rua 3 phut.
Tao ra lam kinh FF

Céc lam kinh duge 14y ra tir khu bao quan ¢ -80°C va dé khod & nhiét do phong
trong ti hat khi doc trong 20-30 phiit. Cac lam kinh nay dugc dé cb dinh trong 10 phit
trong axeton bang lanh & -20°C, sau d6 dé kho trong 20 phut trong tu hat khi ddc & nhiét
d6 phong. Cac lam kinh nay duoc rira va tai hydrat hoa trong PBS, mdi lam kinh duoc

rira 3 14n trong 3 phiit. Cac phan dugc v& bang but can nude.
Tao ra phirc hop khang thé

Khang thé so cip khang LY75 dugc pha lodng trong khdi protein khéng chira
huyét thanh (SFPB) dé thu duoc dung dich c6 ndng d6 16n hon gép 20 1an so véi ndng do
mong mudn cudi cing (20 pg/mL d6i v6i ndng dd cudi cing 1 pg/mL). Khang thé thir
cép, manh gin két voi khang nguyén (Fab) ctia globulin mién dich G (IgG)khang nguoi
ctia dé, dugc diéu ché twong tu trong SFPB d tao ra dung dich chira ndng d6 tuong

duong.

Thé tich twong duong ctia khang thé so cip va thir cAp duoc két hop trong bng da
duoc danh diu, duoc tron nhe, va U trong 3 phuat & nhiét 4§ phong, lam cho khang thé so
cép c6 ndng d6 16n hon gép 10 14n so véi ndng dd cudi cling mong mubn (10 pg/mL dbi
v6i ndng d6 cudi cing 1 pg/mL). Hon hop nay dugc pha lodng theo ty 18 1:5 bing SFPB,
dugc tron nhe, va i trong 30 phit & nhiét 4o phong, 1am cho khang thé so cip c6 ndng do
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gAp hai 14n so v6i ndng d6 cudi cing mong mudn (2 pg/mL ddi véi ndng dd cudi cing 1
pg/mL).

Pé tao ra phirc hop nhudém cubi cing, dung dich 1% (10 vug uL) chira IgG nguoi
dugc tao ra trong SFPB va thé tich twong duong dugc bd sung vao hdn hop khang thé so
cép/khéng thé thu ca‘ip. Viéc két hop nay dugc tron nhe va 0 & nhiét 6 phong trong 30
phit, pha lodng mot nira ndng d6 khang thé so cdp ctia hdn hop khang thé so cip/khang

thé thir cAp va tao ra ndng d6 khang thé so cip cudi cing mong mubn (1 pg/mlL).
Nhudém mién dich

Ddng thoi, hoat tinh peroxidaza ctia m6 ndi sinh duoc phong bé bing cach u cac
mo bing chit kim him peroxidaza trong 5-10 phiit & nhiét d6 phong trong budng 4m. Sau
d6, cac lam kinh nay duoc rira trong PBS, mdi lam kinh rira 3 14n trong 3 phit. Cac mo
nay duge U trong SFPB trong 30 phit & nhiét d6 phong trong bubng dm. Phirc hop
nhudm cudi cing duge ding cho mdi phin mé va/hodc vi mang, va cic lam kinh nay
dwogc @ trong 30 phut & nhiét 46 phong trong budng 4m. Sau d6, cic lam kinh nay dugc
rira mot 14n trong PBS va mét 1an trong PBST (PBS~FO,125% Tween-20), mdi lam kinh
duoc rira trong 3 phit. Khang thé tam cip khang FITC ciia chudt nhit, dugc dung véi
ndng d6 2 pg/mL trong 30 phit, nhiét d6 phong, trong budng am. Sau d6, cac phan duoc
rira mot 1an trong PBS va mot lan trong PBST, mdi phén duogc rira trong 3 phut. Sau do,
polyme dugc tao tiép hop EnVision+ khang chu6t nhét lién két kép/HRP cia tho duge
ding cho cac md va cac lam kinh nay dugc 1 trong 30 phiit & nhiét d6 phong trong budng
4m. Sau d6, cac lam kinh ndy rira mot l4n trong PBS, mét 1dn trong PBST, mdi phin
dugc rira trong 3 phut. Cac moé nay dugce u trong dung dich DAB da dugc tao ra theo
huéng din ciia nha san xuét & nhiét 6 phong trong 10 phiit. Sau d6, cac lam kinh nay
duge rira mot 14n & nue may dang chay trong 2 phut va mot 1an trong PBS trong 3 phut.
Céc lam kinh ndy duoc nhudm tuong phan bang Hematoxylin trong 30 gidy & nhiét d6
phong, va dugc rira bing nuéc may dang chay. Cac lam kinh nay dugc 1am kho & nhiét
d6 phong trong 30 phut va sau d6 cac miéng thiy tinh bao vé dugc lip 1én trén cac lam

kinh bang cach sir dung mdi trudng Faramount mounting.

Két qua
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Nhén thiy rang LY75_Al 13 duong tinh trong cdc mAu ung thur vii 4m tinh v6i ba
thu thé hormon FFPE, trong d6 77% phan cho két qua nhudém duong tinh va 55% cho két
qua nhudm duong tinh manh (+++).

No6i chung, kha ning nhudm LY75 trong cac mé khdée manh FF thudng khoéng
xuit hién dén muec rit thip. Biéu mo (")ng.nguc, tuyén nudc bot, va tuy c6 kha ning
nhudm rit nhé dén vira phai, va 14 lach di nhudém cho két qua dwong tinh thip. Do do,
c4c khang thé huéng dich LY75 c6 thé c6 loi dé dung trong phuong phép diéu tri va chin

doén trong mot sé thir nghiém ung thu va cac loai ung thu khac ¢ biéu hién LY75.

Vi du 4: Tac dung cua khang thé don dong khang LY75 duge tao tiép hop véi
DM!1 trong céc té bao HT-29

Nguyén licu

Thiét bi tach t& bao (Phan tach té bao khong cin enzym) (MT-25-056CI) do Fisher
Scientific, PA, USA cung cp. PBS ¢ d6 pH=7,4 (1X) (SH30028LS) do Fisher Scientific,
PA, USA cung cap.

Mbi truong RPMI 1640 (MT- 10-041-CM) do Fisher Scientific, PA, USA cung

e
©

Cell Titer Glo (G7572) do Promega, W1, USA cung cap.
Phuong phép

Céc té bao dugc phan tach bang cach st dung thiét bi tach té bao va duoc dém.
5e3 té bao/giéng dugc quay tron thanh vién (d6i véi cac té bao hén dich, nhiéu té bao cé
thé duge str dung tuy thudc vao thoi gian nhan doi té bao, nhu 10e3 té bao/giéng). Cac

vién nay duoc tao hdn dich lai trong méi trudng nudi céy to1 néng dd cta le5 té bao/mL.

50pL hén dich té bao/giéng duoc bd sung vao cac 18 cia dia 96 giéng c6 mit bén
mau tring, ¢6 day sach. Cac khang thé duoc pha lodng va dugc chudn do t6i 8 diém
(ndng d6 chun do gip 3 14n) twong Gmg véi ndng d6 0-20 nM (gip hai 1an ndng do thir
nghiém). Cac khang thé di dugc pha lodng hoic méi truong (d6i véi cac miu khong
dugc xir ly) (50pL/giéng) dugc bd sung vao cac 18 thich hgp. Moéi trudng du
(200pL/giéng) dugc bd sung vao cac hang va cot bén ngoai dia dé ngin ngira qua trinh
bay hoi. C4c dia nay duoc U trong 72 gir & nhiét d6 37°C.
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Cac dia dugc 14y ra khéi td 0 va @ & nhiét d6 phong trong 30 phiit. Pdng thoi,
dung dich Cell Titer Glo dugc 1am tan. Cac dia nay dugc gd nhe va dugc rira 1 14n bing
100pL PBS/giéng (d6i véi cac té bao hdn dich, trude tién dia nay duoc ly tim dé san xuét
vién té bo). 100pL PBS/giéng va 100puL Cell Titer Glo dugc bd sung vao mdi giéng va
dwoc nghién nhé d tron. Cac dia nay duoc @ trong béng t6i & nhiét d6 phong trong 15
phit va dugc quan sat bang kinh hién vi dé dam bao xay ra qua trinh phan giai té bao.
Sau d6, cac dia dugc doc trén phat quang ké Glomax.

Két qua

Céc két qua dugc md ta trén Fig.3a chi ra ring nhém nhé cac khang thé, c6 kha
ning gin két vai LY75, c6 thé ¢ kha nang tiéu diét t& bao HT-29. Piéu nay goi y rang
trong khi cac khang thé c6 thé gin két vi LY75 chi c6 hiéu qua biéu hién rit nhé so véi
khi duoc tiép hop v6i DM1. Sau d6, cac khang thé dugc chon tir nhém nhé dugc phan
tich hoat tinh gy doc té bao tiép.

Vi du 5: Hiéu qua ctia khang thé don dong khang LY75 dugc tao tiép hop voi
DM1 va DM4 trong céac té bao ung thu truc trang

Nguyén liéu

Thiét bi tach té bao (Phan tach t& bao khong can enzym) (MT-25-056CI) do Fisher
Scientific, PA, USA cung cip. PBS & d6 pH=7,4 (1X) (SH30028LS) do Fisher Scientific,
PA, USA cung cép.

Moi truong RPMI 1640 (MT-10-041-CM) do Fisher Scientific, PA, USA cung

cép.
Cell Titer Glo (G7572) do Promega, W1, USA cung cip.
Phuong phép

Cac té bao duoc phan tach bang cach st dung thiét bi tach té bao va dugc dém.
5e3 té bao/giéng duoc quay tron thanh vién (ddi véi cac t& bao hdn dich, nhidu & bao c6
thé duoc st dung tiiy thudc vao thoi gian nhan ddi t€ bao, nhu 10e3 té bao/giéng). Cac
vién ndy dugc tao hdn dich lai trong mdi trudong nudi ciy dé ndng do 13 le5 té bao/mlL.
50pL hdn dich té bao/giéng dugce bd sung vao cac 16 cia dia 96 giéng c6 mit bén mau
tréng, c6 d4y sach. Cac khang thé duoc pha lodng va duoc chuin do t6i 8 diém (ndng do

chuin d6 cao gip 3 14n) twong tmg cic ndng dd 0-20 nM (gip hai 14n ndng do thir
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nghiém). Cac khang thé d3 duoc pha lodng hoic mdi trudng nudi ciy (dbi véi cdc mau
khéong dugc xir ly) (50pL/giéng) dugc bd sung vao cac 18 thich hop. Mdi trudong du
(200pL/giéng) dugc bd sung vao cac hang va cot bén ngoai ciia cc dia dé ngin ngira qua

trinh bay hoi. Cac dia dugc G trong 72 gi & nhiét do 37°C.

Céac dia dugc 14y ra khoi ta 4 va @ & nhiét do phong trong 30 phut. DPdng thoi,
dung dich Cell Titer Glo dugc lam tan. Céc dia dugc gd nhe va rua 1 lan b%mg 100pL
PBS/giéng (d6i v6i cac té bao hdn dich, trudc tién dia nay duge ly tim dé tao hat cac té
bao). 100uL PBS/giéng va 100uL Cell Titer Glo dugc bd sung vao mbi giéng va duoc
nghién nhé @ tron. Céac dia duoc U trong béng t6i & nhiét o phong trong 15 phut va
duoc quan sat bang kinh hién vi dé dam bao xay ra qué trinh phan gii té bao. Sau do, cac
dia duoc doc trén phat quang ké Glomax.

Két qua

Fig.3b chi ra ring cac khang thé khang LY75 tiép hop véi DM1 va DM4 hudng
161 cac té bao HT-29 c6 hoat tinh giy doc té bao. Cac két qua nay chimng t6 rang mirc ting
hoat tinh gy doc té bao ty 18 thudn véi ndng dd khang thé va cac khang thé khang LY75
khac dugc tiép hop véi doc tb (dugc chon tir Vidu 1).

Vi du 6: Tac dung cua khang thé don dong khang LY75 dugc tao tiép hop vai
DM1 va DM4 trong c4c dong té bao u bach huyét

Nguyén liéu

Thiét bj tach té bao (Phan tach té bao khong can enzym) (MT-25-056CI) do Fisher
Scientific, PA, USA cung cép. PBS & @6 pH=7,4 (1X) (SH30028LS) do Fisher Scientific,
PA, USA cung cép.

Moi truong RPMI 1640 (MT-10-041-CM) do Fisher Scientific, PA, USA cung

cép.
Cell Titer Glo (G7572) do Promega, W1, USA cung cip.
Phuong phép

Céc té bao duoc phan tach béng cach st dung thiét bi tach té bao va duge dém.
5e3 té bao/giéng dugc quay tron thanh vién (ddi vé6i cac té bao hdn dich, nhiéu té bao cb

thé duogc sir dung tiry thude vao thoi gian nhan d6i té€ bao, nhu 10e3 té bao/giéng). Céc
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vién nay dugc tao hén dich lai trong moi trudng nudi céy dé néng do dat téi 1e5 té

bao/mL.

50uL hdn dich t& bao/giéng duoc bd sung vao cac 18 cla dia 96 giéng c6 mit bén

mau trang, c6 day sach.

Céac khang thé nay dugc pha lodng va dugc chudn d6 t6i 8 diém (ndng d6 chuin
d6 cao gip 3 1an) tuong tng v&i cac ndng d6 0-20 nM (gap hai 14n ndéng do thir nghiém).
Céc khang thé d3 duoc pha losng hodc mdi trudng nudi cdy (d6i v6i cac miu khong duoc -
xtr 1y) (50pL/giéng) dugc bd sung vao cac 16 thich hop. Mbi trudng du (200uL/giéng)
duge bd sung vao cac hang va cot bén ngodi cla cac dia dé ngan ngira qua trinh bay hoi.

Céc dia dugc 1 trong 72 gid & nhiét 4o 37°C.

Céc dia duoc iy ra khoi ti 4 va 0 & nhiét d6 phong trong 30 phuit. Poéng thoi,
dung dich Cell Titer Glo dugc lam tan. Céac dia duoc gd nhe va ria 1 l4n bang 100pL
PBS/giéng (d6i v6i cac té bao hdn dich, truée tién dia nay duge ly tim dé tao hat céc té
bao). 100uL PBS/giéng va 100uL Cell Titer Glo duge bd sung vae mdi giéng va duoc
nghién nhé dé trén. Cac dia duge G trong béng t61 & nhiét 46 phong trong 15 phut va
duoc quan sat bang kinh hién vi dé dam bao xay ra qua trinh phén giai té bao. Sau d6, cac
dia duge doc trén phéat quang ké Glomax.

Két qua

Fig.3c chi ra ring cac khang thé khang LY75 tiép hop véi DM1 va DM4 huéng
t6i cac té bao RAJI c6 hoat tinh gy doc té bao. Fig.3d chi ra hoat tinh gay doc té bao cta
cac khang thé khang LY75 tiép hop véi DMI1 va DM4 huéng t6i cac té bao Namalwa.
Fig.3e c6 hoat tinh gy doc té bao ciia cac khang thé khang LY75 tiép hop véi DMI va
DM4 hudng t6i cac té bao Karpas 299. Céac két qua nay chimg t6 rang murc ting hoat tinh
gdy doc té bao ty 1& thuan véi ndng d6 khang thé va cac khang thé khang LY75 khac
duoc tiép hop véi DM1 va DM4 (dugce chon tir Vi du 1).

Vi du 7: Tac dung cua khéng thé don dong khang LY75 dugc tao tiép hop véi
DM1 va DM4 trong dong té bao ung thu tuy

Nguyén liéu
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Thiét b tach té bao (Phén tach té bao khong cin enzym) (MT-25-056CI) do Fisher
Scientific, PA, USA cung cip. PBS & dd pH=7,4 (1X) (SH30028LS) do Fisher Scientific,
PA, USA cung cép.

Moi truong RPMI 1640 (MT-10-041-CM) do Fisher Scientific, PA, USA cung

cap.
Cell Titer Glo (G7572) do Promega, W1, USA cung cap.
Phuong phép

Céc té bao niy dugce phan tach bang cach sir dung thiét bi tach t€ bao va duogc
dém. 5e3 té bao/giéng dugc quay tron thanh vién (di vai cac té bao hdn dich, nhiéu té
bao c6 thé duge st dung ty thude vao thoi gian nhan dbi t€ bao, nhu 10e3 té bao/giéng).
Céc vién nay dugce tao hén dich lai trong méi truong nudi cdy dé ndng do dat t6i les té

bao/mL.

50puL hén dich té bao/giéng duoc bd sung vao céc 15 cia dia 96 giéng c6 mit bén
mau tring, c6 day sach. Cac khang thé nay dugc pha lodng va duoc chuin do t&i 8 diém
(ndng dd chudn dd cao gip 3 1dn) twong tng véi cac ndng d6 0-20 nM (hai 14n ndng do
thir nghiém). C4c khang thé di dugc pha loing hodc mdi trrong nudi cdy (ddi véi cac
mau khong duoc xir Iy) (50uL/giéng) duge bd sung vao céac 16 thich hop. Méi trudng du
(200pL/giéng) dugc bd sung vao cac hang va cot bén ngoai clia cac dia dé ngan ngira qua

trinh bay hoi. Cac dia dugc G trong 72 gid & nhiét do 37°C.

Céc dia dugc 14y ra khoi ti G va @ & nhiét d6 phong trong 30 phut. Pdng thoi dung
dich Cell Titer Glo dugc lam tan. Cac dia dwoc g6 nhe va rira 1 lan bing 100pL
PBS/ giéng (déi v6i céac t€ bao hdn dich, trude tién dia nay duogc ly tdm dé tao hat cac té
bao). 100puL PBS/giéng va 100pL Cell Titer Glo dugc bd sung vao mdi giéng va duge
nghién nhé dé tron. Cac dia dugc i trong béng t6i & nhiét d6 phong trong 15 phit va
duoc quan sat bing kinh hién vi dé dam bao xay ra qua trinh phén giai té bao. Sau do, cac

dia duoc doc trén phat quang ké Glomax.
Két qua

Fig.3f thé hién hoat tinh gay doc té bao clia cac khang thé khang LY75 tiép hop
v6i DM1 va DM4 huéng téi cac té bao BxPC3. Fig.3g thé hién hoat tinh gy doc té bao
ctia c4c khang thé khang LY75 tiép hop véi DMI1 va DM4 huéng t6i cac té bao HupT4.
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Fig.3h thé hién hoat tinh gy doc té bao clia cac khang thé khang LY75 tiép hop véi DMI
va DM4 huéng t6i cac t& bao HPAFFIIL. Cac két qua nay ching té ring muc ting hoat
tinh gy doc té bao ty 1é thuan véi ndng d6 khang thé va cac khang thé khang LY 75 khac
duoc tiép hop véi DM1 va DM4 (dugc chon tir Vi du 1).

Vi du 8: Tac dung cua khang thé don dong khang LY75 duoc tao tiép hop véi
DMI1 va DM4 & dong té bao bach ciu lympho bao man tinh

Nguyén liéu

Thiét bi tach té bao (Phan tach t& bao khong can enzym) (MT-25-056CI) do Fisher
Scientific, PA, USA cung cép.

PBS & d6 pH=7.4 (1X) (SH30028LS) do Fisher Scientific, PA, USA cung cip.

Mbi truong RPMI 1640 (MT-10-041-CM) do Fisher Scientific, PA, USA cung

cap.
Cell Titer Glo (G7572) do Promega, W1, USA cung cép.
Phuong phap

Céc té bao duoc phan tach bang cach sir dung thiét bi tach té bao va dugc dém.
5e3 té bao/giéng dugc quay tron thanh vién (ddi véi cac té bao hdn dich, nhiéu té bao cé
thé duoc str dung tiy thudc vao thdi gian nhin doi t& bao, nhu 10e3 t& bao/giéng). Cac
vién nay duoc tao hdn dich lai trong mdi trudng nudi céy dé néng do dat toi le5 té

bao/mL.

50pL hdn dich t& bao/giéng duge bd sung vao cac 16 clia dia 96 giéng c6 mit bén

mau trang, ¢ day sach.

Céc khang thé nay duoc pha lodng va dugc chuin do t6i 8 diém (ndng d6 chuin
d6 cao gip 3 14n) twrong tng véi cac ndng d6 0-20 nM (hai 14n ndng do thir nghiém). Cac
khang thé d3 dugc pha lodng hodc mdi trudng nubdi cdy (dbi véi cac miu khong duge xir
1y) (50uL/giéng) dugc bd sung vao cac 15 thich hop. Mbi truong du (200pL/giéng) dugc
bd sung vio cac hang va cot bén ngodi cia cac dia dé ngin ngira qué trinh bay hoi. Cac

dia duoc U trong 72 gié & nhiét do 37°C.

Céc dia dugc 14y ra khoi ta 0 va G & nhiét d6 phong trong 30 phut. Dong thoi dung
dich Cell Titer Glo dugc 1am tan. Céc dia dugc gd nhe va rira 1 lan bang 100uL
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PBS/ giéng (déi v6i cac té bao hdn dich, trude tién dia nay dugc ly tAm dé tao hat céc té
bao). 100uL PBS/giéng va 100pL Cell Titer Glo dugce bd sung vao mdi giéng va duoc
nghién nhé dé tron. Céc dia dugc U trong béng tdi & nhigt do phong trong 15 phut va
dugc quan sat bang kinh hién vi @& dam bao xay ra qua trinh phan giai té bao. Sau d6, cac
dia duoc doc trén phat quang ké Glomax.

Két qua

Fig.3i thé hién hoat tinh gy doc té bao cta cac khang thé khang LY75 tiép hop
v6i DM1 va DM4 huéng t6i té bao EHEB. Fig. 3j thé hién hoat tinh gay doc t& bao cta
cac khang thé khang LY75 tiép hop v6i DMI va DM4 huéng t6i té bao Mec-1. Cac két
qua nay chimg to rang muc ting hoat tinh gay doc té bao ty 16 thuan v6i ndng do khang
thé va cac khang thé khang LY75 khac dugc tiép hop véi DM1 va DM4 (duge chon tr Vi
dul).

Vi du 9: T4c dung cta khang thé don dong khang LY75 dugc tao tiép hop voi
DMI va DM4 & cac dong té bao bach cdu don nhan cép tinh

Nguyén liéu

Thiét bi tach té bao (Phan tach té bao khong cin enzym) (MT-25-056CI) do Fisher
Scientific, PA, USA cung cép.

PBS ¢ d0 pH=7.,4 (1X) (SH30028LS) do Fisher Scientific, PA, USA cung cap.

Mobi truong RPMI 1640 (MT-10-041-CM) do Fisher Scientific, PA, USA cung
cép. ‘

Cell Titer Glo (G7572) do Promega, W1, USA cung clp.

Phuong phép

Céc té bao duoc phan tach bing cach sir dung thiét bi tach té bao va duge dém.
5e3 té bao/giéng dugc quay tron thanh vién (d6i véi cac t& bao hdn dich, nhiéu té bao c6
thé dugc st dung tiry thudc vao thoi gian nhan doi té bao, nhu 10e3.té bao/giéng). Cac
vién nay dugc tao hdn dich lai trong méi trudng nudi cdy dé ndng do dat t6i le5 té
bao/mL.

50uL hén dich té bao/giéng dugc bd sung vao cac 15 clia dia 96 giéng c6 mit bén

mau tring, c¢6 ddy sach. Cac khing thé nay dugc pha lodng va dugc chuin d6 t6i 8 diém
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(ndng d6 chudn do cao gép 3 14n) twong tmg v6i cac noéng dd 0-20 nM (hai l4n ndng d6
thir nghiém). Cac khang thé di duoc pha loing hodc mdi trudng nudi chy (ddi véi cac
mau khong duge xt 1y) (50pL/giéng) duge bd sung vao cac 15 thich hop. Méi truong du
(200pL/giéng) duge bd sung vio cac hang va cdt bén ngoai cua cac dia dé ngan ngira qua
trinh bay hoi. Cac dia dugc 1 trong 72 git & nhiét do 37°C.

Céc dia dugc 14y ra khoi ti @ va G & nhiét @ phong trong 30 phit. DPong thoi dung
dich Cell Titer Glo dugc 1am tan. Cac dia dugc gd nhe va rira 1 ldn bing 100pL
PBS/giéng (d6i véi cac té bao hdn dich, trudc tién dia nay dugc ly tim dé tao hat cac té
bao). 100pL PBS/giéng va 100uL Cell Titer Glo duge bd sung vao mdi giéng va duoc
nghién nhé dé tron. Cac dia dugc U trong béng td1 & nhiét d6 phong trong 15 phut va
dwoc quan sat bang kinh hién vi dé dam bao xay ra qua trinh phan giai t€ bao. Sau d6, cac
dia dugc doc trén phat quang ké Glomax.

Két qua

Fig.3k thé hién hoat tinh gy doc té bao clia cac khang thé khang LY75 tiép hop
véi DMI v DM4 huéng t6i cac t& bao AML-193. Cac két qua nay ching td ring mirc
ting hoat tinh gdy doc té bao ty 1é thuan véi ndng d6 khang thé va cac khang thé khang
LY75 khac duoc tiép hop véi DM1 va DM4 (dugc chon tir Vi du 1).

Vi du 10: Tac dung cta khang thé don dong khang LY75 dugc tao tiép hop véi
DM1 va DM4 ¢ cac dong té bao ung thu vii

Nguyén Héu

Thiét bi tach té bao (Phan tach té bao khong cin enzym) (MT-25-056CI) do Fisher
Scientific, PA, USA cung cap.

PBS & d0 pH=7,4 (1X) (SH30028LS) do Fisher Scientific, PA, USA cung cép.

Moi truong RPMI 1640 (MT-10-041-CM) do Fisher Scientific, PA, USA cung
cép.

Cell Titer Glo (G7572) do Promega, W1, USA cung cép.

Phuong phép

Cac t& bao duogc phéan tach bing cach sir dung thiét bi tach té bao va duge dém.

5¢3 t& bao/giéng duge quay tron thanh vién (d6i véi cac té bao hén dich, nhiéu té bao c6
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thé duoc st dung tiy thudc vao thoi gian nhan doi t& bao, nhu 10e3 té bao/giéng). Cac
vién ndy duoc tao hdn dich lai trong moi trudng nudi cdy dé ndng do dat t6i le5 té

bao/mL.

50puL hdn dich té bao/giéng dugc bd sung vao cic 15 cla dia 96 giéng c6 mit bén

mau trang, c6 day sach.

Céc khang thé dugc pha lodng va duge chudn d6 t6i 8 diém (ndng do chuin do cao
gAp 3 14n) tuong tmg véi cac nbng do 0-20 nM (hai 1an ndng @) thir nghiém). Cac khang
thé d3 duogc pha lodng hoic mdi trudng nudi cdy (dbi v6i cac miu khong dugc xir 1y)
(50puL/giéng) dugc bd sung vao céc 16 thich hgp. Mbi trudng du (200pL/giéng) duoc bd
sung vao cac hang va cot bén ngoai cua cic dia dé ngin ngira qua trinh bay hoi. Cac dia

dugc 0 trong 72 gid & nhiét do 37°C.

Céc dia duoc 14y ra khoi til &t va i & nhiét do phong trong 30 phut. Déng thoi dung
dich Cell Titer Glo dugc lam tan. Cac dia dugc gd nhe va rua 1 lan bang 100pL
PBS/giéng (dbi véi cac té bao hén dich, trude tién dia ndy dugc ly tim d tao hat cac té
bao). 100pL PBS/giéng va 100uL Cell Titer Glo duge bd sung vao mdi giéng va dugc

‘nghién nho & tron. Céc dia dugc U trong béng t51 & nhiét d6 phong trong 15 phit va
~dugc quan sat béang kinh hién vi dé dam bao xay ra qua trinh phén giai té€ bao. Sau do, cac
dia duogc doc trén phat quang ké Glomax.

Két qua

Fig.31 thé hién hoat tinh gy doc t& bao cua cac khang thé khang LY75 tiép hop
voi DM1 va DM4 hﬁé’ng t6i cc t€ bao HCC 70 (Am tinh v6i ER, PR va Her2). Fig.3m
thé hién hoat tinh gay doc té bao cua cic khang thé khang LY75 tiép hop véi DM1 va
DM4 huéng t6i cac té bao HCC 1806 (Am tinh vé6i ER, PR va Her2). Fig.3n thé hién hoat
tinh gdy doc té bao ciia cac khang thé khang LY75 tiép hop véi DM1 va DM4 hudng t6i
cac t& bao MDA-MB-468. Cac két qua ndy chimg t6 ring mirc ting hoat tinh giy doc té
bao ty 1€ thuén véi ndng d6 khang thé.

Vi du 11: T4c dung cta khang thé don dong khang LY75 dugce tao tiép hop véi
DM1 va DM4 & cac dong té bao ung thu bang quang

Nguyén liéu
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Thiét bi tach té bao (Phan tach té bao khong cin enzym) (MT-25-056CI) do Fisher
Scientific, PA, USA cung cép.

PBS & d6 pH=7,4 (1X) (SH30028LS) do Fisher Scientific, PA, USA cung cép.

Mboi truong RPMI 1640 (MT-10-041-CM) do Fisher Scientific, PA, USA cung

cép.
Cell Titer Glo (G7572) do Promega, W1, USA cung cép.
Phuong phéap

Cac té bao nay duoc phén tach bang cach sir dung thiét bi tach té bao va dugc
dém. 53 t bao/giéng dugc quay tron thanh vién (d6i v6i cac té bao hdn dich, nhidu té
bao c6 thé duge st dung tiy thudc vao thoi gian nhan doi té bao, nhu 10e3 té bao/giéng).
Céc vién nay dugc tao hén dich lai trong méi trudng nudi cdy dé ndng do dat t6i le5 té

bao/mL.

50puL hdn dich t& bao/giéng duoc bd sung vao céac 18 cia dia 96 giéng c6 mit bén
mau tring, c6 day sach. Cac khang thé dugc pha lodng va duge chuén d6 t6i 8 diém
(ndng do chuén d6 cao gip 3 14n) trong tmg véi cac nong d6 0-20 nM (hai 14n ndng dd
thir nghiém). Cac khang thé di duoc pha lodng hodc moi trudng nudi chy (d6i véi cac
méau khong d&qc xtr Iy) (50uL/giéng) dugc bd sung vao céac 16 thich hop. Moi trudng du
(200pL/giéng) duge bd sung vio cac hang va cot bén ngoai clia cac dia dé ngan ngira qua

trinh bay hoi. Cac dia dugc u trong 72 gio & nhiét do 37°C.

Céc dia duoc 14y ra khéi ti @ vA 0 & nhiét d6 phong trong 30 phut . Pdng thoi
dung dich Cell Titer Glo dugc lam tan. Cac dia dugc gd nhe va rira 1 1dn bang 100uL
PBS/giéng (d6i v6i cac té bao hdn dich, trudc tién dia nay dugc ly tim d tao hat cac té
bao). 100uL. PBS/giéng va 100uL Cell Titer Glo dugc bd sung vio mdi giéng va duoc
nghién nhé dé tron. Cac dia duogc 0 trong béng t6i & nhiét do phong trong 15 phut va
duoc quan sat bang kinh hién vi dé dam bao xay ra qua trinh phan giai té bao. Sau d6, cac

dia dugc doc trén phat quang ké Glomax.
Két qua

Fig.30 thé hién hoat tinh gy doc t& bao clia cac khang thé khang LY75 tiép hop
v6i DMI va DM4 huéng t6i cac t& bao RT4. Fig.3p thé hién hoat tinh gy doc té bao clia
c4c khang thé khang LY75 tiép hop v6i DMI1 va DM4 hudng tdi cac té bao 5637. Fig.3q
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thé hién hoat tinh gdy doc té bio cia céc khang thé khang LY75 tiép hop véi DMI va
DM4 huéng t6i cac té bao SW780. Cac két qua nay ching to rang murc ting hoat tinh giy

doc té bao ty 18 thuan véi n&‘)ng d6 khang thé.

Vi du 12: Tac dung cta khang thé don dong khang LY75 dugc tao tiép hop véi
DM1 va DM4 & cac dong té bao ung thu diu va cb

Nguyén liéu
Thiét bi tach té bao (Phén tach t& bao khong can enzym) (MT-25-056CT) do Fisher
Scientific, PA, USA cung cép.

PBS & d6 pH=7.4 (1X) (SH30028LS) do Fisher Scientific, PA, USA cung cép.

Maéi truong RPMI 1640 (MT-10-041-CM) do Fisher Scientific, PA, USA cung

cap. 4
Celi Titer Glo (G7572) do Promega, W1, USA cung c4p.
Phuong phép

Céac té bao dugc phan tach béng céch st dung thiét bi tach té bao va duge dém.
5e3 t& bao/giéng dugc quay tron thanh vién (d6i véi cac té bao hdn dich, nhiéu té bao cb
thé dugc sir dung tiy thudc vao thoi gian nhan doi té bao, nhu 10e3 té bao/giéng). Cac
vién nay duoc tao hdn dich lai trong méi truong nudi cdy dé ndng do dat tGi le5 té

bao/mL.

50pL hdn dich té bao/giéng dugce bd sung vao cac 15 cia dia 96 giéng c6 mit bén
mau tring, c6 day sach. Cac khang thé nay dugc pha lodng va dugc chudn dd t6i 8 diém
(ndng d6 chudn do cao gép 3 14n) twrong tmg v6i cac ndng d6 0-20 nM (hai 1an ndng do
thir nghiém). Cac khang thé di dugc pha loing hodc méi trudng nudi chy (dbi véi cac
mAu khong dwoc xir Iy) (50pL/giéng) dugc bd sung vao cac 1 thich hgp. Moi trudng du
(200pL/giéng) dugc bd sung vao cac hang va cot bén ngoai clia céc dia dé ngin ngira qua
trinh bay hoi. Cac dia dugc 1 trong 72 git & nhiét d6 37°C.

Céc dia duoc 14y ra khoi tii 0 va &t & nhiét dd phong trong 30 phiit. Pong thoi dung
dich Cell Titer Glo dugc 1am tan. Cic dia duoc g nhe va rira 1 1an bang 100uL
PBS/giéng (d6i véi céac té bao hdn dich, truéce tién dia nay dugc ly tAm dé tao hat céc té
bao). 100pL PBS/giéng va 100uL Cell Titer Glo dugc bd sung vao mdi giéng va dugc
nghién nho @& tron. Cac dia dugc U trong béng tdi & nhiét 4 phong trong 15 phut va
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dugc quan sat bang kinh hién vi d& dam bao x4y ra qua trinh phén giai t& bao. Sau do, cac
dia duogc doc trén phat quang ké Glomax.

Két qua

Fig.3r thé hién hoat tinh gay doc té bao ciia cac khang thé khang LY75 tiép hop
v6i DM1 va DM4 huéng t61 SCC-9 céc t& bao. Cac két qua nay chimg to ring mic ting
hoat tinh gy doc t& bao ty 1é thuan véi ndng d6 khang thé.

Vi du 13: T4c dung cta khang thé don dong khang LY75 duoc tao tiép hop véi
DM1 va DM4 & c4c dong té bao ung thu thuc quan

Nguyén liéu

Thiét bi tach té bao (Phan tach té bao khong cin enzym) (MT-25-056CT) do Fisher
Scientific, PA, USA cung cép.

PBS & @6 pH=7,4 (1X) (SH30028LS) do Fisher Scientific, PA, USA cung cap.

Mobi trudomg RPMI 1640 (MT- 10-041-CM) do Fisher Scientific, PA, USA cung

cép.
Cell Titer Glo (G7572) do Promega, W1, USA cung cap.
Phuong phép

Céc té bao dugc phan tach bang cach st dung thiét bi tach té bao va dugc dém.
5¢3 t& bao/giéng dugc quay tron thanh vién (d6i véi cac té bao hdn dich, nhidu té bao cb
thé duoc st dung tiy thudc vao thdi gian nhan dbi té bao, nhu 10e3 té bao/giéng). Cac
vién nay duoc tao hdn dich lai trong mdi trudng nudi cdy dé ndng do dat téi le5 té

bao/mL.

50pL hdn dich té bao/giéng dugc bd sung vao cac 16 ciia dia 96 giéng c6 mit bén
mau tring, c6 day sach. Cac khang thé nay dugc pha lodng va dugc chuén db t6i 8 diém
(néng d6 chuin d6 cao gp 3 1an) twong g Vvéi cac ndng d6 0-20 nM (hai 14n ndng dd
thir nghiém). Cac khéang thé d4 dugc pha lodng hodc méi truong nudi cdy (ddi véi céc
mAu khong duge xtr 1y) (50pL/giéng) duoc bd sung vao cac 15 thich hgp. Méi truong du
(200pL/giéng) duge bd sung vao cac hang va cot bén ngoai cla cac dia dé ngan ngira qua

trinh bay hoi. Céc dia dugc G trong 72 gid & nhiét d6 37°C.
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Céc dia dugc 14y ra khéi ti G va G & nhiét 46 phong trong 30 phat. Pdng thoi dung
dich Cell Titer Glo duoc 1am tan. Cac dia duoc gd nhe va rira 1 1in bang 100pL
PBS/ giéng (déi v6i cac té bao hdn dich, trude tién dia nay duogc ly tdm dé tao hat cac té
bao). 100pL PBS/giéng va 100pL Cell Titer Glo dugc bd sung vao mdi giéng va dugc
nghién nhé dé trén. Cac dia dugc U trong boéng t6i & nhiét do phong trong 15 phit va
duoc quan sat bang kinh hién vi @& dam bao xay ra qua trinh phan giai té bao. Sau do, cac

dia dugc doc trén phét quang ké Glomax.

Két qua

Fig.3s thé hién hoat tinh gdy ddc té bao cta cac khang thé khang LY75 tiép hop
v6i DM1 va DM4 huéng t6i OE 19 cac té bao. Cac két qua nay ching t6 ring miic ting
hoat tinh gy doc té bao ty 1& thuan v6i ndng d6 khang thé.

Vi du 14: T4c dung cta khang thé don dong khang LY75 dugc tao tiép hop véi
DM1 va DM4 & cac dong té bao ung thu budng trimg

Nguyén liéu

Thiét bi tach té bao (Phan tach té bao khong cin enzym) (MT-25-056CI) do Fisher
Scientific, PA, USA cung cép. '

PBS & d6 pH=7,4 (1X) (SH30028LS) do Fisher Sciéntiﬁc, PA, USA cung cép.

Moi truong RPMI 1640 (MT-10-041-CM) do Fisher Scientific, PA, USA cung
cap. |

Cell Titer Glo (G7572) do Promega, W1, USA cung cap.

Phuong phép

Céc t& bao nay duoc phén tach bing cach sir dung thiét bj tach t& bao va duoc
dém. 5e3 té bao/giéng dwoc quay tron thanh vién (d6i véi cac t& bao hén dich, nhiéu té
bao c6 thé duge sir dung ty thudc vao thoi gian nhan doi té bao, nhu 10e3 té bao/giéng).
Céc vién nay duge tao hdn dich lai trong méi trudng nubdi ciy dé ndng do dat t6i le5 té
bao/mL.

50pL hén dich t& bao/giéng dugc bd sung vao cac 16 cia dia 96 giéng cé mit bén
maiu tring, c¢6 day sach. Cac khang thé duoc pha lodng va dugc chuin d6 toi 8 diém

(ndng d6 chuén d6 cao gép 3 1an) trong g vé6i cac ndng d9 0-20 nM (hai 14n ndng d6
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thir nghiém). Cac khang thé di duoc pha lodng hoic mdi trudng nudi ciy (di véi cac
mAu khéng duge xir ly) (50uL/giéng) duoc bd sung vao cac 16 thich hop. Mbi truong du
(200uL/giéng) dugc bd sung vio cac hang va cot bén ngodi cia cac dia dé ngan ngira qua
trinh bay hoi. Cac dia dugc U trong 72 gid & nhiét do 37°C.

Céc dia duoc 14y ra khéi ti G va & & nhiét d6 phong trong 30 phut. Déng thoi dung
dich Cell Titer Glo dugc 1am tan. Cac dia dugc gd nhe va rira 1 lan bing 100pL
PBS/giéng (d6i v6i cac té bao hdn dich, trude tién dia nay duogc ly tdm dé tao hat cac té
bao). 100pL PBS/giéng va 100uL Cell Titer Glo duoc bd éung vio mdi giéng va dugc
nghién nhé d tron. Cac dia duoc U trong béng tdi & nhiét 46 phong trong 15 phut va
duoc quan sat bang kinh hién vi ¢ dam bao xay ra qu4 trinh phan giéi té bao. Sau do, cac
dia duoc doc trén phét quang ké Glomax.

Két qua

Fig.3t thé hién hoat tinh giy doc té bio ciia cic khang thé khang LY75 tiép hop
v6i DM1 va DM4 hudng t6i cac té bao OVCAR-3. Fig.3u thé hién hoat tinh gdy doc té
bao ciia cac khang thé khang LY75 tiép hop voi DM1 va DM4 hudng t6i cac t& bao SK-
OV-3. Cac két qua nay chimg t6 ring mirc ting hoat tinh gy doc té bio ty 1é thuan véi
nbng d6 khang thé.

Vi du 15: Tac dung cta khang thé don dong khang LY75 dugc tao tiép hop véi
DM1 va DM4 & cac dong té bao da u tiy

Nguyén liéu

Thiét bi tach t& bao (Phén tach té bao khong cdn enzym) (MT-25-056CI) do Fisher
Scientific, PA, USA cung cép.

PBS & @6 pH=7,4 (1X) (SH30028LS) do Fisher Scientific, PA, USA cung cép.

Moi truong RPMI 1640 (MT-10-041-CM) do Fisher Scientific, PA, USA cung

cap.
Cell Titer Glo (G7572) do Promega, W1, USA cung cip.
Phuong phép
Céc t€ bao dugc phan tach bang cach sir dung thiét bi tach t& bao va duge dém.

5e3 té bao/giéng dugc quay tron thanh vién (d6i v6i cac té bao hdn dich, nhidu t& bao co
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thd duge st dung tiy thudc vao thdi gian nhin d6i t& bao, nhu 10e3 té bao/giéng). Cac
vién nay duogc tao hdn dich lai trong mdi trudng nudi céy dé néng d6 dat tGi le5 té

bao/mL.

50uL hon dich té bao/giéng dugc bd sung vao cac 16 clia dia 96 giéng c6 mit bén
mau tréng, c6 day sach. Cac khang thé dugc pha loang va duogc chuin do t6i 8_diém
(ndng d6 chudn do cao gip 3 14n) twong tmg véi cac ndng dd 0-20 nM (hai lan ndng do
thir nghiém). Cac khang thé d3 dugc pha lodng hoic méi trudng nudi cdy (d6i vdi cac
mau khong duoc xir Iy) (50uL/giéng) duoc bd sung vao cac 15 thich hop. Mbi truong dur
(200pL/giéng) dugc bd sung vao cac hang va cot bén ngoai clia cac dia dé ngan ngira qua
trinh bay hoi. Cac dia dugc 0 trong 72 gio & nhiét do 37°C.

Céc dia duoc 1dy ra khoi ti @ va G & nhiét do phong trong 30 phit. Pong thoi dung
dich Cell Titer Glo dugc lam tan. Cac dia dugc gd nhe va rda 1 lan béng 100pL
- PBS/giéng (d6i vé6i cac té bao hdn dich, trudc tién dia nay duge ly tdm dé tao hat cac té
bao). 100pL PBS/giéng va 100pL Cell Titer Glo duge bd sung vio mdi giéng va dugc
nghién nhé dé trén. Cac dia duge 1 trong béng t6i & nhiét 4o phong trong 15 phut va
duoc quan st bang kinh hién vi @& dam bao xay ra qua trinh phéan giai té bao. Sau do, cac
dia dugc doc trén phét quang ké Glomax.

Két qua

Fig.3v thé hién hoat tinh gdy ddc t€ bao clia cac khang thé khang LY75 tiép hop
v6i DM1 va DM4 huéng téi cac té bao MOLP-8. Fig.3w thé hién hoat tinh gay doc té
bao cia céc khang thé khang LY75 tiép hop véi DM1 va DM4 huéng t6i cac té bao
RPMI8226. Cac két qua ndy chung té ring miic ting hoat tinh giy doc té bao ty 1& thuin
v6i ndng dd khang thé.

Vi du 16: Téac dung cta khang thé don dong khang LY75 duoc tao tiép hop vai
DM1 va DM4 & m6 hinh di ghép Raji

Tac dung cia LY75 DMI va LY75 DM4 dugc thtr nghiém & mo hinh di ghép
ctia chudt nhit SCID bi u bach huyét Burkit Raji dudi da.

Chu6t nhit SCID thiéu hut mién dich dugc tao mién dich dudi da bing cac té bao
khdi u Raji (u bach huyét Burkitt nguoi). Cac khdi u dugc hinh thanh va cac con chudt
duoc chia vao nam nhém didu tri, 3-6 con/nhém. Khi thé tich khéi u trung binh dat t&i
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kich thudc trung binh 1a 129-132 mm3/nhém, mdi nhém nay duge diéu tri béng mot
trong sb cac hop chét sau, dugc ding trong tinh mach véi lidu da dinh: nhém 1 (T4 dugc;
nuéc mudi dém phosphat (PBS)); nhém 2 (LY75_DMI; 10mg/kg), nhém 3 (Isotyp DM1
déi chung; 10mg/kg), nhém 4 (LY75 DM4; Smg/kg), nhém 5 (isotyp SPBDDM4 ddi
ching; 5mg/kg). lidu thir hai dugc ding mot tudn sau d6. Thé trong (BW) dugc kiém tra,
chudt nhit dugc kiém tra thudng xuyén vé strc khde va céc tac dung phu, va cac khéi u
duoc do hai 14n hing tudn. Chudt nhit dugc gy chét khéng dau dén khi cac khdi u ciia
chung dat t61 thé tich cubi 2000 mm3 hodc sau 60 ngay, tinh theo ngay nao dat duoc
truede. Hiéu qua dugce xac dinh tir mirc d 1am chdm su phat trién cta khéi u (TGD), tang
theo thoi gian trung binh dén diém cubi (TTE) va tir phan tich logrank vé s sai khac
trong duong cong séng sot Kaplan Meier & chudt nhit di duge diéu tri bing ADC véi
chudt nhit duge diéu tri b::ing PBS. Nim con chudt diu tién dugc diéu tri béng ta dugc dé
dat diém cudi dugc kiém tra khdi u ma duoce xir ly b%lng cach cb dinh formalin fixation va

dugc nhung parafin.
Két qua

Fig.4a thé hién mbi LY75 DM1 va LY75 _DM4 c6 hoat tinh khang khéi u dang ké
va kha ning séng sét kéo dai dang ké & m6 hinh di ghép ctia chudt nhit SCID bi u bach
huyét Burkitt Raji khi so sanh v6i nhém ddi chimg; tuy nhién, litu LY75 DM4 1a.
5mg/kg 12 hiru hidu hon so véi liéu LY75_DMI 13 10mg/kg, 1am cho 5 trong 6 con chudt
nhit ¢4 tac dung hoan toan ma con gay thoai bién khdi u tam thoi. Toan bd cac duge chat
diéu tri duoc dung nap t6t va nhan théy khong c6 doc tinh trén 1am sang. Cac dir liéu nay
goiy rﬁng tac dung cia ADC huéng dich LY75, vi du, LY75 DMI1 va LY75_DM4, tao
ra tac dung 14m sang c6 loi dé diéu tri cho dbi twong bi bénh ung thu bach huyét khéng
phai Hodgkin.

Vi du 17: Téc dung cua khang thé don dong khang LY75 dugc tao tiép hop véi
DM1 va DM4 & md hinh di ghép Namalwa

Téac dung cia LY75 DMI1 va LY75 DM4 dugce thir nghiém & md hinh di ghép
cua chuot nhit SCID bi u bach huyét Namalwa Burkitt dudi da.

Chudt nhit SCID thiéu hut mién dich dugc tao mién dich dudi da bing céac té bao
khéi u Namalwa (u bach huyét Burkitt ciia nguoi). Cac khdi u duoc tao ra va chudt nhit

duoc chia vao nam nhém diéu tri, 6 con/nhém. Khi thé tich khdi u trung binh dat t6i kich
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thuge trung binh 13 114 mm3/nhém, mdi nhém ndy duge diéu tri béng mot trong sb cac
hop chét sau, duoc dung trong tinh mach véi lidu d3 dinh: nhém 1 (T4 duge; nude mudi
dém phosphat (PBS)); nhém 2 (LY75_DMI; 10mg/kg), nhém 3 (Isotyp DM1 d6i chung
; 10mg/kg), nhém 4 (LY75 DM4; 5Smg/kg), nhém 5 (isotyp SPBDDM4 dbi chung;
5mg/kg). Thé trong (BW) duoc kiém tra, chudt nhit dugc kiém tra thudng xuyén vé stc
khoe va cac tac dung phu, va cac khdi u dugce do hai 1an héng tudn. Chudt nhét dugc gay
chét khong dau dén khi cac khéi u cia chung dat té1 thé tich cudi 12 2000 mm’ hodc sau
60 ngdy, tinh theo ngay nao dat dugc trudc. Hiéu qua duge xac dinh theo mirc do lam
cham su phat trién ctia khéi u (TGD), tang theo thoi gian trung binh t6i diém cudi (TTE),
va tir viéc phén tich log rank vé su sai khac & dudng cong sdng s6t Kaplan Meier & chudt
nhét d3 dugc diéu tri béng ADC so v6i chudt nhit di dugc diéu tri b::ing PBS. Nam con
chudt diu tién duge didu tri bang t4 duoc dé dat t6i diém cudi dugc kiém tra cac khéi u

ma duge xtt Iy bang cach ¢d dinh formalin va duge nhiing parafin.
Két qua

Fig.4b chi ra ring mdi LY75_DMI1 va LY75_DM4 c6 hoat tinh khang khéi u dang
ké va kha nang séng sot kéo dai & mo hinh di ghép ctia chudt nhit SCID bi u bach huyét
Namalwa Burkitt khi so sanh v6i nhém déi chimg; tuy nhién, lidu LY75 DM4 1a
50mg/kg c6 tac dung t6t hon dang ké so véi liu LY75_DMI1 la 10mg/kg, 1am giam nhe
thé tich khdi u. Toan bd cac duge chét diéu tri dugc dung nap tdt va nhan tha?iy khong c6
doc tinh trén 14m sang. Céc dit liéu nay goi ¥ ring tac dung ctia ADC huéng dich LY75,
vi du, LY75 DM1 va LY75_DM4, tao ra tac dung c6 loi trén 1am sang @ diéu tri cho d6i
tugng bi bénh ung thu bach huyét khong phai Hodgkin.

Vi du 18: T4c dung cua khang thé don dong khang LY75 dugc tao tiép hop véi
DMI1 va DM4 ¢ md hinh di ghép ung thu tuy

Téc dung cua LY75 DMI1 va LY75 DM4 dugc thir nghiém ¢ md hinh di ghép
ctia chu6t trui 16ng tuyén tuy bi ung thu biéu md tuy HPAFII duéi da.

Chuét nhét trui 16ng bi thiéu hut mién dich & tuy duge tao mién dich dudi da bing
céc t& bao khdi u HPAFII (ung thu biéu mé tuy & ngudi). Cac khéi u dugce tao ra va chudt
nhét dugc chia vao ndm nhém didu tri, 6 con/nhém. Khi thé tich khéi u trung binh dat t6i
kich thudc trung binh ~114 mm3/nhém, mdi nhém duge diéu tri béng mot trong sb cac

hop chét sau, dugc ding trong tinh mach véi lidu d4 dinh: nhém 1 (T4 dugc; nude mubi
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dém phosphat (PBS)); nhém 2 (LY75_DMI1; 10mg/kg), nhém 3 (isotyp DM1 ddi chimg;
10mg/kg), nhém 4 (LY75 DM4; 5mg/kg), nhém 5 (isotyp SPBDDM4 d6i chung;
5mg/kg). Thé trong (BW) dugc kiém tra, chudt nhit dugc kiém tra thudng xuyén vé sirc
khoe va cac tac dung phu, va khéi u duge do ba 1an hing tudn. Chudt nhit duoc giy chét
khong dau dén khi cac khdi u cta ching dat t6i thé tich cudi 13 2000 mm3 hoic sau 90
ngay, tinh theo ngiy nao dat duge trude. Hidu qua duge xac dinh theo tac dung diéu tri
v& thé tich khéi u va tir viéc phan tich log rank cua su sai khac & dudng cong vé kha niang
séng s6t Kaplan-Meier & chudt nhit d3 duge didu tri bing ADC hoic d3 dugc didu tri
béng PBS. Céc khdi u duge kiém tra tir chudt nhat ddi ching duogc diéu tri b?lng ta duogc

va duge xtr Iy bang cach ¢b dinh formalin va dugc nhing parafin.
Két qua

Fig.4c chi ra ring LY75 DMI1 va LY75 DM4 c6 hoat tinh khang khéi u déng ké
va ¢6 tidm ning va kha ning séng s6t kéo dai & md hinh di ghép ciia chudt nhit trui 1ong
HPAFII turong tu so véi nhém dbi ching. Toan bd cac dugce chét diéu tri dugc dung nap
t6t va nhan thiy khéng c6 doc tinh trén 14m sang. Cac dir liéu nay goi ¥ ring ADC c6 kha
nang huéng dich LY75, vi du LY75 DM1 va LY75 DM4, d tao ra tac dung c6 loi trén

1am sang dé diéu tri cho dbi tugng bi bénh ung thu tuy.

Vi du 19: Tac dung ctia khang thé don dong khang LY75 dugc tao tiép hop véi
DM1 va DM4 & m6 hinh di ghép ctia chu6t nhit bi ung thu bang quang

Tac dung ctia LY75 DMI1 va LY75 DM4 dugce tht nghiém & mo hinh di ghép
ctia chudt nhit SCID bi ung thu bang quang SW780 dudi da ngudi.

Chuét nhit trui 16ng bi thiéu hut mién dich & tuy dugc tao mién dich dudi da bang
cac t& bao khbi u HPAFII (ung thu biéu mé tuy & nguoi). Khéi u duoc tao ra va chudt
nhit duge chia vao nim nhém diéu tri, 6 con/nhém. Khi thé tich khéi u trung binh dat t6i
kich thué6c trung binh ~114 mm3/nhém, mbi nhém duge xir Iy bang mot trong sb cac hop
chét sau, duogc ding trong tinh mach véi liéu da dinh: nhém 1 (T4 dugc; nude mudi dém
phosphat (PBS)); nhom 2 (LY75 DMI; 1mg/kg), nhém 3 (LY75_DM1; 2,5mg/kg),
nhom 4 (LY75 DMI1; 5mg/kg), nhém 5 (LY75_DM4; 1mg/kg) ), nhém 6 (LY75 DM4;
2,5mg/kg)), nhém 7 (LY75_DM4; 5mg/kg) ), nhém 8 (isotyp SPBDDM4 dbi chimg;
5mg/kg). Thé trong (BW) duoc kiém tra, chudt nhét dugc kiém tra thuong xuyén vé sirc
khoée va cac tac dung phuy, va khéi u dugc do ba 1an h:?mg tudn. Chudt nhit duoc gdy chét
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khong dau dén khi cac khéi u ciia ching dat t6i thé tich cudi 1a 2000 mm3 hogc sau 90
ngdy, tinh theo ngay nao dat dugc trude. Hiéu qua dugce xac dinh theo tic dung diéu tri
v thé tich khdi u va tir viéc phén tich log rank cla sy sai khac & dudng cong vé kha ning
séng sot Kaplan-Meier & chudt nhét d3 duoc diéu tri béng ADC hoic d3 duoc diéu tri
bing PBS. Céc khéi u dugc kiém tra tir chudt nhét d6i chimg dugc diéu tri bang té duge

va dugc xir 1y bang cach c¢b dinh formalin va dugc nhiing parafin.
Két qua

Fig.4d chi ra réng LY75_DM1 va LY75 _DM4 c6 hoat tinh khang khéi u dang ké
va tiém ning va kha ning sdng sot kéo dai & mé hinh di ghép clia chudt nhat trui 16ng
SW780 tuong tu so véi dbi ching. Toan bd cac dugc chét diéu tri dugc dung nap tdt va
nhén thiy khong ¢6 doc tinh trén 1am sang. Cac dit liéu nay goi ¥ rang cdc ADC c6 kha
ning huéng dich LY75, vi dy, LY75 _DMI1 va LY75_DM4, dé tao ra tac dung c6 loi trén

]am sang dé diéu tri ddi tuong bi bénh ung thu bang quang.

Vi du 20: T4c dung cta khang thé don dong khang LY75 duge tao tiép hop véi
DM1 va DM4 & mo6 hinh di ghép bi ung thu va

Tac dung ctia LY75 DMI1 va LY75 DM4 dugc thir nghiém ¢ md hinh di ghép
ctia chudt nhét trui 16ng khong c6 tuyén tic MDA-MB-468 dudi da.

Chuot nhét trui 16ng bi thiéu hut mién dich & tuy dugc tao mién dich duéi da bang
cac té bao khbi u MDA-MB-468 (ung thu vii 4m tinh v6i ba thu thé hormon). Céc khdi u
duoc tao ra va chudt nhit dugc chia vao bay nhém didu tri, 10 con/nhém. Khi thé tich
khéi u trung binh dat t6i kich thudce trung binh 167mm3/nhém, mdi nhém duge diéu tri
bang mdt trong s6 cac hop chét sau, dugc dung trong tinh mach véi lidu d3 dinh: nhém 1
(T4 dugc; natri suxinat 20mM, d6 pH = 5,0, 6% trehaloza, 0,04% polysorbat); nhém 2
(LY75_DM1; 5mg/kg), nhém 3 (LY75_DMI; 10mg/kg), nhém 4 (LY75_DM4; Smg/kg),
nhém 5 (LY75 DM4; 2,5mg/kg), nhém 6 (LY75_DM4; Img/kg), nhém 7 (Isotyp
control-DM4; 5mg/kg). Thé trong (BW) dugc kiém tra, chudt nhit dugc kiém tra thuong
xuyén vé strc khoe va cac tac dung phu, va cac khéi u duge do hai 1an hing tu?m. Chudt
nhit duoc giy chét khong dau dén 82 ngay sau gdy nhiém khéi u. Hidu qua duoc xac
dinh tir hoat tinh khéng khdi u (kich thuéc khdi u trung binh trong nhém diéu tri/kich
thuée khéi u trung binh trong nhém ddi ching x 100) va mirc ting theo thdi gian trung
binh va diém cuéi (TTE) & chudt nhit di dwoc diéu tri bing ADC so véi chudt nhit da
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duge diéu tri bing PBS. Nam khéi u ¢6 kich thudc 16n nhit & chudt nhit déi chimg dugc
didu tri bang ta duoc vio ngay 71 sau khi giy nhiém duge kiém tra duge xir Iy bing cach

c¢b dinh formalin va dugce nhiing parafin.
Két qua

Fig.4e chi ra rang mdi LY75 DM1 va LY75-DM4 c6 hoat tinh khang khéi u
manh & mé hinh di ghép cia chudt nhét trui 16ng MDA-MB-468 so v6i nhém dbi ching.
Hoat tinh phu thudc liéu quan sat duge & LY75_DM4, trong d6 lidu 2,5 va Smg/kg c6 tac
dung manh hon so véi lidu Img/kg. O liéu Smg/kg, LY75 DMI1 va LY75 DM4 cé tac
dung tuong duong nhau. Muc d9 thoai bién kéo dai vé thé tich khdi u trung binh quan sat
duogc v6i LY75 DMI & liu 10 va Smg/kg va LY75 _DM4 & liéu 5 va 2,5mg/kg. Toan bd
cac duoc chit diéu tri dugc dung nap tdt va nhan théy khong c6 ddc tinh trén 1am sang.
Céc dir 1iéu ndy goi ¥ rang cac ADC c6 kha ning huéng dich LY75, vi du LY75_DMI va
LY75 DM4, dé tao ra tac dung c6 191 trén 1am sang dé didu trj c6 ddi tuong bi bénh ung

thu via &m tinh v6i ba thu thé hormon.

Vi du 21: Téc dung cta khang thé don dong khang LY75 dugc tao tiép hop véi
DM1 va DM4 ¢ m6 hinh di ghép ung thu truc trang

Téac dung ctia LY75 DMI1 va LY75 DM4 duogc thir nghiém & md hinh di ghép
ctia chudt nhét trui 16ng tuyén tuy bi ung thu biéu mé truc trang COLO205 dudi da.

Chu6t nhit trui 16ng bi thiéu hut mién dich & tuy duge tao mién dich duéi da cac
té bao khdi u bang COLO205 (ung thu truc traing & ngudi). Khéi u duoc fao ra va chudt
nhét duge chia vao nim nhém diéu tri, 6 con/nhém. Khi thé tich khéi u trung binh dat téi
kich thu6c trung binh 117 mm3/nhém, mdi nhém duge xir 1y bang mot trong sb cac hop
chét sau, duoc ding trong tinh mach véi lidu d3 dinh: nhém 1 (T4 duoc; nuée mudi dém
phosphat (PBS)); nhém 2 LY75 DMI; 10mg/kg), nhém 3 (Isotyp DM1 déi ching;
10mg/kg), nhom 4 (LY75 _DM4; 5Smg/kg), nhém 5 (Isotyp control-DM4; Smg/kg). Liéu
thtt hai dugc ding mudi hai ngly sau lidu thir nhit. Thé trong (BW) dugc kiém tra, chudt
nhit dugc kiém tra thudng xuyén vé sirc khde va cac tac dung phuy, va khéi u dugc do hai
1an hang tudn. Chudt nhét dugce gy chét khong dau dén khi cac khéi u cua chung dat t6i
thé tich cubi 12 1000 mm3 hoic sau 60 ngay, tinh theo ngay nao dat dugce truée. Tac dung
duoc xac dinh theo mirc d 1am cham su phat trién cua khdi u (TGD), ting theo thoi gian

trung binh t6i diém cudi (TTE) va tir viéc phén tich log rank vé su sai khac & duong cong
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séng s6t Kaplan Meier ¢ chuot nhit d3 duoc diéu tri béng ADC so v6i chudt nhit da
dugc diéu tri béng PBS. Nim con chudt ddu tién dugc diéu tri bang ta dugc dé dat toi
diém cudi dugc kiém tra khdi u ma duoc xu ly bz"mg cach ¢b dinh formalin va dugc

nhung parafin.
Két qua

Fig.4f chi ra ring LY75 DMI1 va LY75_DM4 c6 hoat tinh khang khéi u vira phai
va kha ning séng s6t kéo dai twong tu & md hinh di ghép ciia chudt nhit trui long bi ung
thu truc trang COLO205 so véi nhém dbi ching. Toan bg cac dugc chéit didu tri duoc
dung nap t6t va nhan thiy khong c6 doc tinh trén 14m sang. Cac dit liéu nay goi y ring
cac ADC c6 kha nang huéng dich LY75, vi dy, LY75 DMI1 vaLY75 DM4, dé tao ra tac

dung c6 101 trén 1am sang dé diéu tri cho déi tuong bi bénh ung thu truc trang.

Vi du 22: Ddc tinh ciia khang thé don dong khang LY75 dugce tao tiép hop véi
DM1 va DM4 ¢ khi dudi dai

Sau con khi duc dugc nghién cuu, trong d6 2 con/nhém. Téa duge (PBS),
LY75 DM4 (dé phén tach) hoic LY75 DM1 (khéng dé phan tich) dugc dung hai 1in
(vio ngay 1 va ngay 29) biang cach truyén tinh mach 15 phat v6i ndng d6 Omg/kg/liéu
(PBS, ta dugc), 5Smg/kg/llidu (LY75 DM4, d& phan tach) hoic 10mg/kg/liéu
(LY75 DM1, khéng d& phén tach). Cac mau mau dugc thu gom dé danh gia doc hoc
truée khi bat dau dung liéu (Ngay 1), va 1,2, 3, 7, 14, 21 va 28 ngay sau khi dung mdi
lidu. Cac mAu mau dé phan tich bénh trén 14m sang duoc thu gom trude khi bit diu ding
lidu (Ngay 1), va 1, 3, 7, 14, 21 va 28 ngay sau khi dung mdi lidu (28 ngay sau khi ding
lidu thir nhét duge goi 12 thoi diém dinh lidu trude ddi véi lidu th hai). Toan bd cac con
vét nghién ctru dugc gy chét khong dau dén va md kham nghiém sau khi 14y mau lan
cubi cling vao ngay 57. Huyét twong di dugc tach riéng khoéi mdi dng 14y mau duoc phan
1ap, duoc lam déng lanh va duoc chuyén t6i Oxford BioTherapeutic, Inc. dé phan tich
ndéng d6 ADC béi thir nghiém ELISA.

Céc phat hién vé& bénh hoc trén 1am sang lién quan dén viéc diéu tri bao gbm thiéu
mAu t4i sinh nhe va lam gidm tam thoi profin bach ciu trong mau, 13 thuong gap nhét khi
dém bach céu trung tinh. Bénh thiéu mau quan sat dugc & ca hai con vat da dugc diéu tri
bing 5Smg/kg LY75 DM4 va & mot trong hai con di dugc diéu tri bang 10mg/kg
LY75_DM1. Chimg giam bach ciu nghiém trong t6i mirc day khi ding lidu sau mét tudn
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va quan sat tha‘iy ) ludng phuc hoi lai nhanh chong & toan bd cac dong vat; muc day khi
dém bach ciu trung tinh tuyét dbi giam xudng & cac con vét di dugc diéu tri bang
LY75 DM4. Khoéng nhan thdy c6 anh hudng lién quan dén hop chét thir nghiém ddi véi
c4c thong sb két tu APTT va PT. Muc thay dbi trong huyét thanh bao gdm viéc giam tam
thoi AST, CK, LDH (& 1 trong 2 con vét trong mdi nhém diéu tri) va globulin sau khi
ding Smg/kg LY75 DM4 va 10mg/kg LY75_DM1. Ngoai ra, mic ting tam thdi enzym
ALT dac hiéu & gan chi quan sat dugc & céc con vat da dugc diéu tri béng LY75 DM4.
Khoéng thoi gian ngén vi/hoic d6 16n vé mic ting cac thong s6 hoa hoc trong huyét
thanh goi y rang ching khéng c6 tac dung phu. Khong thdy cac hop chét thir nghiém khi
phén tich nudc tidu. Khi mb kham nghiém sau 4 tudn phuc hdi khong nhéan thiy su béo
phi bénh ly lién quan dén viéc diéu tri hodc su thay dbi khéi lugng gan tuyét dbi va tuong
d6i. Cac phat hién m6 hoc chi & tuyén giap (bién ddi hinh thai cia chit kéo trong cac
nang) va than (cac éng né ra & vo ngoai), chi & mirc 46 trdm trong tdi thiéu; khong lién
quan dén céc bién ddi vé cac thong s6 nghién ciru khéc; va, khong c6 tac dung phu va doc
tinh t8i thiéu dang k&. Két luan: Viéc didu tri v6i liéu nhéc lai véi hai liéu 13 5Smg/kg
LY75 DM4 hoac 10mg/kg LY75 DMI c6 tac dung dung nap t6i & khi cynomologus.
-Céac phat hién vé doc tinh lién quan dén toan bd viéc diéu tri bién mét sau 4 tudn phuc
héi.

Vi du 23: Mo ta déc tinh epitop cta LY75 Al bing cach phan tich gin két phan
loai té bao di phat huynh quang (FACS) canh tranh

Phuong phép

Cac té bao COL0205 (ATCC, t6 hop # CCL-222) dugc tach ra khéi binh cdu nudi
chy mo bang thiét b tach té bao (Cellgro, tb hop # MT-25-056CI). Céc té bao nay dugc
rira va duge tao hdn dich lai trong dung dich @&ém FACS (PBS + 2%FBS), dugc trung hoa
bing mdi trudng phat trién, va duge dém. Cac t& bao dugc pha véi mat do 50.000 té
bao/giéng trong dia 96 giéng day hinh chir V. Cac té bao nay dugc rira mot 14n bang dung
dich dém FACS (PBS (Fisher, t& hop # SH30028-03) + 2% FBS). mAb khang LY75
(duoc chon tir Vi du 1) hoic LY75_Al duoc b sung vao cac 16 bit déu v6i nong do 250
nM va duoc pha lodng 3 1an theo diy va dugc dung cho céc 15 lién quan trong 45 phut
trén bang. Cac 15 thir nghiém d3 nhudém 1 lan hodc nhiéu 1an dugc d trong dung dich

dém FACS néu thich hop d& dam bao 14n nhudém cubi duge hoan thanh ddng thoi d6i véi
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toan bd céac diéu kién duoc thir nghiém. Hai 16 duoc dé yén khong nhudm trong dung
dich dém FACS 1am 15 d6i ching.

Sau gy nhiém bing khang thé phong bé, cac té bao nay dugc rira hai lin trong
dung dich dém FACS. Cac té bao ndy dugc tao hdn dich lai trong dung dich d&m FACS
chira mAb khang LY75 dugce tiép hop v6i MCC-DM1 (1 nM) va u trén bang trong 45
phut. Cac té bao ndy dugc rira nhu d3 néu trén va duge tao hdn dich lai trong dung dich
dém FACS cong v6i 1 ug/ml khang thé khang maytansine ctia chudt nhét va 1 trén bang
trong 45 phut. Cac té bao nay" dugc rira nhu d3 néu trén va duge tao hdn dich lai trong
dung dich d&&m FACS chira 2 ug/ml RPE kappa khang chudt nhat ciia dé. Céc té bao nay
duogc 4 trén bang trong 45 phﬁt,ﬁ sau d6 dugc rira nhu dd néu trén. Cac té bao nay duoc tao
hén dich lai trong dung dich dém FACS véi ndng d6 200 ul/giéng. Cudng do phat huynh
quang trung binh clia mdi miu dugc xac dinh bing cach sir dung Guava EasyCyte cling
v6i may do dong té bao HT Flow Cytoﬁleter (c6 dang dia 96 giéng) va dir lidu tho duoc

phan tich bang cach sir dung Guava Cytosoft.
Két qua

Fig.5a thé hién kha ning phong bé bang mAb khang LY75-MCC-DMI 1am giam
kha ning gin két véi mAb khang LY75. Phén tich vé kha ning gin két ciia LY75_A1 véi
céc té bao COLO205 chimg to ring LY75 Al khéng c6 kha ning phong bé qua trinh gin
két cia mAb khang LY75-MCC-DMI (xem Fig.5b). Do d6, c6 thé xac dinh duoc rang
mADb khang LY75 va LY75_Al 1a cic khang thé khong canh tranh va LY75 Al nhan
dién epitop khac nhau va don nhit cia LY75 so \'/c’ri khang thé khang LY75 khéc.

Vi du 24: M6 ta dac diém epitop ctia LY75 A1 bang thir nghiém vi méang peptit.
Phuong phép

Phan tich vi mang peptit dugc thuc hién bdi LC Sciences, Houston TX, n6i tém lai
phuong phap ndy bao gém céc budc sau:- Cc peptit lién tiép 8mer chira protein LY75 ¢6
mot axit amin chdng khit véi cac gbc quay tron tir 216 dén 1666 cia protein LY75 ¢6
chidu dai day du duoc tdng hop va duoc bt dong trén chip vi mang. Chip ndy chira ba
ban sao cho thir nghiém nay duoc thuc hién 1ip lai ba 1in. Vi mang nay huéng dich
LY75 Al d xac dinh kha ning gin két v6i khang thé cta peptit. Thir nghiém gin két
duogc thuc hién trong céac diéu kién sau:- Vi mang nay chtra cac peptit lién tiép duoc rira
ba 14n bing ImL dung dich dém gin két & 4°C trong 20 phiit. Sau d6, né dugc & véi 1
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pg/mL LY75_Al trong dung dich dém gin két (d6 pH = 7,0) & 4°C trong 2 gid. Mang
nay dugc ria lai béng 0,5mL dung dich dém rtra & 4°C trong 30 phit, sau d6 dugce u béng
25 ng/mL thé tiép hop Alexa 647 IgG khang ngudi trong dung dich dém gén két (do pH
=7,0) & 4°C trong 1 gid. Mang nay duoc rira lai béng 0,5mL dung dich dém rtra & 4°C
trong 30 phut.

Sau d6, mang nay dugc quét & 635 nm va PMT 500 va cudng dd tin hiéu duoc ghi
lai. Peptit dugc xép vao loai c6 thé phét hién dugc néu né c6 mat véi mac do lap lai it
nhat 2/3. Cudng dd tin hiéu trung binh ciia cac 14n lap lai ndy duoc thong béo 1a cudng
d6 tin hiéu cudi cung.

Két qua

Nhu cé thé thdy tir Fig.6, khang thé LY75 A1l c6 kha ning gén két dac hidu véi
nhiéu peptit ndm trén méang. Tin hiéu cuc dai quan sat dugc ddi véi qué trinh gin két
LY75_A1l 1a 25000 (pham vi 1-65535), v6i tin hiéu trung binh d6i v&i toan bd cac diém
trén mang nay 1a khoang 885. Cudng d6 tin hiéu 3000 duoc thiét 1ap lam diém cét roi nén
ddi véi qua trinh ga‘ln két khong déc hi¢u. Dua trén cuong d6 tin hiéu gén két voi khéng
thé ¢6 thé chi ra trinh tr tiém nang tao ra epitop ddi véi LY75 Al duge xac dinh. Cac
viing nay dugc thé hién trén cc Fig.6a - 6j va nhu dugc néu trong céc trinh tuy SEQ ID
NO.22-31.

Vi du 25: Thir nghigm kéo peptit xuong LY75 Al

Phuong phép

1.1. Thir nghiém kéo xudng

Protein LY75 t4i t6 hop dugc phan giai bang cach phén gidi protein tryxin trén hat
(Promega, US). Peptit phan gidi thu dugc dugc thu hdi bang cach sir dung cot bt giit
C18 (Thermo Fisher Scientific). Sau d6, peptit da dugc tinh ché dwoc 1 v6i 200l hat
protein A d4 duoc tao lién két ngang bing khang thé LY75A1 qua dém & 4°C. Vao ngay
tiép theo, peptit chua dugc gin két dugc thu gom va cac hat nay duoc rira hai 14n bing
ImL PBS. Peptit dd duoc gin két voi khang thé duge ria giai ra khéi cac hat nay bing
céch gia nhiét chung & 90°C trong 100l PBS trong 5 phut. Budce rira giai nay duoc tién
hanh 13p lai.

1.2 Khéi phé
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Céac mAu duoc phan tich bing khdi phdsic ky 1ong bang cach sir dung hé Waters
nanoACQUITY UPLC phu hop véi cdt nanoACQUITY UPLC BEH 130 C18, 75um x
250mm (186003545) va LTQ Orbitrap Velos (Thermo Fisher Scientific). Cac peptit dugc
rira giai bang 300nl/phit gradien ting dan tir 3% dén 35% axetonitril trong 120 phut.
Khéi phdquét toan bd thu dugc & nang sudt phan gidi 60000 trong khoang khdi phd400-
2000 m/z trong thiét bi Orbitrap. Trong mdi vong, hai muoi peptit c6 cudng d6 manh
nhit duge chon dé quét CID MS/MS trong by ion tuyén tinh c6 ngudn phun ion ¢& nano
duoc lip dit trong thiét bi nay. |

1.3. Phéan tich trinh tu axit amin cta peptit

Dit liéu thd thu duoc tir LTQ Orbitrap Velos dugc xir Iy bang phan mém Mascot
(Matrix Science) nho str dung thudt todn Mowse (Curr Biol. 1993 Jun 1; 3(6):327-3) dé
dua ra trinh tu axit amin tr danh muc céac pic béng cach tra ctru dir liu trinh tu chira
Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html), IPI (www.ebi.ac.uk/IPI/IPThuman.html)
va SwissProt (http://www.uniprot.org) cung véi trinh tu protein tap. Tiéu chuin d& nhin
dién peptit 14 ¢6 x4y ra qué trinh phan giai trypsin, t6i da 2 vi tri phan cit bi bo qua va
xay ra qua trinh cai bién sinh hoc va héa hoc khéc nhau (methionin d3 dugc oxy hda, cdi
bién xystein béi MMTS hoic iodoaxetamit va phosphoryl hoa serin; threonin va tyrosin).
Peptit dugc danh s6 1 ¢6 tri sb ky vong 12 0,05% hodc nhé hon, sé diém ion 1a 28 hodc
cao hon dugc dua vao dir lidu OGAP ciia cac tac gia sang ché.

1.4. Phan biét c4c peptit lién quan dén L Y75

Quy trinh nhén dién LY75 c6 dung céc trinh tu peptit thu duoc bang thir nghiém -
nho phé khdi, nhu duge mo ta trén day, cua cac protein c6 trong tu nhién ctiia ngudi dé
nhan dién va san xult exon mi hoa trong c4c trinh tir vé by gen ngudi di duge cong bé.
Cac trinh tu da dugc xac dinh béng thir nghi€ém nay dugce so sanh véi dit lifu OGAP® ma
duoc tién hanh bing cach xir Iy va hop nhét cac khdi peptit, cac chi d4u peptit, dit liéu
trinh tu vé bd gen (ESTs and Public Domain Genomic Sequence Data) nhu dugc mo ta
" trong Cong bb don qudc t& W02009/087462.

Két qua

Céac két qua cia thir nghiém kéo peptit xubng bing cach sir dung khang thé

LY75_Al duoc thé hién trong Bang 1 sau va trén Fig.7. Peptit di dugc nhén dién & ca
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hai 14n rira giai peptit 1a va 1b trong thir nghiém kéo xubng va trong thir nghiém vi méng

duoc coi 1a cc peptit du tuyén thich hop nhit & tao ra epitop.

Bang 1. So sanh thir nghiém vi mang peptit va thir nghiém kéo peptit xudng.

Peptit dugc nhan dién Peptit dugc nhan diét} bai
baoi thir nghiém vi mang thir nghiém kéo xudng

Ving 1 (2a609-618) -

Ving 2 (2a651-662)

Vung 3 (aa761-780) GWHFYDDR (765-772)

Ving 4 (2a883-901) | ISEWPIDDHFTYSR (877 dén 890)

FPVTFGEECLYMSAK (896-910)

Ving 5 (aal029-1040) | ELTYSNFHPLLVSGR (1030-1044)

Ving 6 (aal077-1093) HFVSLCQK (1084-1091)

Ving 7 (aa1107-1118) QTLQNASETVK (1099-1109)
Ving 8 (aal368-1378) ;

Ving 9 (aal518-1528) -

Vung 10 (aal535-1554) -

Bang 1 ching té ring nhidu viing peptit LY75 chdng khit dugc nhén dién trong ca

thir nghiém vi mang peptit 14n thir nghiém kéo peptit xudng & ca hai 14n rtra giai 1a va 1b.

Céc vang nay dugc coi 13 thich hop nhat dé chira epitop dugc nhan dién boi khang thé
LY75_Al do ching duoc gin két béi LY75_Al da dugc thir nghiém béi ca hai k¥ thuat

da dugc dung.

Trinh tu
SEQ ID NO. Mo ta Trinh tw
EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTYSNAWMSWVRQAPG
1 Al VHaa KGLEWVGRIKSKTDGGTTDYAAPVQGRFTISRDDSKNTLYLQ
MNSLKTEDTAVYYCTIFGVVSFDYWGQGTLVTVS S
DVQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISDYLSWYQQRPGKA
2 Al VL aa PNLLIYAASNLKTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISTLQPEDFATYYC
QQSYRSPWTFGQGTKVEIKR ‘
gaggtgcagetggtggagtctgggggaggcetiggtaaagecgggggggtcccttagactetectgt
gcagcctctggcettcacttacagtaacgectggatgagetgggtecgecaggetccagggaaggg
getggagtgggttggccgtattaaaagcaaaactgatggtgggacaacagactacgetgecaceegt
3 Al VHnt
- gcaaggcagattcaccatctcaagagatgattcaaaaaacacgctgtatctgcaaatgaacagectg
aaaaccgaggacacagecgtgtattactgtacgatttttggagtggttagetttgactactggggcca
gggaaccctggtcaccgtctectca
gacgtccagatgacccagtctccatectecctgtetgeatetgttggagacagagtcaccatceacttg
ccgggcaagtcagageattagegactatttaagttggtatcagcagagaccagggaaageccctaa
4 Al VL nt cctectgatctatgetgeatccaatttaaagactggggteccatcaaggttcagtggeagtggatetgg
gacagatttcactctcaccatcagcactctgecaacctgaagattttgcaacgtactactgtcaacagag
ttacaggtcceccgtggacgticggecaagggaccaaggtggaaatcaaacga
5 AI_VH_CDR NAWMS
1aa
6 ALVELDR RIKSKTDGGTTDYAAPVQG
7 Al_VH_CDR FGVVSFDY
3aa
8 Al VL CDR RASQSISDYLS
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1aa

Al VL CDR
2aa

AASNLKT

10

Al VL CDR
3 aa

QQSYRSPWT

11

VH3[3-
15/D4j411

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNAWMSWVRQAPG
KGLEWVGRIKSKTDGGTTDYAAPVKGRFTISRDDSKNTLYLQ
MNSLKTEDTAVYYCTTTTVT

12

JH4

YFDYWGQGTLVTVSS

13

012

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAP
KLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQ
QSYS

14

WTFGQGTKVEIKR

15

LY75 (DEC-
205)

MRTGWATPRRPAGLLMLLFWFFDLAEPSGRAANDPFTIVHGN
TGKCIKPVYGWIVADDCDETEDKLWKWVSQHRLFHLHSQKCL
GLDITKSVNELRMFSCDSSAMLWWKCEHHSLYGAARYRLALK
DGHGTAISNASDVWKKGGSEESLCDQPYHEIYTRDGNSYGRPC
EFPFLIDGTWHHDCILDEDHSGPWCATTLNYEYDRKWGICLKP
ENGCEDNWEKNEQFGSCYQFNTQTALSWKEAYVSCQNQGAD
LLSINSAAEL TYLKEKEGIAKIFWIGLNQLYSARGWEWSDHKPL
NFLNWDPDRPSAPTIGGSSCARMDAESGLWQSFSCEAQLPYVC
RKPLNNTVELTDVWTYSDTRCDAGWLPNNGFCYLLVNESNS
WDKAHAKCKAFSSDLISIHSLADVEVVVTKLHNEDIKEEVWIG
LKNINIPTLFQWSDGTEVTLTYWDENEPNVPYNKTPNCVSYLG
ELGQWKVQSCEEKLKYVCKRKGEKLNDASSDKMCPPDEGWK
RHGETCYKIYEDEVPFGTNCNLTITSRFEQEYLNDLMKKYDKS
LRKYFWTGLRDVDSCGEYNWATVGGRRRAVTFSNWNFLEPA
SPGGCVAMSTGKSVGKWEVKDCRSFKALSICKKMSGPLGPEE
ASPKPDDPCPEGWQSFPASLSCYKVFHAERIVRKRNWEEAERF
CQALGAHLSSFSHVDEIKEFLHFLTDQFSGQHWLWIGLNKRSP
DLQGSWQWSDRTPVSTIIMPNEFQQDYDIRDCAAVKVFHRPW
RRGWHFYDDREFIYLRPFACDTKLEWVCQIPKGRTPKTPDWY
NPDRAGIHGPPLIIEGSEYWFVADLHLNYEEAVLYCASNHSFLA
TITSFVGLKAIKNKIANISGDGQK WWIRISEWPIDDHFTYSRYP
WHRFPVTFGEECLYMSAKTWLIDLGKPTDCSTKLPFICEK YNV
SSLEKYSPDSAAKVQCSEQWIPFQNKCFLKIKPVSLTFSQASDT
CHSYGGTLPSVLSQIEQDFITSLLPDMEATLWIGLRWTAYEKIN
KWTDNRELTYSNFHPLLVSGRLRIPENFFEEESRYHCALILNLQ
KSPFTGTWNFTSCSERHFVSLCQKYSEVKSRQTLQNASETVKY
LNNLYKIIPKTLTWHSAKRECLKSNMQLVSITDPYQQAFLSVQ
ALLHNSSLWIGLFSQDDELNFGWSDGKRLHFSRWAETNGQLE
DCVVLDTDGFWKTVDCNDNQPGAICYYSGNETEKEVKPVDSV
KCPSPVLNTPWIPFQNCCYNFITKNRHMATTQDEVHTK CQKL
NPK SHILSIRDEKENNFVLEQLLYFNYMASWVMLGITYRNKSL
MWFDKTPLSYTHWRAGRPTIKNEKFLAGLSTDGFWDIQTFKVI
EEAVYFHQHSILACKIEMVDYKEEYNTTLPQFMPYEDGIYSVIQ
KKVTWYEALNMCSQSGGHLASVHNQNGQLFLEDIVKRDGFPL

“WVGLSSHDGSESSFEWSDGSTFDYIPWKGQTSPGNCVLLDPKG

TWKHEKCNSVKDGAICYKPTKSKKLSRLTYSSRCPAAKENGSR
WIQYKGHCYKSDQALHSFSEAKKIL.CSKHDHSATIVSIKDEDEN
KFVSRLMRENNNITMRVWLGLSQHSVDQSWSWLDGSEVTFV
KWENKSKSGVGRCSMLIASNETWKKVECEHGFGRVVCKVPLG
PDYTAIAITVATLSILVLMGGLIWFLFQRHRLHLAGFSSVRYAQ
GVNEDEIMLPSFHD

16

Al_VH_FR1

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTYS

17

Al_VH_FR2

WVRQAPGKGLEWVG
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18 Al_VH FR3 RFTISRDDSKNTLYLQMNSLKTEDTAVYYCTI
19 Al_VH FR4 WGQGTLVTVSS

20 Al VL FR1 DVQMTQSPSSLSASVGDRVTITC
21 Al_VL FR2 WYQQRPGKAPNLLIY

22 Al_VL FR3 GVPSRFSGSGSGTDFTLTISTLQPEDFATYYC
23 Al_VL _FR4 FGQGTKVEIKR

24 LY75 609-618 WEVKDCRSFK

25 LY75 651-662 PASLSCYKVFHA

26 LY75 761-780 PWRRGWHFYDDREFIYLRPF

27 LY75 883-901 DDHFTYSRYPWHRFPVTFG

28 LYﬁ)jg 29- RELTYSNFHPLL

29 LYZ%;_,? 77 FTSCSERHFVSLCQKYS

30 LY7151 118107' TVKYLNNLYXKII

31 LY75 1368- EAVYFHOHSIL

1378 VYT
LY75 1518-

32 1598 KKLSRLTYSSC

33 LY7155 31 j 35- NGSRWIQYKGHCYKSDQALH
34 LY75 877-901 ISEWPIDDHFTYSRYPWHRFPVTFG
35 LY71°1 11§99‘ QTLQNASETVKYLNNLYXII
36 LY75 883-892 DDHFTYSRYP

37 LYZ%;?” FTSCSERHFVSLCQK
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<110> BERLIN-CHEMIE AG
<120> - KHANG THE PHAN LAP GAN KET vOI LY75 VA DUQC PHAM CHUA KHANG THE NAY
<130> OBO00135PCT
<150> US 61/890104
<151> 2013-10-11
<150> US 61/890098
<151> 2013-10-11

<160> 37

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1
<211> 119
<212> PRT

<213> Nguoi

<400> 1
Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Trp Met Ser
35
Gly Arg Ile
50
Pro Val Gln
65
Leu Tyr Leu

Tyr Cys Thr

Thr Leu Val
115

<210> 2

<211> 108

<212> PRT

<213> Nguoi

<400> 2

Asp Val Gln

1

Asp Arg Val

Leu Ser Trp
35
Tyr Ala Ala
50
Ser Gly Ser
65
Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> 3
<211> 357
<212> ADN
<213> Nguoi
<400> 3

Leu

Leu
20
Trp

Lys
Gly
Gln
Ile

100
Thr

Met
Thr
20

Tyr
Ser
Gly

Ala

Gln
100

Val
Ser
Val
Ser
Arg
Met
85

Phe

Val

Thr
Ile
Gln
Asn
Thr
Thr

85
Gly

Glu Ser Gly
Cys Ala Ala

Arg Gln Ala
40
Lys Thr Asp
55
Phe Thr Ile
70
Asn Ser Leu

Gly Val val

Ser Ser

Gln Ser Pro
Thr Cys Arg

Gln Arg Pro
40
Leu Lys Thr
55
Asp Phe Thr
70
Tyr Tyr Cys

Thr Lys Val

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggagge
tcctgtgecag cctctggett cacttacagt
ccagggaagg ggctggagtg ggttggccegt
gactacgctg cacccgtgeca aggcagattc
ctgtatctge aaatgaacag cctgaaaacc
tttggagtgg ttagctttga ctactggggce

<210> 4
<211> 324
<212> ADN
<213> Nguoi
<400> 4

gacgtccaga tgacccagtc tccatcctcc
atcacttgcc gggcaagtca gagcattagc
gggaaagccc ctaacctcct gatctatgcet
aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat
gaagattttg caacgtacta ctgtcaacag
gggaccaagg tggaaatcaa acga

<210> 5
<211> 5
<212> PRT
<213> Ngudi
<400> 5

Asn Ala Trp Met Ser

Gly
Ser
25

Pro
Gly
Ser
Lys

Ser
105

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Glu
105

DANH MUC TRINH TU

Gly
10

Gly
Gly
Gly
Arg
Thr

90
Phe

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
Ile

39442

Leu
Phe
Lys
Thr
Asp
75

Glu

Asp

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Ser

Lys

ttggtaaagc
aacgcctgga
attaaaagca
accatctcaa
gaggacacag
cagggaaccc

ctgtctgcat
gactatttaa
gcatccaatt
ttcactcteca
agttacaggt

Val Lys Pro

Thr Tyr Ser
30
Gly Leu Glu
45
Thr Asp Tyr
60
Asp Ser Lys

Asp Thr Ala

Tyr Trp Gly
110

Ser Ala Ser

Ser Ile Ser
30
Pro Asn Leu
45
Ser Arg Phe
60
Ser Thr Leu

Tyr Arg Ser

Arg

cgggggggtc
tgagctgggt
aaactgatgg
gagatgattc
ccgtgtatta
tggtcaccgt

ctgttggaga
gttggtatca
taaagactgg
ccatcagcac
cccegtggac
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Gly Gly
15
Asn Ala

Trp Val
Ala Ala

Asn Thr
80

Val Tyr

95

Gla Gly

Val Gly
15
Asp Tyr

Leu Ile
Ser Gly

Gln Pro

80
Pro Trp
95

ccttagactce
ccgccaggcet
tgggacaaca
aaaaaacacg
ctgtacgatt
ctcctca

cagagtcacc
gcagagacca
ggtcccatca
tctgcaacct
gttcggccaa

60
120
180
240
300
357

60
120
180
240
300
324



1

<210> 6
<211> 19
<212> PRT
<213> Ngudi
<400> 6

Arg Ile Lys Ser
1
Val Gln Gly

<210> 7
<211> 8
<212> PRT
<213> Ngudoi
<400> 7

Phe Gly Val Val

1

<210> 8
<211> 11
<212> PRT
<213> Nguoi
<400> 8

Arg Ala Ser Gln

1

<210> 9
«211> 7
<212> PRT
<213> Nguoi
<400> 9

Ala Ala Ser Asn
1

<210> 10
<211> 9
<212> PRT
<213> Nguoi
<400> 10

Gln Gln Ser Tyr
1

<210> 11

<211> 104

<212> PRT

<213> Ngudi

<400> 11

Glu Val Gln Leu

1

Ser Leu Arg Leu
20

Trp Met Ser Trp

35
Gly Arg Ile Lys
50

Pro Val Lys Gly

65

Leu Tyr Leu Gln

Tyr Cys Thr Thr
100

<210> 12

<211> 15

<212> PRT

<213> Ngudi

<400> 12

Tyr Phe Asp Tyr

1

<210> 13

<211> 93

<212> PRT

<213> Ngudi

<400> 13

Asp Ile Gln Met

1

Asp Arg Val Thr
20

Leu Asn Trp Tyr

35
Tyr Ala Ala Ser
50

Ser Gly Ser Gly

65

Glu Asp Phe Ala

Lys

Ser

Ser

rg

Val
Ser
Val
Ser
arg
Met

85
Thr

Trp

Thr
Ile
Gln
Ser
Thr

Thr
85

Thr

Phe

Ile 3

Ser

Asn

Thr

Gly

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp

70
Tyr

Asp

Asp

Thr

Prc

Ser
Ala
Gln
Thr
55

Thr

Ser

Val

Gln

Gln
55
Phe

Tyr

39442

Gly Gly Thr Thr Asp Tyr Ala Ala Pro

10

Tyr

Asp Tyr Leu Ser
10

Thr

Ala
40
Asp
Ile Ser
Thr
90

Leu Lys

Thr

Gly Thr Leu Val

10

Ser Leu
10

Ser

Pro Ser

Arg Ala
25
Gly

Gln
Pro Ala
40

Ser

Lys

Gly Val Pro

Thr Thr Ile
75

Ser

Leu

Gln Gln

90

Cys

Val
Thx
Leu

45

Asp

Cly

Thr
60
Asp Ser

Asp Thr

Thr Val

Ser Ala

Ser Ile

Pro Lys
45
Ser Arg
60
Ser Ser

Tyr
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Ser
30

Glu T

Tyr
Lys

Ala

Ser

Ser
Sexr
30

Leu

Phe

Leu

15

Asn

vVal
95

Sexr
15

val
15

Sexr
Leu

Ser

Gln

Ala

Thr
80

Tvr

Gly

Pro
80



<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Trp Thr Phe Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Met
1
Leu

His
His
Ser
145
Asp
Gly
Trp
Cys
Gln
225
Lys
Ile
Ala
Trp
Asp
305
Asp
Pro
Val
Asn
Ala
385
Ser
Ile
Leu
Glu
Tyr
465
Leu
Ser

Thr

Asn

Arg
Leu
Asp
val
50

Leu
Lys=s
Phe
Ser
Gly

130
Glu

Gly Asn S

Thr
Cys
Leu

210
Phe

Asn
Lys
Glu
290
Arg
Ala
Tyr
Trp
Gly
370
His
Leu
Lys
Phe
Asn
450
Leu
Lys
Asp
Cys

Leu
530

14
13
PRT

Ngudi

14

15
1722
DPRT

Ngudi

15
Thr

Phe
Pro
35

Tyr
Trp
Cys
Ser
Leu

115
Thr

Trp
Ala
195
Lys
Gly
Ala
Ser
Ile
275
Trp
Pro
Glu
Val
Thr
355
Phe
Ala
Ala
Glu
Gln
435
Glu
Gly
Tyr
Lys
Tyr

515
Thr

Gly

Trp
20
Phe

Cys
100
Tyr

Ala

Ala

260
Phe

Ser
Ser
Ser
Cys
340

Tyr

Cys

Asp

Glu
420

Trp
Pro
Glu
Val
Met
500
Lys

Ile

Gln

Val
245

Ala «

Gly
325
Arg
Ser
Tyr
Cys
Val
405
Val

Ser

Cys
485
Cys
Ile

Thr

Gly

Ala

Tyx
230
Ser

His
Pro
310
Leu
Lys
Asp
Leu
Lys

390
Glu

Asp
Val
Cly
470
Lys
Pro
Tyr

Ser

Thr

Asn

Asp

Arg P

Lys
295
Thr

Trp !

Pro
Thr
Leu
375
Ala
Val
Ile
Gly
Pro
455
Gln
Arg
Pro

Glu

Arg
535

Pro
Leu
His
40

Ala

Gln

Tyr
200
Cvs

Phe

Gln

Leu
280
Dro

Ile

Leu
Arg
360
Val
Phe
Val
Gly
Thr
440
Tyr
Trp
Lys
Asp
Asp

520
Phe

Val

Cys
Leu
185
Glu
Glu
Asn
Asn
Tvr
265
Asn

Leu

Asn
Ser
Val
Leu
425
Glu
Asn
Lys
Gly
Glu
505

Glu

Glu

Arg
10
Glu

Asp

Arg

- Lys

°0
Leu

.rg

Asp

Tyr =

Glu
Ser
Thr
410
Lys
Val
Lys
Val
Glu
490
Gly

Val

Gln

39442

Ile

Phe
Ser
313
Ser

Thr

Ala

Asp
395
nys
Asn
Thr
Thr
Gln
475
Lys
Trp

Pro

Glu

Lys

Leu
300
Ser
Cys
Val
Gly
Asn
380
Leu
Leu
Ile
Leu
Pro
460
Ser
Leu
Lys
Phe

Tyr
540

Arg

Ser
285
Asn
Cys
Glu

Glu

Trp
365
Ser
Ile
His
Asn
Thr
445
Asn
Cys
Asn
Arg
Gly

525
Leu

-119-

Thr
Leu
Glu
Cys

110
Lys

s Lys

=z Tyr

Leu

Sexr
190

s T

Lys

Leu

Glu
270

Ala
Trp
Ala
Ala
Leu

350
Leu

Trp
Ser
Asn
Ile
430
Tyr
Cys

Glu

His
510
Thr

Asn

Leu
15

Ala
Ile

Glu

Arg
Gln
335
Thr
Pro
Asp
Ile
Glu

415
Pro

Trp
Val
Glu
Ala
495
Gly

Asn

Asp

Met

Ala

Asp
Ser

80
Arg

240
Ser

Asn
Lys
His
400
Asp
Thr
Asp
Ser
Lys
480
Ser
Glu
Cys

Leu
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Met Lys Lys Tyr Asp Lys Ser Leu Arg Lys Tyr Phe Trp Thr Gly Leu
545 550 555 560
Arg Asp Val Asp Ser Cys Gly Glu Tyr Asn Trp Ala Thr Val Gly Gly
565 570 575
Arg Arg Arg Ala Val Thr Phe Ser Asn Trp Asn Phe Leu Glu Pro Ala
580 585 590
Ser Pro Gly Gly Cys Val Ala Met Ser Thr Gly Lys Ser Val Gly Lys
595 600 605
Trp Glu Val Lys Asp Cys Arg Ser Phe Lys Ala Leu Ser Ile Cys Lys
610 615 620
Lys Met Ser Gly Pro Leu Gly Pro Glu Glu Ala Ser Pro Lys Pro Asp
625 630 635 640
Asp Pro Cys Pro Glu Gly Trp Gln Ser Phe Pro Ala Ser Leu Ser Cys
645 650 655
Tyr Lys Val Phe His Ala Glu Arg Ile Val Arg Lys Arg Asn Trp Glu
660 665 670
Glu Ala Glu Arg Phe Cys Gln Ala Leu Gly Ala His Leu Ser Ser Phe
675 680 685
Ser His Val Asp Glu Ile Lys Glu Phe Leu His Phe Leu Thr Asp Gln
690 695 700
Phe Ser Gly Gln His Trp Leu Trp Ile Gly Leu Asn Lys Arg Ser Pro
705 710 715 720
Asp Leu Gln Gly Ser Trp Gln Trp Ser Asp Arg Thr Pro Val Ser Thr
725 730 735
Ile Ile Met Pro Asn Glu Phe Gln Gln Asp Tyr Asp Ile Arg Asp Cys
740 745 750
Ala Ala Val Lys Val Phe His Arg Pro Trp Arg Arg -Gly Trp His Phe
755 760 765
Tyr Asp Asp Arg Glu Phe Ile Tyr Leu Arg Pro Phe Ala Cys Asp Thr
770 775 780
Lys Leu Glu Trp Val Cys Gln Ile Pro Lys Gly Arg Thr Pro Lys Thr
785 720 795 800
Pro Asp Trp Tyr Asn Pro Asp Arg Ala Gly Ile-His Gly Pro Pro Leu
805 810 815
Ile Ile Glu Gly Ser Glu Tyr Trp Phe Val Ala Asp Leu His Leu Asn
820 825 830
Tyr Glu Glu Ala Val Leu Tyr Cys Ala Ser Asn His Ser Phe Leu Ala
835 840 845
Thr Ile Thr Ser Phe Val Gly Leu Lys Ala Ile Lys Asn Lys Ile Ala
8590 855 860
Asn Ile Ser Gly Asp Gly Gla Lys Trp Trp Ile Arg Ile Ser Glu Trp
865 870 875 880
Pro Ile Asp Asp His Phe Thr Tyr Ser Arg Tyr Pro Trp His Arg Phe
: 885 890 895
Pro Val Thr Phe Gly Glu Glu Cys Leu Tyr Met Ser Ala Lys Thr Trp
900 905 910
Leu Ile Asp Leu Gly Lys Pro Thr Asp Cys Ser Thr Lys Leu Pro Phe
915 820 925
Ile Cys Glu Lys Tyr Asn Val Ser Ser Leu Glu Lys Tyr Ser Pro Asp
930 935 940
Ser Ala Ala Lys Val Gln Cys Ser Glu Gln Trp Ile Pro Phe Gln Asn
945 950 955 960
Lys Cys Phe Leu Lys Ile Lys Pro Val Ser Leu Thr Phe Ser Gln Ala
. 965 970 975
Ser Asp Thr Cys His Ser Tyr Gly Gly Thr Leu Pro Ser Val Leu Ser
980 985 990
Gln Ile Glu Gln Asp Phe Ile Thr Ser Leu Leu Pro Asp Met Glu Ala
995 ) 1000 1005
Thr Leu Trp Ile Gly Leu Arg Trp Thr Ala Tyr Glu Lys Ile Asn
1010 1015 1020
Lys Trp Thr Asp Asn Arg Glu Leu Thr Tyr Ser Asn Phe His Pro
1025 1030 1035
Leu Leu Val Ser Gly Arg Leu Arg Ile Pro Glu Asn Phe Phe Glu
1040 1045 1050
Glu Glu Ser Arg Tyr His Cys Ala Leu Ile Leu Asn Leu Gln Lys
1055 1060 1065
Ser Pro Phe Thr Gly Thr Trp Asn Phe Thr Ser Cys Ser Glu Arg
1070 1075 1080
His Phe Val Ser Leu Cys Gln Lys Tyr Ser Glu Val Lys Ser Arg
1085 1090 1095
Gln Thr Leu Gln Asn Ala Ser Glu Thr Val Lys Tyr Leu Asn Asn
1100 1105 1110
Leu Tyr Lys Ile Ile Pro Lys Thr Leu Thr Trp His Ser Ala Lys
1115 1120 1125
Arg Glu Cys Leu Lys Ser Asn Met Gln Leu Val Ser Ile Thr Asp
1130 1135 1140
Pro Tyr Gln Gln Ala Phe Leu Ser Val Gln Ala Leu Leu His Asn
1145 1150 1155
Ser Ser Leu Trp Ile Gly Leu Phe Ser Gln Asp Asp Glu Leu Asn
1160 1165 1170
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Phe Gly Trp Ser Asp Gly Lys Arg Leu His Phe Ser Arg Trp Ala

1175 1180 1185

Glu Thr Asn Gly Gln Leu Glu Asp Cys Val Val Leu Asp Thr Asp
1190 1195 1200

Gly Phe Trp Lys Thr Val Asp Cys Asn Asp Asn Gln Pro Gly Ala
1205 1210 1215

Ile Cys Tyr Tyr Ser Gly Asn Glu Thr Glu Lys Glu Val Lys Pro
1220 1225 1230

Val Asp Ser Val Lys Cys Pro Ser Pro Val Leu Asn Thr Pro Trp
1235 1240 1245

Ile Pro Phe Gln Asn Cys Cys Tyr Asn Phe Ile Ile Thr Lys Asn
1250 1255 1260

Arg His Met Ala Thr Thr Gln Asp Glu Val His Thr Lys Cys Gln
1265 1270 1275

Lys Leu Asn Pro Lys Ser His Ile Leu Ser Ile Arg Asp Glu Lys
1280 1285 1290

Glu Asn Asn Phe Val Leu Glu Gln Leu Leu Tyr Phe Asn Tyr Met
1295 ' 1300 1305

Ala Ser Trp Val Met Leu Gly Ile Thr Tyr Arg Asn Lys Ser Leu
1310 1315 1320

Met Trp Phe Asp Lys Thr Pro Leu Ser Tyr Thr His Trp Arg Ala
1325 1330 1335

Gly Arg Pro Thr Ile Lys Asn Glu Lys Phe Leu Ala Gly Leu Ser
1340 1345 1350

Thr Asp Gly Phe Trp Asp Ile Gln Thr Phe Lys Val Ile Glu Glu
1355 1360 1365

Ala Val Tyr Phe His Gln His Ser Ile Leu Ala Cys Lys Ile Glu
1370 1375 1380

Met Val Asp Tyr Lys Glu Glu Tyr Asn Thr Thr Leu Pro Gln rhe
1385 . 1390 1395

Met Pro Tyr Glu Asp Gly Ile Tyr Ser Val Ile Gln Lys Lys Val
1400 1405 1410

Thr Trp Tyr Glu Ala Leu Asn Met Cys Ser Gln Ser Gly Gly His
1415 1420 1425

Leu Ala Ser Val His Asn Gln Asn Gly Gln Leu Phe Leu Glu Asp
1430 1435 1440

Ile Val Lys Arg Asp Gly Phe Pro Leu Trp Val Gly Leu Ser Serxr
1445 1450 1455

His Asp Gly Ser Glu Ser Ser Phe Glu Trp Ser Asp Gly Ser Thr
146C 1465 1476

Phe Asp Tyr Ile Pro Trp Lys Gly Gln Thr Ser Pro Gly Asn Cys
1475 1480 1485

Val Leu Leu Asp Pro Lys Gly Thr Trp Lys His Glu Lys Cys Asn
1490 : 1425 1500

Ser Val Lys Asp Gly Ala Ile Cys Tyr Lys Pro Thr Lys Ser Lys
1505 1510 1515

Lys Leu Ser Arg Leu Thr Tyr Ser Ser Arg Cys Pro Ala Ala Lys
1520 1525 1530

Glu Asn Gly Ser Arg Trp Ile Gln Tyr Lys Gly His Cys Tyr Lys
1535 1540 1545

Ser Asp Gln Ala Leu His Ser Phe Ser Glu Ala Lys Lys Leu Cys
1550 1555 1560

Ser Lys His Asp His Ser Ala Thr Ile Val Ser Ile Lys Asp Glu
1565 1570 1575

Asp Glu Asn Lys Phe Val Ser Arg Leu Met Arg Glu Asn Asn Asn
1580 1585 - 1590

Ile Thr Met Arg Val Trp Leu Gly Leu Ser Gln His Ser Val Asp
1595 1600 A 1605

Gln Ser Trp Ser Trp Leu Asp Gly Ser Glu Val Thr Phe Val Lys
1610 1615 1620

Trp Glu Asn Lys Ser Lys Ser Gly Val Gly Arg Cys Ser Met Leu
1625 1630 1635

Ile Ala Ser Asn Glu Thr Trp Lys Lys Val Glu Cys Glu His Gly
1640 1645 1650

Phe Gly Arg Val Val Cys Lys Val Pro Leu Gly Pro Asp Tyr Thr
1655 1660 1665

Ala Ile Ala Ile Ile Val Ala Thr Leu Ser Ile Leu Val Leu Met
1670 1675 1680

Gly Gly Leu Ile Trp Phe Leu Phe Gln Arg His Arg Leu His Leu
1685 1690 1695

Ala Gly Phe Ser Ser Val Arg Tyr Ala Gln Gly Val Asn Glu Asp
1700 1705 1710

Glu Ile Met Leu Pro Ser Phe His Asp
1715 1720

<210> 16

<211> 30

<212> PRT

<213> Ngudi

<400> 16

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
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1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Tyr Ser
20 25 30
<210> 17
<211> 14
<212> PRT
<213> Ngudi
<400> 17
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Gly
1 5 10
<210> 18
<211> 32
<212> PRT
<213> Ngudi
<400> 18
Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln
1 5 10 15
Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Thr Ile
20 25 30
<210> 19
<211> 11
<212> PRT
<213> Ngudi
<400> 19
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
1 5 10
<210> 20
<211> 23
<212> PRT
<213> Ngudi
<400> 20
Asp Val Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys
20
<210> 21
<211> 15

<212> PRT
<213> Ngudi

<400> 21

Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Lys Ala Pro Asn Leu Leu Ile Tyr

1 5 10 15

«<210> 22

<211> 32

<212> PRT

<213> Nguoi

<400> 22

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

1 5 10 15

Leu Thr Ile Ser Thr Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 23

<211> 11

<212> PRT

<213> Nguoi

<400> 23

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg

1 5 10

<210> 24

<211> 10

<212> PRT

<213> Ngudi

<400> 24

Trp Glu Val Lys Asp Cys Arg Ser Phe Lys

1 5 10

<210> 25

<211> 12

<212> PRT

<213> Ngudi

<400> 25

Pro Ala Ser Leu Ser Cys Tyr Lys Val Phe His Ala

1 5 10

<210> 26

<211> 20

<212> PRT

<213> Ngudi

<400> 26

Pro Trp Arg Arg Gly Trp His Phe Tyr Asp Asp Arg Glu Phe Ile Tyr

1 5 10 15

Leu Arg Pro Phe
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20
<210> 27
<211> 19
<212> PRT
<213> Ngudi
<400> 27

Asp Asp His Phe
1
Thr Phe Gly

<210> 28
<211> 12
<212> PRT
<213> Ngudi
<400> 28

Arg Glu Leu Thr

1

<210> 29
<211> 17
<212> PRT
<213> Nguoi
<400> 29
Phe Thr Ser Cys
1

Ser

<210> 30
<211> 12
<212> PRT
<213> Ngudoi
<400> 30

Thr Val Lys Tyr
1

<210> 31
<211> 11
<212> PRT
<213> Nguoi
<400> 31

Glu Ala Val Tyr
1

<210> 32
<211> 11
<212> PRT
<213> Ngudi
<400> 32
Lys Lys Leu Ser
1

<210> 33
<211> 20
<212> PRT
<213> Nguoi
<400> 33

Asn Gly Ser Arg
1
Gln Ala Leu His

20
<210> 34
<211> 25
<212> PRT
<213> Ngudi
<400> 34

Ile Ser Glu Trp
1
Trp His Arg Phe

20
<210> 35
<211> 20
<212> PRT
<213> Nguoi
<400> 35

Gln Thr Leu Gln
1
Tyr Lys Ile Ile

20
<210> 36
<211> 10
<212> PRT
<213> Ngudi
<400> 36

Asp Asp His Phe
1

Thr Tyr Ser Arg

Tyr Ser Asn Phe

Ser Glu Arg His

Leu Asn Asn

Phe His Gln

ul

Arg Leu Tyr

Trp Ile Gln Tyr

Pro Ile Asp Asp
5
Pro Val Thr Phe

Asn Ala Ser Glu
5

Tyr

His

FPhe

Tyxz

Ser

Lys

His

Gly

Thr

39442

Pro
10

Pro Leu

10

Val
10

Ser

Lys Ile

L

Leu

Ser
10

Cys

Gly
10

15
Leu
Leu Cys Gln Lys
- 15

Ile

i5

Trp His Arg Phe Pro Val

Tyxr

His Cys Tyr Lys Ser Asp

Phe Thr Tyr Ser Arg Tyr Pro

10

Val Lys
10

Thr Tyr Ser Arg Tyr Pro

5

10

15

Tyr Leu Asn Asn
15

-123-
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<210> 37

<211> 15

<212> PRT

<213> Nguoi

<400> 37

Phe Thr Ser Cys Ser Glu Arg His Phe Val Ser Leu Cys Gln Lys
1 5 10 15
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YEU CAU BAO HQ
1. Khang thé phan 1ap, hoic phin gin két khang nguyén ciia no, gin két voi LY75, trong
d6 khang thé hodc phin gin két khang nguyén nay chira:
a) ving bién dbi chudi nang chira:
i) vhCDR thir nihét chtra trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.5;
i1) vhCDR thir hai chira trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.6; va
iii) vaiCDR thir ba chira trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.7; Vﬁ
b) ving bién ddi chudi nhe chia : |
i) vICDR thir nhét chira trinh tw nhur néu trong SEQ ID NO.8;
ii) vICDR thtt hai chira trinh tg nhu néu trong SEQ ID NO.9; va
ii1) vICDR thr ba chira trinh tg nhu néu trong SEQ ID NO.10;

tuy ¥ trong d6 mdt hodc nhiéu trinh ty nhur néu trong SEQ ID NO bét ky néu trén
doc 1ap chtra mot hodc hai dot bién thay thé axit amin va trong d6 khang thé nay duoc noi

hoa.

2. Khang thé phén 1ap, hoic phan gin két khang nguyén cta no, gan két véi LY75, trong
d6 khang thé hodc phan gin két khang nguyén nay chira:

a) ving bién d6i chudi nang chira:

i) vhCDR thir nhét chira trinh t nhw néu trong SEQ ID NO.5;
i1) vhCDR thr hai chira trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.6; va
iii) vhCDR thtr ba chira trinh tur nhu néu trong SEQ ID NO.7; va
b) viing bién d6i chudi nhe chira :

i) vICDR thir nhét chira trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO.8;

ii) vICDR tht hai chira trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.9; va
iii) vICDR thit ba chira trinh tg nhu néu trong SEQ ID NO.10

3. Khang thé phan 14p hoic phan gin két khang nguyén ciia n6 theo diém 1 hozc 2, chira
ving bién dbi chudi nang c6 d6 twong ddng trinh tu it nhit bang 80%, 85%, 90%, 95%,
99% hodc 100% so véi trinh tr nhu néu trong SEQ ID NO.1 va ving bién ddi chudi nhe
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c6 d tuong ddng trinh tu it nhit biang 80%, 85%, 90%, 95%, 99% hodc 100% so véi
trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.2.

4. Khang thé phan 1ap hoic phin gin két khang nguyén ctia né theo diém bét ky trong sb
céc didm tir 1 d&n 3, trong d6 khang thé niy con chira gbc lién két cong hoa tri, thy ¥

trong d6 gbc nay 1a duge chat.

5. Khang thé phéan 14p hodc phan gin két khang nguyén ciia né theo diém 4, trong do6
duge chit duge chon tir nhém bao gém maytansinoid, dolastatin, hemiasterlin, auristatin,
trichothecene, calicheamicin, CC1065 va cac din xuit cta ching, tdt hon néu trong do

duoc chat 1a maytansinoid dwgc chon tir nhém bao gﬁ‘)m DM4 va DML1.

6. Dugc pham chira khang thé hodc phan gan két khang nguyén cia n6 theo di€m bat ky
trong sO cac diém néu trén, cing v6i mot hodc nhiéu chat pha lodng, t4 dugc hodc chat

mang duge dung.

7. Axit nucleic m3 héa i) chudi ning ctia khang thé ho#ic phan gan két khang nguyén cla
16 theo diém bit ky trong sb cac diém tir 1 dén 5, va ii) chudi nhe ctia khang thé hoic

phin gin két khang nguyén ca né theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1 d&én 5.

8. Vecto biéu hién chira mot hodc ca hai axit nucleic theo di€m 7 dugc lién két dicu khién

vGi mot hoac nhiéu doan diéu hoa
9. Té bao vat chu chira:

(i) vecto bi€u hién chira cac axit nucleic theo diém 7 dugc lién két di€u khién véi

mot hodc nhiéu doan di€u hoa; hoac

(ii) vecto biéu hién thir nhit chira axit nucleic ma héa chudi ning cia khéng thé
hodic phin gin két khang nguyén ciia né theo diém 7 duoc lién két didu khién voi mot
hozc nhidu doan diéu hoa va vecto biéu hién tht hai chira axit nucleic ma héa chudi nhe
cta khang thé hoic phan gin két khang nguyén cia n6 theo diém 7 dugc lién két didu
khién v6i mot hogc nhiéu doan diéu hoa.

10. Phuong phép san xuit khang thé hosc phan gin két khang nguyén ctia n6 bao gbm
bude nudi cdy té bao vét chi theo diém 9 trong céc diéu kién trong d6 khang thé nay hoic
phan gin két khang nguyén cia né duge biéu hién va tuy y budc phan 1ap khang thé nay

hoic phén gén két khang nguyén ctia né.
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