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Linh vie k§ thuit dwgc dé cap

Sang ché boc 16 trong ban mé ta dé cap dén cac khang thé don dong lién két
mién dich dic hiéu véi khang nguyén trudng thanh té bao B (BCMA), céc khang
thé da hiéu lién két mién dich dac hiéu v6i BCMA va cum biét héa 3 (CD3), va cac

phuong phap san xuét va str dung cac khang thé nay.

Tinh trang k§ thuit cia sing ché

Khéang nguyén truong the‘mh té bao B, con dugc goi la BCMA, CD269,
TNFRSF17 (UniProt Q02223), 13 mét thanh vién cta siéu ho thu thé hoai tir khdi u,
wu tién duge biéu hién trong cac tuong bao biét héa [Laabi va cong su (1992)
-EMBO J 11(11):3897-3904; Madry va cdng su, (1998) J Immunol (Tap chi Mién
dich hoc) 10(1 1):1693-1702]. BCMA 1a protein xuyén mang loai I khong glycosyl
héa, c6 lién quan dén su truéng thanh, ting truong va sdng sot cua té bao B.
BCMA 1a thy thé cta hai phdi tir cia siéu ho TNF: APRIL (phéi tir cam Ung ting
sinh, CD256, TNFSF13), 12 phdi tir 4i luc cao v6i BCMA va yéu t§ hoat héa té bao
B BAFF (THANK, BlyS, chat kich thich lympho bao B, TALL-1 va zINF4), l1a
phdi tir 4i Iuc thap véi BCMA. APRIL va BAFF thé hién su ddng dang vé c4u tric
va tinh ddc higu lién két véi thu thé chdng lap nhung khac nhau. Yéu té didu hoa
am tinh TACI con lién két v6i ca BAFF va APRIL. Toa db lién két ctia APRIL va
BAFF véi BCMA va/hodc TACI gitip hoat héa yéu té phién ma NF-kB va 1am ting
biéu hién cua céc thanh vién trong ho Bcl-2 hd trg su séng (vi du Bcl-2, Bel-xL,
Bel-w, Mcl-1, A1) va 1am giam biéu hién cta cac yéu t6 hd tro su chét theo chuong
trinh cia té bao (vi du, Bid, Bad, Bik, Bim, v.v.), tir d6 lam tc ché su chét theo
chuong trinh cta té bao va ting cudng su séng sét cia té bao. Tac dung két hop
nay lam tidng su bi€t hda, sy ting sinh, su séng s6t cua té bao B va su san xuit
khéang thé (nhu dugc danh gia trong Rickert RC va cong su, Immunol Rev ((Tap
chi mién dich hoc) (2011) 244 (1): 115-133). Theo su phat hién nay, BCMA con hd

trg sy tang trudng va song sét cua céc t& bao B nguoi ac tinh, bao gdm cac té bao
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bénh da u tay (MM). Novak va cong su phat hién thiy cac dong té bao MM va cic
té bao MM méi duoc phan 14p bidu hién BCMA va protein TACI trén bé mat té
bao cua ching va c6 cac bidu hién bién dbi protein BAFF-R trén bé mit té bao ctia
chung (Novak va cong sy, (2004) Blood (Mau) 103(2):689-694).

Pa u tuy (MM) 1a bénh 1y huyét hoc 4c tinh phd bién thi hai va la nguyén
nhén cua khoang 2% sé ca tir vong do ung thu. MM 14 dang bénh khong déng nhét
va ¢6 nguyén nhan chu yéu 1a do sy chuyén doan nhiém séic thé, trong s6 cac nguyén
nhan khéc, t(11; 14),t(4; 14),t(8;14),del(13),del(17) (Drach va cong su, (1998) Blood
(Méu) 92(3):802-809; Gertz va cong su, (2005) Blood (Mau) 106(8):2837-2840;
Facon va cong su, (2001) Blood (M4u) 97(6): 1566-1571). C4c bénh nhin bi MM ¢6
thé trai qua cac triéu chimg lién quan dén bénh do thdm nhiém tiy xuong, ton
thuong xuong, suy than, suy giam mién dich va ganh ning tm than x4 hoi khi bi
chén doéan ung thu. T nam 2006, ty 1¢ sdng st trong 5 nam ctia bénh MM 1a vao
khoang 34%, cho théy MM la mot can bénh kho chita, do hién nay khong c6 céac liéu
phép chita khéi han.

Viéc st dung céc khang thé khang BCMA dé diéu tri bénh ung thu hach bach
huyét va da u tiy dugc dé cap trong W02002066516 va W02010104949. Cac khang
thé khang BCMA dugc mo ta trong, vi dy, Gras M-P. va cdng su, Int Immunol. (Tap
chi mién dich hoc quéc té) 7 (1995) 1093-1106, W0O200124811, va W0200124812.
Tuy nhién, mac du da c6 cac liéu phap chéng ung thu duge st dung dé xit ly BCMA,
BAFF-R va TACI, tuc 13, céc thy thé té bao B thudc siéu ho thu thé TNF, va céc
phéi tir cia chiung BAFF va APRIL , van can c6 thém cac tuy chon diéu tri cho céc

tinh trang y khoa nay.

Ban chét k§ thuat cia sang ché

Sang ché d& xuét cac khang thé lién két mién dich dic hidu v6i BCMA va
cac manh gan khang nguyén cta ching. Ban mo ta nay cing dé cap dén cac
polynucleotit lién quan c6 kha néﬁg ma hoa cac khang thé dic hiéu BCMA duoc dé
xuét va cac manh gin khang nguyén, cic té bao biéu hién cac khang thé va céc
manh gin khang nguyén dugc d& xuat, cac vecto lién quan, cc khang thé gin nhin
c6 thé phat hién dwoc va cic manh gian khang nguyén. Ngoai ra, cic phuong phap

stt dung cac khang thé va manh gan khang nguyén duoc dé xuat cling dugc mo ta.
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Vi dy, khang thé dic hiéu BCMA va cac manh gén khang nguyén c6 thé duoc st
dung d& chan doan hodc theo ddi su tién trién, thodi lui hodc 6n dinh ctia bénh ung
thu biéu hién BCMA; dé x4c dinh bénh nhén c¢6 phai diéu tri bénh ung thu hay
khong; hodc dé xac dinh mot dbi twong c6 bi mic bénh ung thu biéu hién BCMA
hay khong va do d6 ¢6 thé phai tuén thu theo didu tri bang thudc khéng ung thu dic
hiéu BCMA, nhu cac khéng thé da hiéu khang BCMA va CD3 dugc md ta trong
ban mo ta nay.

Sang ché con dé xuét cac khang thé da hiéu lién két mién dich dac higu véi
BCMA va CD3 va cac manh gén khang nguyén da hiéu ctia chiing. Ban md ta nay
cling d& cép dén céc polynucleotit lién quan c6 kha nang ma hoa cac khang thé da
hiéu BCMA x CD3 duoc d& xudt, cac té bao biéu hién cac khang thé dugc dé xuit,
cac vecto lién quan, va cac khang thé da hiéu gén nhan c6 thé phét hién duoc.
Ngoai ra, cac phuong phéap st dung cac khang thé da hiéu dugc dé xuét cling duoc
md ta. Vi du, khéng thé da hiéu BCMA x CD3 c6 thé duoc sir dung dé chan doan
hodc theo ddi su tién trién, thoai lui hodc én dinh cua bénh ung thu biéu hién
BCMA; dé x4c dinh bénh nhan c6 phai diéu tri bénh ung thu hay khong; hodc dé
xé4c dinh mot ddi twong c6 bi mic bénh ung thu biéu hién BCMA hay khong va do
d6 ¢ thé phai tudn thu theo diéu tri biang thube khang ung thu dic hiéu BCMA,
nhu cac khang thé da hiéu BCMA x CD3 dugc mo ta trong ban md ta nay.

Céc khang thé dic hiéu BCMA

Ban mé ta ndy md ta cac khang thé tai t hop va cic manh gin khéang
nguyén dic hidu déi véi BCMA. Trong mét s6 phuong 4n, cac khang thé dac hiéu
BCMA va cac manh gin khang nguyén lién két v6i BCMA ngudi. Trong mot s6
phuong an, cac khang thé dic hidu BCMA va cic manh gén khang nguyén lién két
véi BCMA ngudi va BCMA khi duéi dai. Trong mét sé phuong an, cac khang thé
dic hisu BCMA va cdc méanh gén khang nguyén lién két voi mot epitope bao gdm
mdt hodc nhidu don phéan tir mién ngoai bao (ECD) BCMA. Khéng thé dic hidu
BCMA hoidc manh gén khang nguyén nay c6 thé tic ché lién két APRIL bang ICso
béng it nhit 5,9 nM nhu dugc do bang ELISA.

Bang 1 trinh bay tdng hop céac vi du vé mot s6 khang thé dic hiéu BCMA

nhu dugc mo ta trong ban mo ta nay:
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Bang 1. Cac trinh tw CDR cia cac khang thé don dong dwoc tao khaing BCMA

nguoi

(Cac SEQ ID NO cho mdi trinh tw dugc cho trong déu ngoic)

ID

HC-CDR1

HC-CDR2

HC-CDR3

LC-CDR1

LC-CDR2

LC-CDR3

BCMB69

SGSYFWG (4)

SIYYSGITYYNPSLKS
5

HDGAVAGLFDY
©)

GGNNIGSKSVH
24)

DDSDRPS
(25)

QVWDSSSDHVV
(26)

BCMB117

SGSYFWG (4)

SIYYSGITYYNPSLKS
)

HDGAVAGLFDY
(©)

GGNNIGSKSVH
24

DDSDRPS
(25)

QVWDSSSDHVV
(26)

BCMB123

SSSYYWG (7)

SIYYSGITYYNPSLKS
®)

HDGAVAGLFDY
()

GGNNIGSKSVH
24)

DDSDRPS
(25)

QVWDSSSDHVV
(26)

BCMBI128

SGSYFWG (4)

SIYYSGITYYNPSLKS
®)

HDGATAGLFDY
(19)

GGNNIGSKSVH
24)

DDSDRPS
25)

QVWDSSSDHVV
(26)

BCMB129

SGSYFWG (4)

SIYYSGSTYYNPSLKS
®)

HDGAVAGLFDY
(©)

GGNNIGSKSVH
24

DDSDRPS
(25)

QVWDSSSDHVV
(26)

BCMB176

SSSYFWG (13)

SIYYSGITYYNPSLKS
)

HDGATAGLFDY
(19)

GGNNIGSKSVH
24)

DDSDRPS
(25)

QVWDSSSDHVV
(26)

BCMB177

SSSYFWG (13)

SIYYSGSTYYNPSLKS
®)

HDGATAGLFDY
(19)

GGNNIGSKSVH
24

DDSDRPS
25)

QVWDSSSDHVV
(26)

Mot sb phuong 4n dé xuit khang thé dic hiéu BCMA, hodc manh gan khang

nguyén cua nd, bao gdbm chudi ning chira CDR1, CDR2 va CDR3 cua khang thé bat
ky trong cac khang thé duoc trinh bay trong Bang 1. Mot s& phuong 4n dé xuét khang
thé dic hiéu BCMA, hoic manh gén khang nguyén cuia nd, bao gém chudi niang chira
CDR1, CDR2 va CDR3 ctia khang thé bat ky trong cac khang thé dugc trinh bay trong
Béng 1, va chudi nhe chita CDR1, CDR2 va CDR3 ciia khang thé bt ky trong céc
khang thé duoc trinh bay trong Bang 1.

Lé6p IgG duoc phan thanh bén 16p khang thé: IgG1, 1gG2, 1gG3 va IgG4 &
ngudi. Ching trong déng hon 95% & céc trinh ty axit amin ctia ving Fc nhung lai
khac biét dang ké trong thanh phin axit amin va ciu tric ctia ving ban 1&. Ving Fc
lam trung gian cho cac chic ning ctia té bao thuc thi, nhu gay doc té bao phu thuodc
khéng thé (ADCC) va gdy doc té bao phu thude bd thé (CDC). Trong co ché ADCC,
ving Fc cua khang thé lién két vdi cac thu thé Fe (FcgR) trén bé mit cua céc té bao
thuc thi mién dich nhu t& bao sat thu tu nhién va dai thuc bao, dan dén su thuc bao
hoic ly giai té bao dich. Trong co ché CDC, c4c khing thé tiéu diét té bao dich bang

cach hoat hoa hé bd thé tai bé mat té bao. Cac khang thé duoc mo ta trong ban mo ta
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nay bao gém cac khang thé c6 cac dic diém cia cdc mién bién ddi két hop véi 16p
khang thé IgG bét k¥, bao gdm céc phién ban duoc diéu hoa trong dé chudi Fc da
duoc diéu hoa dé tac dung 1én cac chirc nang khéac nhau cua té bao thuc thi.

D41 v6i nhidu Gmg dung cta cac khang thé chita bénh, cac chiic ning cua té bao
thye thi qua trung gian Fc khong phai 1 mot phan ctia co ché tac dong. Céc chirc niang
ctia t& bao thuc thi qua trung gian Fc ¢6 thé ¢6 hai va c¢6 thé mang dén rui ro vé an toan
do gay ra tinh doc tir co ché déng. C6 thé didu hoa cac chirc ning cta té bao thuc thi
bang cach kién tao cac ving Fc dé giam lién két ctia chung dén cac FegR hodc cac yéu
t5 bd thé. Su lién két cua IgG véi FegR hoat héa (FcgRI, FcgRIla, FegRIlla va
FcgRIIIb) va te ché (FegRIIb) hodc thanh phan thi nhit cia bd thé (C1q) phu thudc
vao cac gbe tai ving ban 18 va mién CH2. Cac dot bién da dugc dua vao IgGl, 1gG2
va IgG4 dé 1am giam hodc 1am cam c4c chirc nang cua Fe. Cac khang thé duge mo ta
trong ban md ta nay c6 thé bao gdm céc didu hoa nay.

Trong mot phuong 4n, khang thé bao gdm ving Fc ¢6 mot hogc nhiéu dic tinh
sau: (a) cac chirc ning cua té bao thuc thi da bi giam so véi Fe me; (b) 4i luc vé6i Feg RI,
Fcg Rlla, Fcg RIIb, Fcg RIIIb va/hoac Feg Rilla giam, (c) ai luc vdi FegRI giam (d) ai
luc v6i FecgRlIla giam (e) ai luc voi FegRIIb giam, (f) ai luc voi Feg RIIIb gidm hodc (g)
ai luc voi FegRlIlla giam.

Trong mdt sb phuong 4n, cac khang thé hodc manh gan khang nguyén la
IgG, hoic dan xudt cua né, vi du céc 16p khang thé IgG1, 1gG2, 1gG3, va IgG4.
Trong mot sé phuong 4n trong d6é khang thé c¢6 16p khang thé IgG4, khang thé bao
gdm céc thay thé K409R, S228P, 1.234A, va L235A tai ving Fc ctia n6. Cac khang
thé duoc mé ta trong ban mo ta nay cé thé bao gom cac didu hoa nay.

Trong mot s& phuong 4n, cac khang thé duoc mé ta c6 kha nang e ché lién
két APRIL bing ICso bang 5,9 nM nhu dugc do biang phuong phép ELISA.

Trong mot sd phuong 4n, cac khang thé dwoc mo ta lién két véi cac dong té
bao da u tiy duong tinh v6i BCMA.

Ngoai cac khang thé dic hiéu BCMA va cac manh gin khang nguyén da
dugc md ta, ban md ta nay ciing cung cip cac trinh tu polynucleotit c6 kha ning
mé hoa cac khang thé va manh gén khang nguyén nay. Ban mo ta con cung cap cic
vecto chtta cac polynucleotit dugc mo ta, céac té bao biu hién cac khang thé dic

hiéu BCMA hodc cac manh gin khang nguyén d néu. Dong thoi ban md ta cling
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d& cap dén cac té bao c6 kha ning biéu hién céc vecto duge boc 1. Céc té bao nay
c6 thé 12 té bao dong vat c6 via (nhu cac té bao 293F, céc té bao CHO), té bao con
trung (nhu té bao Sf7), t& bao nAm men, té bao thuc vat, hoic té bao vi khuan (nhu

E. coli). Céc khéng thé duoc mo ta ciing c¢6 thé duoc san xudt bang cac té bao lai.

Cic phwong phap sit dung khang thé dic hiéu BCMA

Ban mé ta cling boc 16 cac phuong phap sur dung cac khang thé dac hiéu BCMA
hodc manh gin khang nguyén da néu. Cac khéng thé cu thé dé sir dung trong céc
phuong phép dugc trinh bay trong phan nay bao gém cac khéng thé c6 nhém CDR dugc
md ta cho cac khang thé trong Bang 1. Vi du, céc khéng thé nay hoac méanh gin khang
nguyén c6 thé hiru ich trong didu tri bénh ung thu, bing cach can thiép bang tuong tac
BCMA-thu thé hodc bang cach trong d6 khang thé dugc tiép hop véi doc td, tir d6
huéng doc t6 nhdm dich dén t& bao ung thur biéu hién BCMA. Ngoai ra, céc khéng thé
nay hodc cac manh gin khang nguyén c6 thé hitu ich trong viéc phét hién sy ¢6 mat cta
BCMA trong mAu sinh hoc, nhu mau mau hogc huyét thanh; trong viéc dinh luong
BCMA trong mAu sinh hoc, nhw mAu mau hodc huyét thanh; trong viéc chan doan bénh
ung thu biéu hién BCMA; xé4c dinh phuong phép diéu tri ddi tugng bi méc bénh ung
thu; hoac theo doi su tién trién ctia bénh ung thu biéu hién BCMA & dbi tuong. Trong
mét s6 phuong 4n, bénh ung thu biéu hién BCMA c6 thé 1a ung thu hach bach huyét,
nhu bénh da u iy (MM). C6 thé thuc hién cac phuong phap niy trude khi ddi tuong
duoc didu tri ung thu bidu hién BCMA, nhu didu trj bing khéng thé da hiéu khéng
BCMA va CD3. Ngoai ra, c6 thé thuc hién cac phuong phép niy sau khi dbi tuong
duoc diéu tri ung thu biéu hién BCMA, nhu didu trj bang khang thé da hiéu khéng
BCMA va CD3 dugc md ta trong ban mo ta nay.

Céc phuong phap phat hién BCMA trong mau sinh hoc nay bao gdm budce
cho mAu sinh hoc tiép xtic v6i mot hodc nhidu khang thé dic hiéu BCMA hodc
manh gan khang nguyén duge mo ta trong ban mo ta nay.

Céc phuong phép chan doén bénh ung thu bidu hién BCMA trong ddi tugng
ciing lién quan dén buée cho mAu sinh hoc tiép xuc v6i mot hogic nhiéu khang thé dac
hiéu BCMA hoac manh gén khang nguyén dugc md ta trong ban md ta nay; tuy nhién,
céc phuong phép cling bao gdm budc dinh lugng BCMA ¢6 mit trong mau; budce so

sanh luong BCMA ¢6 trong mau v6i mdt mau da biet hodc mau tham chi€u; va bude
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xéc dinh liéu mitc BCMA cta dbi twong cé roi vao trong pham vi cdc mirc BCMA
lién quan dén bénh ung thu hay khong.

Dong thoi ban mo ta ndy ciing trinh bay cac phuong phap theo ddi bénh ung thur
bidu hien BCMA ¢ dbi tuong. Cac phuong phap dugec mo té bao gbém budc cho mau
sinh hoc tiép xtic v6i mét hodc nhiéu khang thé dic hi¢u BCMA hogc méanh gan khang
nguyén duogc md ta trong ban mo ta nay; budc dinh luong BCMA c6 trong mau lién két
v6i khang thé, hodc manh gan khang nguyén ctia khang thé; bude so sanh lugng BCMA
¢6 trong mau v6i mot mau da biét hodc mAu tham chiéu hodc lwong BCMA trong mau
tuong tu léy tir dbi tuong tir trude; va budce xac dinh liéu mixc BCMA cua dbi tuong co
bidu thi su tién trién, thodi lui hodc 6n dinh cua bénh ung thu dua trén sy khac nhau
trong lwong BCMA trong c4c mau so sénh.

Cé4c mau thu duoc, hodc ¢6 ngudn gde tir, cac dbi twong 1a cac mau sinh hoc
nhu nudce tiéu, mau, huyét thanh, huyét tuong, nudc bot, dich cd truéng, té bao
tudn hoan, t& bao khéi u tudn hoan, té bao khong két hop v6i md, cdc md, cac mod
khdi u cét bo bing phiu thuat, mo sinh thiét, miu té bao choc hut bang kim nho,
hay céc ti€éu ban mo.

Céc khang thé dac hiéu BCMA hodc manh gén khéng nguyén ndy c6 thé
dugce gin nhin dé st dung véi cac phuong phéap duoc trinh bay trong ban mo ta,
ho#ic cac phuong phap khac ma nhiing ngudi c6 trinh do trong nganh da biét. Vi
du, cac khang thé dugc mo ta trong ban md ta nay, hodc cac manh gén khang
nguyén ciia chung, c6 thé dugc danh d4u bang chat déng vi phéng xa, nhan huynh
quang, nhén epitope, bioti, nhan nhém mang mau, nhan ECL, enzym, ruteni, '''In-
DOTA, "In- axit diethylenetriaminepentaacetic (DTPA), peroxydaza & cay cai
ngua, phosphataza kiém va beta-galactosidaza, hodc poly-histidin hodc cic nhin

tuwong tu da biét trong nganh.

Kit khang thé dic hiéu BCMA

Ban mo ta ciing md ta céc kit bao gdm cac khang thé dic hiéu BCMA dugc
boc 16 hodc cac manh gén khang nguyén cta ching. C6 thé sir dung cac kit nay dé
thuc hién cac phuong phép st dung cac khang thé dic hiéu BCMA hodc cdc manh
gfn khang nguyén duoc dé xut trong ban md ta ndy, hodc cac phuong phép khac

ma nhitng nguoi c6 trinh do trong nganh da biét. Trong mot sb phuong an, céc kit
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duge mo ta c6 thé bao gdm cac khang thé hodc cdc manh gin khang nguyén duoc
md ta trong ban md ta ndy va cac thudc thir dé sir dung dé phét hién sy c6 mit cla
BCMA trong mau sinh hoc. Theo dé, c4c kit dugc md ta c6 thé bao gdbm mot hodc
nhidu khang thé hoic (cic) manh gan khéng nguyén cua ching, dugc mo té trong
ban mo ta nay, va mot binh dé chira khang thé hodc manh khéng thé khi khong
dung, huéng din st dung khang thé hoic manh khang thé, khang thé hodc manh
khang thé duoc dé trén mot gid d& ctng, va/hodc cic dang khéng thé hodc manh

khéng thé duoc gén nhan dé co thé phat hién, nhu duge mo ta trong ban mo ta nay.

Céc khang thé da hiéu BCMA x CD3

Viéc chuyén hudng lympho bao T dén céc t& bao MM biéu hién BCMA qua
phitc TCR/CD3 14 mét phuong phép thuyét phuc khac. Phitc TCR/CD3 ctia lympho
bao T bao gdm di dime TCR alpha (a)/beta ((B) hoic TCR gamma (y)/delta (8)
dugc ddng biéu hién tai bé mat té bao véi cac tiéu phan bét bién gamma (y), delta
(8), epsilon (g), zeta (§), va eta () dugc gan nhan CD3. CD3¢ ngudi duge md ta
trong UniProt P07766 (CD3E_HUMAN). Khéng thé khdng CD3¢ duoc md ta trong
nganh 1a SP34 (Yang SJ, The Journal of Immunology (Tap chi mién dich) (1986)
137; 1097-1100). SP34 phan ung vdi ca CD3 nguoi va linh truéng. SP34 da c6 tai
Pharmingen. Khang thé khang CD3 khac dugc mo ta trong nganh 1a UCHT-1 (xem
W02000041474). Khang thé khang CD3 khéc nita duge mo ta trong nganh 12 BC-3
(Fred Hutchinson Cancer Research Institute (Trung tdm nghién ctru ung thu Fred
Hutchinson); duoc st dung trong cac thir nghiém GvHD giai doan I/II, Anasetti va
cong su, Transplantation (Cay ghép) 54: 844 (1992)). SP34 khac v6i UCHT-1 va
BC-3 & chd SP-34 nhén dién epitope c¢6 mat chi duy nhét tai chudi € cia CD3 (xem
Salmeron va cong su, (1991) J. Immunol. (Tap chi mién dich) 147: 3047) trong khi
UCHT-1 va BC-3 nhan dién epitope dugc cung cap tir ca chudi € va y. Trinh tu cta
khang thé c6 trinh tu tuong tw nhu trinh tu khang thé SP34 dugc dé cép trong
WO02008119565, WO02008119566, WO02008119567, W02010037836,
W02010037837 va WO2010037838. Trinh tu dong nhit 96% v&i mién bién dbi
chudi ning (VH) cia khéang thé SP34 dugc d& cap trong US8236308
(W02007042261).
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Cac loai khang thé dic hiéu doi khang CD3 va BCMA dugc dé cép trong
W02007117600, W02009132058, W02012066058, W02012143498,
W02013072406, WO2013072415, va W02014122144. Tuy nhién, hién khong c6 dit
liéu mo ta su tién trién trong pham vi 1am sang.

Ban mo ta nay con trinh bay céc khang thé da hiéu téi t6 hop lién két voi
BCMA va CD3 (“cac khang thé da hiéu BCMA x CD3”) va cadc manh gén khéng
nguyén da hiéu cua chung. Trong mdt s6 phuong 4n, khang thé tai t6 hop, hodc
manh gén khang nguyén ctia né, lién két mién dich dac hiéu véi BCMA dugc cung
cép.

Trong mdt s6 phuong 4n, nhanh déc hiéu BCMA ciia khéng thé da hi¢u lién két
v6i BCMA nguoi va BCMA khi dudi dai. Trong mot sb phuong én, nhanh dic hiéu
BCMA ciia céc khang thé da hiéu BCMA x CD3 hodc cac manh gan khédng nguyén
lién két v6i mién ngoai bao ctia BCMA nguoi. Trong cdc phuong an uu tién, khang
thé da hidu BCMA x CD3 hodc méanh gén khang nguyén 1a khang thé hoic manh gin
khang nguyén dac hi¢u doi. Trong mot s6 phuong 4n, khang thé dic hiéu doi BCMA x
CD3 t4i t6 hop bao gdm: a) chudi nang thir nhat (HC1); b) chudi nang tht hai (HC2);
¢) chudi nhe thit nhat (LC1); va d) chudi nhe thir hai (LC2), trong d6 HC1 va LC1 bét
cdp dé tao diém gin khang nguyén thir nhét lién két mién dich dac hiéu véi BCMA, va
HC2 va LC2 bit cip dé tao diém gén khang nguyén tht hai lién két mién dich ddc
hiéu v&i CD3, hodc manh gan diac hidéu doi BCMA x CD3 ctia nd. Trong phuong én
khac, té bao tai td hop biéu hién khang thé hodic manh gén dic hiéu doi dugc dé xuat.
Trong mot s6 phuong 4n, nhanh lién két BCMA (hay “nhanh dic hiéu BCMA”) cua
khang thé da hieu BCMA x CD3 dugc dén xuét tir khang thé BCMA dugc mo ta trong
ban mo6 ta nay (vi du, tir khang thé c6 céc trinh ty CDR duoc liét ké trong Bang 1).

Trong mot sb phuong an, nhanh dac hiéu BCMA cua céac khang thé da hiéu
BCMA x CD3 hoic cac manh gin khang nguyén 1a IgG, hoic cac dan Xuét cua no.
Trong mot s6 phuong 4n, cac khang thé da hiéu BCMA x CD3 dugc mo ta ¢6 kha
ning lién két véi BCMA béng hing sé phan ly it nhit bang 0,18 nM nhu dugc do
bang phuong phap cong hudng plasmon bé mat. Trong mdt s6 phuong 4n, khang
thé da hiéu BCMA x CD3 dugc md ta khong phai 1a chét chu van. Trong mot sb
phuong 4an, khéng thé da hiéu BCMA x CD3 dugc mé ta khong lam thay déi viée
hoat héa NF-xB & cac ndng d6 dudi 10 nM.
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Trong mdt sé phuong 4n, nhanh lién két CD3 (hay “nhanh dic hiéu CD3”)
cua khang thé da hidu BCMA x CD3 duoc dan xuét tir khang thé don dong SP34 cua

chudt, 16p khang thé IgG3/lambda cta chudt.

(K.R. Abhinandan va A. C. Martin,

2008. Mol. Immunol. (Mién dich hoc phan tr) 45, 3832-3839). Trong moét s6
phuong 4n, nhéanh lién két CD3 cua khang thé da hiéu BCMA x CD3 bao gém mot

chudi nang va mot chudi nhe dugce chon tir Bang 2.

Bang 2. Chuoi ning va chudi nhe cia cac khang thé dic hiéu CD3 va ciac manh

gin khang nguyén.

Chudi ning

Chudi nhe

CD3B219 (SEQ ID NO:55):

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGF
TFNTYAMNWVRQAPGKGLEWVARIR
SKYNNYATYYAASVKGRFTISRDDSK
NSLYLQMNSLKTEDTAVYYCARHGNF
GNSYVSWFAYWGQGTLVTVSSASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYF
PEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDH
KPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEA
AGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCV
VVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNA
KTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDW
INGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTT
PPVLDSDGSFLLYSKLTVDKSRWQEGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

CD3B219 (SEQ ID NO:56):

QTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCRSSTG
AVTTSNYANWVQQKPGQAPRGLIGG
TNKRAPGTPARFSGSLLGGKAALTLS
GVQPEDEAEYYCALWYSNLWVFGGG
TKLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELQA
NKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSS
PVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLS
LTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKT
VAPTECS

CDR 1: TYAMN (SEQ ID NO: 59)

CDR 1: RSSTGAVTTSNYAN (SEQ ID
NO: 62)

CDR 2: RIRSKYNNYATYYAASVKG
(SEQ ID NO: 60)

CDR 2: GTNKRAP (SEQ ID NO: 63)

CDR 3: HGNFGNSYVSWFAY (SEQ ID
NO: 61)

CDR 3: ALWYSNLWYV (SEQ ID NO: 64)

L6p IgG duge phan thanh bdn 16p khang thé: 1gG1, 1gG2, 1gG3 va IgG4 &

ngudi. Chung twong dong hon 95% & céc trinh ty axit amin ciia ving Fc nhung lai

khac biét dang ké trong thanh phin axit amin va cdu tric cia ving ban 1&. Ving Fc
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lam trung gian cho céc chirc ning ctia té bio thuc thi, nhu gdy doc té bao phu thudc
khéng thé (ADCC) va gay doc t& bao phu thugc bd thé (CDC). Trong co ché
ADCC, ving Fe clia khéng thé lién két v6i céc thu thé Fc (FegR) trén bé mit cia
cac té bao thuc thi midn dich nhu té bao sat thi tu nhién va dai thyc bao, din dén
su thuc bao hoic ly giai t& bao dich. Trong co ché CDC, cac khang thé tiéu diét té
bao dich bang cach hoat héa hé b thé tai bé mit t bao.

Déi v6i nhidu ung dung cia cac khang thé chita bénh, cac chuc nang cia té
bao thuc thi qua trung gian Fc khong phai 1a mot phin cia co ché tac dong. Cac
chtrc nang cua té bao thuc thi qua trung gian Fc ¢6 thé ¢6 hai va c6 thé mang dén
rli ro vé an toan do gdy ra tinh doc tir co ché dong. C6 thé diéu hoa céc chiic nang
cla t& bao thuc thi bang cach kién tao cac ving Fc dé giam lién két cua ching dén
céc FegR hodc cac yéu t6 bd thé. Su lién két cua IgG véi FegR hoat hoa (FegRI,
FcgRITa, FegRIIla va FegRIIIb) va tic ché (FcgRITb) hogc thanh phan tht nhét cia
bb thé (C1q) phu thudc vao cac gde tai ving ban 1& va mién CH2. Cac dot bién da
dugc dua vao IgGl, IgG2 va IgG4 dé 1am gidm hodc 1am cdm cé4c chirc nang cua
Fec.

Trong mdt phuong 4n, khang thé bao gbém ving Fc c6 mdt hodc nhiéu déc tinh
sau: (a) cac churc nang cua té bao thuc thi di bi giam so v6i Fe me; (b) 4i lyc véi Feg R,
Fcg Rlla, Feg RIIb, Feg RITIb va/hodc Feg Rllla giam, (c) i luc voi FegRI giam (d) ai
luc v6i FegRlIla giam (e) i luc voi FegRIIb giam, (f) i luc voi Feg RIIIb giam hodc (g)
ai luc voi FegRIIla giam.

Trong mot s6 phuong 4an, khing thé dic hiéu CD3 hodc manh gin khéng
nguyén ma tir d6 nhanh dac hi¢u CD3 cua khang thé da hiéu dugc dan xuét 1a IgG,
hodic din xuét ctia n6. Trong mét s6 phuong 4an, khang thé dac hiéu CD3 hoic
manh gin khang nguyén ma tir d6 nhanh dac hiéu CD3 ctia khang thé da hiéu duoc
din xuét 1a IgG1, hodc dan xuit ctia nd. Trong mot s6 phuong an, vi du, ving Fc
cta khéng thé IgG1 dic hiéu CD3 ma tir d6 nhanh lién két véi CD3 duoc dan xuét
bao gbém céc thay thé L234A, L.235A, va F405L trong vung Fc cta nd. Trong mot
s6 phuong 4n, khang thé dic hiéu CD3 hodc manh gén khang nguyén ma tur do6
nhénh dic hidu CD3 cla khang thé da hiéu dugc din xuét 12 IgG4, hoic din xuét
ctia n6. Trong mot sb phuong an, vi du, ving Fc cua khang thé IgG4 dic higu CD3

ma tir d6 nhénh lién két v6i CD3 duge dan xuit bao gdm cac thay thé S228P,
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L234A, L235A, F405L, va R409K trong vung Fc ctiia n6. Trong mot s6 phuong an,
khang thé dac hiéu CD3 hodc manh gin khang nguyén ma tt d6 nhdnh dic higu
CD3 cua khéang thé da hiéu duoc dan xudt lién két voi CD3e tai cac té bao T so cép
ctia ngudi va/hodc té bao T so cp ctia khi. Trong mot s6 phuong 4n, khang thé dic
hiéu CD3 hodc manh gén khang nguyén ma tlr d6 nhanh dic hiéu CD3 cta khang
thé da hiéu dugc din xuét hoat héa té bao T CD4+ so cap clia ngudi va/hodc té bao
T CD4+ so cép ctia khi.

Ngoai c4c khang thé da hidu BCMA x CD3 dugc mo ta, sang ché cling dé
xuét céc trinh ty polynucleotit cé kha ning ma héa cic khéang thé da hiéu BCMA x
CD3 nay. Trong mot s6 phuong 4n, polynucleotit tong hop duge phan 14p ma hoa
HC1, HC2, LC1 hodc LC2 cua khang thé dic hiéu déi BCMA x CD3 hoic manh gén
dac hiéu do6i. Ban mo ta con cung cip cac vecto chira cac polynucleotit dugc md ta,
céc té bao bidu hién cac khang thé da hiu BCMA x CD3 duoc md ta tai day. Dong
thoi ban mo ta ciing dé cap dén cac té bao c6 kha ning biéu hién cac vecto duge bde
16. Céc té bao ndy c6 thé 13 t& bao dong vat c6 va (nhu cdc té bao 293F, cac té bao
CHO), t& bao con tring (nhu t& bao Sf7), t& bao ndm men, té bao thuc vat, hodc té
bao vi khuan (nhu E. coli). Cac khang thé dugc mé ta ciing c6 thé dugc san xuét
bang céc té bao lai. Mot sb phuong 4n d& xuat cdc phuong phap tao khang thé dic
hiéu d6i BCMA x CD3 hodc manh gin dic hiéu dbi bang cach nudi cdy té bio.

Ngoai ra séng ché ciing dé xut cac duge phdm chta cac khang thé da hiéu

BCMA x CD3 hodc manh gin khang nguyén va chat mang dugc dung.

Cac phwong phap sit dung khang thé da hiéu BCMA x CD3

Ban md ta clng boc 16 cac phuong phép st dung cac khang thé da hiéu
BCMA x CD3 da néu va cidc manh gin khang nguyén da hiéu cta ching. Vi du,
c4c khang thé da hiéu BCMA x CD3 va cdc manh gan khang nguyén da hiéu cta
chting ¢6 thé hitu ich trong diéu tri bénh ung thu biéu hién BCMA ¢ d6i tuong can
diéu tri. Trong mot sb phuong &n, bénh ung thu biéu hién BCMA 1a ung thu hach
bach huyét, nhu bénh da u tiy.

Cac phuong phap diéu tri bénh ung thu biéu hién BCMA & ddi tugng can
diéu tri bao gém budc cho dbi tuong str dung mot lugng diéu tri hiru hiéu khang

thé da hiéu BCMA x CD3 da néu hodc manh gan khang nguyén da higu cta no.
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Trong mat sb phuong an, ddi tuong 1a dong vat c6 v, tét nhat dbi twong 13 con
ngudi. Cac phuong 4n uu tién d& xudt cic phuong phap diéu tri ddi twong méc
bénh ung thu bing cach cho bénh nhan sir dung mdt lugng diu tri hitu hiu khang
thé dic hiéu d6i BCMA x CD3 hodc manh gan khing nguyén dic hiéu déi trong
mot thoi gian du dé diéu tri bénh ung thu.

Ngoai ra, ban md ta nay con cung clp cac phuong phap trc ché su phat trién
hoic tang sinh céc té bao ung thu bang cach cho sir dung mét lwong diéu tri hitu hiéu
khang thé dic hiéu d6i BCMA x CD3 hodc manh gin dic hi¢u doi dé e ché sy phat
trién hodc tang sinh céc té bao ung thu.

Ban md ta nay con cung cap cac phuong phéap chuyén hudng té bao T dén té
bao ung thu biéu hién BCMA béng cach cho st dung mét lugng diéu tri hitu hiéu
khéng thé dac hiéu doi BCMA x CD3 hodic manh gén dac hi¢u d6i dé chuyén huéng té
bao T dén té bao ung thu.

Kit khang thé dic hiéu BCMA x CD3

Ban mb ta ndy trinh bay cac kit bao gdm céc khing thé da hiéu BCMA x
CD3 da duoc boc 16. C6 thé sir dung céc kit nay dé thuc hién cac phuong phap su
dung céc khang thé da hiéu BCMA x CD3 duoc dé xuét trong ban mo ta nay, hodc
cac phuong phap khac ma nhitng nguoi c6 trinh do trong nganh da biét. Trong mot
s6 phuong 4n, cac kit dugc mo ta co thé bao gdm céc khang thé dugc mo ta trong
ban mo ta ndy va céc thude thir dé st dung dé didu tri bénh ung thu bicu hién
BCMA. Theo @6, cac kit dugc mo ta co thé bao gém mot hodc nhiéu khang thé da
hiéu hodc (cac) manh gén khang nguyén da hiéu cua chung, duoc mo ta trong ban
mo ta ndy, va mét binh dé chira khang thé hoic manh khang thé khi khong ding,
va/hoic huéng din sir dung khang thé hodc manh khang thé, khang thé hogc méanh
khéang thé duoc dé trén mot gia d& cimg, va/hodc cac dang khang thé hoic manh

khang thé dugc gén nhin dé c6 thé phét hién, nhu dugc mo ta trong ban mo ta nay.

M0 ta chi tiét cac phwong an thwe hi¢n sang ché
Cac dinh nghia
Céc thuat ngit khac nhau lién quan dén c4c phuong dién khéc nhau dugce st dung

trong toan bo ban md ta va cac diém yéu cau bao hd. Cac thuat ngft nay dugc hiéu theo
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nghia thong thudng trong nganh trir khi duge quy dinh khéc. Céc thuat nglt duoc dinh
nghia cu thé khac duoc hiéu theo ngit canh nhit quan vé6i cac dinh nghia dugc dua ra
trong ban mo ta nay.

Trong ban m6 td ndy va céc yéu cdu bao hd dinh kém, dang s6 it “mot” dé
cap dén ca cac sé nhidu trir khi c6 sy md ta ndi dung khac mot cach rd rang. Do do,
vi du, “mét té bao” ¢6 thé hiéu 1a bao gdm ca su két hop cua hai hodc nhiéu té bao,
V.V.

Thuat ngit “khoang” sit dung trong ban mo ta nay dé chi mot gia tri c6 thé
do duoc nhu mot ) lugng, mot khoang thoi gian v.v., cd nghia bao ham céc gia tri
bién ddi 1én dén £10% so véi gia tri xac dinh, sao cho cac gi4 tri bién dbi nay phu
hop dé thuc hién cac phuong phap duoc bdc 19. Trir khi duge quy dinh khac, tat ca
cac chit s chi s6 lugng cua cc thanh phan, dic tinh nhu khdi lwong phén t, diéu
kién phan ung, v.v sit dung trong ban mo ta nay va cac yéu cau bao ho duoc hiéu l1a
s& duoc diéu chinh trong tit ca cac truong hop theo thuét ngir “khoang”. Theo do,
trir khi quy dinh khéc di, cdc thong s6 bang s6 dua ra trong md ta va cac diém yéu
cAu bao ho sau day 1a cac con sb xép xi va c6 thé khac nhau tuy theo dac tinh ma
bang sang ché nay mong muén dat duge. Cudi cing, va khong c6 y gidi han ung
dung cua hoc thuyét tuong duong trong pham vi cac yéu cau bao ho, mdi thong sb
béng sb it nhat phai dugc hiéu theo chit s6 duoc tao thanh tir cac s6 ¢6 nghia dugc
cong bd va 4p dung nguyén tic 1am tron thong thuong.

B4t ké cac khoang sb va thong sb bang sb dua ra trong pham vi rong cla sang
ché 12 céc s6 xép xi, cac gia tri béng sb dua ra trong cac vi du cu thé duoc dua ra mot
céch chinh x4c nhét c6 thé. Tuy nhién, gia tri bang sé bét ky thuc ra ciing chita mot
s& 151 nhét dinh ¢4 nguyén nhan tit yéu tir do léch chuén trong cac phép do thu
nghiém tuong Ung cua ching.

Pugc “phén 14p” c6 nghia 1a mot thanh phan sinh hoc (nhu axit nucleic, peptit
hay protein) vé co ban da duoc tach ra, duge tao thanh riéng ra tir, hodc tinh loc ra
khéi cc thanh phan sinh hoc khac cua sinh vat ma tai d6 thanh phan xuét hién mot
cach tu nhién, tirc 1 cac ARN va ADN thudc nhiém séc thé va ndm ngoai nhiém séc
thé, va cac protein khac. Do do, axit nucleic, peptit hay protein da dugc “phén 14p”
bao gdm ca céc axit nucleic va protein dugc tinh ché biang cac phuong phap tinh ché

AR

tiéu chudn. Axit nucleic, peptit hay protein da dugc “phan 1ap” c6 thé 12 mot phan
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trong thanh phan va tiép tuc duoc phan 1ap néu thanh phan d6 khong phai 12 mot
phéan ctia moi trudng tu nhién cla axit nucleic, peptit hay protein do. Thuét ngit bao
ham ca céc axit nucleic, peptit va protein duoc didu ché bang cach biéu hién tai t6
hop trong t& bao chu va céc axit nucleic dugc tdng hop hoéa hoc. Trong ban mo ta
ndy, mot khéng thé hoic manh gin khang nguyén dugc “phan 1ap” nham chi mét
khang thé hodc manh gin khang nguyén vé co ban duoc tach ra khoi cac khang thé
hodc manh gin khéng nguyén khac cé céc tinh dic hiu khang nguyén khac (vi du,
khang thé phan 1ap lién két ddc hiéu véi BCMA vé can ban duoc tach khoi cac
khang thé lién két dic hiéu véi cdc khang nguyén khac ngoai BCMA). Tuy nhién,
khéng thé phan 14p lién két ddc hiéu v&i mot epitope, thé dong dang hodc bién thé
cia BCMA ¢6 thé c6 phan tmg chéo véi cac khang nguyén lién quan khac, vi du tix
cac loai khac (nhu ddng dang loai cia BCMA).

9 ¢

“Polynucleotit”, ddng nghia véi “phan tir axit nucleic” “nucleotit” hay “axit
nucleic”, chi polyribonucleotit hay polydeoxyribonucleotit bat k¥, c6 thé 1a ARN hay
ADN chua diéu hoa hoic ARN hay ADN di didu hoa. “Polynucleotit” bao gdm,
khong gi6i han, ADN soi don va soi kép, ADN 1a hdn hgp cta cac ving soi don va
soi kép, cac ARN soi don va sg¢i kép, va ARN la hdn hop cla cac ving sgi don va
soi kép, cac phan tir lai chita ADN va ARN c6 thé 14 soi don hodc, dién hinh hon, 1a
soi kép hodc 12 hdn hop clia cac ving soi don va soi kép. Ngoai ra, “polynucleotit”
chi cac ving ¢ céu triic ba mach bao gdm ARN hoic ADN hozc ca ARN va ADN.
Thuét'ng& polynucleotit con bao gdbm cac ADN hogc ARN chﬁ:a‘m(f)t hozc nhiéu
base (gdc) da diéu hoa va ADN hoizc ARN véi cac khung dugce diéu hoa cho muc
dich 6n dinh hodc cho cac 1y do khac. Cac base “diéu hoa” bao g@)m, vi du, cac base
da bd sung nhom bao vé trityl va cic base khong thong thudong khac nhu inosin. C6
thé thuc hién nhidu kiéu didu hoa khdc nhau déi véi ADN va ARN; do do,
“polynucleotit” bao gbm céc dang dugc diéu hoa héa hoc, diéu hoa bang enzym hodc
bing cach chuyén héa ctia polynucleotit nhu thuong thay trong tu nhién, ciing nhu
trong cac dang héa hoc dic trung cia ADN va ARN cua cdc vi rut va té bao.
“Polynucleotit” dong thoi bao gdm ca nhitng mach axit nucleic twong d6i ngén,
thuong duoc goi 1a oligonucleotit.

Y nghia cua thut ngit “vé cin ban 1a dong dang” c6 thé khac nhau tiy vao

ngft canh st dung thuat ngi. Boi sy bién déi trinh tu tu nhién c6 kha ning ton tai
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trong c4c chudi ning va chudi nhe va cc gen ma héa chung, ngudi ta cho rang sé
tim théy su bién ddi & mot muc d6 ndo do6 bén trong cac trinh ty axit amin hodc céc
gen ma hoa cac khéng thé va cac manh gan khang nguyén dugc md ta trong ban md
ta ndy, v6i tac dong rat it hodc khong c6 tac dong dén cac dic tinh lién két duy nhat
cta ching (vi duy, tinh dac hiéu va ai lyc). Su mong doi nay mot ph?m l1a do su suy
bién ctia ma di truyén, va do thanh tuu tién hoa ciia céc bién thé cla trinh tu axit
amin bdo thy, cdc nguyén nhan nay khong lam thay dbi déng ké ban chat cua
protein dugc ma hoa. Do dd, trong nglt canh céc trinh ty axit amin, “vé can ban 1a
ddng dang” c6 nghia 1a c6 su ddng nhit & muc it nhat 65% gitta hai hodc nhiéu
trinh tu. T4t hon 13 thut ngit nay chi su ddng nhat ¢ muc it nhét 70% giita hai hoic
nhiéu trinh tu, t3t hon 1a ddng nhat & muc it nhat 75%, tét hon 1a déng nhat & muc
it nhét 80%, &t hon 1a ddng nhét & muc it nhit 85%, tot hon 1a dong nhit & muc it
nhit 90%, t6t hon 1a ddng nhé4t & mac it nhét 91%, tét hon 1a dong nhat & muc it
nhét 92%, t6t hon 1a déng nhit & mtc it nhit 93%, tot hon 1a déng nhat & muc it
nhit 94%, t6t hon 1a ddng nhéat & mac it nhit 95%, t6t hon 1a dong nhit & muc it
nhit 96%, t6t hon 1a ddng nhét & mac it nhét 97%, tot hon 12 dong nhat & muc it
nhit 98%, va t6t hon 1a ddng nhat & muc it nhit 99% hodc dong nhat hon nita.
Phin tram ddng nhét gitta hai trinh tu 13 ham cua sé luong vi tri dong nhét cua céc
trinh tu (tic 1a% tuong dong = sé lugng vi tri ddng nhat/tdng s cac vi tri x 100),
c6 tinh dén sé khoang tréng va chilu dai ctia mdi khoang trdng, cac khoang trong
can duoc dua vao dé co su bit cap téi wu gifta hai trinh ty. Phan trim ddng nhat
gitra hai nucleotit hodc trinh ty axit amin c6 thé, vi du, dugc xac dinh béng cach su
dung thuét toan cia E. Meyers va W. Miller, Comput. Appl. Biosci (Ung dung dién
toan vao khoa hoc sinh hoc) 4, 11-17 (1988), dugc hop nhat vao chuong trinh
ALIGN (phién ban 2.0), st dung bang trong sé gbc PAM120, diém phat chiéu dai
khoang tréng bing 12 va diém phat khoang trong bing 4. Ngoai ra, phan traim dong
nhét gitta hai trinh tu axit amin c6 thé dugc xac dinh bang cach st dung thuat toan
Needleman va Wunsch, J. Mol. Biol. (Tap chi sinh hoc phan tr) 48, 444-453
(1970).

Murc bién dbi nay, dién ra bén trong trinh ty axit amin cta protein ma khong c6
tac dong dang ké 1én chuc ning cua protein, thip hon nhidu so véi mic cua trinh ty

axit nucleic, do nguyén ly suy bién nay khong 4p dung cho céc trinh tu axit amin.
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Theo d6, trong ngit canh khang thé hozc manh gén khéng nguyén, “y& can ban 1a dong
dang” c6 nghia 13 c4c khang thé hodc manh gén khang nguyén dong nhit & mirc 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, hay 99% vdi cac khang thé hoic manh
gin khang nguyén duge md ta. Cac phuong 4n khéac bao gdm céc khang thé dic hiéu
BCMA hodc cac manh gén khang nguyén c6 khung, gian gido hodc cac ving khong
lién két khac khong ddng nhét dang ké vai cac khang thé va manh gan khang nguyén
trong ban mo ta nay, nhung cé hop nhét mot hodc nhidu CDR hodc céc trinh tu can
thiét khac dé tao nén lién két ddng nhat 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, hay 99% véi céc trinh tur nay trong ban mo ta.

“Vecto” 1a mot don vi sao chép, nhu plasmit, thuc khuén, cosmid hodc vi rat
trong d6 mdt doan axit nucleic khac co thé s& dugc chén vao dé ¢6 thé tao nén su
sao chép hodc biéu hién doan dé.

Mot “dong t& bao v tinh” 1a mot tép hop cac té bao duge dan xuét tir mot té
bao hoic t& bao so khai chung bang qua trinh nguyén phan. Mot “dong té bao” 1a
mdt dong vo tinh cac té bao so cip c6 kha ning ting trudng 6n dinh trong ong
nghiém trong nhiéu thé hé. Trong mot s6 vi du dugc cung cép trong ban mo ta nay,
céc t& bao duoc bién nap bang cach chuyén nhiém cac té bao véi ADN.

Céac thuat ngir “biéu hién” va “tao” dugc st dung dbng nghia trong ban mo
ta nay, va chi su sinh tong hop mot san pham gen. Céc thuét ngit ndy c6 nghia su
phién ma mot gen tao thanh ARN. Cac thuét ngit nay cling ¢6 nghia la sy dich ma
ARN thanh mét hodc nhiéu polypeptit, va con bao ham tat ca cac didu hoa dién ra
tu nhién sau phién mé va sau dich ma. Sy bidu hién hodc tao thanh khéng thé hodc
manh gan khang nguyén cta chung c6 thé ndm trong té bao chit cta té bio, hodc
mdi trudng ngoai bao nhu moi trudng sinh truéng ctia moéi trudng nudi cay té bao.

Céc thuat ngit “tri” hodc “diéu tri” chi su thanh cong hodc ddu hiéu thanh
cong trong viéc lam suy gidm hodc cai thién mot thuong ton, bénh 1y hodc tinh
trang, bao gdm thong sd chii quan va khach quan bat ky nhu 1am giam bét, thoai
lui, thu nho céc triéu chirng hodc lam cho tinh trang tré nén dé& chiu hon déi véi
nguoi bénh, lam chém tdc d6 thoai hoéa hodc di xuéng, khién cho diém cubi cua
thoai héa bét suy yéu hon, cai thién tinh trang thé chét va tinh than cua ddi tugng,

hodc kéo dai thoi gian sdng sot. C6 thé danh gia didu tri bang céc thong s6 chu
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quan hoac khach quan; bao gdm céc két qua tham kham 1am sang, thdm kham than
kinh hodc céc danh gia tim than.

“Luong htru hi¢u” hay “luong diéu tri hiru hiéu” chi luong c6 hiéu qua, véi
cac lidu lugng va trong cac khoang thoi gian can thiét, d& dat dugc hiéu qua diéu tri
mong mudn. Luong didu tri hitu hiéu khang thé BCMA x CD3 c6 thé khac nhau
tuy theo cac yéu t6 nhu tinh trang bénh, giéi tinh, do tudi va cin nang cua ca thé
bénh nhan, va kha ning cua khang thé trong viéc mang lai d4p Gtng mong mudn &
c4 thé bénh nhéan. Luong diéu tri hitu hidu déng thoi 1a mot lugng ma trong d6 céc
hiéu qua loi ich didu trj ctia khang thé hoic mot phin cua khang thé nhiéu hon so
véi cac tac dung co6 hai hodc doc hai.

“Khang th8” chi tit ca céc 16p khang thé globulin mién dich (IgG, IgA, IgE,
IgM, IgD, va IgY), bao gdm céc dang monome, polyme va tong hop, trir khi dugc
quy dinh khac. Thuat ngit “khang thé” cu thé bao gdm cac khang thé da dong, cac
khéang thé don dong (mAb), va céc polypeptit giéng khang thé, nhu khéng thé tong
hop va khang thé nhan hoa.

“Cac manh gan khang nguyén” 1a cac cAu tric protein bét ky c6 thé biéu hién
& luc lién két dbi véi mot khang nguyén cu thé. Cac manh gan khéang nguyén bao
g0m céc loai duge cung cip bang k¥ thuat da biét bat k¥, nhu cac k¥ thuat phéan cat
bang enzym, tdng hop peptit va tai to hop. Mot s6 manh gin khang nguyén dugc cau
tao tir cac phan khang thé nguyén ven, van gitt duoc tinh dic hiéu gén khang nguyén
ctia phan tir khang thé me. Vi du, cdc manh gén khang nguyén c6 thé bao gbm it nhat
mot ving bién dbi (ving bién ddi chudi ning hodc chudi nhe) hodc mot hodc nhicu
CDR cua khang thé da biét dé lién két voi mot khang nguyén cu thé. Cac vi du vé
cac méanh gén khang nguyén phil hop bao gém, nhung khong gi6i han, cac diabody
(khéng thé ddc hiéu dbi tai té hop) va phan tir don chudi va céc phan tir Fab (méanh
gén khang nguyén), F(ab’)2, Fc, Fabc, va Fv, cic khang thé don chudi (Sc), cac
chudi nhe khang thé riéng 1¢, cac chudi ning khang thé riéng 18, thé dung hop tong
hop gitra céc chudi khang thé hoic CDR va cic protein khéc, gian gido protein,
monome hodc dime chudi nang, monome hodc dime chudi nhe, dime chitra mot chudi
nang va mot chudi nhe, mot manh don tri chira cac mién VL, VH, CL va CHI, hoic
khéng thé don tri nhu dugc md ta trong WO2007059782, cac manh ludng tri bao

gbm hai manh Fab lién két véi nhau bang cau disulfua tai ving ban 1&, manh Fd chira
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cht yéu cac midn V.sub.H va C.sub.H1; manh Fv chira chii yéu céc mién VL va VH
cua mot nhanh cua khang thé, manh dAb (Ward va cdng sy, Nature (Ty nhién) 341,
544-546 (1989)), bao gdm chu yéu mién VH va dong thoi dugce goi la cac khang thé
mién (Holt va cong su; Trends Biotechnol. (Céac xu huéng trong cong nghé sinh hoc)
11/2003; 21(11):484-90); ho lac da hodc nanobody (khang thé don mién) (Revets va
cdng su; Expert Opin Biol Ther. (Quan diém chuyén gia vé& hoc thuyét sinh hoc)
01/2005; 5(1):111-24); ving xé4c dinh bd sung (CDR) phan 1ap, v.v. C6 thé sir dung
tAt ca cac 1p khang thé dé san xuat cac manh gén khang nguyén. Ngoai ra, cdc manh
gan khang nguyén c6 thé bao gdm cac khung protein khong phai khang thé ¢6 thé
tich hop thanh cong cac doan polypeptit theo huéng tao ra ai luc d6i vé6i khéng
nguyén quan tim da cho, nhu cac gian gido protein. Cac manh gén khang nguyén c6
thé dugc tao ra bang céach tai td hop hodc bing cach phan cét bang enzym hay bang
héa chét déi voi cac khang thé nguyén ven. Cuym tr “khéng thé hoic manh gin
khang nguyén cua nd” co thé duoc sir dung dé biéu thi viéc manh gan khang nguyén
da cho hop nh4t mot hodc nhiéu doan axit amin ctia khéng thé dugc dé cap trong
cum tur.

Thuét ngft “epitope” c6 nghia 13 yéu t§ quyét dinh cua protein c6 kha nang
lién két dic hiéu véi mot khang thé. Cac epitope thuong bao gdom cac nhém phan
tir bé mit nhu c4c axit amin ho#ic cdc mach bén dudng va thuong cé cac dac trung
cAu truc ba chiéu dic hiéu, cling nhu cac dic trung dién tich dac hiéu. Cac epitope
cAu hinh va khong c4u hinh khac biét & chd lién két v6i epitope cau hinh bi mat khi
c6 mat dung méi 1am bién chét, con lién két véi epitope khong céu hinh thi khong
bi mét. Epitope c6 thé bao gdm cac gbc axit amin lién quan truc tiép dén lién két va
cac gbe axit amin khac khong lién quan truc tiép dén lién két, nhu cac gbe axit
amin dugc ngin chin hiéu qua hodac dugce bao phu bdi peptit lién két khang nguyén
dac hiéu (ndi cach khac, gde axit amin nam trong tAm anh hudng cua peptit lién két
khéang nguyén déc hiéu).

“Lién két ddc hiéu” hay “lién két mién dich dic hiéu” hoic cac din xuét cua
ching khi dugc st dung trong ngit canh vé cac khang thé, hay manh khéng thé, thé
hién su lién két voi mot hodc nhiéu epitope clia protein quan tdm qua cac mién dugc
mi hoéa bdi cac gen globulin mién dich hodc cic manh cla céc gen globulin mién

dich, ma khéng lién két wu tién cac phan tr khac trong mau chira tdp hop hdn hop
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céc phan tr. Thong thudong, mot khang thé lién két véi mot khang nguyén cing ngudn
gdc bang Ka nhé hon khoang 1x10® M, nhu duge do bing xét nghiém cong huodng
plasmon bé mat hodc xét nghiém lién két té bao. Cac cum tir nhu khang thé “dic
hi€u [khang nguyén]” (vi dy, khang thé dac hiéu BCMA) c6 nghia 1a khang thé da
néu lién két dac hiéu v6i khang nguyén da néu.

Trong ban md ta nay, thuat ngt “Kp” chi hing sé can bang phan ly cia
tuong tac khang thé-khang nguyén cu thé.

Thuat ngir “ddi twong” chi cac dong vat 1a con ngudi va khong phai 12 con
nguoi, bao gém tat ca cac loai dong vat co xuong séng, vi du, dong vat c6 va va khong
¢6 v, nhu cac loai linh trudng khong phai la con nguoi, chudt, tho, ctru, cho, meo,
ngua, bo, ga, ludng cu, va bo sat. Trong nhiéu phuong an vé cac phuong phéap duoc
trinh bay, dbi tuong 1a con nguoi.

Thuét ngit “mAu” trong ban md ta niy chi tap hop cac chét 1ong, té bao hoic
mé ddng dang (vi du, mo khéi u cit bo bang phau thuat, mo sinh thiét, bao gom té
bao choc hit bing kim nhé), duoc phan 1ap tir dbi twong, ciing nhu cac chét long,
té bao hodc moé trong co thé dbi tugng. Trong mot s phuong 4n, mau 1a chét long
sinh hoc. Chat 16ng sinh hoc thong thudng 1a chit léng & nhiét d¢ sinh 1y va c6 thé
bao gém cac chat long tu nhién c6 trong, dugc hut ra tu, duge ép hodc duoc chiét
tir d6i twong hodc ngudn sinh hoc. Mét sb chat long sinh hoc duoc dan Xuat tlr cac
mo, co quan hay vung cuc bd cu thé va mot sd chét long sinh hoc khéc co thé duoc
lay tur nhiéu chd hon hay toan than & dbi tuong hoic nguén sinh hoc. Céc vi du vé
chét 16ng sinh hoc bao gdm mau, huyét thanh va dich huyét thanh, huyét tuong,
bach huyét, nude tidu, nuée bot, dich nang, giot nudc mét, phén, dom, dich tiét cua
niém mac cua cac md tiét va cac co quan, dich tiét am dao, dich cd trudng nhu céc
loai dich lién quan dén céc khéi u khong rén, dich mang phdi, mang tim, mang
bung, bung va céac khoang co thé khac, chat long dugc thu thap tr viéc rua phé
quéan va v.v. Cac chét 16ng sinh hoc ciing ¢6 thé bao gdm céac dung dich long tiép
xtc véi ddi tuong hoidc nguén sinh hoc, vi du, moéi trudong nudi céy té bao va co
quan bao gébm moi trudong didu hoa té bao hodc co quan, chét 1ong thut rira va v.v.
Trong ban md ta nay, thuat nglt “mau” bao gdm céc chét duoc lay tir d6i tuong

hoac cac chat c6 trong doi tuong.
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Mbt “mAu da biét” c6 thé 1a mot dung dich c6 lugng hodc ndng do BCMA da
biét, trong d6 dung dich c6 thé 1a dung dich xuét hién tw nhién, nhu méau tr bénh nhan
méc ung thu giai doan sém, trung, mudn, tién trién, hodc tinh, hodc dung dich c6 thé 1a
dung dich téng hop nhu nuée c6 cht dém, c6 mot lugng da biét BCMA dugc pha lodng
trong d6. MAu da biét trong ban md ta nay c6 thé bao gdbm BCMA dugc phan 1ap tir déi
tuong, protein BCMA duogc tinh ché hodc tai t& hop hodc mét gia tri ndng 4o BCMA
li€n quan dén tinh trang bénh.

Trong ban md ta nay, thuat ngtt “BCMA” dé cap dén khang nguyén trudng
thanh té bao B ngudi, con dugc goi 1a BCMA, CD269, va TNFRSF17 (UniProt
Q02223), 1a mét thanh vién cta siéu ho thu thé hoai tir khéi u, wu tién duge bicu
hién trong cac twong bao biét hoa. Mién ngoai bao cia BCMA ngudi bao gbm, theo
UniProt, céc axit amin 1 - 54 (hodc 5-51). Trong ban mo ta nay, thuat nglt “khang
thé khang BCMA, khang thé khang lai BCMA” d& cap dén khang thé lién két mién
dich dic hiéu v6i BCMA.

Thuat ngit “CD3” chi phtic hop da tiéu phan protein CD3 ngudi. Phirc hop
da tiéu phan protein CD3 dugc tao thanh tir 6 chudi polypeptit khac nhau. Cac
chudi nay bao gdm chudi CD3y (SwissProt P09693), chudi CD38 (SwissProt
P04234), hai chudi CD3e (SwissProt P07766), va mot déng dime chudi CD3 (
(SwissProt 20963), va két hop v6i chudi o va B cia thy thé té bao T. Thuat ngr
“CD3” bao gdm bién thé, thé ddng dang va dong ding loai CD3 bat ky duge biéu
hién tw nhién béi cac té bao (bao gdm céc té bao T) hodc c6 thé duge biéu hién trén
cac té bao chuyén nhidém véi cac gen hoic ADN b6 sung ma héa cac polypeptit
nay, trir khi c6 quy dinh khéc.

“Khéng thé BCMA x CD3” 1a khang thé da hidu, tiry chon 13 khéng thé dac
hiéu déi, bao gdm hai ving gén khang nguyén khéac nhau, mét ving lién két ddc hiéu
v6i khang nguyén BCMA va vung kia lién két dic hidu voi CD3. Khang thé da hiéu
c6 thé 1a khang thé dac hiéu doi, diabody, hodc phan ti twong tw (vi dy, xem md ta cac
diabody trong PNAS USA 90(14), 6444-8 (1993)). Trong ban mo ta nay, cac khang thé
dic hidu dbi, diabody, hodc khang thé tuong t c6 thé lién két véi dich pht hop béat ky
ngoai phan cia BCMA. Thuét ngit “khang thé ddc hiéu d6i” duoc hiéu 1a mot khang
thé c6 hai ving gén khang nguyén khic nhau duge xac dinh bang céc trinh tu khdng
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thé khac nhau. C6 thé hidu 1a chung lién két cac dich khac nhau nhung cting lién két
véi cac epitope khac nhau trong cuing mot dich.

“Mau tham chiéu” 1a mau c6 thé duge so sanh véi mAu khdc, nhu mAu thir
nghiém, dé dac trung héa mau duoc so sanh. MAu tham chiéu s& c6 mot s dac tinh
dugc dac trung hoa, 1a co s& dé so sanh v6i mau thir nghiém. Vi duy, ¢6 thé st dung
mAu tham chiéu 1am chudn v& mitc BCMA chi bdo dbi tuong méc bénh ung thu. Mau
tham chiéu khong can phai duoc phan tich song song v6i mau thir nghiém, do do6 trong
mot s6 trudong hop miu tham chiéu co thé 1a mét gié tri hodc pham vi bang s da duoc
xéc dinh trude d6 dé dac trung hoa mét tinh trang da cho, nhu cac mirc BCMA chi bao
ung thu & d6i twong. Thuét ngit cling bao gbm cac mau duge st dung cho muyc dich so
sanh, ¢o lién quan dén trang thai sinh Iy hodc tinh trang bénh, nhu bénh ung thu biéu
hién BCMA, nhung ¢6 mirc BCMA chua xac dinh.

Thuat ngir “tién trién”, duge sir dung trong ngit canh bénh ung thu biéu hién
BCMA c¢6 su tién trién, bao gdm sy thay doi bénh ung thu tir trang théi it nghiém
trong sang trang thai nghiém trong hon. Trang thai nay co thé bao gébm muc gia
tdng trong sb lugng hodc trong tinh nghiém trong cua cac khoi u, muc do di can,
téc do phét trién hay lan rong cua bénh ung thu, v.v. Vi dy, “su tién trién cta bénh
ung thu rudt két” bao gdbm su tién trién ctia bénh ung thu nay tir trang thai it
nghiém trong sang trang thai nghiém trong hon, nhu su tién trién tur giai doan I
sang giai doan II, tU giai doan II sang giai doan III, v.v.

Thuét ngit “thodi lui”, dugc sir dung trong ngt canh bénh ung thu biéu hién
BCMA c¢6 su thoai lui, bao gdm su thay ddi bénh ung thu tir trang thai nghiém
trong hon sang trang thai khong nghiém trong bang. Trang thai ndy c6 thé bao gém
mutrc giam trong sé luong hodc trong tinh nghiém trong cua céac khéi u, mtc do di
can, toc do phat trién hay lan rdng cua bénh ung thu, v.v. Vi du, “su thodi lui cua
bénh ung thu rudt két” bao gém su thodi lui ctia bénh ung thu nay tu trang thai
nghiém trong sang trang thai it nghiém trong hon, nhu sy thodi Iui tir giai doan III
sang giai doan I, tr giai doan II sang giai doan I, v.v.

Thuat ngl “6n dinh”, duoc st dung trong ngit canh bénh ung thu biéu hién
BCMA c6 tinh trang én dinh, nhim dé m ta mot tinh trang bénh khong hodc da
khong thay dbi du nhiéu trong mét giai doan 14m sang phu hop dé 6 thé duoc coi 1a

tién trién hodc thoai lui.
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Céac phuong 4n duge mo ta trong ban mé ta nay khong bi gidi han trong cac
phuong phap, thude tht, hop chét, ché phém hay hé sinh hoc cu thé, va céac yéu td
nay di nhién 1a c6 thé thay dbi.

Céc khang thé dic hitu BCMA va ménh gin khang nguyén

Ban mo t4 nay mo ta cac khang thé don dong tai td hop hodc cac ménh gén
khang nguyén lién két dic hiéu véi BCMA. Cé4u tric chung ciia mot phan ti khang
thé bao gdm mot mién gin khang nguyén, bao gdm céc chudi ning va nhe, va mién
Fc ¢6 cac chie nang khac nhau, bao gdm chitc nang ¢6 dinh bd thé va lién két cac
thu thé khang thé.

Céc khang thé dic hiéu BCMA hodc manh gén khang nguyén trong ban md
ta bao gdm tAt ca cac 16p khang thé IgA, IgD, IgE, IgG va IgM, va cac multime
téng hop cia cu tric globulin mién dich bn chudi. Cac khang thé hodc méanh gén
khang nguyén trong ban md ta con bao gdm 16p khang thé IgY thudng thiy trong
huyét thanh hodc long do tring clia ga mai hoac ga tay.

Céc khang thé ddc hiéu BCMA va manh gén khéng nguyén ¢6 thé dugc dan
xuat tir loai bat k¥ bing cac phuong tién tai t6 hop. Vi du, cac khéng thé hodc méanh
gén khang nguyén c6 thé c6 nguén géc tr chudt nht, chuét, dé, ngua, lon, trau, bo,
ga, tho, ho lac da, Itra, con nguoi, hoac thé téng hop cda chuing. Dé cho con ngudi st
dung, c4c khang thé hoic manh gan khang nguyén c6 ngudn gdc khong phai 1a ngudi
6 thé duogc thay dbi vé céu triic hodc gen dé it tinh khang nguyén hon khi dua vao
cho bénh nhén la con ngudi st dung.

Trong mot sd phuong 4n, cac khéng thé hodc manh gin khang nguyén 1a thé
tong hop. Trong ban mo ta ndy, thudt ngt “tdbng hop” chi mot khang thé, hodc manh
gin khang nguyén cta né, co it nh4t mot s6 phan cuia it nhat mot mién bién dbi dugc
dAn xuét tir trinh ty axit amin cta khang thé ctia mot dong vat c6 va khong phai 12
con nguoi, dong vat gam nhim, hodc bd sat, trong khi cac phan con lai ctia khédng
thé, hodc manh gén khang nguyén cua né, duge dan Xuét tir con ngudi.

Trong mét sé phuong 4n, céc khéng thé 1a khang thé nhan héa. Céc khang thé
nhan héa ¢6 thé 1a globulin mién dich tdng hop, chudi globulin mién dich hoac cac
manh ctia n6 (nhu Fv, Fab, Fab’, F(ab”)2 hodc céc trinh tur con gin khang nguyén khac

cua cac khang thé) chira trinh tu i thiéu dugc dan xuét tir globulin mién dich khong
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phéi ctia con ngudi. Phan 16n céc khang thé nhan héa 1a cac globulin mién dich ngudi
(khang thé ngudi nhan) trong d6 cac gbe tir ving xéac dinh bd sung (CDR) clia nguoi
nhan duoc thay thé bang cac goc tir CDR cuia cac loai khong phai 1a ngudi (khang thé
cua dbi tuong hién ting) nhur chudt nhat, chudt hogc thé cé tinh dic hiéu, i lyc va kha
nang mong muén. Nhin chung, khéng thé duoc nhan hoa s& bao gdm gan nhu tat ca
trong it nhit mot, va thong thudng 13 hai, mién bién d6i, trong do tat ca hoic gan nhu
tAt ca cac ving CDR tuong tmg véi cac ving cua globulin mién dich khong phai cta
ngudi va tit ca hodc gan nhu tat ca ving khung 1a ving khung cua trinh tu globulin
mién dich cta nguoi. Khang thé nhan hoa cé thé bao gdm it nhit mot phan cua ving
hing dinh globulin mién dich (Fc), thong thudng 1a globulin mién dich cta nguoi.

Trong ban md ta nay, cac khang thé hodc manh gan khang nguyén c6 thé xuat
hién dudi nhiéu dang khac nhau, nhung s& bao gdbm mét hoac nhidu CDR khéng thé c6
mat trong Bang 1.

Ban md t& ndy md ta cac khang thé tai tb hop va cac manh gin khang nguyén
lién két min dich dic hiéu véi BCMA. Trong mét sb phuong an, céc khang thé déc
hiéu BCMA hogc cdc méanh gén khéng nguyén 1a IgG ngudi hodc cac dan xuit cta né.
Mic du cac khang thé ddc hiéu BCMA hoic cac manh gén khang nguyén dugc dua ra
lam vi du trong ban moé ta nay la cia nguoi, cac khang thé hodc c4c méanh gan khang
nguyén vi du c6 thé 1a thé duoc tong hop.

Mot s6 phuong 4n dé xut khang thé dic hiéu BCMA, hogc manh gan khang
nguyén cta né, bao gdm chudi ning chira CDR1, CDR2 va CDR3 ctia khang thé bat
k¥ trong cac khang thé duoc trinh bay trong Bang 1. Mot sb phuong 4n dé xut khang
thé dac hiéu BCMA, hodc manh gin khang nguyén cia né, bao gbm chudi ning chita
CDR1, CDR2 va CDR3 cua khang thé bét ky trong c4c khang thé dugc trinh bay trong
Bang 1, va chudi nhe chira CDR1, CDR2 va CDR3 cua khang thé bat ky trong cac
khang thé duoc trinh bay trong Bang 1.

Trong mdt sé phuong 4n, cic khang thé dic hiéu BCMA va cac manh gén
khéng nguyén bao gdm CDRI1 ctia chudi nang c6 SEQ ID NO: 4, CDR2 ctia chudi
nang c¢6 SEQ ID NO: 5, va CDR3 cua chudi niang c¢6 SEQ ID NO: 6. Trong mot s6
phuong 4n, cac khang thé dic hiéu BCMA va céc manh gén khéng nguyén bao
gdm CDRI1 cua chudi nang c¢6 SEQ ID NO: 4, CDR2 cua chudi ning ¢6 SEQ ID
NO: 5, CDR3 cua chudi ning ¢6 SEQ ID NO: 6, CDRI ctia chudi nhe ¢6 SEQ ID
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NO: 7, CDR2 cua chudi nhe c6 SEQ ID NO: 8, va CDR3 ctia chudi nhe ¢6 SEQ ID
NO: 9. Khang thé dac hiéu BCMA hodc manh gan khang nguyén nay c6 thé bao
gdm cac trinh tu khung ctia ngudi. Khang thé dic hieu BCMA hoic manh gin
khang nguyén nay c6 thé tc ché lién két APRIL bing ICsp bang it nhat 5,9 nM.
Trong mot s6 phuong 4n, cac khang thé ddc hiéu BCMA va cac manh gan khéng
nguyén bao gdm mién bién déi cua chudi ning gan nhu dong dang, hodc dong nhét
v6i SEQ ID NO: 10. Trong mdt sé phwong 4n, cac khang thé dac hiéu BCMA va
c4c manh gén khang nguyén bao gom mién bién ddi cua chudi ning gan nhu ddng
dang, hodc ddng nhat véi SEQ ID NO: 10 va mién bién dbi chudi nhe gan nhu
ddng dang, hogc ddng nhét véi SEQ ID NO: 11. Mién bién ddi chudi ning va mién
bién dbi chudi nhe cua cac khang thé trinh bay trong doan nay phu hop dé bao gdm
céc cAu truc dic hiéu doi trong d6 mot nhanh 1a nhanh khang BCMA.

Trong mdt s6 phwong 4an, cac khang thé dac hiéu BCMA va cac manh gin
khang nguyén bao gdm CDRI1 cua chudi ning ¢6 SEQ ID NO: 4, CDR2 cua chudi
nang ¢4 SEQ ID NO: 5, va CDR3 cua chudi nang c6 SEQ ID NO: 6. Trong mot s6
phuong 4n, cac khang thé dic hiéu BCMA va cdc manh gan khang nguyén bao
gdm CDRI1 cua chudi nang c6 SEQ ID NO: 7, CDR2 cia chudi nang c¢6 SEQ ID
NO: 5, CDR3 cua chudi ning c6 SEQ ID NO: 6, CDRI1 cta chudi nhe ¢6 SEQ ID
NO: 24, CDR2 cua chudi nhe c6 SEQ ID NO: 25, va CDR3 cua chudi nhe c6 SEQ
ID NO: 26. Khang thé ddc hiéu BCMA hodc manh gén khang nguyén nay c6 thé
bao gdém cac trinh tw khung cta ngudi. Trong mot s6 phuong 4n, cac khang thé dic
hiégu BCMA va cac manh gén khang nguyén bao gdbm mién bién ddi cua chudi ning
gin nhu ddng dang, hoic dong nhat véi SEQ ID NO: 57. Trong mdt sd phuong én,
cac khang thé ddc hiéu BCMA va cac manh gin khang nguyén bao gdm mién bién
dbi cua chudi ning gin nhu dong dang, hoic ddng nhit v6i SEQ ID NO: 57 va
mién bién déi chudi nhe gan nhu ddng dang, hodc dong nhat véi SEQ ID NO: 28.
Mién bién ddi chudi ning va mién bién ddi chudi nhe ciia cac khéng thé trinh bay
trong doan nay phu hop dé bao gdm cac ciu tric dic hiéu doi trong d6 mét nhanh
la nhénh khang BCMA.

Trong mdt s6 phwong 4an, cac khang thé dic hieu BCMA va cac manh gin
khang nguyén bao gdm CDRI ciia chudi nang c¢6 SEQ ID NO: 7, CDR2 ctia chudi
nang c¢6 SEQ ID NO: 5, va CDR3 cua chubi niang c6 SEQ ID NO: 6. Trong mdt sb
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phuong an, cac khang thé dic hiéu BCMA va céc méanh gan khang nguyén bao
¢dm CDRI1 ctia chudi ning ¢6 SEQ ID NO: 7, CDR2 cua chudi nang c6 SEQ ID
NO: 5, CDR3 ctia chudi ning ¢6 SEQ ID NO: 6, CDR1 cua chudi nhe ¢6 SEQ ID
NO: 24, CDR2 cua chudi nhe ¢6 SEQ ID NO: 25, va CDR3 cua chudi nhe c6 SEQ
ID NO: 26. Khang thé dic hiéu BCMA hodc méanh gén khang nguyén nay c6 thé
bao gdm cac trinh tu khung ctia ngudi. Trong mot s phuong 4n, cac khang thé dac
hiéu BCMA v cac manh gin khang nguyén bao gdm mién bién ddi ciia chudi nang
gan nhu ddng dang, hodc ddng nhat véi SEQ ID NO: 34. Trong mot s6 phuong 4n,
cac khang thé dic hiéu BCMA va cdc manh gin khang nguyén bao gdm mién bién
di cua chudi ning gin nhu dong dang, hodc dong nhét véi SEQ ID NO: 34 va
mién bién dbi chudi nhe gén nhu ddng dang, hoic dong nhéit v6i SEQ ID NO: 28.
Mién bién déi chudi ning va mién bién dbi chudi nhe cta cac khang thé trinh bay
trong doan nay phi hop dé bao gdm céc ciu tric dic hiéu déi trong d6 mot nhanh
la nhanh khang BCMA.

Trong mot sb phuong é&n, céac khang thé dac hiéu BCMA va cdc manh gén
khang nguyén bao gdm CDRI1 cua chudi ning c6 SEQ ID NO: 4, CDR2 ctia chudi
nang ¢ SEQ ID NO: 5, va CDR3 cua chudi nang c6 SEQ ID NO: 19. Trong mot
s6 phuong 4n, cac khang thé dic hieu BCMA va cac manh gin khang nguyén bao
gdm CDRI1 cua chudi ning c6 SEQ ID NO: 4, CDR2 cta chudi nang ¢6 SEQ ID
NO: 5, CDR3 ctia chudi ning ¢6 SEQ ID NO: 19, CDR1 ctia chudi nhe c6 SEQ ID
NO: 24, CDR2 cua chudi nhe ¢6 SEQ ID NO: 25, va CDR3 ctia chudi nhe ¢c6 SEQ
ID NO: 26. Khang thé dac hiéu BCMA hodc méanh gén khang nguyén nay c6 thé
bao gbém cac trinh tw khung cua ngudi. Trong mét s6 phuong 4n, cac khang thé dic
hiéu BCMA va cic manh gin khdng nguyén bao gbm mién bién dbi ctia chudi ning
gan nhu déng dang, hoic ddng nhat vi SEQ ID NO: 39. Trong mot s6 phuong 4n,
céc khang thé dac hiéu BCMA va cac manh gén khang nguyén bao gdm mién bién
ddi cua chudi ning gan nhu dong dang, hodc ddng nhit vé6i SEQ ID NO: 39 va
mién bién ddi chudi nhe gin nhu dong dang, hodc ddng nhét véi SEQ ID NO: 28.
Mién bién déi chudi ning va mién bién dbi chudi nhe clia cdc khang thé trinh bay
trong doan nay phi hop dé bao gdm céc ciu tric dic hiéu doi trong d6 mot nhanh

1a nhanh khang BCMA.
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Trong mdt s6 phuong 4n, cic khang thé dac hidu BCMA va cac manh gan
khang nguyén bao gdm CDR1 cia chudi nang c¢6 SEQ ID NO: 4, CDR2 cta chudi
nang ¢ SEQ ID NO: 8, va CDR3 cua chudi niang c¢6 SEQ ID NO: 6. Trong mdt sb
phuong 4n, cac khang thé dic hiéu BCMA va cac manh gin khang nguyén bao
gébm CDRI ctia chudi nang ¢6 SEQ ID NO: 4, CDR2 cua chudi ning c¢6 SEQ ID
NO: 8, CDR3 cua chudi nang c¢6 SEQ ID NO: 6, CDR1 cua chudi nhe ¢6 SEQ ID
NO: 24, CDR2 cua chudi nhe ¢4 SEQ ID NO: 25, va CDR3 ctia chudi nhe c6 SEQ
ID NO: 26. Khéang thé ddc hiéu BCMA hodc méanh gén khang nguyén nay c6 thé
bao gbém céc trinh tw khung ctia nguoi. Trong mot sé phuong an, cac khang thé dic
hiéu BCMA va cac méanh gén khang nguyén bao gdm mién bién ddi cua chudi ning
gén nhu ddng dang, hoic dong nhét v4i SEQ ID NO: 40. Trong mot s6 phuong 4n,
cac khang thé dac higu BCMA va cdc manh gén khang nguyén bao gdm mién bién
di cta chudi ning gin nhu dong dang, hodc ddng nhét véi SEQ ID NO: 40 va
mién bién ddi chudi nhe gan nhu ddng dang, hodc dong nhét véi SEQ ID NO: 28.
Mién bién ddi chudi ning va mién bién dbi chudi nhe cta cac khang thé trinh bay
trong doan nay phi hgp dé bao gdm céc cAu trac dac hiéu doi trong d6 mot nhanh
la nhanh khang BCMA.

Trong mdt s6 phuong 4an, cac khéng thé dic hiéu BCMA va cdc manh gin
khéng nguyén bao gdm CDR1 cta chudi nang c¢6 SEQ ID NO: 13, CDR2 ctia chudi
nang c6 SEQ ID NO: 5, va CDR3 cua chudi nang c¢6 SEQ ID NO: 19. Trong mot
s6 phuong an, cac khang thé dic hiéu BCMA va cidc manh gén khang nguyén bao
gdm CDR1 ctia chudi ning c6 SEQ ID NO: 13, CDR2 cua chudi ning c6 SEQ ID
NO: 5, CDR3 cua chudi nang c6 SEQ ID NO: 19, CDR1 cua chudi nhe c6 SEQ ID
NO: 24, CDR2 cua chudi nhe ¢6 SEQ ID NO: 25, va CDR3 ctia chudi nhe ¢6 SEQ
ID NO: 26. Khang thé ddc hiéu BCMA hodc méanh gén khang nguyén ndy c6 thé
bao gbém céc trinh tw khung ctia ngudi. Trong mot s6 phuong 4n, cic khang thé dic
hiéu BCMA va cac manh gén khang nguyén bao gém mién bién d6i ctia chudi ning
gén nhu ddng dang, hoic dong nhit véi SEQ ID NO: 58. Trong mét sd phuong 4n,
cac khang thé dic hiéu BCMA va cac manh gin khang nguyén bao gdbm mién bién
d6i cua chudi ning gin nhu dong dang, hogc ddng nhit v6i SEQ ID NO: 58 va
mién bién ddi chudi nhe gan nhu déng dang, hodc dbng nhét véi SEQ ID NO: 28.

Mién bién doi chudi niing va mién bién do6i chudi nhe cua cac khang thé trinh bay
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trong doan nay phu hop dé bao gdm cac chu tric dic higu doi trong d6 mot nhanh
la nhanh khang BCMA.

Trong mdt sb phuong 4n, cac khang thé dic hiéu BCMA va cac manh gén
khang nguyén bao gdm CDR1 ctia chudi ning c6 SEQ ID NO: 13, CDR2 ctia chudi
nang c6 SEQ ID NO: 8, va CDR3 cua chudi nang c6 SEQ ID NO: 19. Trong mot
s6 phuong 4n, cac khang thé dac hi¢u BCMA va cac manh gén khang nguyén bao
gdm CDR1 cua chudi nang c6 SEQ ID NO: 13, CDR2 cua chudi ning c¢6 SEQ ID
NO: 8, CDR3 cua chudi nang ¢ SEQ ID NO: 19, CDRI1 cua chudi nhe c6 SEQ ID
NO: 24, CDR2 cua chudi nhe ¢6 SEQ ID NO: 25, va CDR3 cua chudi nhe c6 SEQ
ID NO: 26. Khéng thé dic hiéu BCMA hodc manh gén khang nguyén ndy c6 thé
bao gdm cac trinh tur khung ctia nguoi. Trong mot sé phuong 4n, cac khang thé dic
hiéu BCMA va cac manh gén khang nguyén bao gdm mién bién ddi cua chudi ning
gan nhu dong dang, hoic ddng nhit v6i SEQ ID NO: 43. Trong mot s6 phuong 4n,
cac khang thé dic hiéu BCMA va cdc ménh gin khang nguyén bao gdbm mién bién
dbi cta chudi ning gan nhu dong dang, hoic dong nhét véi SEQ ID NO: 43 va
mién bién ddi chudi nhe gin nhu ddng dang, hodc dong nhit véi SEQ ID NO: 28,
Mién bién ddi chudi nidng va mién bién dbi chudi nhe cia cic khang thé trinh bay
trong doan nay phit hop dé bao gdm céc ciu triic ddc hiéu ddi trong d6 mot nhanh
l1a nhanh khang BCMA.

Trong mét s6 phuong 4n, cdc khang thé hodc manh gan khang nguyén la
IgG, hogc din xut cia no, vi du cac 16p khang thé 1gGl, 1gG2, IgG3, va IgG4.
Trong mot s6 phuong an trong d6 khang thé 1a 16p khang thé IgG1, khang thé bao
gdm ving Fc ctia IgG1 (SEQ ID NO 74).

SEQ ID NO 74
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVH
TFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK
CKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVF
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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Trong mot s6 phuong 4n trong d6 khang thé thudc 16p khang thé IgG4, khéng thé bao
gbm céc thay thé S228P, L234A, va L235A tai ving Fc cua né (SEQ ID NO 73).

SEQ ID NO 73
ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYG
PPCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSV
MHEALHNHY TQKSLSLSLGK

Cac khang thé dic hidu duoc x4c dinh theo CDR va/hodc trinh ty mién bién doi
duoc trinh bay ¢ cac doan trén co thé bao gdm cac viung Fc IgG nay.

Béan mo ta nay cling bdc 16 céc polynucleotit tong hop phan lap ma hda céc
khang thé hodc cic manh gin khang nguyén lién két mién dich dic higu véi
BCMA. C6 thé bao gdm polynucleotit phan 1ap c6 kha nang ma hoa cac doan cua
mién bién d6i trong ban md ta ndy trong cung vecto, hodc trong cac vecto khéc
nhau dé tao cac khang thé hodc cac manh gin khang nguyén.

Céac polynucleotit ma hoa protein gén khang nguyén tai td hop ciing nam
trong pham vi cua ban cong bd sang ché nay. Trong mot sd phuong 4n, céc
polynucleotit dugc md ta (va cac peptit ma ching ma hoa) bao gbébm mot trinh tu
din dAu. C6 thé st dung trinh tu din diu bat ky duoc biét t6i trong nganh. Trinh tu
din dau c6 thé bao gém, nhung khong bi han ché trong vi tri cit gi6i han hodc vi tri
khoi dau dich ma.

Céc khang thé dic hiéu BCMA hoic manh gin khang nguyén dugc mo ta
trong ban md ta nay bao gém céc bién thé c6 mot hodc nhidu axit amin dugc thay
thé, bi 1am mét hodc duoc bd sung gitt lai c4c déc tinh sinh hoc (vi du, 4i luc lién két
hodc hoat tinh thuc thi mién dich) ctia cac khang thé dic hiéu BCMA hoac manh gén
khang nguyén. Trong ngft canh cua sang ché, cac quy tic ky hidu sau dugc s dung,
trir khi dugc quy dinh khéc, dé mo ta mot dot bién; i) s thay thé axit amin tai mot vi
tri da cho dugc ghi 13, vi du, K409R c6 nghia la Lysin & vi tri 409 dugc thay thé

bang Arginin; va ii) doi v6i cac bién thé ddc hiéu, sir dung ma ba hodc mot chir cai
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cu thé, bao gém cac ma Xaa va X dé biéu thi géc axit amin bét ky. Do dd, Arginin
thay thé cho Lysin & vi tri 409 duoc ky hiéu la: K409R, hay gbc axit amin bat ky
thay thé cho Lysin & vi tri 409 dugc ky hiéu 1a K409X. Truong hop Lysin 6 vi tri
409 bi lam mét duoc bidu thi bang ky hidu K409*. Nguoi ¢6 trinh do trong nganh c6
thé tao ra cac bién thé c6 mot hoic nhiéu axit amin duoc thay thé, bi 1am mét hoac
dugc bd sung.

Céc bién thé nay c6 thé bao gdm: (a) cac bién thé trong d6 mot hodc nhiéu gbc
axit amin dugc thay thé bing cac axit amin bao thu hogc khéng bao thu, (b) cc bién
thé trong d6 mot hoic nhidu axit amin dugc bd sung cho hodc bi lam méat tr
polypeptit, (c) cac bién thé trong d6 mot hodc nhiéu axit amin bao gdm mot nhém thay
thé, va (d) cac bién thé trong d6 polypeptit dugc dung hop véi peptit hogdc polypeptit
khac 13 d6i tic dung hop, nhan protein hodc gbc hoa hoc khac, ching ¢6 thé mang lai
cac dic tinh co loi cho polypeptit nhu, vi dy, epitope cho khang thé, trinh tu
polyhistidin, gbc biotin, v.v. Trong ban md ta ndy, cic khing thé hoic manh gin
khang nguyén co thé bao gdm cac bién thé trong d6 cac don phén axit amin tir mot
loai duoc thay thé cho gdc twong ting & lodi khéc, & céc vi tri bao thi hogc khong duoc
bao thi. Trong cac phuong 4n khac, cac don phén axit amin tai céc vi tri khong bao
thi duoc thay thé bing cac gbe bao thi hodc khong bao thi. Cac k§ thuat nhdm thu
duoc cc bién thé nay, bao gdm céc k¥ thuat di truyén (lam mét, dot bién, v.v.), k¥
thuét hoa hoc va k¥ thuat enzym, da dugc nhitng nguoi 6 trinh d§ binh thuong trong
nganh biét dén.

Céc khang thé dac hiéu BCMA hogc manh gin khang nguyén trong ban mé
ta nay c6 thé bao gdm mét sb 16p khang thé, nhu IgM, IgD, IgG, IgA va IgE. Trong
mot sé phuong 4n, 16p khang thé 1a IgG1, 1gG2, IgG3, hode IgG4, tot nhét 1a IgG1
hodc IgG4. Tinh ddc hiéu cua khang thé hodc manh gin khang nguyén cta ching
chu yéu duoc quyét dinh béi cdu tric va trinh tu axit amin cua cac CDR. Do do,
cac CDR cia mot 16p khéng thé c6 thé dugc truyén t6i 16p khang thé khac ma
khong 1am thay doi tinh dic hiéu cua khang nguyén. Hoac, céc k¥ thuat da dugc
thiét 1ap dé khién cac té bao lai chuyén tir san xuit mot 16p khang thé sang 1ép khéc
(chuyén ddi 16p khang thé) ma khong lam thay ddi tinh dac hiéu cua khang nguyén.
Theo d6, cac 16p khang thé nay nam trong pham vi cac khang thé hodc doan gin

khang nguyén dugc mo ta trong ban mo ta nay.
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Céac khang thé dic hiéu BCMA hogc manh gén khang nguyén trong ban mo
ta ndy c6 cac gia tri ICso it nhét bing 5,9 nM ddi véi lién két APRIL. ICso clia cac
khang thé dac hiéu BCMA hoc manh gdn khang nguyén trong ban md ta nay co6
thé duoc xac dinh bang nhidu phuong phap da biét trong nganh, nhu phuong phap
dua trén xét nghiém ELISA hodc phwong phap do va dém té bao theo dong
(FACS). Cac xét nghiém dé do ICso bang ELISA ¢6 BCMA trén dia, c6 va khong
c6 khang thé dac hiéu BCMA, va APRIL véi cac néng dd khac nhau dugc st dung.
Khang thd BCMA tc ché lién két ciia APRIL v6i BCMA 1a “Gc ché APRIL nhu
duoc do bang ELISA”.

Ban md ta cling cung cip céc vecto chira cdc polynucleotit duoc md ta tai
déy. Céc vecto c6 thé 1 vecto biéu hién. Do d6, cac vecto biu hién ti td hop chira
mot trinh tu ma hda popypeptit quan tam duoc du kién thudc pham vi ciia ban boc
16 sang ché nay. Vecto biéu hién ¢6 thé bao gdm mot hodc nhiéu trinh ty bd sung
nhu, nhung khong gidi han trong, cac trinh tu diéu hoa (vi du, viung khéi dong,
ving tang cuong), ddu 4n chon loc, va tin hiéu polyadenyl hoa. Cac vecto dé bién
nap mot pham vi rdng 1én cac té bao chu da dugc biét rong rai va bao gébm, nhung
khong gidi han trong, cac plasmit, phagemid, cosmid, vi rut Baculo, bacmid, va cac

‘nhiém séc thé vi khuén nhan tao (BAC), cac nhiém sic thé nim men nhén tao
(YAC), va céc vecto vi khuén, ndm men va vi rtat khéc.

Céc vecto biéu hién tai to hop trong pham vi ban md ta bao gdm cac manh axit
nucleic téng hop, cic manh axit nucleic thudc bd gen hodc cac manh axit nucleic dan
xuét tir ADN b sung ma hoa it nhat mot protein tai t6 hop c6 thé lién két duge véi céc
yéu t6 didu hoa phi hop. Céc yéu t6 didu hoa nay c6 thé bao gdm ving khoi dong
phién mé, cac trinh tw mi héa céc diém bam rib6 thé cua ARN thong tin phu hop, va
c4c trinh tu diéu khién két thuc dich ma va phién mi. Cac vecto biéu hién, cu thé 1a
cac vecto biéu hién ctia dong vat c6 vi, cling ¢b thé bao g@)m mot hodc nhiéu cac yéu
t6 khong phién mé, nhu gbc sao chép, ving khéi dong hodc ving tang cuong phu hop
lién két véi gen duoc biéu hién, cc trinh ty khong phién ma hai bén dau 5° hodc 3’
khéc, céc trinh tu khong dich ma ddu 5° hodc 3° (nhur cac diém bam rib6 thé can thiét),
diém polyadenyl hoa, vi tri cho va nhén cat ndi, hodc cac trinh tyr két thuc phién ma.

Gbc sao chép tao kha nang sao chép trong vat chu ciing c6 thé dugc bao gom.
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Céc trinh tu diéu khién phién ma va dich ma trong cac vecto biéu hién s&
duogc sur dung trong cac t& bao bién nap ciia dong vat c6 xuong sbng ¢6 thé duoc
cung cAp tir cac ngudn vi rit. Céc vecto vi du c6 thé duoc cdu tao nhu Okayama va
Berg md ta trong 3 Mol. Cell. Biol. (Sinh hoc phdn tir va té bao). 280 (1983).

Trong mot s phuong 4n, trinh tw ma héa manh gan khang nguyén hodc khéng
thé dugc dat dudi sy didu khién cua mot ving khéi dong co dinh ¢6 hiéu lyc nhu cac
ving khéi dong cho céc gen sau: transferaza phosphoribosyl hypoxantin (HPRT),
adenosin deaminaza, pyruvat kinaza, beta-actin, myosin ngudi, hemoglobin nguoi,
creatin co ngudi, va cac gen khac. Ngoai ra, ¢ nhidu ving khoi dong cta vi rit hoat
dong mdt cach co dinh trong céac té bao nhan thuc va phi hop dé st dung véi cac
phuong an duge mo ta. Cac vung khéi dong cua vi rut bao gbém, nhung khong gi6i han
trong, ving khoi dong sém tire thi cta vi rit cytomegalo (CMV), viung khoi dong sém
va mudn cia SV40, vung khoi dong cia vi rat gdy ung thu vi chudt nhit (MMTV), cac
doan 13p lai dAu dai (LTR) cua vi rit bach cau Maloney, vi rit gy ra hoi chimg suy
giam mién dich méc phai & ngudi (HIV), vi rit Epstein Barr (EBV), vi rat sarcém Rous
(RSV), va céc retrovirus khéc, va cac ving khoi dong thymidin kinaza ctia vi rit herpes
don dang. Trong mt phuong 4n, trinh tir ma hoa khéang thé dac hiéu BCMA hogc manh
gin khang nguyén ctia n6 dugc dit dudi sy diéu khién ciia mot ving khéi dong cam tmg
nhu ving khoi dong metallothionein, ving khoi dong cam Ung tetraxyclin, ving khoi
dong cam tng doxyxyclin, cadc vung khoi dong chira mot hodc nhiéu yéu t6 dap tng
kich thich interferon (ISRE) nhu 2’,5-oligoadenylate synthetaza cua kinaza protein R,
cac gen Mx, ADARI, v.v.

Trong ban md ta nay, cic vecto c6 thé chira mot hodc nhidu vi tri tiép nhén ribd
thé bén trong (Internal Ribosome Entry Site, IRES). Viéc cac vecto dung hop chua
mdt trinh tu IRES ¢6 thé ¢6 loi trong vide ting cudng biéu hién cua mot sd protein.
Trong mdt s6 phuong 4n, hé vecto s& bao gdm mot hoic nhiéu diém polyadenyl hoa
(vi du, SV40), cac diém nay dimg trudc hogc dimg sau céc trinh tu axit nucleic da de
cap & phin trén. Cac thanh phin vecto c6 thé lién két tiép giap véi nhau, hogc duge
sép xép sao cho c6 thé tao khoang cach ti wu dé bidu hién cac san pham gen (tuc 13,
bé‘mg cach dua céac nucleotit “doan dém” vao gitta cac ORF) hodc ¢ thé duogc dinh vi
theo cach khac. Cac yéu td diéu hoa, nhu mé-tip IRES ciing ¢ thé duogc sap xép dé

tao khoang cach t81 wu danh cho biéu hién.
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Céc vecto ¢ thé bao gém céc dau 4n chon loc, didu nay da duoc biét dén rong
rai trong nganh. Céc déau 4n chon loc bao gém cac diu 4n chon loc duong va cac dau
4n chon loc am, vi du, cac gen khang khang sinh (vi du gen khang neomyxin, gen
khang hygromyxin, gen khang kanamyxin, gen khang tetraxyclin, gen khang
penixilin, gen khéang puromyxin, gen khang blastixdin), gen glutamat synthase, cac
chét din xuit HSV-TK, HSV-TK dé chon loc ganciclovir, hodc gen phosphorylaza
purin nucleosit cua vi khudn dé chon 6-metylpurin (Gadi va cong su, 7 Gene Ther.
(Liéu phéap gen) 1738-1743 (2000)). Trinh tu axit nucleic ma héa ddu 4n chon loc
hodc diém tach dong c6 thé dimg trude hodc dimg sau trinh ty axit nucleic mé hoa
polypeptit quan tim hodc diém tach dong.

Trong ban mo ta nay, cac vecto co thé dugc st dung dé bién nap céc té bao
khac nhau véi cac gen mé hoa cac khang thé hay manh gén khang nguyén di néu.
Vi du, c6 thé st dung cac vecto dé tao cac té bao san xuét khang thé dac hiéu
BCMA hodc manh gin khang nguyén. Theo d6, séang ché cung cip phuong 4n khéc
md ta cc té bao chu duoc bién nap bang cac vecto chira trinh tu axit nucleic ma
héa mot khéng thé hodc manh gin khang nguyén cia né lién két dic hidu véi
BCMA, nhu céc khang thé hodc manh gin khdng nguyén da duge md ta va néu vi
du trong ban mo ta nay.

Chung ta da biét rat nhidu k¥ thuat dua cdc gen ngoai lai vao cac té bao, c6
thé ding cac k¥ thudt nay dé tao két cau cac té bao tai t6 hop dé thuc hién cac
phuong phap da mo ta, theo céc phuong an khac nhau da dugc moé td va néu vi du
trong ban mo ta nay. Cac ky thudt s dung phai giup truyén 6n dinh trinh tu gen
khong twong dong dén té bao chy, sao cho thé hé con cla té bao c6 thé di truyén va
bidu hién trinh tu gen khong twong dong nay, dong thoi cac chic ndng sinh ly va
phat trién can thiét cua cac t& bao nhan khong b gidn doan. Cac k¥ thudt c6 thé st
dung bao gdm nhung khong giéi han trong k¥ thuét van chuyén nhiém sic thé (vi du,
dung hop té bao, van chuyén gen qua trung gian nhiém sic thé, van chuyén gen qua
trung gian vi bao), cac phuong phap vat ly (chuyén nhiém, dung hop té bao bi mat
vach (spheroplast), vi tiém, xung dién, chit mang hat m&), van chuyén vecto vi rit
(vi du, cac vi rut ADN t4i t& hop, cac vi rat ARN tai t6 hop) va phuong phéap twong
tu (dugc mo ta trong Cline, 29 Pharmac. Ther. (Dugc ly hoc va Diéu tri) 69-92
(1985)). Ciing c6 thé sir dung k¥ thuat két tia canxi phosphat va dung hop cam tmg
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polyetylen glycol (PEG) té bao vi khuén bj mét vach véi cac té bao cia dong vat c6
v dé bién nap té bao.

Cac t& bao phi hop dé biu hién cac khang thé dic hiéu BCMA hodc manh
gin khang nguyén trong ban mo ta nay t6t hon 1a cac té bao nhan thuc, tot hon 1a cic
té bao c6 ngudn gde thue vat, dong vat gam nhim, hay ngudn gdc con ngudi, vi dy,
nhung khong giéi han trong cac té bao NSO, CHO, CHOK, perC.6, Tk-ts13, BHK,
HEK?293, c4c té bao COS-7, T98G, CV-1/EBNA, L, cic té bao u tuy C127, 3T3,
HeLa, NS1, Sp2/0, va cac dong té bao BHK, va cac loai té bao khac. Ngoai ra, c6 thé
dat duoc biéu hién cua khang thé bang cach st dung cac té bao lai. Cac phwong phap
tao té bao lai da dugc thiét 1ap trong nganh.

Trong ban mé ta ndy, cac té bao dugc bién nap bing cac vecto biéu hién c6
thé duoc chon hodc sang loc dé bidu hién tai td hop cac khang thé hoic manh gén
khang nguyén da mo ta. Céc té bao duong tinh tai t6 hop duge mé rong va sang loc
dé tim kiém cac dong phu bidu hién kiéu hinh mong mudn, nhu cac dic diém ting
trudng dugc tdng cao, cac dac diém duoc biéu hién & mirc cao, hodc kha nang tao
ra cac protein c¢6 céc dac trung hoa sinh mong mudn, vi du, béng cach diéu hoa
protein hay didu hoa sau dich mé bién ddi. C6 thé dat duogc céc kicu hinh nay dua
vao céc dac tinh vén c6 cua dong té bao phu da cho hodc bing cach dot bién. Cac
dot bién co thé duoc tao béng cach str dung hoa chit, 4nh sang c6 budc séng-tia
UV, bic xa, vi rit, tic nhan gay dot bién duoc chén vao, tic ché co ché sira chita 16

ADN bt cap sai, hoic két hop cac phuong phap nay.

Cic phwong phép sit dung khang thé dic higu BCMA dé diu tri bénh

Ban mo ta nay cung cap cac khang thé dic hiéu BCMA hodc manh gén khang
nguyén ctia ching dé sir dung trong liéu phap didu tri. Cu thé, cac khang thé hodc méanh
on khang nguyén nay c6 thé hitu ich trong diéu tri bénh ung thu, nhu bénh ung thu bicu
hién BCMA. Theo do, sang ché cung cip phuong phép diéu tri bénh ung thu bao gém
buéc cho bénh nhan st dung khang thé nhu dwgc md ta trong ban mé ta nay, nhu cac
khang thé ddc hiéu BCMA hodc cic méanh gan khang nguyén cia n6. Vi dy, viée st
dung khéang thé c6 thé 12 bang cach can thiép bang twong tac BCMA-thu thé hoac bang
cach trong d6 khang thé duoc tiép hop véi doc t6, tir 46 hudng doc t6 nhim dich dén té
bao ung thu biéu hién BCMA. Trong mét s6 phuong 4n, bénh ung thu biéu hién BCMA
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bao gém ung thu hach bach huyét, nhu bénh da u tiy (MM). Céc khang thé dé st dung
trong cac phuong phap nay bao gdm cac khang thé duge mo ta & phan trén trong ban
md ta nay, vi du, khang thé dic hiéu BCMA hodc manh gin khang nguyén ctia n6 ¢
cac dac diém trinh bay trong Bang 1, vi du, cac CDR hodc céc trinh tu mién bién ddi,
cfing nhu céc khang thé duge dé cap trong cac phan trinh bay khéc vé chung.

Trong mdt sé phuong an trong ban md ta ndy, cac dac tinh thyuc thi mién
dich cua khang thé dac hiéu BCMA ¢6 thé duoc ting cudng hodc lam bét hoat béng
cach didu hoa Fe bing cée k¥ thuat duge nhiing ngudi c6 trinh do trong nganh biét.
Vi du, céc chire ning clia té bao thuc thi Fe nhu lién két Clq, gdy doc té bao phu
thude bd thé (CDC), gay doc té bao qua trung gian té bao phu thudc khéng thé
(ADCC), thuc bao qua trung gian té bao phu thudc khang thé (ADCP), giam biéu
hién thu thé trén bé mit t& bao (vi dy, thu thé té bao B; BCR), v.v. c6 thé duoc
cung cap va/hodc dugce didu khién bang cach diéu hoa cdc don phan trong Fc chiu
trach nhiém cho cac hoat tinh nay.

“Gay doc té bao qua trung gian té bao phu thudc khang thé” hay “ADCC” chi su
phan Gng qua trung gian té bao trong do6 céac té bao gay doc té bao khong dic hidu biéu
hién thu thé Fc (FcR) (vi du, té bao sat thu tu nhién (NK), bach cau trung tinh, va dai
thye bao) nhan biét duoc khéng thé duge gén trén té bao dich va sau d6 khién cho € bao
dich bi ly giai.

Kha ning ctia cac khang thé don dong gdy ra co ché ADCC c¢6 thé duge ting
cudng bang cach kién tao thanh phan oligosacarit cua ching. IgG1 hoac IgG3 ngudi co
dang glycosyl hoa tai vi tri N tai Asn297 voi phan 1én polysacarit c6 dang hai rdu pho
bién GO, GOF, G1, G1F, G2 hodc G2F. Céc khang thé dugc tao ra bang céc t€ bao CHO
khong dugc kién tao thuong c6 ham lugng dudng fucoza trong polysacarit it nhét bang
khoang 85%. Viéc loai bo fucoza 151 tir oligosacarit dang phtrc hai rau gén véi vimg Fe
s& lam tang cudng co ché ADCC cua khang thé bang lién két Fc.gamma.RIlla dugc cai

thién ma khong 1am thay déi lién két khang nguyén hodc hoat tinh ctia CDC. C6 thé thu
| duoc cac khang thé don dong (mAb) ndy bing céc phuong phap khac nhau dugc bao
c40 13 din t6i bidu hién thanh cong cac khang thé dugc khir fucoza héa twong dbi cao
mang oligosacarit Fc dang phtrc hai rdu nhu dbi ching c6 ham lugng molan ddng thim
ap cua moi truong nudi cay (Konno va cong su, Cytotechnology (Cong nghé té bao)

64:249-65, 2012), ing dung dong CHO bién thé Lec13 1am dong t€ bao chu (Shields va
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cong su, J Biol Chem (Tap chi Sinh hoéa hoc) 277:26733-26740, 2002), tng dung dong
CHO bién thé EB66 1am dong té bao chu (Olivier va cong su, MAbs (Céc khang thé
don dong); 2(4), 2010; Ché ban dién t trude khi in ban gidy; PMID:20562582), tmg
dung dong té bao cua t& bao lai cia chudt YB2/0 1am dong té bao chu (Shinkawa va
cong su, J Biol Chem (Tap chi Sinh héa hoc) 278:3466-3473, 2003), dua ARN can
thiép nhd dic hiéu khang gen.alpha.l,6-fucosyltrasferaza (FUT8) (Mori va cdng su,
Biotechnol Bioeng (Cong nghé sinh hoc va K§ thuat sinh hoc) 88:901-908, 2004), hoac
dong biéu hién p-1,4-N-axetylglucosaminyltransferaza IIT va golgi a-mannosidaza II
hodc chét tc ché alpha-mannosidaza I hiéu luc cao, kifunensin (Ferrara va cong su, J
Biol Chem (Tap chi Sinh hoa hoc) 281:5032-5036, 2006, Ferrara va cOng su,
Biotechnol Bioeng (Cong nghé sinh hoc va K§¥ thuét sinh hoc) 93:851-861, 2006; Xhou
va cong su, Biotechnol Bioeng (Cong nghé sinh hoc va Ky thuat sinh hoc) 99:652-65,
2008).

Trong mot sé phuong 4n trong ban md ta nay, co ché ADCC gay ra béi
khéang thé khang BCMA ciing c6 thé dugc ting cudng boi mot sd thay thé nhat
dinh trong Fc khéng thé. Céc thay thé vi du 13, vi dy, c4c thay thé tai cdc vi trf axit
amin 256, 290, 298, 312, 356, 330, 333, 334, 360, 378 hodc 430 (viéc danh s6 gbc
theo chi muc EU) nhu duge mo ta trong Bing sdng ché Hoa Ky S6 6,737,056.

Cac phwong phap phat hiéen BCMA

Ban md ta cung cap cac phuong phap phat hién BCMA trong mau sinh hoc
bang cach cho miu tiép xtc véi khang thé, hoac manh gin khéng nguyén cua né.
Trong ban md ta ndy, cdc miu dugc din xuét tir nudc tidu, mau, huyét thanh, huyét
tuong, nude bot, dich b trudng, t& bao tudn hoan, t& bao khéi u tuan hoan, té bao
khong két hop v6i mé (rike I té bao tur do), cac md (vi du, cic mo khéi u ct bo bang
phdu thuat, md sinh thiét, bao gdm té bao choc hut bang kim nho), cac tiéu ban mo
v.v. Trong mot sb phuwong 4n, cic phuong phép trong ban mo ta bao gdm bude phat
hién BCMA trong méu sinh hoc bang cach cho mau tiép xuc v6i cac khang thé dic
hiéu BCMA bét ky, hodc cic manh gin khang nguyén cua né ma dugc md ta trong
ban mo ta nay.

Trong mot s6 phuong 4n, mau c6 thé duoc tiép xtic voi nhiéu hon mot khang

thé dic hiéu BCMA hodc manh gén khang nguyén ctia n6 nhu dugc md ta trong
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ban md ta nay. Vi du, mu c6 thé dugc tiép xuc véi khang thé ddc hiéu BCMA thu
nhét hoic manh gén khéng nguyén ciia n6, sau do tiép xuc véi khang thé dic hiéu
BCMA thtr hai hoic manh gén khéng nguyén cta né, trong d6 khang thé thir nhat
hodc manh gin khang nguyén cua né va khang thé tht hai hodc manh gin khéng
nguyén cta né khong phai cing mét loai khang thé hoic manh gin khéng nguyén.
Trong mdt sd phuong an, khang thé thr nhat hoac manh gin khang nguyén ctia n6
¢ thé duge dé trén mot bé mat, nhu dia nhiéu 13, chip, hay co chat twong duong
truge khi tiép xuc véi mau. Trong mot sé phuong 4n, khang thé thr nhét hogc
manh gin khéng nguyén ctia né ¢6 thé khéng duge dé trén, hay di kém véi bat ky
vat gi trude khi tiép xtic véi mau.

Céc khang thé dic hidu BCMA va cac manh gin khang nguyén dugc mo ta
trong ban md t4 ndy c6 thé dugc gin nhan dé d& phat hién. Trong mot s6 phuong
4n, cac khang thé va cac manh gin khang nguyén dugc gén nhan c6 thé hd tro phat
hién BCMA biang cac phuong phéap dd néu trong ban md ta. Nhitng nguoi cé trinh
d6 trong nganh da biét nhiéu loai nhan nhu thé ndy. Vi du, cac nhan ph hop bao
gdm, nhung khong gi¢i han trong chat ddng vi phéng xa, nhan huynh quang, nhan
epitope, bioti, nhdn nhém mang mau, nhan ECL, hay enzym. Cu thé hon, cac nhan
trong ban mdé ta bao gdébm  ruteni, MIn-DOTA, "In-  axit
dietylenetriaminpentaaxetic (DTPA), peroxydaza & cdy cai ngua, phosphataza kiém
va beta-galactosidaza, poly-histidin (gin nhan HIS), thudc nhudm acridin, thude
nhudm Xyanin, thudc nhudm flo, thudc nhudém oxazin, thubc nhuém phenanthridin,
thudc nhuém rodamin, thubc nhudom Alexa Fluor®, v.v.

Céac khang thé diac hieu BCMA va cdc manh gin khang nguyén trong ban
mb ta c6 thé duoc st dung trong nhidu loai xét nghiém khac nhau dé phét hién
BCMA trong miu sinh hoc. Mt s6 xét nghiém phu hgp bao gbm, nhung khong
gidi han trong phan tich lai thdm protein (western blot analysis), xét nghiém mién
dich dung dong vi phéng xa, cong hudng Plasmon bé mit, xét nghiém mién dich
huynh quang, két tia mién dich, thim tich can bang, khuéch tén mién dich, xét
nghiém mién dich dién héa phat quang (ECL), héa mé mién dich, phéan loai té bao

hoat héa huynh quang (FACS) hoac xét nghiém ELISA.
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Trong mét s6 phuong 4n trong ban md ta ndy, viéc phat hién cac té bao ung
thu bidu hién BCMA & déi tugng c6 thé duoc sir dung dé xéc dinh dbi tugng c6 thé
duoc diéu tri bang mot loai thudc diéu tri dinh huéng khang BCMA.

BCMA c6 mit & mic ¢6 thé phat hién trong cdc mau mau va huyét thanh.
Theo d6, ban md ta cung cép cac phuong phap phat hién BCMA trong mau sinh
hoc din xuét tir mau, nhu mAu huyét thanh, bing cach cho mau tiép xtic véi khang
thé hoic manh gén khang nguyén ciia n6 ma c6 lién két dac hiéu véi BCMA. Mau
méu, hodc dan xuét cta no, co thé duoc pha lodng, cht phén doan, hodc duogc xur ly
thém dé tao ra mot mau dé c6 thé thuc hién phuong phap dugc md ta trén day.
Trong mdt s6 phuong 4n, c6 thé phat hién BCMA trong miu mau, hodc din xut
clia n6 bang cac xét nghiém bat ky da biét trong nganh, nhung khong gidi han trong
cac xét nghiém sau: phan tich lai thdm protein (western blot analysis), xét nghiém
mi2n dich ding ddng vi phéng xa, cong hudng plasmon bé mat, xét nghiém mién
dich huynh quang, két tia mién dich, thim tich can bang, khuéch tan mién dich,
xét nghiém mién dich dién héa phat quang (ECL), héa mé mién dich, phan loai té

bao hoat hoa huynh quang (FACS) hodc xét nghiém ELISA.

Cac phwong phap chin doin b¢nh ung thw

Ban mo ta nay cling trinh bay cac phuwong phép chén doan bénh ung thu biéu
hién BCMA & dbi tugng. Trong mot s phwong an, bénh ung thu biéu hién BCMA
bao gbém cac loai ung thu hach bach huyét, nhu bénh da u tty (MM). Trong mét 5O
phuong an, nhu dugc mo ta ¢ phan trén, viéc phat hién BCMA trong mau sinh hoc
nhu miu mau hay méu huyét thanh, i mang lai kha nang chan doan bénh ung thu
& ngudi hién tang mAu. Hogc, trong mot s6 phuong 4n, cdc méu khac nhu mau mo
hoc, mAu té bao choc hiit bng kim nhé, md khéi u cit bo, té bao tudn hoan, té bao
khdi u tudn hoan, v.v., ¢ thé dugc sir dung dé danh gia liéu nguoi hién tang mau
c6 méc ung thur hay khong. Trong mot s& phuong 4n, c6 thé da biét ngudi hién tang
mau mic bénh ung thu, nhung loai ung thu ¢6 thé chua dugc chan doan hoic chan
do4n ban dau c6 thé chua rd rang, thi viéc phat hién BCMA trong mau sinh hoc 14y
tir di tuong ¢6 thé cho phép, hodc giéi thich, viéc chén doan ung thu. Vi dy, c6 thé
da biét dbi tuong méc bénh ung thu, nhung c6 thé chua biét hoic chua biét r6 bénh

ung thu d6 c6 phai la ung thu biéu hién BCMA hay khong.
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Trong mét s6 phuong 4n, cdc phuong phap duge md ta cé lién quan dén
budc danh gia lidu dbi twong c6 dang mic ung thu biéu hién BCMA hay khong
bang cach xac dinh luong BCMA c6 trong mau sinh hoc Jay tir d6i twong; va budc
so sanh lugng BCMA quan sat dugc voi luong BCMA trong mau ddi ching, hodc
mau tham chiéu, trong d6 sy chénh léch gitta lwong BCMA trong mau lay tir dbi
tuong va luong BCMA trong mu déi chimg, hodc mau tham chiéu 1a chi bdo cho
biét ddi tuong c6 dang mic ung thu biéu hién BCMA hay khong. Trong phuong an
khac, c6 thé so sanh lugng BCMA quan sat duge trong mau sinh hoc lay tir d6i
tugng voi cac mitc BCMA c¢6 lién quan dén mot sé dang hoac giai doan ung thu
nhét dinh, dé xac dinh dang hodc giai doan cta bénh ung thu cta dbi twong. Trong
mot s6 phuong 4n, lugng BCMA trong mau lay tir d6i tuong dugc danh gia bang
cach cho mau tiép xuc v6i khang thé lién két mién dich dic hiéu véi BCMA hodc
manh gin khang nguyén ctia né, nhu céc khang thé dac hiéu BCMA dugc mo ta
trong ban mo ta nay. Mau duoc danh gia vé su ¢ mit cia BCMA ¢6 thé duoc dan
xudt tir nude tiéu, mau, huyét thanh, huyét tuong, nudc bot, dich b trudng, té bao
tudn hoan, té bao khéi u tudn hoan, té bao khong két hop véi mo (tic 1a té bao tu
do), cac md (vi dy, cac mo khdi u cét bod bﬁng phau thuét, md sinh thiét, bao g@)m té
bao choc hit bang kim nhd), céc tiéu ban mo v.v. Trong mot s phuong 4n, bénh
ung thu bidu hién BCMA bao gém ung thu huyét hoc, nhu bénh da u tiy (MM).
Trong mot sd phuong an, dbi tuong 1a con nguoi.

Trong mdt sé phuong 4n, phuong phép chin doén bénh ung thu biéu hién
BCMA sé& bao gém: budc cho miu sinh hoc cia ddi tuong tiép xuc v6i khang thé dac
hiéu BCMA, hodc manh gén khéng nguyén cta né (nhu cac loai dan xuét tir cac khang
thé va manh khang thé trong Bang 1), buéc dinh lugng BCMA c¢6 trong mau lién két
v6i khang thé hoic manh gin khang nguyén cua n6, bude so sanh lugng BCMA c¢6
trong mAu v&i mot miu da biét hodc mau tham chiéu; va budc x4c dinh liéu muc
BCMA cua ddi twong ¢6 roi vao trong pham vi cac mic BCMA lién quan dén bénh
ung thu hay khong. Trong mot phuong an bd sung, phuong phéap chan doan c6 thé ¢6
thém bude cho sir dung hoac ké don mot loai thudc diéu tri ung thu dic hidu. Trong
phuong an khéac, phuong phap chin doan c6 thé c6 thém budc chuyén két qua xac

dinh dé hd tro viéc diéu tri bénh ung thu. Trong mot sb phuong an, thude didu tri ung
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thu dac hidu c6 thé duoc dinh huéng khang cac bénh ung thu biéu hién BCMA, nhu
céc khang thé da hiéu BCMA x CD3 nhu duge mo ta trong ban md ta nay.

Trong mot s6 phuong 4n, cac phuong phap duge mo ta cé lién quan dén
budc danh gia liéu ddi twong c6 dang méc ung thu biéu hién BCMA hay khoéng
bang cach xac dinh lwong BCMA c¢6 trong mau mau hodc huyét thanh 13y tir ddi
tuong; va bude so sanh lugng BCMA quan sét dugc véi lugng BCMA trong mau
dbi ching, hodc mau tham chiéu, trong do su chénh léch gilta lwuong BCMA trong
mau 14y tir d6i twong va luong BCMA trong mau dbi ching, hodc mau tham chiéu
1a chi bao cho biét dbi twong c6 dang mic ung thu biéu hién BCMA hay khong.

Trong mot sé phuong 4n, mau déi ching, hodc mau tham chiéu c6 thé duge
14y tir dbi twong khong méc bénh ung thu biéu hién BCMA. Trong mét s6 phurong
4n, mau dbi chimg, hodc mau tham chiéu c6 thé duoc 14y tir ddi twong mac bénh
ung thu biéu hién BCMA. Trong mot sb phuong an, trong d6 méu dbi ching, hodc
mau tham chiéu dugc léy tir dbi tuong khong méc bénh ung thu biéu hién BCMA,
khi lwong BCMA quan sat dugc trong mau thir ting so véi muc quan sat dugc
trong mau ddi chung, hoic mau tham chiéu, thi muc ting nay s& 1 chi bao ring déi
tuong dang duoc danh gia da bi méc bénh ung thu bidu hién BCMA. Trong mot s6
phuong 4n, trong d6 mau déi chung duoc 1y tir ddi twong khong méc bénh ung thu
bidu hién BCMA, khi lugng BCMA quan séat duoc trong mau thir giam hodc bang
s0 v&i muc quan sat dugc trong miu déi chimg, hodc mau tham chiéu, thi mic
giam hodc bing nay s& 1a chi béo ring dbi twong dang dwoc danh gia khong bi mic
bénh ung thu biéu hién BCMA. Trong mdt sb phuong én, trong d6 mau dbi chung,
hodc mau tham chiéu duoc léy tur dbi tuong méc bénh ung thu biéu hién BCMA,
khi Iwong BCMA quan sat dugc trong mau thir twong tu so v6i mirc quan séat duoc
trong mau ddi chimg, hodc mau tham chiéu, thi mic twong tw nay sé 1a chi bdo
ring dbi twong dang duoc danh gid da bi méc bénh ung thu biéu hién BCMA.
Trong mdt s6 phuwong 4n, trong d6 mau déi chimg, hodc mau tham chiéu dugc lay
tir dbi twong méc bénh ung thu biéu hién BCMA, khi lwgng BCMA quan sat dugc
trong mau thir gidm so v&i mic quan sat dwoc trong mau dbi ching, hoic mau
tham chiéu, thi mic gidm nay s& 1a chi bao rang ddi tugng dang dugc danh gia

khong bi méc bénh ung thu biéu hién BCMA.
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Trong mot sb phuong 4n, lugng BCMA trong mau ldy tir dbi twong duge danh
gid bing cach cho mAu tiép xuc v6i khang thé lign két dic hiéu véi BCMA hogc manh
gan khéng nguyén cua nd, nhu cac khang thé duoc mo ta trong ban mo ta nay. Mau
duge danh gia vé& su c6 mit cia BCMA ¢6 thé duoc dan xut tir mdu méau, mau huyét
thanh, t& bio tudn hoan, & bao khéi u tudn hoan, & bao khong két hop véi md (e la té
bao tu do), cac md (vi du, cac md khéi u cét bo bing phiu thudt, mé sinh thiét, bao gdm
té bao choc hut béng kim nhd), cac tiéu ban mo v.v.

Trong cac phuong 4n khac nhau, lugng BCMA dugc xac dinh béng cach cho
mAu tiép xtc v6i khang thé lién két dic hiéu véi BCMA, hodc manh gén khang
nguyén ctia n6. Trong mdt sd phuong én, méu ¢6 thé dugc tiép xuc véi nhiéu hon
mét loai khang thé lién két dic hidu véi BCMA, hodc manh gan khang nguyén cua
n6. Trong mdt sé phuong an, mau c6 thé dugc tiép xuc v6i khang thé lién két dic
hiéu BCMA tht nhit hoic manh gén khang nguyén cua nd, sau do tiép xtic véi
khang thé lién két ddc hiéu BCMA thir hai hogc manh gan khang nguyén ctia n6. Céc
khang thé dic hiéu BCMA hodc cac manh gan khang nguyén nhu dugc md ta trong
ban mo ta nay c6 thé dugc sir dung theo kha ning nay.

C6 thé st dung cac két hop khéc nhau clia cc khang thé ddc hiéu BCMA va céc
ménh gin khang nguyén dé cung cap khang thé “thir nhat” va “tht hai” hodc cac méanh
gfn khang nguyén dé thuc hién cc phuong phap chin doén da néu. Trong mét sb
phuong én, bénh ung thu biéu hién BCMA bao gém cac loai ung thu hach bach huyét,
nhu bénh da u tiy (MM).

Trong mdt sd phuong an, luong BCMA duoc xé4c dinh bang phuong phap
phan tich lai thdm protein (western blot analysis), xét nghiém mién dich ding dong
vi phong xa, xét nghiém mién dich huynh quang, két tia mién dich, tham tach can
bing, khuéch tan mién dich, xét nghiém mién dich dién hoa phét quang (ECL), héa
mo mién dich, phan loai t& bao hoat héa huynh quang (FACS) hodc xét nghiém
ELISA.

Trong cac phuong én khic nhau vé cac phuong phap chin doan dd md ta,
mAu dbi ching hodc mau tham chiéu dugc sit dung. MAu nay ¢6 thé la miu doi
chimg xét nghiém duong tinh hodc &m tinh dam bao xét nghi¢ém sir dung dugc thuc
hién dung; vi dy, ddi ching xét nghiém nhu vay co6 thé duoc st dung chung cho

cac xét nghiém hda mo mién dich. Hodc, mau c¢6 thé la mot tham chi€u dugc chuan
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héa cho luong BCMA trong mau sinh hoc 14y tir mot déi twong khoe manh. Trong
mot sd phuong an, co thé so sanh mic BCMA quan sat duoc cia dbi tuong thur
nghiém véi mic BCMA quan sat dugc trong cac mau 14y tir cac ddi tuong di biét
12 mic bénh ung thu biéu hién BCMA. Trong mét s phuong an, d6i tuong dbi
ching c6 thé bi mdc mot bénh ung thu cu thé. Trong mot sb phuong an, dbi tuong
dbi chtg duoc biét 14 da bi méac bénh ung thu giai doan sém, bénh ung thu nay c6
thé khong phai hodc c6 thé 1a bénh ung thu bidu hién BCMA. Trong mdt sd
phuong 4n, dbi tugng dbi chimg dwoc biét 1a da bi mic bénh ung thu giai doan
gifta, bénh ung thu nay c6 thé khong phai hodc c6 thé 1a bénh ung thu biéu hién
BCMA. Trong mét s phuong an, di tuong déi chimg duge biét 1a da bi mac bénh
ung thu giai doan cudi, bénh ung thu nay c6 thé khong phai hodc c¢6 thé 1a bénh
ung thu biéu hién BCMA.

Cac phwong phap theo déi bénh ung thw

Ban md ta nay cling trinh bay cac phuong phap theo ddi bénh ung thu biéu
hién BCMA ¢ dbi tuong. Trong mdt sé phuong 4n, bénh ung thu biéu hién BCMA
bao gém'céc loai ung thu hach bach huyét, nhu bénh da u tiy (MM). Trong mot sb
phuong an, cac phuong phép duge md ta ¢ lién quan dén budc danh gia bénh ung
thu biéu hién BCMA dang tién trién, dang thoai lui hay trong tinh trang 6n dinh
bang cach x4c dinh lwong BCMA c¢6 trong mau thir lay tir dbi twong; va budce so
sanh luong BCMA quan sat dugc véi lugng BCMA trong mau sinh hoc lay dugc
bé'mg cach tuong tu tu dédi tuong & mot thoi diém trudc d6, trong d6 su chénh léch
gitta lugng BCMA trong miu tht va trong mu 14y trude d6 14 chi bao cho biét
bénh ung thu dang tién trién, dang thodi lui hay dang trong tinh trang 6n dinh. Vé
van d& nay, mau thtr c6 luong BCMA ting so v6i luong quan sat duge & mau 1y tlr
trudc c6 thé chi bao su tién trién cia bénh ung thu biéu hién BCMA. Nguoc lai,
mau thit ¢6 lugng BCMA giam so véi lwong quan sat duge & mau 1ay tir trude b
thé chi bao su thodi lui cia bénh ung thu biéu hién BCMA.

Theo d6, mAu thtt ¢6 lwong BCMA chénh léch khong déng ké so véi lugng
quan sat duoc & mau lay tir trude c6 thé chi bao tinh trang 6n dinh ctia bénh ung
thu biéu hien BCMA. Trong mét sé phuong an, lugng BCMA trong méu sinh hoc

lay tir dbi tuong duoc dénh gia bang cach cho mau tiép xuc voi khang thé lién két
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dic hidu véi BCMA hodc méanh khang thé ctia n6, nhu cac khang thé dwoc md ta
trong ban md ta ndy. MAu duoc danh gia vé s c¢6 mat cia BCMA c6 thé duoc dan
xudt tir nude tiéu, mau, huyét thanh, huyét tuong, nudc bot, dich cd trudng, té bao
tudn hoan, t& bao khéi u tudn hoan, té bao khong két hop véi mo (e 14 té bao tu
do), cac md (vi du, cac md khéi u ct bo bang phiu thuat, mo sinh thiét, bao gdm té
bio choc hit bing kim nhd), céc tiéu ban mé v.v. Trong mot sd phuong én, déi
tuong la con nguoi.

Trong mot sé phuong 4n, phuong phép theo doi bénh ung thu bicu hién
BCMA s& bao gdm: bude cho mau sinh hoc cua d6i tuong tiép xic v6i khéng thé dac
hiéu BCMA, hodc manh gin khang nguyén cia né (nhu cac loai dan xuit tir cac
khang thé va manh khang thé trong Bang 1), buéc dinh lugng BCMA ¢ trong mau,
bude so sanh lwong BCMA ¢6 trong mau véi lugng BCMA xac dinh dugc trong
mau sinh hoc 14y dugc bang cach twong ty tir cing mot d6i twong ¢ thoi diém sém
hon; va budc xac dinh mitc BCMA cia dbi tugng co thay ddi theo thoi gian hay
khoéng. MAu thir ¢6 luong BCMA ting so v6i lugng quan sat duge & mau lay tir trude
6 thé chi bdo su tién trién ctia bénh ung thu. Nguoce lai, mau thir ¢ luong BCMA
giam so voi lwong quan sat dugc & miu 14y tir trudc c6 thé chi bao sy thodi lui cua
bénh ung thu biéu hién BCMA. Theo d6, mau thir ¢6 lugng BCMA chénh léch
khong dang ké so vdi lugng quan sét duge & mau lay tir trude co thé chi bao tinh
trang On dinh ctia bénh ung thu bidu hién BCMA. Trong mdt s6 phuong 4n, chi can
s0 sanh céc mic BCMA ctia mau v6i miu d3 biét hogc mAu tham chiéu, hodc c6 thé
so sanh thém véi cac mitc BCMA quan sat dugc ctia mau duge dénh gia ¢ thoi diém
sém hon. Trong mdt phuong 4n bd sung, phuong phép chin doan c6 thé c6 thém
budc cho st dung mdt loai thudc diéu tri ung thu dic hiéu. Trong mot s6 phuong én,
thudc didu tri ung thu dic hiéu c6 thé duoc dinh huéng khang cac bénh ung thu biéu
hién BCMA, nhu cac khang thé da hiéu BCMA x CD3 nhu dugc md ta trong ban mo
ta nay.

Trong cac phuong an khac nhau, lugng BCMA dugc xac dinh bang cach cho
mAu tiép xtc véi khang thé lién két dic hiéu véi BCMA, hodc manh gén khang
nguyén ctia n6. Trong mot s phwong an, mau co thé dugce tiép xuc voi nhiéu hon
mot loai khang thé lién két diac hiéu véi BCMA, hodc ménh gén khang nguyén cla

né. Trong mot sb phuwong an, miu c6 the dugc tiép xuc voi khang thé lién ket déc
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hiéu BCMA tht nht hodc manh gén khéng nguyén ctia né, sau dé tiép xic véi
khang thé lién két dic hiéu BCMA thtt hai hoic manh gan khang nguyén cua no.
Céc khang thé nhu dugc mo ta trong ban mb ta ndy c6 thé duge st dung trong kha
nang nay.

C6 thé st dung céc két hop khéc nhau cua cac khang thé va cac manh gan
khang nguyén nhu trong Bang 1 dé cung cdp khang thé “thir nhat” va “tht hai”
hodc cac manh gin khang nguyén dé thuc hién cac phuong phap theo ddi da néu.
Trong mot sb phuong an, bénh ung thu biéu hién BCMA bao gbdm ung thu huyét
hoc, nhu bénh bach cau tiy bao cép tinh (AML).

Trong mot s6 phuong 4n, lugng BCMA duoc xé4c dinh bang phuong phéap
phan tich lai thAm protein (western blot analysis), xét nghiém mién dich ding dong
vi phéng xa, xét nghiém mién dich huynh quang, két tia mién dich, thim tach can
bang, khuéch tan mién dich, xét nghiém mién dich dién héa phat quang (ECL), hoa
mdé mién dich, phan loai té bao hoat héa huynh quang (FACS) ho#c xét nghiém
ELISA.

Kit phat hiéen BCMA

Ban md ta con cung cip cac kit phat hién BCMA trong mau sinh hoc. Cac kit
nay bao gdbm mét hodc nhidu khang thé dic hiéu BCMA da duge md ta, hoac cac
manh gén khang nguyén cia ching, va cac huéng dan s dung Kkit.

Khang thé dic hiéu BCMA hodc manh gin khang nguyén duge mo ta co thé
c6 dang dung dich; dang dong kho; dugc dé trén co chét, chat mang hodc dia; hodc
dugc gan nhan dé dé phat hién.

Céc kit duoc md ta cling ¢6 thé bao gdm céc thanh phan bd sung hitu ich cho
viéc thuc hién cdc phuong phap da néu. Vi du, céc kit ¢6 thé bao gdm cac phuong
tién ldy mAu tir déi twong, mAu dbi chimg hay mau tham chiéu, vi du, mau tir dbi
tuong méc bénh ung thu tién trién cham va/hodc dbi tuong khong méc ung thu, mot
hodc nhiéu ngan chira mau, va/hodc tai liéu huéng dan mo ta cach thyc hién phuong
phap cua sang ché va cac d6i chimg hoic mau dic hiéu mo.

Cac phuong tién xac dinh mitc BCMA con bao gdm, vi du, cac dung dich

dém hoac cac thudc thir khac dé su dung trong xét nghiém xac dinh mac BCMA.
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Céc huéng din c6 thé 13, vi du, cac tai liéu in huéng dan thyc hién xét nghiém
va/hodc hudéng din danh gia mirc biéu hién BCMA.

Ciéc kit d4 néu con c6 thé bao gdm cac phuong tién sir dung dé phan 1ap mau
tir déi twong. Céc phuong tién nay c6 thé bao gdm mot hodc nhiéu dung cu hodc
thudc thir duoc st dung dé 14y chit 16ng hodc mé tir ddi tugng. Cac phuong tién
14y mau tir d6i tuong cling c6 thé bao gdm céc phuong tién phan 14p céc thanh phan
mau, nhu huyét thanh, tr mdu mau. Tt nhét 14, kit duoc thiét ké dé s dung cho

ddi tugng la con nguoi.

Ciéc khang thé da hi¢u

Céc mién lién két cta cac khang thé khang BCMA dugc m ta trong ban md ta
nay nhéan dién dugc céc t& bao biéu hién BCMA trén bé mit cua ching. Nhu da ru y 6
phan trén, biéu hién BCMA c6 thé 12 chi bdo ctia té bao ung thu. C6 thé nhim dich dac
hiéu hon dén cac tap hop con cu thé cia céc té bao bang cach tao cac phan tir dic hidu
d6i, nhu cac khang thé hodc manh khang thé lién két véi BCMA va véi dich khéc, nhu
CD3. Thyc hién didu ndy bing cach tao mot phan tir bao gdm viing thit nhét lién két voi
BCMA va viing lién két tht hai lién két voi khang nguyén dich khéc. Céc ving lién két
khéng nguyén c6 thé c6 dang bt ky cho phép nhan dién dac hiéu dich, vi du ving lién
két c6 thé 13 hodc bao gdm ving bién ddi chudi ning, Fv (két hop ving bién di chudi
ning va ving bién ddi chudi nhe), ving lién két dya trén mién dang III fibronectin (nhu
tir fibronectin, hodc dua trén su lién ing cua cac mién dang ITI tir fibronectin, hodc tir
tenascin hodc dua trén sy li€n Umg cua céc mién dang IIT tr tenascin, nhu c4c phan tir
Centyrin tir Janssen Biotech, Inc., xem vi du W02010/051274 va W02010/093627).
Theo d6, ban mé ta cung cAp cac phan tir dic hiéu doi bao gdm hai ving lién két khang
nguyén khac nhau I4n luot lién két véi BCMA va khang nguyén khéc.

Mot sb trong cac khang thé da hidu dugc mo ta trong ban mo ta nay bao gdm
hai ving lién két khang nguyén khéc nhau 14n lugt lién két véi BCMA va CD3. Trong
cac phuong an uu tién, cac khang thé da hiéu lién két véi BCMA va CD3 (“céac khang
thé da hiéu BCMA x CD3”) va cac manh gin khéng nguyén da hiéu cua chung dugc
cung cép. Trong mdt s phuong én, khang thé da hiéu BCMA x CD3 bao gom chudi
ning tht nhat (HC1) va chudi nhe thir nhit (LC1) bit cip dé tao diém gén khang
nguyén thir nhét lién két min dich dac hiéu véi BCMA, va chudi nang thu hai (HC2)
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va chudi nhe thit hai (LC2) bat cap dé tao diém gin khang nguyén thir hai lién két
mién dich dic hiéu v6i CD3. Trong mot sb phuong an wu tién, khang thé da hiéu
BCMA x CD3 12 khang thé diic hiéu doi bao gdm nhénh dic hiéu BCMA chtra chudi
ning tht nhat (HIC1) va chudi nhe thir nhét (LC1) bét cap dé tao diém gin khéng
nguyén thi nhét lién két mién dich dic hidu véi CD3, va nhanh ddc hiéu CD3 chia
chudi ning thtr hai (HC2) va chudi nhe thit hai (LC2) bt cap dé tao diém gan khang
nguyén thtt hai lién két mién dich dac hiéu véi BCMA. Trong mdt s6 phuong 4n, cac
khang thé dac hiéu doi cua sang ché bao g0m céc khang thé c6 cdu tric khang thé day
dit chidu dai. Trong ban mo ta nay, “khang thé ddy dii chiu dai” chi mot khang thé c6
hai chudi ning khang thé ddy du chidu dai va hai chudi nhe khang thé ddy du chiéu
dai. Mot chudi ning (HC) khéng thé ddy di chidu dai bao gdm céc mién bién d6i va
mién hing dinh chudi ning 1a VH, CH1, CH2, va CH3. M6t chudi nhe (LC) khang thé
dAy du chidu dai bao gdm céc mién bién déi va mién hing dinh chudi nhe 13 VL va
CL. Khang thé dy du chidu dai c6 thé thiéu lysin dau C (K) trong mot hoac ca hai
chudi nang. Thuat ngit “nhanh Fab” hay “ntra phan ti” chi mot cip chubi nang-chudi
nhe lién két dac hiéu v6i mot khang nguyén. Trong mét s6 phuong 4n, mdt trong céc
mién gén khang nguyén 1a mién lién két khong dva trén khang thé, vi du mién lién két
dua trén mién dang 3 fibronectin, vi du, Centyrin.

Nhénh lién két BCMA cua cac khang thé da hidu cung cap trong ban mo ta nay
c6 thé duoc din xuit tir cac khang thé dic hiéu BCMA bét ky da néu & phan trén.
Trong mot s6 phuong 4n mau vé c4c nhanh lién két BCMA nay, ving gan khang
nguyén thit nhét lién két véi BCMA bao gbm CDR1, CDR2, va CDR3 chudi ning dan
xuét tir dong khang thé nhu dugc md ta trong Bang 1. Trong mot s6 phuong 4n mau
v& céc nhanh lién két BCMA ndy, ving gén khang nguyén tht nhit lién két véi
BCMA bao gébm CDR1, CDR2, va CDR3 chudi nang va CDR1, CDR2, va CDR3
chudi nhe din xuét tir dong khang thé nhu duwoc mo ta trong Bang 1. Trong mot sd
phuong 4n m3u vé cdc nhénh lién két BCMA nay, viing gan khéng nguyén thir nhat
lién két v6i BCMA bao gdm CDR1, CDR2, va CDR3 chudi ning ctia dong BCMB69,
BCMB117, BCMB123, BCMB128, BCMB129, BCMB176, hodc BCMB177. Trong
mot sb phuong 4n miu vé céc nhanh lién két BCMA nay, ving gan khang nguyén thi
nhét lién két véi BCMA bao gdbm CDRI1, CDR2, vd CDR3 chudi ndng va CDRI,
CDR2, va CDR3 chudi nhe ctiia dong BCMB69, BCMB117, BCMB123, BCMB128,
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BCMB129, BCMB176, hoic BCMB177. Trong mot sb phuong 4n mau vé cdc nhanh
lisn két BCMA nay, ving gin khang nguyén thtr nht lién két véi BCMA bao gdm
midn bién déi chudi ning din xuét tir dong khang thé nhu duge mo ta trong Bang 1.
Trong mdt s6 phuong 4n mau v& cac nhanh lién két BCMA nay, ving gin khang
nguyén thir nhat lién két véi BCMA bao gdm mién bién ddi chudi nang va mién bién
ddi chudi nhe din xuét tir dong khang thé nhu dugc mo ta trong Bang 1. Trong mt 5O
phuong 4n mAu vé cac nhanh lién két BCMA nay, ving gén khang nguyén thir nhit
lien két v6i BCMA bao gdm mién bién d6i chudi ndng cua dong BCMB69,
BCMB117, BCMB123, BCMB128, BCMB129, BCMB176, hoac BCMB177. Trong
mot sd phuong 4n miu vé céc nhanh lién két BCMA nay, ving gan khang nguyén thir
nhét lién két véi BCMA bao gdm mién bién ddi chudi nang va mién bién doi chudi
nhe ctia dong BCMB69, BCMB117, BCMB123, BCMB128, BCMB129, BCMB176,
hoac BCMB177.

Bang 3 cung cép danh sach cac khang thé dic hiéu d6i BCMA x CD3 c6 mdt cdp
chudi ning va chudi nhe dac hiéu dbi véi BCMA va mot cdp chudi nang va chudi
nhe khéc dic hidu déi véi CD3, trong d6 ID khang thé cu thé dugc liét ké dé mo ta

cac nhanh khang thé dic higéu khang nguyén, ma da duogc stir dung dé tao phuong an

duoc mo ta.
Bang 3:
Nhénh dic hiéu BCMA = | Nhanh dic hi¢u CD3 =
ID khang the ID khang thé

BCMB69 CD3B219
BCMBI117 CD3B219
BCMB123 CD3B219
BCMBI128 CD3B219
BCMBI129 CD3B219
BCMBI176 CD3B219
BCMB177 CD3B219

Trong mot sd phuong 4n vé khang thé dic hiéu doi, nhanh lién két BCMA
con lién két véi BCMA khi, tot nhét 14 véi mién ngoai bao cua no.

Trong mot sd phuong 4n, nhanh lién két BCMA cua khang thé da hiéu 1a
IeG, hodc din xudt cua no, vi du cac 16p khang thé IgGl, 1gG2, IgG3, va IgG4.
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Trong mdt s6 phuong én trong d6 nhanh lién két BCMA c6 16p khéng thé IgG4, né
bao gdm (cac) thay thé S228P, 1.234A, va L235A tai vang Fc cua né.

Trong mot sé phuong 4n vé cac khang thé dac hiéu déi, nhanh lién két khang
nguyén thit hai lién két v6i CD3 ngudi. Trong mdt sé phuong én wu tién, nhanh dgc
hiéu CD3 ctia khang thé dc hidu d6i BCMA x CD3 dugc dan xuit tir khéng thé déc
hiéu CD3 lién két va hoat hoa céc té bao T so cép cua ngudi va/hodc té bao T so cép
ctia khi. Trong mét s6 phuong 4n, nhanh lién két CD3 lién két véi epitope tai dau N
ctia CD3¢. Trong mot sd phuwong 4n, nhanh lién két CD3 tiép xtic véi epitope bao gdm
sau axit amin dau N caa CD3e. Trong mot s6 phuong 4n, nhanh lién két dac hiéu CD3
cta khang thé ddc hiéu doi dugc dén xudt tir khang thé don dong SP34 cua chudt, 16p
khang thé IgG3/lambda cia chudt. Trong mot sé phuong 4n, nhénh lién két CD3 bao
gdm cac CDR ctia khéng thé SP34. Nhanh lién két CD3 nay c6 thé lién két véi CD3
bing 4i luc nhé hon hogc bing 5x107 M, nhu nhd hon hodc bing 1x107 M, nhé hon
hodc bing 5x10°* M, nhé hon hodc bang 1x10 M, nhé hon hodc bing 5x10° M, hodc
nho hon hodc bang 1x10 M. Nhanh lién két dac hiéu CD3 c6 thé 1a phién ban nhan
hoa cia mot nhanh cua khang thé don dong SP34 cua chudt. Co thé sir dung su thich
{ing v6i khung cua nguoi (HFA) dé nhan hoéa khang thé khang CD3 ma tir d6 nhanh
dc hiéu CD3 duoc dan xuét. Trong mot sb phuong én vé cac khang thé dac hiéu doi,
nhanh lién két CD3 bao gdm mét cip chudi ning va chudi nhe duge chon tir Bang 2.
Trong céc phuong 4n khac vé cac khang thé dic hiéu doi, nhanh lién két CD3 bao gom
cac trinh tv CDR1, CDR2, vad CDR3 chudi ning va CDR1, CDR2, va CDR3 chudi
nhe duoc néu & Bang 2. Vi dy, cac trinh ty CDR cua chudi ning va nhe ciia mot sb
phuong 4n vé nhanh lién két CD3 cua céc khang thé ddc hiéu doi dugc mé ta trong
ban md ta nay c6 thé bao gdbm cac trinh tyr axit amin sau: CDR1 chubi nang, SEQ ID
NO: 59; CDR2 chudi niang: SEQ ID NO: 60; CDR3 chudi ning, SEQ ID NO: 61;
CDR1 chudi nhe, SEQ ID NO: 62; CDR2 chudi nhe: SEQ ID NO: 63; va CDR3 chudi
nhe, SEQ ID NO: 64.

Trong mét sé phuong 4an, nhanh lién két CD3 1a IgG, hodc dan xuét cta né.
Trong mot s6 phuong an, nhanh lién két CD3 1a IgG1, IgG2, 1gG3, hodc IgG4. Trong
moét s6 phuong 4n trong d6 nhéanh lién két CD3 ¢6 16p khang thé IgG4, né bao gbm
(céac) thay thé S228P, 1.234A, 1.235A, F405L, va R409K tai ving Fc cua n6. Trong mot

s6 phuong 4n, cac khang thé hodc manh gan khang nguyén lién két voi CD3e trén cac té
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bao T so cp cua ngudi. Trong mot s6 phuong 4n, cac khang thé hozc manh gén khang
nguyén lién két véi CD3e trén céc té bao T so cap ctia khi. Trong mét s6 phuong 4n, céc
khang thé hodc manh gén khang nguyén lién két véi CD3e trén cc té bao T so cép clia
ngudi va khi. Trong mét s6 phuong 4an, cc khéng thé hodc manh gin khang nguyén
hoat héa cac té bao T CD4+ so cip cua ngudi. Trong mot sb phuong 4an, cac khang thé
hodc manh gén khang nguyén hoat héa cic té bao T CD4+ so cap cua khi.

Mot s6 phuong 4n cung cip khéng thé dic hi¢u doi BCMA x CD3 ¢6 nhanh lién
két BCMA bao gdm chudi ning ctia dong khang thé BCMB69, BCMB117, BCMB123,
BCMB128, BCMB129, BCMB176, hodc BCMB177. Mot s6 phuong én cung cap
khang thé dic hidu d6i BCMA x CD3 c6 nhanh lién két BCMA bao gdm chudi ning va
chudi nhe cua dong khang thé BCMB69, BCMB117, BCMBI123, BCMBI128,
BCMB129, BCMB176, hoic BCMB177. Mot s6 phwong 4n cung cap khang thé dic
hiéu d6i BCMA x CD3 ¢6 nhanh lién két CD3 bao gdm chudi ning clia dong khang thé
CD3B219. M6t sé phuong an cung cap khang thé dic hiéu d6i BCMA x CD3 c6 nhanh
lién két CD3 bao gdm chudi ning va chudi nhe ciia dong khang thé CD3B219. Mot sd
phuong 4n cung cAp khéng thé dic hiéu d6i BCMA x CD3 c6 nhénh lién két BCMA
bao gdm chudi nang ctia dong khang thé BCMB69, BCMB117, BCMB123, BCMB128,
BCMB129, BCMB176, hoic BCMB177 va nhanh lién két CD3 bao gém chudi niang
cta dong khéng thd CD3B219. Mot s6 phuong 4n cung cdp khang thé ddc hiéu doi
BCMA x CD3 ¢6 nhanh lién két BCMA bao gém chudi nang va chudi nhe ciia dong
khéang thé BCMB69, BCMB117, BCMB123, BCMB128, BCMB129, BCMB176, hoic
BCMB177 va nhanh lién két CD3 bao gdm chudi ning va chudi nhe cua dong khang
~ thé CD3B2109.

Vi du vé khang thé dac hiéu d6i BCMA x CD3 duoc cung cap trong Bang 9.

Céac dinh dang khac nhau cua cac khang thé dac hiéu d6i da duoc mo ta va
xem xét méi day boi Chames va Baty (2009) Curr Opin Drug Disc Dev (Quan
diém hién nay vé phat trién va nghién ctru dugc pham) 12: 276.

Trong mdt s6 phuong 4n, khang thé dic higu doi cia séng ché 12 diabody (khang
thé dic hiéu déi téi td hop), cross-body (khang thé chéo), hodc khang thé dic hiéu doi
thu duoc bé'mg cach trao ddi nhanh Fab c6 diéu khién, nhu céc loai khang thé dugc mo

ta trong sang ché nay.
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Trong mot sd phuong 4n, cac khéng thé dic hiéu doi bao gdbm cac phan tir
gibng TgG c6 cac midn CH3 bd sung dé thic ddy sy di dime hoa; cac phan tir nhim
dich kép gidng IgG tai to hop, trong d6 hai mach cua phan tir mdi mach chira méanh
Fab hodc mot phan cia manh Fab cua it nhét hai khang thé khac nhau; cdc phan ttr
dung hop IgG, trong d6 céc khang thé 1gG day du chiéu dai dugc dung hop véi mot
manh Fab khac nita hodc cac phan ctia manh Fab; cac phén tir dung hop Fe, trong d6
cc phan tr Fv don chudi hodc cac diabody on dinh duge dung hop véi cac mién
hing dinh cta chudi ning, cac ving Fc hodc cac phan cua chiing; cac phén tir dung
hop Fab, trong d6 cac manh Fab khac nhau duoc dung hop cung nhau; cac khang thé
nén ScFv va diabody va chudi ning (vi dy, cac khang thé mién, nanobody (khang thé
don mién)) trong dé cac phan tt Fv don chudi khac nhau hoidc cac diabody khac
nhau hoac cac khang thé chudi ning khac nhau (vi dy, cac khang thé mién,
nanobody) duoc dung hop véi nhau hodc véi phan tir protein hoac chit mang khéc.

Trong mot s6 phuong 4n, cac phan tu gidng IgG véi cac phan tur mién CH3
bd sung bao gdbm Triomab/Quadroma (Trion Pharma/Fresenius Biotech), Knobs-
into-Hole (Genentech), CrossMAb (Roche) va phan tr ¢o thé ghép tinh dién
(Amgen), LUZ-Y (Genentech), khang thé Strand Exchange Engineered Domain
(Mién kién tao trao ddi soi) (SEEDbody)(EMD Serono), Biclonic (Merus) va
DuoBody® (Genmab A/S).

Trong mét sd phuong an, céc phén tu nhém dich kép giéng IgG téi t6 hop bao
g6m Dual Targeting (nhédm dich kép) (DT)-Ig (GSK/Domantis), Two-in-one Antibody
(khéng thé hai trong mdt) (Genentech), Cross-linked Mabs (khang thé don dong lién két
ngang) (Karmanos Cancer Center), mAb2 (khang thé don dong 2) (F-Star) va CovX-
body (CovX/Pfizer).

Trong mdt s6 phuong 4n, cac phén tir dung hop IgG bao gdm Dual Variable
Domain (mién bién dbi kép) (DVD)-Ig (Abbott), IgG-like Bispecific (dac higu doi
gibng IgG) (InnClone/Eli Lilly), Ts2Ab (MedImmune/AZ) va BsAb
(Zymogenetics), HERCULES (Biogen Idec) va TvAb (Roche).

Trong mdt sb phuong 4n, cac phan tr dung hop Fc bao gbdm ScFv/Fc Fusions
(dung hop  ScFv/Fc)(Academic  Institution), ~ SCORPION  (Emergent
BioSolutions/Trubion, Zymogenetics/BMS), Dual Affinity Retargeting Technology
(cong nghé tai nhdm dich ai luc kép) (Fc-DART) (MacroGenics) va
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Dual(ScFv).sub.2-Fab (National Research Center for Antibody Medicine (Trung tam
nghién ctru qubc gia vé y hoc khang thé)--Trung Qude).

Trong mdt s& phuong 4n, cac khang thé dac hiéu doi dung hop Fab bao gdm
F(ab)2 (Medarex/  AMGEN), Dual-Action hodc Bis-Fab (Genentech), Dock-and-
Lock (DNL) (ImmunoMedics), Bivalent Bispecific (Biotecnol) va Fab-Fv (UCB-
Celltech). Céac khang thé nén ScFv, diabody va khéng thé mién bao gdm nhung
khong gi6i han trong Bispecific T Cell Engager (thanh phan gan két té bao T ddc
hiéu dé6i) (BITE) (Micromet), Tandem Diabody (Diabody kép) (Tandab)
(Affimed), Dual Affinity Retargeting Technology (cong nghé tai nhém dich 4i luc
kép) (DART) (MacroGenics), Single-chain Diabody (diabody don chudi)
(Academic), TCR-like Antibodies (khang thé giébng TCR) (AIT, ReceptorLogics),
Human Serum Albumin ScFv Fusion (dung hop ScFv albumin huyét thanh ngudi)
(Merrimack) va COMBODY (Epigen Biotech), cdc nanobody nhim dich kép
(Ablynx), cc khang thé mién chi chudi nang nham dich kép.

C6 thé tao cac khang thé dic hiéu doi ddy di chiéu dai cua sang ché, vi du,
béng céach trao dbi nhanh Fab (hodc trao ddi nita phén t) gifta hai khang thé ludng
tri don dic hiéu bang cach dua cac thay thé tai giao dién CH3 chudi ndng tai mdi
nira phan tir d& hd tro hinh thanh di dime ciia hai nira phan tir khang thé c6 tinh dic
hiéu khac nhau trong 6ng nghiém trong mdi trudng khong c6 té bao hodc bang cach
ddng biéu hién. Phan ung trao dbi nhanh Fab 1a két qua ciia phan tng isome hda
lién két disulfua va su phan ly-két hop cac mién CH3. Céc lién két disulfua chudi
ning trong cic ving ban 1& cla cac khang thé don dic hiéu me bi khur. Céc xystein
tu do thu dugc cia mot trong cac khang thé don dic hiéu me tao thanh lién két
disulfua chudi ning bén trong véi cac gbe xystein cua phan tir khang thé don dic
hiéu me tht hai va dong thoi véi cac mién CH3 cua cac khang thé me duge phong
thich va sira chita boi qué trinh phén ly-két hop. Cac mién CH3 cua cc nhanh Fab
6 thé duge kién tao dé hd tro qué trinh di dime héa hon 1a ddng dime hoéa. San
phim tao thanh 14 khang thé dic hidu d6i c6 hai nhanh Fab hodc hai nira phén tir
mdi ntra lién két véi mot epitope khac nhau, tirc 12 mot epitope trén BCMA va mét

epitope trén CD3.

-52-



40941

Trong ban md ta nay, “dong dime hoéa” chi sy twong tac gitra hai chudi ning
c¢6 céc trinh tu axit amin CH3 dong nhat. Trong ban md ta nay, “ddng dime” chi
khéng thé ¢6 hai chudi nang c6 cac trinh ty axit amin CH3 ddng nhat.

Trong ban mo ta nay, “di dime héa” chi sy twong tac cua hai chudi ning c6
cac trinh tu axit amin CH3 khong ddng nhét. Trong ban md ta ndy, “di dime” chi
khang thé ¢6 hai chudi ndng c6 céc trinh tu axit amin CH3 khong dong nhét.

C6 thé str dung phuong phéap “knob-in-hole” (nghia 12 mé hinh goéi cic mach
bén cla axit amin gitta cac chudi xoan alpha lién ké) (xem, vi du, Bang sing ché
qudc t& Sb cong bé WO 2006/028936) dé tao cac khang thé dac hiéu doi day du
chidu dai. Tom tit nhu sau, cdc axit amin dugc chon tao thanh giao dién cua cac
mién CH3 trong IgG ngudi c6 thé bi dot bién & céac vi tri tac dong dén cac tuong tac
clia cac mién CH3 dé thuc day viéc tao thanh di dime. Mot axit amin c6 mach bén
nho (hole - 13) duge dua vao chudi ning ciia mot khang thé lién két dac hiéu voi
khang nguyén th nhat va mot axit amin c6 mach bén 16n (knob - dau num) dugc
dua vao chudi nang cua mot khang thé lién két dic hiéu véi khang nguyén tht hai.
Sau khi ddng biéu hién hai khéng thé, mot di dime duge tao thanh, 1a két qua cua
twong tic wu tién cta chudi ning co “hole” (“16”) v6i chudi nang 6 “knob” (“dau
nGm”). Vi du vé cac cap thay thé CH3 tao thanh dau nim va 16 1a (dugc biéu hién 1a
vi tri didu hoa tai mién CH3 thtt nhat cua chudi nang thir nhat/vi tri diéu hoa tai mién
CH3 tha hai cua chudi ning th hai): T366Y/F405A, T366W/ F405W,
F405W/Y407A, T394W/Y407T, T394S/Y407A, T366W/T394S, F405W/T394S va
T366W/T366S 1.368A Y407V.

C6 thé sir dung cac phuong phap khac nhu phuong phéap thuc day qua trinh
di dime héa chudi ning bang twong tac tinh dién bing cach thay thé cac gbc tich
dién duong tai mot mat CH3 va céac gbc tich dién 4m tai mat CH3 th@ hai, nhu
dugc mé ta trong Bing sang ché Hoa K S6 cong bd US2010/0015133; Bang séng
ché Hoa Ky Sé cong bé US2009/0182127; Bing sang ché Hoa Ky S6 cong bd
US2010/028637, hoic Bing sang ché Hoa Ky s6 cong bd US2011/0123532. Trong
céc phuong phap khac, qué trinh di dime hoa c6 thé dugc thuc day boi cac thay thé
sau (duogc biéu hién 1a vi tri diéu hoa tai mién CH3 th& nhit cua chudi ning thir
nhit/vi tri didu hoa tai mién CH3 tht hai cia chudi ning thd hai):

L351Y_F405AY407V/T394W, T3661 K392M T394W/F405A_Y407V,
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T366L._K392M T394W/F405A_Y407V, L351Y _Y407A/T366A K409F,
L351Y_Y407A/T366V K409F Y407A/T366A K409F, hodc
T350V_L351Y _F405A Y407V/T350V_T366L_K392L_T394W nhu dugc md ta
trong Bing sang ché Hoa Ky Sé cong bb US2012/0149876 hodc Bang séng ché
Hoa Ky sb cong b6 US2013/0195849.

Ngoai cac phuong phap duge mo ta ¢ phan trén, cac khang thé dic hi¢u doi cua
sang ché c6 thé duoc tao trong 6ng nghiém trong méi trudng khong ¢ té bao bang
cach dua cac dot bién bit dbi xting vao cac ving CH3 clia hai khang thé dng dime
don dac hiéu va tao thanh khang thé di dime dic hiéu doi tir hai khang thé dong dime
don diic hiéu me trong céc diéu kién khir dé cho phép isome héa lién két disulfua theo
cac phuong phéap dugc md ta trong Bang sang ché quc té s cong bd
W02011/131746. Trong cac phuong php nay, khang thé ludng tri don dic hiéu thu
nhét (vi du, khang thé khang BCMA) va khéng thé ludng tri don dac hiéu thir hai (vi
du, khang thé khang CD3) duoc kién tao dé c6 mot s thay thé tai mién CH3 lam ting
tinh bén cua di dime; cac khang thé duoc 0 cing nhau trong cac diéu kién khir du dé
cho phép cac xystein trong vung ban 1 trai qua qua trinh isome héa lién két disulfua;
tir 6 tao ra khang thé dic hiéu doi bing cach trao ddi nhanh Fab. Cac diéu kién 0 nudi
cly c6 thé duoc khoi phuc lai tinh trang khong khir mot cach t6i wu. Vi du v& céc chit
khtt ¢6 thé duge sit dung 1a 2- mercaptoetylamin (2-MEA), dithiothreitol (DTT),
dithioerythritol (DTE), glutathion, tris (2-carboxyetyl)phosphin (TCEP), L-xystein va
beta-mercaptoetanol, tdt nhat 13 chit kht duoc chon tir nhém bao gém: 2-
mercaptoethylamine, dithiothreitol va tris (2-carboxyethyl)phosphine. Vi dy, c6 thé
trong it nhét 90 phut & nhiét do it nhat bing 20° C véi sy c6 mat cla it nhat 25 mM 2-
MEA hoic véi su ¢6 mat cua it nhét 0,5 mM dithiothreitol véi do pH bang tir 5-8, vi
du véi do pH bang 7,0 hoic do pH bing 7.,4.

Ngoai cac khang thé da hidu BCMA x CD3 duoc md ta, sang ché ciing dé
xudt céc trinh tu polynucleotit ¢6 kha ndng ma hoa cac khang thé da hiéu BCMA x
CD3 nay. Ban md ta con cung cap céc vecto chita cac polynucleotit dugc mo ta,
céc té bao bidu hién cc khang thé da hidu BCMA x CD3 dwgc md ta tai day. Ddng
thoi ban mo ta cling dé cép dén cac t& bao c6 kha nang biéu hién cic vecto duge
boc 16. Cac té bao nay c6 thé 1a t& bao dong vat c6 vi (nhu céc té bao 293F, céc té

bao CHO), té bao con trung (nhu t& bao S7), té bao ndm men, té bao thuc vat, hoac
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t& bao vi khudn (nhu E. coli). Cac khang thé dugc md ta cling c6 thé duogc san xuét

bang cac te bao lai.

Ché phém diéu tri va cac phwong phap diéu tri sit dung cac khang thé da hiéu va
cac manh gin khang nguyén da hi¢u ciia chiing

Cc khang thé dic hiéu doi BCMA nhu dugc trinh bay & phan trén, vi du khang
thé dic hiéu doi BCMA x CD3 d4 néu, c6 thé dugc dimg trong didu tri bénh. Cu thé,
cac khang thé dic hidu doi BCMA c6 thé duge dung trong diéu trj bénh ung thu. Ban
md ta ndy cling cung cap cac ché pham diéu tri ding dé diéu tri rdi loan ting sinh
lympho bao & dong vat c6 vii, bao gdm mét luong diéu tri hitu hiéu khéng the da higu
hodc manh gin khang nguyén da hiéu da néu va mot chat mang duoc dung. Trong cac
phuong 4n wu tién, khang thé da hi¢u 1a khang thé da hiéu BCMA x CD3 nhu dugc
mo ta trong tai liéu nay, hodc manh gén khang nguyén da hi¢u cta no, va t6t hon 1a
khang thé dac hiéu d6i BCMA x CD3 nhu duge mo ta trong tai liéu nay, hodc manh
gén khéng nguyén dic hiéu doi BCMA x CD3 ctia né. Trong mdt phuong an, duoc
phdm da néu dugc ding dé didu trj bénh ung thu biéu hién BCMA, bao gdm (nhung
khong gi¢i han trong) céc loai sau: Cac bénh ung thu té bao B biéu hién BCMA, nhu
bénh da u tiy (MM); va cac bénh ung thu khac biéu hién BCMA chua dugc xé4c dinh.
C6 thé st dung céc khéng thé dic hiéu doi cu thé dé diéu tri bénh ung thu, nhu bénh
ung thu huyét hoc, bao gbm céc loai bénh ung thu cu thé d& cap ¢ phan trén, bao gom
cac khang thé BCMB69, BCMB117, BCMB123, BCMB128, BCMB129, BCMB176,
hoiic BCMB177 hogc CD3B219. Mot vi du vé khang thé ddc hiéu doi hitu ich trong
diéu tri bénh ung thu, nhu bénh ung thu huyét hoc, bao gdm céc loai bénh ung thu cu
thé nay, 1a BCMB72.

Céac duoc pham duoc dé xuét trong ban md ta ndy bao gdm: a) mot luong
hitu hidu khang thé da hiéu hosc méanh khang thé ciia sang ché va b) chat mang
duogc dung, co thé 1a chét tro hodc c6 hoat tinh sinh Iy hoc. Trong cac phuong én
wu tién, khang thé da hiéu 1a khang thé da hiéu BCMA x CD3 nhu dugc md ta
trong tai liéu nay, hoac manh gdn khang nguyén da hiéu cua nd, va tdt hon 12 khéang
thé dac hiéu d6i BCMA x CD3 nhu dugc md ta trong tai li¢u nay, hodc manh gén
khang nguyén dic hiéu d6i BCMA x CD3 ctia né. Trong ban mo ta nay, thuat ngwr

“ch4t mang dugc dung” bao gdm tat ca va dung moi, mdi trudong phan tan, 16p phu,
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chét khang khun va khang nim, va chét tuong tu thich ing vé mat sinh 1y bat ky.
Céc vi du vé chit mang, chit pha lodng va/hodc ta duoc phit hop bao gébm mot hoic
nhidu loai trong céc chit nhu nuéc, dung dich mudi déng truong, dung dich mubi
déng truong dém phosphat, dextroza, glyxerol, etanol, v.v va két hop bat ky cua
chung. Trong nhiéu truong hop, t5t hon 1a bao gdm chat dang trwong, nhu dudng,
ruou da chic, hodc natri clorua trong ché phém. Cu thé, cac vi du vé chét mang
phit hop bao gdm: (1) Dung dich mudi dang truong dém phosphat ctia Dulbecco,
do pH bing khoang 7,4, chira hodc khong chua khoang 1 mg/mL dén 25 mg/mL
albumin huyét thanh nguoi, (2) dung dich mudi ding truong 0,9% (natri clorua
(NaCl) c6 khdi luong/thé tich 1a 0,9%), va (3) dextroza 5% (khdi luong/thé tich);
va cfing ¢6 thé bao gdm céc chat chdng oxy héa nhu triptamin va chét 6n dinh nhu
Tween 20 ®.

Céc ché pham trong ban mo ta ndy cling ¢6 thé con chira mét loai thude didu
tri cAn thiét khac cho loai réi loan cu thé. Tt nhat 14 khang thé da higu hodc manh
khang thé va hoat chit phu s& c6 céc hoat tinh bd sung khong c6 céc tac dung c6
hai khi twong tac v6i nhau. Trong mét phuong 4n wu ti€n, thubc diéu tri khac nay 1a
thudc cytoxar, anthraxyclin (thudc chéng u budu), histamin dihydroclorua hoac
interleukin 2. Trong m6t phuong an uu tién, thudc diéu tri khac 1a mot loai thude
hoa tri li€u.

Céac ché pham cua sang ché ¢6 thé c6 nhiéu dang khac nhau. Cac dang nay
bao g@)m, vi du, cac dang bao ché long, ban rin va ran, nhung dang wu tién tiy thudc
vao duong su dung thudc va cach didu tri. Cac ché phdm wu tién dién hinh c6 dang
dung dich c6 thé tiém dugc hodc khong nong chay. Puong sir dung vu tién 1a dudng
dung ngoai dudng tiéu héa (vi dy, trong tinh mach, trong co, trong mang bung, dudi
da). Trong mot phuong an uu tién, cac ché phim cua sang ché duge cho dung qua
dudng tinh mach bang tiém nhanh hodc truyén lién tuc trong mot khoang thoi gian.
Trong phuong 4n uu tién khac, ching duoc tiém co, dudi da, trong khop, trong bao
hoat dich, trong khéi u, quanh khéi u, trong thuong tdn hodc quanh thuong tdn dé
tao ra hiéu qua diéu tri tai chd va toan than.

Céc ché pham vo tring dé st dung ngodi dudng tidu hoa c6 thé duge diéu ché
bang cach hop nhét khang thé, manh khang thé hogc phiic hgp khang thé cia sang ché

v6i sb lugng theo yéu cau trong chét dung mdi phu hop, sau do tiét tring bang vi loc.
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Dung mdi hodc chit mang c6 thé dugc sir dung 1a nude, dung dich mudi dang truong,
dung dich mudi dang truong dém phosphat, dextroza, glyxerol, etanol, v.v va két hop
bét ky cua ching. Trong nhidu trudng hop, tot hon 14 bao gdm chit dang truong, nhu
duong, rugu da chure, hodc natri clorua trong ché phim. Cac ché phim nay ciing c¢6 thé
chita céc ta chit, cu thé 1a cac chit thim udt, chét déng truong, chét nhil héa, chat phat
tan va chét dn dinh. Céc ché phim vo tring dé sir dung ngoai duong tiéu héa c6 thé
duoc didu ché dudi dang ché phdm ran vo tring c¢6 thé dugc hoa tan khi sir dung trong
nude vo tring hodc moi trudng vo tring khéc bat ki ¢6 thé tiém duge.

Khang thé da hiéu hodc manh khang thé ciing c6 thé dugc ding bing dudng
ubng. Cac ché phdm rén c6 thé duoc s dung bing dudng udng 13 vién nén, vién,
bot (vién nang gelatin, géi) hoic dang hat. Trong céc ché pham nay, hoat chét theo
sang ché dugc tron véi mot hodc nhidu chét pha lodng tro, nhu tinh bot, xenluloza,
lactoza hodc silic, trong dong khi argon. Cac ché pham nay cling c6 thé bao gém
céc chét khac ngoai chat pha lodng, vi du, mét hodc nhiéu chét bdi tron nhu magie
stearat hay hoat thach, chét tao mau, vo (vién nén bao duong) hoic men bong.

Céc ché pham 10ng c6 thé duoc sir dung bang dudng udng 12 cac dung dich,
huyén phu, nhii tuong, xi-rd va con ngot dugc dung chia cac chét pha lodng tro
nhu nuéce, etanol, glyxerol, dau thuc vét hodc diu parafin. Cac ché pham nay ciing
¢6 thé bao gdm cac chét khac ngoai chat pha lodng, vi du nhu cac chat thdm uét,
chét 1am ngot, chét lam day, chét tao huong vi hodc chét 6n dinh.

Lidu ding ty vao tac dung mong mudn, thoi gian diéu tri va duong dung 4p
dung; lidu dung thong thuong nim trong khoang 5 mg dén 1000 mg mot ngay qua
dudng ubng cho ngudi trudng thanh véi lidu don vi nim trong khoang tir 1 mg dén
250 mg hoat chat. Thong thuong, bac si s& x4c dinh liéu pht hop dua trén tudi, can
nang va cac yéu t6 cu thé khac cua dbi tuong duogc diéu tri.

Ban mo ta cling cung cap cac phuong phép tiéu diét té bao BCMA+ bang
cach cho bénh nhan str dung khang thé da hiéu lién két véi BCMA da néu va c6
kha ning tuyén mo té bao T dé tiéu diét t& bao BCMA+ di néu (tic 1a chuyén
huéng té bao T). Khang thé da hiéu hoic manh khang thé bit k¥ cua sang ché ¢
thé duoc str dung dé didu tri bénh. Vi dy, trong mot phuwong én, khang thé da hiéu
BCMA x CD3 BCMB72 c6 thé duge st dung dé diéu tri bénh ung thu & dbi tuong.
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Trong phuong an uu tién, cac khang thé da hiéu hodc manh khang thé cua
sang ché duoc st dung dé diéu tri r6i loan tang sinh lympho bao & dong vét c¢6 vi.
Trong mot phuong an uu tién hon, mot trong cac dugc pham dugc boc 16 & phéan
trén, va chtra khang thé da hiéu hodc méanh khang thé ctia sang ché, dugc sir dung dé
diéu tri rdi loan tang sinh lympho bao & dong vat c¢6 vu. Trong mot phuong én, rbi
loan 1a bénh ung thu. Cu thé, bénh ung thu 1a bénh ung thu biéu hién BCMA, bao
gdm (nhung khong giéi han trong) cac loai sau: Cac bénh ung thu té bao B biéu hién
BCMA, nhu bénh da u tuy (MM); va cac bénh ung thu khac biéu hién BCMA chua
duoc xac dinh. Trong cac phuong 4n wu tién, khang thé da hiéu 13 khang thé da hiéu
BCMA x CD3 nhu dugc md ta trong tai liéu nay, hoic manh gin khéng nguyén da
hiéu ciia n6, va t6t hon 1a khang thé ddc hiéu d6i BCMA x CD3 nhu duge mo6 ta
trong tai lidu nay, hodc manh gan khang nguyén dac hiéu d6i BCMA x CD3 ctia né.

Theo d6, dugc phim clia sang ché hitu ich trong diéu tri hodc ngin ngira cac
loai bénh ung thu khac nhau, bao gém (nhung khong gi6i han trong) bénh ung thu
biéu hién BCMA, bao gdm (nhung khéng gi6i han trong) céc loai sau: Cac bénh
ung thu té bao B biéu hién BCMA, nhu bénh da u tiy cdp (MM); va cac bénh ung
thu khac biéu hién BCMA chua duoc xé4c dinh.

Tuong ty, ban mo ta con dé xuét phuong phap trc ché su tang trudng cua quan
thé & bao duoc chon bao gdm budc cho té bao dich biéu hién BCMA, hodc md chira
cac té bao dich nay, tiép xtc véi mét luong hitu hiéu khang thé da hiéu hogc manh
khang thé cua sang ché, dung riéng hay két hop vai cac thude diéu tri hodc gy ddc té
bao khac, véi su c6 mat cta té bao don nhan méu ngoai vi (PBMC). Trong cac phuong
4n wu tién, khang thé da hiéu 12 khang thé da hiéu BCMA x CD3 nhu duoc mo ta trong
tai liéu nay, hodc manh gin khang nguyén da hiéu ctia no, va t6t hon 13 khang thé dic
hiéu d6i BCMA x CD3 nhu duoc md ta trong tai liéu nay, hodc manh gn khang nguyén
dic hiéu 461 BCMA x CD3 cuta nd. Trong mét phuong an uu tién, thudc diéu tri khac
nay 1a thube cytoxar, anthraxyclin (thubc chdng u budu), histamin dihydroclorua hogc
interleukin 2. Trong mot phuong 4n uu tién, thudc diéu tri khac 1a mot loai thubc hoéa tri
liéu. Cac phuong phap tic ché su sur ting trudng ctia quén thé & bao duoc chon cb thé
dugce thuc hién rong dng nghiém, trong co thé séng, hodc ngodi co thé song.

Céc vi du v& st dung trong ong nghiém bao gdm céac xur ly tiy xuong tu

ghép trude khi ghép vao ciing mot bénh nhan dé tiéu diét cac té bao bi bénh hodc té
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bao 4c tinh; cac x 1y tiy xuong trude khi ciy ghép nham tiéu diét cac té bao T kha
nap va ngan ngira bénh mang ghép chéng lai ky chii (GVHD); c4c xur ly moi trudng
nudi cdy té bao nhim tidu diét tat ca céc té bao trir cac bién thé mong mudn khong
bidu hién khang nguyén dich; hodc tiéu diét cac bién thé biéu hién khang nguyén
khong mong mudn. Cac chuyén gia trong nganh da xac dinh dugc cac diéu kién str
dung trong ong nghiém khong 1am sang.

Céc vi du vé st dung ngodi co thé séng 14m sang nham loai bo cac té bao
khdi u trwée khi ghép tuy tu ghép trong diéu tri ung thu. C6 thé xtr Iy nhu sau. Ly
tuy xuong tir bénh nhan hodc ngudi khac va sau do 0 trong moi truong chira huyét
thanh ¢6 bd sung chat gy doc té bao ctia sang ché. Cac nong do nam trong khoang
tir khoang 10 uM dén 1 uM, trong khoang 30 phut dén khoang 48 git ¢ 37°C. Cac
diéu kién chinh xéc vé néng dd va thoi gian u, tuc la liéu lugng, s&€ dugc nhitng
nguoi co trinh d§ trong nganh xac dinh. Sau khi 0, cac té bao tuy xuwong dugc ria
bing moi trudng chira huyét thanh va dua tré lai bénh nhan bing cach truyén tinh
mach theo cac phuong phap da biét. Trong cac trudng hop trong d6 bénh nhén
nhan dugc diéu tri khac nhu mot dot hoa tri liéu huy diét hay chiéu xa toan than
gitta thoi gian 14y tiy va thoi gian truyén lai cac té bao da dugc xut 1y, céc té bao
tay da dugc xur ly duoc trit dong trong nito 1ong béng thiét bi y té tiéu chuén.

Trong trudng hop st dung trong co thé séng 1am sang, ddi tuong can didu tri
duoc cho st dung mot luong didu tri hitu hidu khang thé da hiéu hoic manh gan khéng
nguyén. Vi duy, cac khang thé da hiéu BCMA x CD3 va cac manh gén khang nguyén
da hiéu ctia ching c6 thé hitu ich trong didu tri bénh ung thu biéu hién BCMA & dbi
tuong can diéu tri. Trong mot sb phuong én, bénh ung thu biéu hién BCMA 13 ung thu
té bao B, nhu bénh da u tiy (MM). Trong c4c phuong an uu tién, khang thé da hiéu 12
khang thé da hidu BCMA x CD3 nhu dugc mo ta trong tai liéu ndy, hoic manh gén
khéang nguyén da hiéu ctia n6, va tot hon 1 khang thé dac hi¢u d6i BCMA x CD3 nhu
dugc mo ta trong tai li€u nay, hodc manh gin khang nguyén dic hiéu d6i BCMA x
CD3 cua né. Trong mot sb phuong an, déi tuong 1a dong vat cb vu, t6t nhét d6i tuong
1a con ngudi. Trong mét s6 phwong an, khang thé da hiéu hodc manh gin khang
nguyén co thé duoc cho sir dung dusi dang dung dich da dugce kiém tra vo tring.

Céc ché do cho lidu trong cac phuong phép didu tri va sir dung mo ta trén day

duoc didu chinh dé tao ra dap tmg t&i wu theo mong mubn (vi du, dap tng diéu tri). Vi
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du, ¢6 thé sit dung mot lidu tiém nhanh, mot s6 lidu dugc chia nhé ding dén hodc lidu
¢6 thé dugc giam hodc ting ty 1€ theo su cép béach ctia tinh hinh diéu tri. Cac ché pham
ding ngoai dudng tiéu héa c6 thé duoc diéu ché duéi dang liéu don vi dé dé sir dung
va thdng nhét vé liéu lwong.

Céc lidu hitu hiéu va cac ché do cho lidu dbi v6i cac khang thé da hiéu hodc
manh khang thé dua vao bénh va tinh trang can diéu tri va s& duoc nguoi cé trinh
do trong nganh xac dinh. Vi dy, nhung khong han ché, vé khoang str dung lugng
didu tri hitu hiéu cta hén hop cta sang ché 1a bang khoang 0,001-10 mg/kg, nhu
khoang 0,001-5 mg/kg, vi du khoang 0,001-2 mg/kg, nhu khoang 0,001-1 mg/kg,
vi du khoang 0,001, khoang 0,01, khoang 0,1, khoang 1 hodc khoang 10 mg/kg.

Béc si hodc bac si thu y ¢6 trinh d6 binh thuong trong nganh c6 thé da xéac
dinh duoc va ké don lugng hitu hiéu cua dugc phém theo yéu cau. Vi du, bac si
hodic bac si thi y c6 thé bét dau cac liéu khang thé da higu hodc manh khéng thé ¢6
trong dugc pham & cac mirc thap hon mic yéu cau dat dugc hiéu qua didu tri mong
muén va dan dan ting lidu luong cho dén khi dat duoc hiéu qua mong mudn. Nhin
chung, lidu ding hang ngay cua khang thé dic hiéu doi cta sang ché s& 1a lugng
hdn hop 1a lidu ding thip nhét c6 hiéu qua trong viéc tao ra tac dung didu tri.
buong dung co thé 13, vi du, ngoai duong tiéu hda, nhu tinh mach, trong co hodc
dudi da. Trong mot phuong 4n, khéng thé da hi¢u hodc manh khang thé c6 thé
dugc cho dung bang dudng truyén véi lidu mdi tudn mot 1an duge tinh theo mg/m?.
Céc lidu diing nay c6 thé, vi du, dua trén céc lidu tinh bing mg/kg dugc cho & phan
trén theo cong thirc sau: lidu (mg/kg)x70: 1,8. Co thé st dung lap lai, vi dy, 1 dén 8
1in, nhu 3 dén 5 1an. C6 thé dung thudc bang cach truyén lién tuc trong mot khoang
thoi gian bing tir 2 dén 24 gid, nhu bang tir 2 dén 12 gio. Trong mot phuong 4n, c6
thé ding khéng thé da hidu hosc manh khang thé bang cach truyén cham lién tuc
trong mot thoi gian dai, nhu 1au hon 24 gio, dé 1am giam tac dung phu doc hai.

Trong mét phuong 4n, c6 thé dung khang thé da hiéu hodc méanh khang thé
theo lidu hang tudn dugc tinh 13 lidu c¢b dinh dung trong téi da tam 1an, nhu tir bon
dén sau lan trong mot tudn. Ché do nay co thé duoc lap lai mot hodc nhiéu 1an khi
can, vi du, sau sau thang hodc mudi hai thang. Céc lidu dung ¢b dinh nay c6 thé, vi
du, dya trén céc lidu tinh bang mg/kg duogc cho & phan trén, véi trong lugng co thé

w6 tinh 1 70 kg. C6 thé xac dinh hogc didu chinh lidu ding béng cach do luong
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khang thé ddc hiéu d6i ctia sang ché trong mau sau khi st dung béng cach, vi du, lay
mau sinh hoc va sit dung cac khang thé khang idiotyp nhim dich ving gan khang
nguyén BCMA cua céc khang thé da higu cta séng ché.

Trong mot phuong 4n, c6 thé dung khang thé da hiéu hodc manh khang thé
theo lidu phap diu tri duy tri, vi du nhu, mét 1dn mot tudn trong khoang thoi gian
sdu thang hoac 1au hon.

C6 thé dung khéang thé da hiéu hodc manh khang thé theo liéu phap phong
ngira nham 1am giam nguy co phat trién ung thu, lam tri hodn x4y ra sy kién trong
tién trinh phét trién ung thu, va/hodc lam gidm nguy co tai phat khi ung thu da
thuyén giam.

Ciing c6 thé dung khang thé da hiéu hoac manh khang thé ctia chung nhu mé ta
trong ban mé ta nay theo liéu phap phdi hop, tic 1a két hop véi cac thude dicu tri khac
phu hop véi bénh hodc tinh trang cAn diéu tri. Theo d6, trong mét phuong &n, thude
chira khang thé duoc két hop véi mot hodc nhidu thude didu tri khac, nhu thude héa tri
liéu. Trong mot s6 phuong an, thude diéu tri khac 1a thudc cytoxar, anthraxyclin (thudc
chéng u budu), histamin dihydroclorua, hodc interleukin 2. Thudc ¢6 thé dugce st dung
két hop ddng thoi, tach riéng hodc tuln ty, theo thit tu béat ky. Trong truong hop su dung
d@)ng thoi, cac loai thube c6 thé duoc st dung dudi dang mot ché phém hodc cac ché
pham riéng ré theo nhu cau.

Trong mdt phuong 4n, phuong phap diéu tri ching rdi loan lién quan dén cac té
bao bidu hién BCMA & dbi tuong, phuong phép niy bao gdm buéc cho d6i twong str
dung mot luong diéu tri hitu hiéu khang thé da hiéu hodc manh khéang thé, nhu khang
thé dic hiéu d6i BCMA x CD3 duoc mé ta trong ban mo ta nay, va diéu tri bang xa tri
cho ddi twong duoc cung cap. Trong mot phuong én, phuong phap diéu tri hodc ngin
ngira bénh ung thu dwoc dé xuét, phuong phép ndy bao g0m bude cho dbi twong sir
dung mot luong diéu tri hitu hiéu khang thé da hiéu hodc manh khéang thé, nhu khang
thé BCMA x CD3 duoc md ta trong ban md ta nay, va diéu tri bang xa tri cho dbi
tuong. Li€u phép xa tri c6 thé bao gém bic xa hodc cho bénh nhan st dung két hop
thubc chira nguyén t6 phong xa. Nguén bic xa cd thé 12 ngudn bén ngodi hoic bén
trong db6i voi bénh nhéan dang duoc didu tri (diéu tri bé‘lng burc xa, vi du, co thé dudi dang
didu tri bing b xa tia bén ngoai (EBRT) hozc xa tri ap sét (BT)). Cac nguyén t6 phong

xa ¢6 thé duge sir dung dé thuc hién cac phuong phép nay bao gdm, vi du, radi, xesi-
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137, iridi-192, amerixi-241, vang-198, coban-57, déng-67 , tecneti-99, iodua-123, iodua-
131, vaindi-111.

Kit

Ban mo ta ndy con dé xuét céc kit, vi du, bao gdm khang thé da hiéu da mo
ta hodc manh gin khang nguyén cia nd va céc huéng dan st dung khang thé hoic
manh khang thé dé tiéu diét céac loai té bao cu thé. Trong cac phuong 4n uu tién,
khang thé da hiéu 1a khéng thé da hisu BCMA x CD3 nhu duoc md ta trong tai li¢u
ndy, hosc manh gin khéng nguyén da hiéu ciia n6, va tét hon 1a khéng thé dic hiéu
d6i BCMA x CD3 nhu duge md ta trong tai liéu nay, hodc manh gan khang nguyén
dic hiéu d6i BCMA x CD3 cua né. Cac hudng dén nay c6 thé bao gdm cac huéng
dan sir dung khang thé da hiéu hoic manh gin khang nguyén cla né trong éng
nghiém, trong co thé sbng, hodc ngodi co thé séng.

Thong thudng, kit s& gdm mét ngan chira chira khang thé da hiéu hodc méanh gén
khéng nguyén ctia né. Khang thé da hidu hodc méanh gén khang nguyén ctia nd c6 thé c6
dang dong kho, dang 16ng, hodc dang khac c6 thé diéu chinh dé dung trong kit. Kit ciing
¢6 thé bao gdm cac yéu té can thiét khac dé thuc hién phuong phdp mo ta trong tai liéu
huéng dan trong kit, nhu dung dich vo tring dé tai tao lai bot dong kho, céc tac nhan bd
sung dé két hop v6i khang thé da hiéu hogc manh gén khang nguyén ctia né trude khi
cho bénh nhan st dung, va céc dung cu hd tro bénh nhéan st dung khang thé da hiéu

hoac manh gan khang nguyén ctia no.

St dung dé chan doan

Cfing ¢6 thé st dung khang thé da hi¢u hoic manh gén khang nguyén ctia né
cho cac muc dich chan dodn. Vi vay, ban mé ta nay cling dé xuét cac ché pham ding
dé chén doan bao gdm khang thé da hiéu hodc manh khang thé di néu, va cach st
dung ching. Trong cic phuong 4n uu tién, khang thé da hiéu 1a khang thé da hiéu
BCMA x CD3 nhu dugc md ta trong tai liéu nay, hoic manh gan khédng nguyén da
hiéu ciia n6, va t6t hon 1a khang thé dic hiéu d6i BCMA x CD3 nhu duge md ta
trong tai liéu nay, hoic manh gin khdng nguyén dac hiéu d6i BCMA x CD3 cua no.
Trong mdt phuong 4n, sang ché cung cép kit st dung dé chan doén ung thu bao gb6m

mét dung cu chita khang thd BCMA x CD3 dic hiéu dbi, va mot hodc nhiéu thude
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thtr d& phét hién sy lién két cia khang thé véi BCMA. Cac thude thit ¢6 thé bao gom,
vi du, nhan huynh quang, nhan enzym hodc cic nhan co thé phat hién khac. Cac
thudc thir cling ¢6 thé bao gdm céc khang thé cAp hai hodc cip ba hoic cac thudc thir
cho cac phan Uing enzym, trong d6 céc phan Ung enzym tao ra san phdm nhin thay
dugc. Vi du, cac khang thé da hiéu dugc mo ta trong ban mo ta nay, hodc cac manh
gfn khang nguyén cua ching, c6 thé duge dénh ddu bang chét ddng vi phong xa,
nhin huynh quang, nhédn epitope, bioti, nhan nhém mang mau, nhan ECL, enzym,
ruteni, ''In-DOTA, "'In- axit dietylentriaminpentaaxetic (DTPA), peroxydaza & cay
cai ngua, phosphataza kiém va beta-galactosidaza, hodc poly-histidin hodc cac nhan

tuong ty da biét trong nganh.

Céc phuong 4n vi du vé chii dé dwoc md ta

Dé mé ta rd hon va ddy du hon chi dé cta ban mo ta, phan nay liét ké cac
phuong an vi du vé chu dé dugce trinh bay.
Céc phuong.an dugc liét ké:
1. Khéng thé t4i td hop, hodc méanh gén khang nguyén cta nd, lién két mién dich
dic hiéu v6i BCMA, trong d6 khang thé c6 chudi nang va chudi nhe, chudi nang nay

bao gdm:

a. ving xac dinh bd sung chudi niang 1 (CDR1) ¢6 trinh ty axit amin c6 SEQ
ID NO: 4, CDR2 chudi ning c6 trinh ty axit amin c6 SEQ ID NO: 5, va CDR3 chudi
nang co6 trinh tu axit amin c6 SEQ ID NO: 6;

b. CDR1 chudi ning ¢6 trinh tu axit amin ¢6 SEQ ID NO: 4, CDR2 chudi
nang c6 trinh ty axit amin c6 SEQ ID NO: 5, va CDR3 chudi nang ¢ trinh tu axit
amin c6 SEQ ID NO: 6;

c. CDR1 chudi ning c6 trinh tu axit amin ¢6 SEQ ID NO: 7, CDR2 chudi
nang c6 trinh ty axit amin c6 SEQ ID NO: 5, va CDR3 chudi nang c6 trinh tu axit
amin c6 SEQ ID NO: 6;

d. CDR1 chudi ning c6 trinh ty axit amin ¢6 SEQ ID NO: 4, CDR2 chudi
nang c6 trinh ty axit amin ¢6 SEQ ID NO: 5, va CDR3 chudi ning c6 trinh ty axit
amin c6 SEQ ID NO: 19;
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e. CDRI1 chudi ning cé trinh tu axit amin c6 SEQ ID NO: 4, CDR2 chubdi
ndng c6é trinh ty axit amin ¢ SEQ ID NO: 8, va CDR3 chudi ning c6 trinh ty axit
amin ¢6 SEQ ID NO: 6;

f. CDR1 chudi ning c6 trinh ty axit amin ¢6 SEQ ID NO: 13, CDR2 chudi
ning c6 trinh ty axit amin c6 SEQ ID NO: 5, va CDR3 chudi ning c6 trinh ty axit
amin c6 SEQ ID NO: 19;

g. CDR1 chudi ning ¢6 trinh tyr axit amin ¢6 SEQ ID NO: 13, CDR2 chudi
ning c6 trinh ty axit amin c6 SEQ ID NO: 8, va CDR3 chudi ning c6 trinh tu axit
amin c¢6 SEQ ID NO: 19.

2. Khang thé, hodc manh gén khang nguyén cua né, theo phuong an 1, trong dé
khang thé nay con bao gdm CDRI1 chudi nhe c6 trinh ty axit amin ¢6 SEQ ID NO:
24, CDR2 chudi nhe ¢6 trinh ty axit amin ¢6 SEQ ID NO: 25, va CDR3 chudi nhe c6
trinh tu axit amin ¢6 SEQ ID NO: 26.

3. Khang thé hoic manh gén khang nguyén theo phuong an 1, trong d6 chudi
nang cua khang thé cua (a) bao gdm trinh tu axit amin c6 SEQ ID NO: 27; chubi
ning ctia khéng thé ctia (b) bao gdm trinh tu axit amin ¢6 SEQ ID NO: 57; chudi
ning cta khang thé cia (f) bao gdm trinh ty axit amin c¢6 SEQ ID NO: 34; chudi
ning ctia khang thé ctia (k) bao gdm trinh tu axit amin ¢6 SEQ ID NO: 39; chudi
ning cua khang thé cua (1) bao gbm trinh ty axit amin ¢6 SEQ ID NO: 40; chubi
ning cta khang thé cua (m) bao gdm trinh ty axit amin c6 SEQ ID NO: 58 hogc
chudi ning cua khang thé cua (n) bao gém trinh ty axit amin ¢6 SEQ ID NO: 43.

4. Khang thé hoac manh gin khang nguyén theo phuong 4n 2 hoac phwong 4n 3,
trong d6 chudi nhe ctia khang thé bao gbm trinh tur axit amin ¢6 SEQ ID NO: 28.

5. Khang thé hodc manh gan khéng nguyén theo phuong an bét k¥ trong céc
phuong 4n tir 1 dén 4, trong d6 khang thé hodc manh gin khang nguyén ctia n6 lién

két v&i mién ngoai bao cia BCMA nguoi.

6. Khang thé hodc manh gin khang nguyén theo phuong an bét ky trong céc
phuong 4n tir 1 dén 5, trong d6 khang thé hoic manh gan khéng nguyén 1a khang

thé hodc manh gan khang nguyén cla nguoi.
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7. Manh gin khang nguyén theo phuong 4n bét ky trong cac phuong 4n tir 1 dén
6, trong d6 manh gén khéng nguyén 1a manh Fab, manh Fab2, hodc khéng thé chudi

don.

8. Khang thé hoic méanh gin khang nguyén theo phuong 4n bét ky trong cac
phuong an tu 1 dén 7, trong d6 khang thé hodc manh gén khang nguyén cta né tic

ché su tuong tac gitta BCMA va APRIL.

9. Khéng thé hodc manh gin khang nguyén theo phuong 4n 8, trong d6 khang
thé hodc manh gin khang nguyén biéu hién ICso cho su tuong tic gitta BCMA va
APRIL bang khoang 5,9 nM nhu do dugc bang phuong phap ELISA.

10.  Khéng thé hoic manh gin khang nguyén theo phuong én bét ky trong cac
phuong 4n tir 1 dén 9, trong d6 khang thé hoic manh gin khang nguyén cta né l1a

IgG.

11. Khang thé hoic manh gin khang nguyén theo phuong an bét ky trong cac
phuong 4n tir 1 dén 10 12 16p khang thé IgG4.

12.  Khéang thé theo phuong 4n 11, trong d6 IgG4 c6 thay thé S228P, thay thé
L234A va thay thé L235A trong ving Fc ctia né.

13.  Khéng thé hoic manh gin khang nguyén theo phuong an bét ky trong cac
phuong an tir 1 dén 12, trong d6 khang thé hodc manh gin khang nguyén ctia né
lién két mién dich dic hiéu vdi BCMA nguoi va phan tng chéo véi BCMA khi
dudi dai.

14.  Khéng thé hoic manh gin khang nguyén theo phuong 4n bét ky trong cac

phuong an tir 1 dén 13, trong d6 khang thé hodc manh gin khang nguyén ctia né

lién két véi BCMA trén bé mit cua cac té bao u tiy nguoi.

15. Khéng thé hoic manh gin khang nguyén theo phuong 4n bét ky trong cac
phuong 4n tir 1 dén 14, trong d6 khang thé hoic manh gén khang nguyén cia né

lién két voi BCMA trén bé mit cia céc té bao da u tiy ngudi.

16.  Té bao tai td hop biéu hién khang thé hoic manh gin khang nguyén theo
phwong 4n bét k¥ trong cac phuong an tir 1 dén 15.
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17.  Té bao theo phwong 4n 16, trong do té bao 14 té bao lai.

18.  Té bao theo phuong 4an 16, trong d6 khang thé duoc tao ra bing cach tai to
hop.

19. Khang thé dic hiéu d6i BCMA x CD3 tai t& hop hodc manh gin dic hiéu doi
BCMA x CD3 cuia n6 bao gom:

a) chudi nang thu nhat (HC1);
b) chudi nang thit hai (HC2);

¢) chudi nhe thir nhat (LC1); va
d) chudi nhe thtt hai (LC2),

trong d6 HC1 lién két véi LC1 va HC2 lién két v6i LC2 va trong d6 HC1 bao gdm
SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 60, va SEQ ID NO: 61 va LCI bao gom SEQ ID
NO: 62, SEQ ID NO: 63, va SEQ ID NO: 64 d& tao diém gin khang nguyén thu
nhét lién két min dich dic hiéu véi CD3 va trong d6 HC2 bao gdm SEQ ID NO: 4,
SEQ ID NO: 5, va SEQ ID NO: 6 a va LC2 bao gom SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO:
25, va SEQ ID NO: 26 dé tao diém gén khang nguyén thi hai lién két mién dich
dac hiéu vé6i BCMA.

20.  Khang thé dac hidu d6i BCMA x CD3 tai t6 hop hogc méanh ctia né theo phuong
4n 19 bao gdm HC1 ¢6 SEQ ID NO: 55, LC1 ¢6 SEQ ID NO: 56, HC2 c¢6 SEQ ID NO:
65, va LC2 bao gdbm: a) SEQ ID NO: 66 hoac b) SEQ ID NO: 76.

21.  Khang thé dic hiéu d6i BCMA x CD3 hoic manh gan dic hiéu doi theo
phuong an 20, trong d6 khang thé hodc manh gan dic hiéu déi 12 IgG.

22.  Khang thé dic hiéu d6i BCMA x CD3 hodc manh gan dic hiéu ddi theo
phuong an bét ky trong cac phuong 4n 19, phuong dn 20 hodc phuong an 21, trong
d6 khang thé hodc manh gin dac hiéu doi 1a 16p khang thé IgG4.

23.  Khéng thé dic hidu d6i BCMA x CD3 hodc manh gin dic hi¢u déi theo phuong
an tr 19 dén 22, trong d6 khang thé hodc manh gén dac hiéu dbi lién két mién dich dic
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hiéu véi BCMA ngudi bing 4i luc tdi thiéu bing 0,22 nM duge do bang cong hudng

plasmon bé mt.

24. Khang thé dic hiéu d6i BCMA x CD3 hodc méanh gén dac hiéu doi theo cac
phuong 4n tir 19 dén 23, trong d6 khang thé hogc manh gén dac hiéu déi cia né

lién két voi BCMA trén bé mat cua cac t€ bao u tily nguoi.

25.  Khang thé dic hiéu d6i BCMA x CD3 hodc manh gan ddc hiéu doi theo cac
phuong 4n tir 19 dén 24, trong d6 khang thé hodc manh gén dic hiéu doi cia né

lién két v6i BCMA trén bé mat cua cac té bao da u tily ngudi.

26. Khang thé dic hiéu doi BCMA x CD3 hodc manh gén dac hiéu doéi theo
phuong 4n 19 dén 25, trong d6 khang thé hoic manh gén dic higu doi cam ung

hoat hoéa té bao T ngudi trong dng nghiém véi ECso nhé hon khoang 0,37 nM.

27.  Khang thé dic hiéu d6i BCMA x CD3 hogc méanh gén dac higu doi theo
phuong 4n tir 19 dén 26, trong d6 khang thé hodc manh gén ddc hiéu doi cam tng
co ché gay doc té bao phu thudc té bao T ddi véi cc té bao bicu hiéen BCMA trong

6ng nghiém véi ECso nhé hon khoang 0,45 nM.

28.  Khang thé dic hiéu d6i BCMA x CD3 hogc manh gén dic hiéu doi theo phuong
an tir 19 dén 27, trong d6 khéng thé hodc manh gén dic hi¢u doi khong phai 1a chét chu
vin BCMA.

29. Khang thé dic hiéu doi BCMA x CD3 hodc manh gin dic hiéu doi theo
phuong 4n tir 19 dén 28, trong d6 khang thé hodc manh gén déc hiéu doi khong thay
dbi su hoat hoa NF-kB & cac ndng d6 thap hon 10 nM.

30. Té bao tai t6 hop biéu hién khang thé hodc manh gan ddc hiéu doi theo
phuong 4n bét ky trong céc phuong an tir 19 dén 29.

31.  Té bao theo phuong an 30, trong d6 té bao 1a té bao lai.

32.  Phuong phép diéu tri d6i tuong méc bénh ung thu, phuong phap nay bao gbém
bude cho dbi tuong can diéu tri str dung mot luong diéu tri hitu hiéu khang thé dic
hiéu d6i BCMA x CD3 hodc méanh gén dgc hiéu déi theo phuong 4n bat ky trong céc
phuong 4n tir 19 dén 29 trong mét thoi gian du dé diéu tri bénh ung thu.
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33.  Phuong phap tc ché su ting trudng hodc tang sinh té bao ung thu, phuong
phép nay bao gdm budc cho sir dung lugng diéu tri hitu hiéu khang thé dac hi¢u doi
BCMA CD3 hodc méanh gan dic hiéu d6i theo phuong an bat k¥ trong cac phuong

4n tir 19 dén 29 dé e ché su ting trudng hodc ting sinh té bao ung thu.

34.  Phuong phap chuyén hudng té bao T dén té bao ung thu biéu hién BCMA,
phuong phép nay bao gdm buéde cho sir dung luong didu tri hitu hidu khang thé dic
hiéu d6i BCMA x CD3 hodc manh gdn dic hiéu doi theo phuong an bét ky trong

cac phuong 4n tir 19 dén 29 dé chuyén huéng té bao T dén té bao ung thu.

35.  Phuong phap theo phuwong 4n 32, 33, hodc 34, trong d6 bénh ung thu 14 bénh
ung thu huyét hoc.

36. Phuong phap theo phuong an 35, trong d6 bénh ung thu huyét hoc 1a ung thu
té bao B biéu hién BCMA.

37.  Phuong phap theo phuong 4n 36, trong d6 bénh ung thu té bao B biéu hién
BCMA la da u tuy.

38.  Phuong phap theo phuong an 32 con bao gdm buéc cho st dung tac nhan
didu tri thu hai.
39.  Phuong phép theo phuong 4n 38, trong d6 tic nhan diéu tri thir hai 1a thudc

héa tri liéu hodc liéu phap khang ung thu nham dich.

40.  Phuong phép theo phuong an 39, trong do thudc hoa tri liéu 1a thube cytoxar,

anthraxyclin (thudc chéng u buéu), histamin dihydroclorua, hodc interleukin 2.

41.  Duoc phim bao gdm khéng thé dac hiéu d6i BCMA x CD3 hogc ménh gin
dac hiéu doi theo phuong an bat ky trong cac phuong an tir 19 dén 29 va chat mang

dugc dung.

42.  Phuong phép tao khang thé dac hiéu d6i BCMA x CD3 hodc ménh gén dac higu
doi theo phuong 4n bét k¥ trong cdc phuong an tir 19 dén 29 bang cach nudi ciy t bao
theo phuong 4n bét ky trong cac phuong 4n tir 30 dén 31.
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43.  Polynucleotit téng hop dugc phéan 1dp ma héa HC1, HC2, LC1 hodc LC2 cua
khang thé dic hiéu d6i BCMA x CD3 hodc manh gan dic hidu ddi theo phuong 4n
bét ky trong cac phuong an tir 19 dén 29.

44.  Kit bao gdm khéng thé dic hiéu d6i BCMA x CD3 hogc manh gin dic hiéu
ddi nhu di dinh nghia theo phuong 4n bt ky trong cac phuong an tir 19 dén 29
va/hodc polynucleotit nhur da dinh nghia theo diém 44 va bao bi déng goi.

Mo ta van tat cac hinh vé

Hinh 1A va 1B. Vecto duoc st dung dé tao dong BCMA ngudi (Hinh 1A) va
BCMA khi duéi dai (Hinh 1B).

Hinh 2A-2D. Vi tri epitope BCMB69 va su tuong tac gitta BCMA va BCMB69
ngudi. (Hinh 2A) Téng quan vé vi tri epitope. BCMB69 lién két véi bé mat 16m clia
BCMA (ving mau den). (Hinh 2B) So db twong tac cho thdy cac diém tiép xuc truc
tiép gitta BCMA va BCMB69. Cac don phén tir tit ca CDR ngoai trirt CDR-L1 tiép
xtc voi BCMA. Céc tuong tac lyc Van der Waals dugc trinh bay bang céc duong
dtrt nét, cc lién két H 1a cdc dudng lién nét v6i nhimg miii tén chi cac lién két H cua
khung va chi vao cac nguyén tir cua khung. Cac don phdn BCMA tiép xuic véi ca
BCMB69 va APRIL c6 khung mau den. Ngudng khoang cach 4 A duge st dung de
nhén dang c4c don phan tiép xtc (ngudng khoang cach 3,5 A cho cac lién két H).
(Hinh 2C va Hinh 2D) Hinh can canh vé cac tuong tac chinh ctia BCMA véi chubi
nhe (Hinh 2C) va chudi ning (Hinh 2D) cia BCMB69. Céc lién két H duoc trinh bay
béng cac dudng dit nét véi khoang cach tinh theo don vi Angstrom.

Hinh 3. Cic don phan epitope va paratope cia BCMB69. Cac don phéan epitope va
paratope dugc dong khung, cac ving CDR duoc gach dudi (dinh nghia Kabat), va
cac don phan BCMA khéng phai cua nguoi duge in nghiéng dam. Chi céc trinh tu
Fab BCMB69 va BCMA ngoai bao 1a dugc minh hoa.
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Hinh 4A va 4B. Céc ving va cham gitta Fab BCMB69 va APRIL (Hinh 4A) va Fab
BCMB69 va BAFF (Hinh 4B). Su chdng ldp céu tric ciia phitc BCMA/BCMB69 1én
cac phitc BCMA/APRIL va BCMA/BAFF thé hién c4c ving va cham gitta Fab va phéi
tir. B& mt tip xdc véi dung méi ctia BCMA duoc thé hién. Cac phan tir Fab va phéi tr
14n luot duoc thé hién bang hinh mau xam va den. Su chdng 14p nay 1a do su chdng cac
nguyén tr Co cia BCMA tuong duong & ca hai phite (RMSD 12 0,9 A cho phirc APRIL
va 1,2 A cho BAFF).

Hinh 5. Dit liéu SPR v& BCMB72 cho thiy ring phan tir ¢6 lién két véi BCMA
ngudi, khi dudi dai va chudt. Kp trung binh cho BCMA khi dudi dai va chudt lan
luot gép khoang 36 14n va 402 lan so véi BCMA ngudi.

Hinh 6. Xac dinh ECso cho BCMB72 lién két trén cac dong té bao BCMA*. Céc
dong té bao dugc nhuém cho BCMA sir dung BCMB72. Cuodng d6 huynh quang
trung binh hinh hoc cia BCMB?72 lién két véi cdc té bao dugc trinh bay. ECso duoc
néu trong chu thich. Pat duoc su béo hoa & ndng do bang khoang 100 nM. Cudng
d6 huynh quang trung binh dwoc xem xét dé thu cac gia tri ECso cho cac té bao
U2932 (ECso= 7,92 nM), MMIR (ECso= 8,74 nM), H929 (ECso= 14,7 nM), EIM
(ECso= 17,5 nM) va LP1 (ECso= 22,3 nM). Viéc v& dd thi va lam khép di liéu
duogc thuc hién trong GraphPad Prism 6 bang cach st dung hdi quy phi tuyén tinh

vdi ham doc bién thién (bon tham s0).

Hinh 7. Dudng cong dd thi muc lién két BCMB72 trong méu toan phan. Méu toan
phén tir ba nguoi hién tang binh thudng duge nhuém véi céc khang thé don dong hodc
da dong khang BCMA hoac BCMB72. Phan tich cong chan (gating) duge thyc hién
dé nhan dang Iympho bao trong quan thé bach cau bing dau 4n dic hiéu té bao chuan.
Cuong dd nhudm cho mot nguoi hién ting dai dién dugc trinh bay trong céc 0, trong
d6 duong lién nét mau den 14 cac khang thé quan tdm va duong dit nét nén mau xam
1a 16p khang thé tuong tmg. Khong quan sat dugc biéu hién BMCA nao trén céc
lympho bao, bach cAu don nhan, bach cau hat hoac cac DC twong bao & ba nguoi hién

tang binh thuong. BCMB72 bidu hién su lién két véi cac té bao T CD3+ & ca ba nguoi
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hién ting véi cuong dd khic nhau gifta nhimg ngudi hién ting. BCMB72 khong lién

két voi cac loai té bao khéc dugc thir nghiém trong xét nghiém nay.

Hinh 8A-SE. Su hoat héa té bao T phu thudc BCMB72 véi su ¢6 mit cia nhiéu
dong té bao MM. Cac té bao H929 (Hinh 9A), MM.1R (Hinh 9B), RPMI 8226
(Hinh 9C), U266 (Hinh 9D) va Mv4-11 (Hinh 9E) dugc xt ly bing cdc khang thé
chi dinh khi c6 mat céc té bao T tir s4u ngudi hién ting binh thudng (gia tri trung
binh +SEM cua ngudi hién ting dugc trinh bay) va chét @re ché Fe (2 mg/mL) trong
48 gid. Cac gié tri ECso duoc biéu thi trén biéu do. Phan tich thong ké: Ngoai su
hoi tu cua mo hinh, d6 rdng cua khodng tin cay 95% vé LogECso dugc xem xét dé
danh gia tinh phd hop. (Khoang tin cdy vé LogECso duoc st dung vi né can déi;
cac khoang tin cdy vé ECso thi khong). Khoang nho hon +/- 2 (hodc tong do rong
khoang tin cdy 95% nho hon 4) duoc xem la phu hop.

Hinh 9. Tdng hop céc gia tri hoat héa té bao T tbi da va ECso tir hai thi nghiém doc
lap st dung c4c té bao T tir nhidu ngudi hién tang binh thuong. Céc gié tri cla timg
ngudi hién tang va gia tri trung binh cua nhimg nguoi hién tang duogc trinh bay cho
mdi dong té bao va cho mdi thi nghiém. Khong c6 dit liéu = khong thir nghiém;
khong 4p dung = phin mém khong thé tao dudng cong; ~ gia tri = s6 gan ding dva

trén ngoai suy mo hinh.

Hinh 10A-10E. Co ché giy doc té bao phu thuoc BCMB72 qua trung gian té bao T
cua nhiéu dong té bao da u tiry. Céc té bao H929 (Hinh 11A), MM.IR (Hinh 11B),
RPMI 8226 (Hinh 11C), U266 (Hinh 11D) va Mv4-11 (Hinh 11E) dugc xir Iy bang
khang thé véi ndng do chi dinh khi ¢6 mit cc té bao T tir sdu ngudi hién tang binh
thudmg (i tri trung binh +SEM ciia ngudi hién tang dugc trinh bay) va cht e ché
Fc (2 mg/mL) trong 48 gid. Céc gié tri ECso dugc bidu thi trén dd thi. Phan tich thong
ké: Ngoai su hoi tu cua md hinh, d§ rong cua khoang tin cay 95% vé LogECsy duoc
xem xét dé danh gia tinh phu hop. (Khoang tin ciy vé LogECso dugc sit dung vi nd
can d6i; cac khoang tin cay vé ECso thi khong). Khoang nhé hon +/- 2 (hodc tong do
rong khoang tin ciy 95% nho hon 4) dugc xem 1a phu hop.
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Hinh 11. Téng hop céc gia tri ly giai t6i da va ECso tir hai thi nghiém ddc 1ap sur
dung cac té bao T tir nhiu nguoi hién tang binh thudng. Cac gid tri clia timg nguoi
hién ting va gia tri trung binh cua nhimg ngudi hién tang dugc trinh bay cho mdi
dong té bao va cho mdi thi nghiém. Khong c6 dir liéu = khong thir nghiém; khong ap
dung = phin mém khong thé tao duong cong; ~ gia tri = s6 gan ding dua trén ngoai

suy md hinh.

Hinh 12. Co ché gay doc té bao va sy hoat héa té bao T & cdc té bao H929. Cac
khéng thé dic hiéu doi BCMAXCD3 (céc phan tir dot bién cia BCMB72) duoc thir
nghiém trong xét nghiém vé co ché gay doc té bao qua trung gian té bao T. Dong té
bio duong tinh véi BCMA (H929) dugc 0 véi cic ndng do khang thé khac nhau
trong 48 gid voi sy c6 mit té bao T ngudi ngoai sinh tir nhitng nguoi hién ting
binh thuong (ID ngudi hién tang: M5763 va M6576). Sau 48 gid 1, su tiéu diét té
bao duge do bang phuong phap do va dém té bao theo dong (FACS) va dugc bao
cdo theo % gay doc té bao trong Hinh 12A. Hinh 12B trinh bay su hoat héa té bao
T, dugc dénh gia theo sy tang biéu hién CD25 trén bé mit té bao T. Noi chung, céac
diém dir liéu dugc can chinh chit ché theo dudng cong phu hop duge tao va co it

thay ddi gifta ngudi hién tang té bao T va céc nghién ctu 1ap lai.

Hinh 13. Téng hop céc gid tri ECso cia viéc phong thich cytokin qua trung gian
BCMB72. Céc 16p bé mit té bao RPMI 8226 tir céc thi nghiém vé co ché gy doc té
bao (xem Vi du 12, Hinh 8) dugc thu thap va phén tich cho sdu mirc ctytokin khac
nhau bing xét nghiém da thanh phin dwa trén MSD. Céac khang thé BCMB72
(BCMA x CD3) va cac khang thé dbi chimg (BCMA x bt hoat va bt hoat x CD3)

duoc st dung voi nhimg noéng do khac nhau.

Hinh 14A va 14B. X¢ét nghiém vé co ché gay doc té bao phu thuoc BCMB72 qua
trung gian t& bao T duoc thuc hién bang cach s dung dong té bao H929 duong tinh
v6i BCMA. Céc té bao duge xt Iy bing BCMB72 & cac ndng do khac nhau khi ¢6
mat cac té bao T tir nhidu nguoi hién ting binh thudng (tdng cong ba ngudi hién ting
M7197, M5137 va M6457 dugc trinh bay dai dién) va chit Gc ché Fc (2 mg/mL)
trong 48 gid. Ty 1& té bao thuc thi /té bao dich (E/T) 1a 5:1. Hinh 14A biéu thj kha
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nang gy doc té bao va Hinh 14B bén phai bidu thi cdc duong cong hoat héa té bao T
tuong tu gilta cac 16 BCMB72 khac nhau.

Hinh 15. Céc t& bao H929 dugc xtr Iy bang céc khang thé BCMB72 (BCMA x CD3)
va cac khang thé déi chimg (BCMA x bét hoat va bét hoat x CD3) trong 30 phut véi
céc lidu duoc biéu thi trén truc X & db thi phia trén va tong lugng protein duge phan
tich bang phuong phap phan tich Simple Western theo quy trinh chuan theo huéng
dan st dung ProteinSimple. Dit liéu duoc chuan héa bang cich sir dung actin 1am gen
gitt nha (housekeeping) va cac ty 1€ duoc thé hién trén truc Y. Su phosphoryl héa cam
g bdi APRIL va BAFF cua P38 theo du kién va cac khang thé khong c6 tac dung

kich thich & cac ndng do duge thir nghiém.

Hinh 16A-16F. Cac té bao HEK-NF«B biéu hién BCMA (Hinh 16A, Hinh 16C va
Hinh 16E) hoac cac té bao me (Hinh 16B, Hinh 16D va Hinh 16F) duoc kich thich
v6i TNFa va APRIL hoic BCMB72 véi céc ndng do khac nhau. Ba thoi diém, 16
gio. (Hinh 16A va Hinh 16B), 24 gio. (Hinh 16C va Hinh 16D) va 48 gi¢ (Hinh
16E va Hinh 16F) dugc phén tich. Sy hoat hoa NF-kB cam tng TNFa & ca té bao
me HEK- Nf-kB va té bao HEK-NF-kB-BCMA, trong khi chi nhin théy su cam
ung APRIL & loai té bao dac hiéu BCMA. BCMB72 khong c6 tac dung dbi voi
dong té bao me va chi thé hién sy hoat hoa & cac ndng do cao trong cac té bao biéu

hién BCMA.

Hinh 17A va 17B. Céc té bao T khong biéu hién sy hoat héa qua trung gian
BCMA tan va phu thuéc BCMB72. BCMB72 (Hinh 17A) va khang thé d6i ching
bat hoat x CD3 (Hinh 17B) dugc chuin do v6i cac té bao T tir hai ngudi hién ting
binh thuong (M7077 va M5137) véi sy ¢6 mat cia ECD BCMA dang tan véi cac
lidu lwong khéc nhau. Dit lidu: Gia tri trung binh =SEM.

Hinh 18A- 18F. T4c dung cua céc yéu td tan, BCMA tan, APRIL va BAFF d6i véi
su hoat hoa té bao T va kha ning gy doc té bao qua trung gian té bao T dbi voi
BCMB72 trong cac t& bao H929. Céc té bao duoc thuc hién xét nghiém tidu diét té
bao trong 48 gid bang cach sir dung céc té bao T tir ngudi hién tang (M7077 &
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M6521) va BCMB72. Co ché gay doc té bao dich dugc minh hoa bang céc do thi
bén trai va sy hoat héa t& bao T duoc minh hoa bing céc dd thi bén phai (n=2). Cac
gi4 tri ECso ctia mdi 14n xir Iy duoc trinh bay trong céc chu thich. Co ché gay doc té
bao khi ¢6 mit BCMA tan (Hinh 18A), APRIL (Hinh 18B) va BAFF (Hinh 18C)
duoc trinh bay. Sy hoat héa t& bao T khi ¢6 mit BCMA tan (Hinh 18D), APRIL
(Hinh 18E) va BAFF (Hinh 18F) dugc trinh bay. Dit li¢u: Gié tri trung binh £SEM.

Hinh 19A va 19B. Céc tin hiéu tir hai thi nghiém doc 1ap duoc chuan hoéa thanh tin
hiéu t6i da cta lién két BCMA-Fc véi APRIL va BAFF khi khong c6 cac khéng thé
canh tranh. Lién két cia BCMA véi APRIL (Hinh 19A) va BAFF (Hinh 19B) duoc
minh hoa duéi dang dd thi cia ham cua ndng d6 BCMB72 va khang thé déi ching
(bt hoat x CD3).

Hinh 20A-20E. Hiéu luc gay déc té bao cia BCMB72 khang tuong bio MM so cp &
nguoi. Céc té bao tiy xuong don nhan dong lanh tr nam bénh nhan khac nhau
(MM240BM (Hinh 20A), MM259BM (Hinh 20B), MM270BM (Hinh 20C),
MM?276BM (Hinh 20D) va MM277BM (Hinh 20E)) dugc st dung dé danh gia lién két
BCMB72, so vé6i 16p khang thé déi chimg IgG4 (CNTO 9412, hinh trai), co ché gy doc
tuong bao (gitta) va sy hoat hoa té bao T (phai). Déi véi xét nghiém vé co ché gy doc
t& bao, chc té bao T tr ngudi hién ting khoe manh binh thudng M7077 duge b sung
ngoai sinh cho céc mau BMMC cuia bénh nhan va duge G véi BCMB72 (BCMA X
CD3), BC3B4 (BCMA X bét hoat) hodc CNTO 7008 (bat hoat X CD3) trong 48 gid.
BCMB?72 lién két véi cac twong bao phy thudc lidu luong cho tat ca mau cta ngudi hién
tang va cuong do huynh quang trung binh duoc ghi lai trén truc Y. Luu y viée mét cac
twong bao séng (CD138") va ddng thoi ting biéu hién CD25 trén cc té T dé dép (mg
véi vide didu tri BOMB72. Cac gié tri ECso cua su hoat hoa té bao T dugc biéu thi trén

db thi.
Hinh 21. Hidu luc trong co thé séng cia BCMB72 trong mau phong ngtra H929.

Hinh 22. Cic mitc BCMA tan trong huyét thanh & chudt ghép ngoai lai H929.
Noéng d6 BCMA tan trong huyét thanh duoc phat hién bang bd kit ELISA BCMA
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ngudi (R&D Systems). Céc mic BCMA tan thip hon déng ké khi diéu tri cho
chudt véi lwuong BCMB72 1a 1 ug va 0,5 pg/chudt so véi dbi chimg PBS, tuong
quan t6t v6i gdnh ning khéi u & cac con vat nay. Cac liéu BCMB72 thap hon
(0,1 pg/chudt) khong c6 tac dung ddi véi cac mic BCMA tan hogc kich thude khoi

u.

Vi du

Céc vi du sau day duoc cung cép dé bd sung cho mo ta & phan trén va gitp
hiéu rd hon v& chu d& duge mo ta. Céc vi du nay khong nhim giéi han chu dé cla
ban mo ta. Can hiéu rang cac vi du va phuong an dugc md ta trong ban mo ta nay
chi nham muc dich minh hoa, va nhitng nguoi c6 trinh d6 trong nganh hiéu 1a s& c6
céc phuong 4n cai bién hogc thay ddi dua vao cac phuong an nay, cac phuong an
cai bién hodc thay dbi nay duoc bao gém trong séng ché va duogc thuc hién mién 1a
khong vugt qué pham vi cua sang ché.
Vi du 1: Nguyén vat liéu
Phan tit ECD BCMA

Protein dung hgp BCMA-Fc nguoi tai td hop (mi danh muc 193-BC-050),
tuong Gng voi axit amin 1 dén 54 cuia BCMA ngudi (SEQ ID NO:1) va protein dung
hop BCMA-Fc chudt tai t6 hop (ma danh muc 593-BC-050) twong tmg véi axit amin
1 dn 49 cia BCMA chuot (SEQ ID NO:2) thu duogc tir R&D Systems. Protein
BCMA khi dudi dai tai td hop dugc didu ché tir ADN bd sung bang k§ thuat tong
hop gen (Bang sang ché Hoa Ky s 6,670,127; Bing séang ché Hoa Ky 6 6,521,427).
T4t ca protein dugc thtr nghiém vé ndi doc td trude khi sir dung va dugce biotin hoa
cho cac nghién ctru sang loc thuc khuan. Cac nguyén liéu ndy ciing dugc st dung
cho cac phép do vé lién két va ai luc.

- BCMA ngudi dang tan thu duoc tir AB Biosciences (md danh muc PO11Xp,

16 s6 033-013) va dugc sit dung dé nghién ctru vé sy dic trung hoa.

Cac phan tir APRIL, BAFF, BAFF-R va TACI

APRIL ngudi dang tan (md danh muc DY884), BAFF ngudi (md danh muc
2149-BF), BAFF-R nguoi (ma danh muc 1162-BR), twong tmg v6i axit amin 7 dén
71 ctia BAFF-R ngudi, va TAC1 nguoi, tuong Umg voi axit amin 2 dén 166 cua
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TACI thu dugc td R&D Systems. BAFF-R va TAC1 duoc biotin hoa cho céc
nghién ctru SPR.

Tao cac dong té bao BCMA

Céc vector biéu hién BCMA ngudi (Hinh 1A) va BCMA khi du6i dai (Hinh
1B) tam thoi dugc chuyén nhiém vao trong céc té bao HEK293 expi bang céc
phuong phap chudn. Cac té bao gin voi 293F duge chuyén nhiém duoc chon dé
hop nhét vao plasmit mdt cach 4n dinh, sau dé mot té bao duoc phan loai va biéu
hién ctia thu thé trén bé mat BCMA dugc dinh lugng bang phuong phép FACS su
dung khang thé duoc gén nhan PE khiang BCMA nguoi (R&D Systems FAB193P).

Vi du 2: Phan 1ap khang thé don dong BCMA ngudi biéu hién té bao lai

Chung chudt bién d6i gen globulin mién dich ngudi (OmniRat ®; OMT, Inc.)
duoc st dung d& phat trién khang thé don dong BCMA ngudi biéu hién céc t€ bao lai.
OmniRat® chtra 16cut IgH ngudi/chudt tong hop (gdm 22 Vi nguoi, tat ca doan D va
Ju ngudi trong cu hinh ty nhién lién két v6i 1ocut Cu chudt) cung véi 1ocut IgL ngudi
hoan chinh (12 Vi lién két véi Jk-Cx va 16 VA lién két voi IA-CL). (xem vi duy,
Osborn, va cdng su (2013) J Immunol (Tap chi mién dich hoc) 190(4): 1481-1490).
Theo d6, chudt giam biéu hién IgM hoic x chudt, va dé déap tng su tao mién dich, cac
gen bién doi cua chudi ndng va nhe ngudi da dua vao s& chuyén dbi 16p va dot bién
soma dé tao cac khang thé don dong IgG nguoi ¢6 i luc cao. Viée diéu ché va su
dung OmniRat®, va viéc didu hoa bd gen duoc thue hién boi céc con chudt nay, duoc
md ta trong PCT s6 cong bd WO 14/093908 dén Bruggemann va cdng su.

Khi duoc tao mién dich véi BCMA ngudi téi td hop (hBCMA), chudt bién
d6i gen nay sé& san sinh c4c khang thé IgG nguoi dac hiéu BCMA ngudi.

Quy trinh tao mién dich dugc thyc hién nhu sau: sau con chudt dugc tao mién
dich v6i dung hop BCMA-Fc nguoi. Tiép theo ché do tao mién dich 21 ngay, cac 14
lach va hach bach huyét tr cac chudt da tao mién dich dugc thu thap va sir dung dé
tao téng cong bdn thu vién té bao lai. Cac thu vién duoc chuin d6 va xét nghiém
bing phuong phap ELISA dé nhan dang céc khang thé don dong biéu hién lién keét
v6i BCMA ngudi dugc biotin héa. Cac khang thé don dong thu dugc trén dia MSD

Streptavidin. Sau khi tiép tuc sang loc x4c nhén, cac 16p bé mit té bao lai biéu hién
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lien két dac hiéu voi BCMA nguoi va BCMA khi dudi dai duoc giai trinh tu, tach
dong va bidu hién va chuyén héa thanh IgG1 va IgG4 ngudi.

Vi du 3: Tinh ché khang thé BCMA

Thu dugc cac khang thé BCMA trong cac 16p bé mit ctia mdi trudng nudi
cdy da duoc lam sach bing nhwa MabSelect SuRe Protein A va ching dugc rtra
giai v6i natri axetat 100 mM (pH 3,5). Céac phan doan chtra khang thé duoc tap hop
va trung hoa ngay 1ap tic véi Tris HC1 2,5 M (pH 7,2), sau d6 1a dung dich dém
dugc thay ddi thanh 1xD-PBS hoic cac dung dich dém mong mudn khac néu duogc
chi dinh. Ndng do protein dugc xac dinh bang cach do OD280 trén quang phd ké
NanoDrop va duge tinh bing cach sir dung hé sé hip thu ctia né. Do tinh khiét va
tinh ddng nhét cta khang thé duoc danh gi bang SDS-PAGE va SE-HPLC. Buéc
tinh ché SEC bé‘mg cach stir dung Superdex 200 dugc thuc hién néu monome giam

xudng dudi 95% cho mdi SE-HPLC.

Vi du 4: Pic trung héa té bao chira cac khang thé BCMA lién két véi BCMA

Lién két cia cac khéng thé BCMA v6i cac té bao biéu hién BCMA dugc kién
tao va dong té bao ung thu U2392, EIM, MMIR, U266, OPM2, va RPMI-18226
duoc danh gia bing xét nghiém lién két té bao MSD (Mesoscale) va phuong phap do
va dém té bao theo dong. Muc dich ctia xét nghiém sang loc 12 nhan dang cac khang
thé lién két véi cac té bao biéu hien BCMA ciing nhu phan tmg chéo véi cac té bao
biéu hién BCMA khi dudi dai.

D6i v6i xét nghiém lién két té bao MSD, cac té bao duogc ¢b dinh va cac mau
khang thé BCMA duoc xét nghiém theo bd ba. M6 ta ngén gon, 16p bé mat biéu hién
cia cac khang thé BCMA da duoc tinh ché duge chudn hoa dén khi dat nong
d610 pg/mL. 5000 t& bao mdi 16 duoe d6 vao mot dia 384 16 (MA6000, loai L21XB,
MSD) va cho két dinh trong 2 gid. Sau d6 céc té bao duge phu bang FBS 20% trong
PBS (Gibco) trong 15 phit. Sau d6 bd sung 16p khang thé bé mat va dé & nhiét do
phong trong 1 gid. Céc té bao duoc rira 3 14n biang PBS va sau d6 khang thé tht cép
dugc gan nhan ruteni (Jackson Immuno Research) dugc bb sung véi lugng 1 pg/mL
va dugce u trong 1 gid ¢ nhiét d6 phong. Sau d6 ap dung budc rira tiép theo va thém
35 uL dung dich dém doc MSD T (khéng c¢6 chat hoat dong bé mit) vao mdi 16 va u
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trong 30 phut d& duoc phat hién. Sau d6 cac dia duge doc bang thiét bi MSD Sector
6000. Dit liéu dugc chuén héa theo cac dbi chimg va dugc vé db thi bang GraphPad
Prism phién ban 5. Chét lién két duong tinh duoc x4c dinh la két qua véi tin hiéu 16n
hon gip 3 1an nén. Xét nghiém duoc 1ap lai dé nhét quan dit liéu va chon ra céc chit
lién két hang dAu dé phat trién tiép.

Déi v6i phuong phap do va dém té bao theo dong, céc té bao dugc U véi thudc
nhudm gitip nhan biét t& bao sdng va 100.000 té bao dugc thém vao dia co day chir
U va duogc ly tim dé tao vién té bao. Cac khang thé BCMA da duge chudn do duge
bd sung vao cac té bao. Sau giai doan 1, cac té bao duoc tao thanh vién va duoc ria.
Khéng thé thir cép dac hiéu loai da duoc dén nhan AlexaFluor 647 dugc bo sung vao
céc té bao va duoc 1. Cac té bao duoc tao vién va rira vai 1an. Céc té bao duogc tai
huyén phu trong dung dich dém dang chay véi luong pht hop va duoc phén tich
bing FACS Cantoll. Céc té bao bi chin bing FSC-A va SSC-A vé kich thude, SSC-
A va SSC-H v& céc nhém don va vé thudc nhudém gitip nhan biét té bao séng. Cac
gia tri MFI hinh hoc cua quan thé té bao sdng dugc vé dd thi va duogc sit dung dé tinh

cac gid tri ECso néu c6 thé, tirc 1a néu duong cong hoan toan c6 dang sigma.

U'c ché lién két phdi tir APRIL

Nhom khang thé BCMA duoc sang loc trong xét nghiém ELISA vé canh
tranh lién két véi APRIL. April ngudi dang tan dugc mua tir R&D systems ma
danh muc DY884), kha ndng cua cac khang thé khang BCMA trong viéc Grc ché
lién két ctia April véi BCMA c6 dinh dugc dénh gia.

MO ta ngén gon, cac dia maxisorb trong gdm 96 16 duoc xur ly voi 100 uL
BCMA-ECD co6 néng do 0,5 pg/mL dugc tao trong PBS va duge u ¢ nhiét do phong
qua dém. Sau d6 cac dia duoc rira ba 1an v6i dung dich dém rira ELISA chira Tween-20
n PBS 0,05% (R&D Systems md danh muc WA126), va sau do duoc l4p bang
300 puL/156 Reagent Diluent chira BSAS 1% trong PBS (R&D Systems mé danh muc
DY995).). V& lién két canh tranh, c4c khang thé BCMA dugc thém vao dia theo cac thé
tich 100 uL va dugc U trong 30 phut trude khi bd sung APRIL. Sau 30 phut, 1ng
APRIL duoc thém vao mdi 16 va cac dia duoc i qua dém & 4°C. APRIL khong lién két
duge rira 3 14n bing dung dich dém rira ELISA va APRIL da duoc biotin hoéa lién két
duoc phat hién b??mg cach st dung lién hop SA-HRP véi mat do quang 450 nm.
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Vi du 5: Panh gia va lya chon két qua

Sau khi hoan tit thi nghiém vé su dc trung hoa, khang thé dugc dén xuat tir

té bao lai M2 ¢6 tén BCMB69- dugc xac dinh c6 cac ddc trung sau:

«  Lién két véi BCMA ngudi tai to hop
«  Lién két véi BCMA khi tai t6 hop
«  Biéu hién lién két yéu v6i BCMA chudt
o Lién két véi ca BCMA ngudi bidu hién HEK va BCMA khi biéu hién HEK dugc

do bang phuong phap dém va do té bao theo dong

« Lién két v6i cac dong ung thu & nguoi biéu hién BCMA (U2392, EIM,
MMIR, U266, OPM2, va RPMI-18226)

«  Uc ché lién két APRIL véi ICso = 5,9 nM

Két qua 13 BCMB69 (Bang 4 va Bang 5) dugc biéu hién va tinh ché dé diéu ché cac

khang thé dac hidu d6i BCMA x CD3.

Bang 4. Cac trinh tw CDR ciia BCMB69 (SEQ ID NO lién quan dugc cung cap

trong dau ngoic)

D HC-CDR1 HC-CDR2 HC-CDR3 LC-CDRI1 LC-CDR2 LC-CDR3
BCMB69 | SGSYFWG | SIYYSGITYYNPSLKS | HDGAVAGLFDY | GGNNIGSKSVH | DDSDRPS | QVWDSSSDHVV
) 3) ©) (24) (25) 26)
Bang 5: Cic trinh tw Vg va Vi cia BCMB69
ID AA Trinh tu axit amin VH SEQ Trinh tu axit amin VL SEQ ID
mAb ID NO: NO:
QLQLQESGPGLVKPSET SYVLTQPPSVSVAPGQT
LSLTCTVSGGSISSGSYF ARITCGGNNIGSKSVHW
WGWIRQPPGKGLEWIG YQQPPGQAPVVVVYDD
BCMB69 SIYYSGITYYNPSLKSR 7 SDRPSGIPERFSGSNSGN )3
VTISVDTSKNQFSLKLS TATLTISRVEAGDEAVY
SVTAADTAVYYCARHD YCQVWDSSSDHVVFGG
GAVAGLFDYWGQGTL GTKLTVL
VTVSSA
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Vi du 6: Céu trac tinh thé ciia Fab khang BCMA

Céu tric tinh thé ctia mot khang thé khang BCMA (BCMB69) dugc xac
dinh & dang Fab tu do, cling nhu khi duoc lién két vé6i BCMA nguoi, dé dic trung
héa su tuong tac khang thé/khang nguyén theo céc chi tiét nguyén tl, gitp ting
hiéu biét cia chung ta vé co ché tac dung ctia khang thé, va hd tro cac nd luc kién

tao khang thé theo yéu cau.

Nguyén vit liéu

Fab BCMA gan His (cac SEQ ID NO: 75 va 76; sau day goi don gian la Fab
BCMB69) dugc biéu hién trong céc t& bao HEK293 va duge tinh ché bing céc
phép séc ky 4i luc va theo loai kich ¢&. Thu duge Fab trong NaCl 130 mM, MES
20 mM, pH 7.,4.

Ving ngoai bao BCMA ngudi (cac don phéan 5-51 ¢6 SEQ ID NO:1; sau day
goi don gian 1a BCMA) véi nhan His & dau C duoc biéu hién bing cach sir dung hé
vi rat Baculo va duge tinh ché bang phép sic ky ai luc va theo loai kich ¢&. Thu

duoc protein trong NaCl 50 mM, Tris 20 mM, pH 8.

Tinh thé hoa

Phirc BCMA/Fab BCMB69

Phirc Fab/khang nguyén dugc didu ché bang cach tron BCMA véi Fab
BCMB69 véi ty 16 mol 12 3,8 : 1 (BCMA du) trong khoang 16 gio ¢ 4°C trong khi
dung dich dém ddi thanh Hepes 20 mM c¢6 pH 7,5. Sau d6 phirc hop dugce rira giai tir
cdt monoS 5/50 véi gradien ctia NaCl 51-63 mM trong Hepes 20 mM ¢ pH 7,5 va
dugc ¢b dic dén khi dat ndng do 17 mg/mL. Céc tinh thé phit hop dé thuc hién nhiéu
xa tia X thu duge tir PEG 3 kDa 25%, MgClh 0,2 M, Mes 0,1 M c¢6 pH 6,5 béng
phuong phap khuéch tan hoi nude giot ngdi & 20°C cing véi gieo mam cuc nho.

Fab BCMB69

Fab BCMB69 dugc ¢b dic dén 9 mg/mL ma khong cén tinh ché thém. Cac
tinh thé phu hop dé thuc hién nhiéu xa tia X thu dugc tir (NHs)2SO4 2 M, MPD 5%,
Mes 0,1 M c6 pH 6,5 bing phuong phap khuéch tan hoi nuée giot ngdi & 20°C.

Thu thap dit liéu tia X va xac dinh cAu tric
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Dé thu thap dit liéu tia X, cac tinh thé dugc nhiing trong vai gidy trong dung dich
bao vé doéng lanh chira dung dich me twong Umg dugc bd sung glyxerol 20% va sau do
duoc 1am déng nhanh trong nito long. Dit liéu nhifu xa tia X cho phtc
BCMA/BCMBG69 dugc thu thap bang thiét bi do Rayonix 300HS CCD tai dudng chim
CMCF-08ID ctia Trung tim Ngudn sang Canada (Canadian Light Source - CLS), trong
khi dit liéu tia X cho Fab BCMB69 tu do dugc thu thap béng thiét bi do Dectris Pilatus
6M Pixel Array tai dudng chim 17-ID ctia Ngudn photon ning cao (Advanced Photon
Source - APS) tai Phong thi nghiém quéc gia Argonne (Argonne National Laboratory).
Dt liéu nhiéu xa dugc xur 1y béng chuong trinh HKL (Otwinowski, Z. & Minor, W.
(1997). Xt 1y dit liéu nhiéu xa tia X dugc thu thap trong ché 46 dao dong. Methods in
Enzymology (Cdc phwong phdp trong enzym hoc) 276: 307-326.).

Céc chu tric dugc phan giai bing cach thay thé phan tir (MR) bang Phaser
(Read, R. J. (2001). Mé rong gidi han cua viéc thay thé phan tir hét mic ¢6 thé. Acta
Crystallogr D Biol Crystallogr 57: 1373-82). Trong trudng hop céu tric Fab ty do, md
hinh tim kiém cho MR 1 Fab 5j8 ngung két hdng cau khéng cim (ma PDB: 4M5Y).
Trong truong hop céu tric phitc BCMA/Fab, mé hinh tim kiém cho MR 14 cau triic
tinh thé cia BCMA (ma PDB: 1XU2) va cdu tric Fab tu do BCMB69. Céc cau tric
duoc tinh ché béng PHENIX (Adams, P. D., Gopal, K., Grosse-Kunstleve, R. W.,
Hung, L. W, loerger, T. R., McCoy, A. J., Moriarty, N. W., Pai, R. K., Read, R. J.,
Romo, T. D., Sacchettini, J. C., Sauter, N. K., Storoni, L. C. & Terwilliger, T. C.
(2004). Céc phat trién gin day vé phin mém PHENIX dé xac dinh cAu tric tinh thé
hoc tu dong. J Synchrotron Radiat 11: 53-5.) va viéc didu chinh mé hinh duoc thuc
hién bing chuong trinh COOT (Emsley P. & Cowtan, K. (2004). Coot: Cong cu thiét
lap md hinh v& db hoa phan tit. Acta Crystallogr. Ty 18 D60: 2126-2132). Tét ca phép
tinh tinh thé hoc khac duge thuc hién bing cic chuong trinh CCP4 (Collaborative
Computational Project (Du 4n tinh toan phéi hop) s6 4, 1994). Tat ca do hoa phén tir
duge tao bing PyMol (DeLano, W. (2002). Hé thong dd hoa phan tir PyMOL. Palo
Alto, CA, USA; Delano Scientific).

S6 liéu thdng ké dit liéu vé ciu tric Fab tw do BCMB69 va phie dugc trinh bay trong
Bang 6.
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Bang 6. Dit liéu tinh thé hoc cho phitc BCMA/Fab BCMB69 va Fab BCMB69
tu do.

Phirc Fab tw do
ID cdu triic trong CBIS PS41 PS40
Dit lidu tinh thé
Dung dich két tinh
Dung dich dém 0,1 M Mes pH 6,5 Mes pH 6,5
Chét két tha PEG 3 kDa 25% (NH)28042 M
Chét phu gia MgCL 0,2 M MPD 5%
Nhom khong gian P2, P2:12:2)
Phén ti/don vi bit d6i ximg 2 1
O don vi
abc@ 62,9, 87,1, 88,7 64,3,71,1, 123,0
o, B,y (°) 90,0, 94,8, 90,0 90,0, 90,0, 90,0
Ham lugng dung méi (%) 47 56
Dit liéu tia X*
D6 phén giai (A) 50,00-2,00 50,00-2,70
V6 ¢6 d6 phén giai cao nhét (A) (2,07-2,00) (2,75-2,70)
Phan xa do dugc 235.905 91.256
Tinh hoan chinh (%) 99,9 (99,8) 99,9 (99,9)
Tinh du thira 3,7 (3,6) 5,7 (4,8)
Raéi ximg (%) 10,0 (52,7) 14,8 (51,9)
<lo> 13,3 (2,9) 13,5 (3,1)
Tinh ché
Do phan giai (A) 45,4-2,0 34,2-2,7
S6 phan xa 64.157 15.890
Téng s6 nguyén tix 7.001 3.149
S6 lugng nuéce 89 10
Rhoat dong / Riu do (%) 19,0 /23,7 18,5/24,0
Chiéu dai lién két RMSD (A) 0,009 0,004
Géc lign két RMSD (°) 1,190 0,869
Hé s6 B trung binh (A2) 31,0 51,1
MolProbity
Ramachandran uu tién (%) 97,32 96,86
Ramachandran cho phép (%) 2,68 2,90
Phén it ngoai lai Ramachandran (%) 0,00 0,24
Ngoai lai ddng phan quay (%) 0,39 0,59
Diém va cham 3,20 1,96

Epitope, paratope va cac twong tac
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BCMB69 nhén dién duoc epitope cdu hinh bao gom céc don phan trong ving p—
hairpin (c4c don phan Y13-H19) va helix-loop-helix (doan x0an-vong-doan x04n) (cac
don phan 126, R27, va N31-L35) ctia BCMA (Hinh 3 va 4). Epitope BCMB69 bao
odm vimg bing khoang 830 A2 trén BCMA va chita mé-tip DXL lién két phdi tir (cac
don phan D15-L18 trong vong cudn loai I thudc B-hairpin), nhd vao trong khoang can
duoc tao boi cac ving xac dinh bo sung clia khang thé (CDR). Leuxin 17, & dau vong
cudén DXL, hoan toan dugc bao phu trong khoang khang thé va c6 cac tuong tdc mé
rong véi BCMB69. Don phén epitope phd bién khéc 1a Arg27, & trén 310-helix hl
va thuc hién mét s6 tiép xuc lién két hydro véi CDR chudi ning.

Paratope BCMB69 bao gdm cac don phan tur tit ca CDR ngoai trt CDR-L1
(Hinh 2 va 3). Chudi ning c6 s6 diém tiép xtic véi BCMA gép hai 1an so v6i chubi
nhe. Cac mach bén nho & dau vong CDR-H3 (102-GAVAG-106) (SEQ ID NO: 77)
hd tro viée dua CDR-H3 vao trong BCMA va thiét 1ap cac diém tiép xuc khang
thé/khang nguyén mé& rong (40% téng s6 diém tiép xic duge CDR-H3 thyc hién).
Cac CDR BCMBG69 xép chit lai v6i nhau trén bé mat 16m cua cau tric BCMA ¢6
hinh chiéc ghé v6i CDR-L2 (cac don phan Y48, D52, P54, S$55), CDR-H1 (céac don
phan G32-Y34), va CDR-H3 (D101, A103, V104, Y110) tiép xtic v6i “chd ngdi”
duoc tao boi doan xoan hl va vong hl1h2, trong khi CDR-L3 (cac don phan W90,
S92, D95), CDR-H1 (F35), CDR-H2 (Y54, Y60), va CDR-H3 (H100, G102, A103,
A105) tiép xtc véi “lung ghé” duoc tao béi cau tric B-hairpin cia BCMA. Leu35,
don phan epitope duy nhét trong “chan ghé” (doan xoan h2), c6 céc tiép xuc van
der Waals vGi don phan D52 ctia CDR-L2.

BCMA c¢6 mién ngoai bao nho gon (khoang 50 don phén). O day c6 sin bé
mit giéi han dé lien két cac khang thé khong canh tranh hodc cdc phdi tir voi
BCMA. Hiu hét cac don phan epitope BCMB69 ciing 14 cac don phan lién két cho
APRIL (12 trong sé 14 don phén epitope) va BAFF (9 trong s 14 don phan). Trong
truomg hop APRIL, ddy 1a phéi tir c6 4i lyc cao nhéat cia BCMA, céc don phan
epitope duy nhat khong dugc dung chung 12 F14 va S16 (Hinh 2B), trong khi d6i voi
BAFF, cac don phan khong dugc dung chung la F14, 126, T32, P33, va L35. Vong
DXL dugc bao phu béi ca phdi tir va BCMB69.

Cic co ché tac dung cia BCMB69 dwge dé xuit
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BCMB69 12 tmg vién d& chuyén huéng cac té bao T dén céc té bao ung thu
MM. Viéc tiéu diét céc té bao ung thu qua trung gian khang thé ddc higu doi
BCMB69 x khang CD3 du kién s& khong bi suy yéu béi cau tric va vi tri cua epitope
BCMB69. Vi tri c¢6 thé tiép xtc cua epitope cho phép lién két nhanh Fab BCMB69
v6i BCMA duge lién két v6i mang, trong khi nhanh Fab khac van lién két véi CD3
trong mang té bao T.

BCMB69 ciing c6 thé pha v& cac duong phét tin hiéu APRIL va BAFF trong
cac tuong bao thong qua viéc chan khong gian va canh tranh truc tiép vé diém gin
BCMA. Su chdng l4p cdu traic BCMA/BCMBG69 trén céc cau tric BCMA/APRIL
va BCMA/BAFF (Liu, Y., Hong, X., Kappler, J., Jiang, L., Zhang, R., Xu, L., Pan,
C.H., Martin, W.E., Murphy, R.C., Shu, H.B., Dai, S. & Zhang, G. (2003). Nature
(Tu nhién) 423: 49-56; Hymowitz, S.G., Patel, D.R., Wallweber, H.J.A., Runyon,
S., Yan, M., Yin, J., Shriver, S.K., Gordon, N.C., Pan, B., Skelton, N.J., Kelley,
R.F. & Starovasnik, M.A. (2005). J. Biol. Chem. (Tap chi Sinh héa hoc) 280: 7218-
7227.) trinh bay cac ving va cham gitta BCMB69 va APRIL, BAFF (Hinh 2B va
Hinh 4A va 4B), khién cho BCMA khéng thé lién két dong thdi véi khang thé va
phéi tir ty nhién. APRIL va BAFF c6 thé phét tin hiéu bang cac thu thé khac, nhu
TACI va BAFE-R, va chudt c6 BCMA bt hoat vin con séng. Vi vy, viéc Grc ché
hoat tinh APRIL va BAFF thong qua viéc chan BCMA c6 thé khong giy doc
nghiém trong dbi véi cac bénh nhan MM.

Vi du 7: Tao cac dot bién BCMB69 dwa trén ciu tric

Viéc danh gia stt dung may dién todn cdc mo-tip diéu hoa sau dich ma va
nguy co két tu ving bién ddi BCMB69 khong lién két cho biét rii ro trung binh vé
isome hoa cho cac don phan D101-G102 (CDR-H3) va mang ky nudc 486 A? trong
ving CDR c6 thé gdy nguy co két tu. Céc don phan ky nuée duogc tiép xtc nhiu
nhét trong mang 13 I58 (CDR-H2), F35 (CDR-H1), va V104 (CDR-H3; V104 ¢6
lién quan trong mo hinh tuong dbng Fv, nhung khong trong cAu truc tinh thé Fab).
Dé loai bd nguy co isome hoa va két tu trong ving bién ddi BCMB69, cac dot bién

khac nhau duogc tao mot cach hop ly (Bang 7).

Bang 7: Nhém dot bién BCMB69
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Tap hop | ID dong

Dot bién

Muc dich

1 BCMB117

G152At

Loai bo su isome hoa va giam tinh ky nuéc

1 BCMBI118

G102AF, F35YH, V104TH

Loai bé su isome héa va giam tinh ky nuéde

1 BCMBI119

D101EH, F35YH, V104TH

Loai bé su isome héa va giam tinh ky nuéc

1 BCMB120

D101SE, F35YH, V104TH

Loai bé su isome héa va giam tinh ky nuéc

1 BCMBI121

G328H, F35YH, 158SH, P37KY, V44LE,

Céc dot bién dong mam VH va VL d giam tinh ky nuéc

V83Dl

1 BCMBI122 G32SH F35YH 158SH Céc dot bién dong mdm VH dé giam tinh ky nuéc

1 BCMB123 G328H Hiéu qua tiép can cia mot dot bién, giam tinh ky nude
1 BCMB124 F35YH Hiéu qua tiép cin ciia mot dot bién, giam tinh ky nuée
1 BCMBI125 DI0OIEH Hiéu qua tiép can cia mot dot bién, loai bd sy isome hoa
1 BCMB126 D101SH Hiéu qua tiép can cua mot dot bién, loai bd su isome hoa
1 BCMB127 G102AH Hiéu qua tiép can ciia mot ddt bién, loai b su isome héa
1 BCMB128 V104TH Hiéu qua tiép céan cua mot dot bién, giam tinh ky nudc
1 BCMB129 158SH Hiéu qua tiép can cua mot dot bién, giam tinh ky nuéc

1 BCMB130

G102AH, F35YH, I58SH

Loai bo su isome hda va giam tinh ky nuée

1 BCMBI131 D101EH, F35YH, [58SH Loai bd su isome héa va giam tinh ky nuée

2 BCMB176 G32SH, V104TH, G152AL Céc dot bién dong mam VH va VL d giam tinh ky nuée
2 BCMB177 I58RY, G32SH, V104TH, G152A% Céc d6t bién dong mam VH va VL dé giam tinh ky nuéc
2 BCMB178 I58WH, G32SH, V104TH, G152AT Céc dot bién dong mam VH va VL dé giam tinh ky nuéc
2 BCMB179 D101QH, G32SH, V104TH, G152AT Phd vd sur isome héa va tinh ky nude,

2 BCMB180 D101HE, G32SH, V104TH, G152AL Pha v sy isome héa va tinh ky nuée

2 BCMB1381

D101WH, G32SH, V104TH, G152A

Céc @5t bién dong mam VH va VL dé giam tinh ky nuéc
va loai b6 su isome hoa

2 BCMB182

D101YH, G32SH, V104TH, G152AT

Céc dot bién dong mam VH va VL dé giam tinh ky nuéc
va loai bo sy isome hoa

2 BCMBI183

I58RH, D101QY, G32SH, V104TH, G152AL

Céc d6t bién dong mam VH va VL d giam tinh ky nuéc
va loai b6 su isome hoa

2 BCMB184

ISSRE, D101HY, G32SH, V104TH, G152A"

Céc @6t bién dong mam VH va VL dé giam tinh ky nuéc
va loai bo su isome hoa

2 BCMB185

ISSRY, D101YH, G32SH, V104TH, G152AT

Céc d6t bién dong mam VH va VL @ giam tinh ky nuéc
va loai bo sy isome hoa

2 BCMB186

I58WH, D101QY, G32SH, V104TH, G152AT

Céc dot bién dong mam VH va VL dé giam tinh ky nuéc
va loai bo sy isome hoa

2 BCMB187

I58WH, D101HY, G32SH, V104TH, G152AT

Céc d6t bién dong mam VH va VL & giam tinh ky nuéc
va loai b6 su isome hoa

2 BCMB188

I58WH, D101YH, G32SH, V104TH, G152A*

Céc d6t bién dong mam VH va VL & giam tinh ky nuéc
va loai bo sy isome hoa

Céc trinh tw CDR va trinh ty VH va VL cua cac dot bién BCMB69 duya trén ciu tric

1an lugt duge trinh bay trong Bang 8 va 9.
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Bang 8: Cac trinh tw CDR cua cac dot bién BCMB69 (SEQ ID NO lién quan

duoc cung cap trong dau ngoic)

1D HC-CDR1 HC-CDR2 HC-CDR3 LC-CDR1 LC-CDR2 LC-CDR3
BCMBI117 | SGSYFWG | SIYYSGITYYNPSLKS | HDGAVAGLFDY | GGNNIGSKSVH | DDSDRPS | QVWDSSSDHVV
0) ®) ©) (24) @5) 26)
BCMB118 | SGSYFWG | SIYYSGITYYNPSLKS | HDAATAGLFDY | GGNNIGSKSVH | DDSDRPS | QVWDSSSDHVV
) ®) © 24) @5) 26)
BCMB119 | SGSYFWG | SIYYSGITYYNPSLKS | HEGATAGLFDY | GGNNIGSKSVH | DDSDRPS | QVWDSSSDHVV
@ ®) (12) 24) @5) 26)
BCMB120 | SGSYFWG | SIYYSGITYYNPSLKS | HSGATAGLFDY | GGNNIGSKSVH | DDSDRPS | QVWDSSSDHVV
0 ®) (15) @4) @5) 26)
BCMB121 | SSSYYWG | SIYYSGSTYYNPSLKS | HDGAVAGLFDY | GGNNIGSKSVH | DDSDRPS | QVWDSSSDHVV
™ ®) ©) @4) @5) 26)
BCMB122 | SSSYYWG | SIYYSGSTYYNPSLKS | HDGAVAGLFDY | GGNNIGSKSVH | DDSDRPS | QVWDSSSDHVV
™ ®) ©) 24) 25) 26)
BCMB123 | SSSYYWG | SIYYSGITYYNPSLKS | HDGAVAGLFDY | GGNNIGSKSVH | DDSDRPS | QVWDSSSDHVV
™ ®) ©) (24) 25) 26)
BCMB124 |SGSYYWG | SIYYSGITYYNPSLKS | HDGAVAGLFDY | GGNNIGSKSVH | DDSDRPS | QVWDSSSDHVV
(10) ®) ©) (24) @5) 26)
BCMB125 | SGSYFWG | SIYYSGITYYNPSLKS | HEGAVAGLFDY | GGNNIGSKSVH | DDSDRPS | QVWDSSSDHVV
0) ®) (16) (24) 25) 26)
BCMB126 | SGSYFWG | SIYYSGITYYNPSLKS | HSGAVAGLFDY | GGNNIGSKSVH | DDSDRPS | QVWDSSSDHVV
) ®) a7 24) @5) 26)
BCMB127 | SGSYFWG | SIYYSGITYYNPSLKS | HDAAVAGLFDY | GGNNIGSKSVH | DDSDRPS | QVWDSSSDHVV
) 5) (18) 24) @5) 26)
BCMB128 | SGSYFWG | SIYYSGITYYNPSLKS | HDGATAGLFDY | GGNNIGSKSVH | DDSDRPS | QVWDSSSDHVV
“) ) (19) (24) (25) (26)
BCMB129 | SGSYFWG | SIYYSGSTYYNPSLKS | HDGAVAGLFDY | GGNNIGSKSVH | DDSDRPS | QVWDSSSDHVV
@ ® ©) @4) @5 26)
BCMB130 |SGSYYWG | SIYYSGSTYYNPSLKS | HDAAVAGLFDY | GGNNIGSKSVH | DDSDRPS | QVWDSSSDHVV
(10) ®) (18) (24) (25) (26)
BCMB131 |SGSYYWG | SIYYSGSTYYNPSLKS | HEGAVAGLFDY | GGNNIGSKSVH | DDSDRPS | QVWDSSSDHVV
(10) ®) (16) 24) @5) 26)
BCMB176 | SSSYFWG | SIYYSGITYYNPSLKS | HDGATAGLFDY | GGNNIGSKSVH | DDSDRPS | QVWDSSSDHVV
(13) ®) (19) 24) @5) 26)
BCMB177 | SSSYFWG | SIYYSGSTYYNPSLKS | HDGATAGLFDY | GGNNIGSKSVH | DDSDRPS | QVWDSSSDHVV
(13) ®) (19) 24) @5) 26)
BCMB178 | SSSYFWG | SIYYSGWTYYNPSLKS | HDGATAGLFDY | GGNNIGSKSVH | DDSDRPS | QVWDSSSDHVV
(13) (11) (19) (24) (25) (26)
BCMB179 | SSSYFWG | SIYYSGITYYNPSLKS | HQGATAGLFDY | GGNNIGSKSVH | DDSDRPS | QVWDSSSDHVV
(13) 5) 20) 24) 25) 26)
BCMB180 | SSSYFWG | SIYYSGITYYNPSLKS | HHGATAGLFDY | GGNNIGSKSVH | DDSDRPS | QVWDSSSDHVV
(13) ®) @1 24) @5) 26)
BCMB181 | SSSYFWG | SIYYSGITYYNPSLKS | HWGATAGLFDY | GGNNIGSKSVH | DDSDRPS | QVWDSSSDHVV
(13) ®) 22) 24) @5) 26)
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D HC-CDR1 HC-CDR2 HC-CDR3 LC-CDR1 LC-CDR2 LC-CDR3
BCMBI182 | SSSYFWG | SIYYSGITYYNPSLKS | HYGATAGLFDY | GGNNIGSKSVH | DDSDRPS | QVWDSSSDHVV
13) ) (23) (24) (25) (26)
BCMB183 | SSSYFWG | SIYYSGRTYYNPSLKS | HQGATAGLFDY | GGNNIGSKSVH | DDSDRPS | QVWDSSSDHVV
(13) (14) (20) (4) (25) 26)
BCMB184 | SSSYFWG | SIYYSGRTYYNPSLKS | HHGATAGLFDY | GGNNIGSKSVH | DDSDRPS | QVWDSSSDHVV
13) 14) @1 24 (25) (26)
BCMB185 | SSSYFWG | SIYYSGRTYYNPSLKS | HYGATAGLFDY | GGNNIGSKSVH | DDSDRPS | QVWDSSSDHVV
13) 14 (23) 24 (25) (26)
BCMB186 | SSSYFWG |SIYYSGWTYYNPSLKS | HQGATAGLFDY | GGNNIGSKSVH | DDSDRPS | QVWDSSSDHVV
(13) 1)) (20) (24) (25) 26)
BCMB187 | SSSYEWG |SIYYSGWTYYNPSLKS | HHGATAGLFDY | GGNNIGSKSVH | DDSDRPS | QVWDSSSDHVV
13) 1) (21) (24) (25) (26)
BCMB188 | SSSYFWG | SIYYSGWTYYNPSLKS | HYGATAGLFDY | GGNNIGSKSVH | DDSDRPS | QVWDSSSDHVV
(13) (11 (23) 24) (25) 26)
Bang 9: Céc trinh ty Vh va VI cia cac dot bién BCMB69
ID AA | Trinh tu axit amin VH SEQ Trinh tu axit amin VL SEQID
mAb ID NO: NO:
QLQLQESGPGLVKPSETL SYVLTQPPSVSVAPGQT
SLTCTVSGGSISSGSYFW ARITCGGNNIGSKSVHW
GWIRQPPGKGLEWIGSIY YQQPPGQAPVVVVYDD
BCMB | YSGITYYNPSLKSRVTISV 57 SDRPSGIPERFSGSNSGN 8
117 DTSKNQFSLKLSSVTAAD TATLTISRVEAGDEAVY
TAVYYCARH YCQVWDSSSDHVVFGG
DGAVAGLFDYWGQGTL GTKLTVL
VTVSSA
QLQLQESGPGLVKPSETL SYVLTQPPSVSVAPGQT
SLTCTVSGGSISSGSYYW ARITCGGNNIGSKSVHW
BCMB GWIRQPPGKGLEWIGSIY YQQPPGQAPVVVVYDD
118 YSGITYYNPSLKSRVTISV | 29 SDRPSGIPERFSGSNSGN | 28
DTSKNQFSLKLSSVTAAD TATLTISRVEAGDEAVY
TAVYYCARHDAATAGLF YCQVWDSSSDHVVFGG
DYWGQGTLVTVSSA GTKLTVL
QLQLQESGPGLVKPSETL SYVLTQPPSVSVAPGQT
SLTCTVSGGSISSGSYYW ARITCGGNNIGSKSVHW
BCMB GWIRQPPGKGLEWIGSIY YQQPPGQAPVVVVYDD
119 YSGITYYNPSLKSRVTISV |31 SDRPSGIPERFSGSNSGN | 28
DTSKNQFSLKLSSVTAAD TATLTISRVEAGDEAVY
TAVYYCARHEGATAGLF YCQVWDSSSDHVVFGG
DYWGQGTLVTVSSA GTKLTVL
BCMB QLQLQESGPGLVKPSETL SYVLTQPPSVSVAPGQT
SLTCTVSGGSISSGSYYW | 32 ARITCGGNNIGSKSVHW | 28
120
GWIRQPPGKGLEWIGSIY YQQPPGQAPVVVVYDD
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YSGITYYNPSLKSRVTISV SDRPSGIPERFSGSNSGN
DTSKNQFSLKLSSVTAAD TATLTISRVEAGDEAVY
TAVYYCARHSGATAGLF YCQVWDSSSDHVVFGG
DYWGQGTLVTVSSA GTKLTVL
QLQLQESGPGLVKPSETL SYVLTQPPSVSVAPGQT
SLTCTVSGGSISSSSYYW ARITCGGNNIGSKSVHW

s | GWIRQPPGKGLEWIGSLY YQQKPGQAPVLVVYDD
1 YSGSTYYNPSLKSRVTISV | 33 SDRPSGIPERFSGSNSGN | 30
DTSKNQFSLKLSSVTAAD TATLTISRVEAGDEADY
TAVYYCARHDGAVAGLF YCQVWDSSSDHVVFGG
DYWGQGTLVTVSSA GTKLTVL
QLQLQESGPGLVKPSETL SYVLTQPPSVSVAPGQT
SLTCTVSGGSISSSSYYW ARITCGGNNIGSKSVHW
sevp | GWIRQPPGKGLEWIGSTY YQQPPGQAPVVVVYDD
172 YSGSTYYNPSLKSRVTISV | 33 SDRPSGIPERFSGSNSGN | 28
DTSKNQFSLKLSSVTAAD TATLTISRVEAGDEAVY
TAVYYCARHDGAVAGLF YCQVWDSSSDHVVFGG
DYWGQGTLVTVSSA GTKLTVL
QLQLQESGPGLVKPSETL SYVLTQPPSVSVAPGQT
SLTCTVSGGSISSSSYFWG ARITCGGNNIGSKSVHW
sevp | WIRQPPGKGLEWIGSIYY YQQPPGQAPVVVVYDD
123 SGITYYNPSLKSRVTISVD | 34 SDRPSGIPERFSGSNSGN | 28
TSKNQFSLKLSSVTAADT TATLTISRVEAGDEAVY
AVYYCARHDGAVAGLFD YCQVWDSSSDHVVFGG
YWGQGTLVTVSSA GTKLTVL
QLQLQESGPGLVKPSETL SYVLTQPPSVSVAPGQT
SLTCTVSGGSISSGSYYW ARITCGGNNIGSKSVHW
seump | GWIRQPPGKGLEWIGSIY YQQPPGQAPVVVVYDD
174 YSGITYYNPSLKSRVTISV | 35 SDRPSGIPERFSGSNSGN | 28
DTSKNQFSLKLSSVTAAD TATLTISRVEAGDEAVY
TAVYYCARHDGAVAGLF YCQVWDSSSDHVVFGG
DYWGQGTLVTVSSA GTKLTVL
QLQLQESGPGLVKPSETL SYVLTQPPSVSVAPGQT
SLTCTVSGGSISSGSYFW ARITCGGNNIGSKSVHW
sevp | GWIRQPPGKGLEWIGSIY YQQPPGQAPVVVVYDD
o YSGITYYNPSLKSRVTISV |36 SDRPSGIPERFSGSNSGN | 28
DTSKNQFSLKLSSVTAAD TATLTISRVEAGDEAVY
TAVYYCARHEGAVAGLF YCQVWDSSSDHVVFGG
DYWGQGTLVTVSSA GTKLTVL
QLQLQESGPGLVKPSETL SYVLTQPPSVSVAPGQT
BCMB | SLTCTVSGGSISSGSYFW ARITCGGNNIGSKSVHW
126 GWIRQPPGKGLEWIGSIY |37 YQQPPGQAPVVVVYDD |28
YSGITYYNPSLKSRVTISV SDRPSGIPERFSGSNSGN
DTSKNQFSLKLSSVTAAD TATLTISRVEAGDEAVY
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TAVYYCARHSGAVAGLF YCQVWDSSSDHVVFGG
DYWGQGTLVTVSSA GTKLTVL
QLQLQESGPGLVKPSETL SYVLTQPPSVSVAPGQT
SLTCTVSGGSISSGSYFW ARITCGGNNIGSKSVHW

semp | OWIRQPPGKGLEWIGSTY YQQPPGQAPVVVVYDD
17 YSGITYYNPSLKSRVTISV | 38 SDRPSGIPERFSGSNSGN | 28
DTSKNQFSLKLSSVTAAD TATLTISRVEAGDEAVY
TAVYYCARHDAAVAGLF YCQVWDSSSDHVVFGG
DYWGQGTLVTVSSA GTKLTVL
QLQLQESGPGLVKPSETL SYVLTQPPSVSVAPGQT
SLTCTVSGGSISSGSYFW ARITCGGNNIGSKSVHW
Bemp | GWIRQPPGKGLEWIGSIY YQQPPGQAPVVVVYDD
128 YSGITYYNPSLKSRVTISV |39 SDRPSGIPERFSGSNSGN | 28
DTSKNQFSLKLSSVTAAD TATLTISRVEAGDEAVY
TAVYYCARHDGATAGLF YCQVWDSSSDHVVFGG
DYWGQGTLVTVSSA GTKLTVL
QLQLQESGPGLVKPSETL SYVLTQPPSVSVAPGQT
SLTCTVSGGSISSGSYFW ARITCGGNNIGSKSVHW
sevp | GWIRQPPGKGLEWIGSTY YQQPPGQAPVVVVYDD
129 YSGSTYYNPSLKSRVTISV | 40 SDRPSGIPERFSGSNSGN | 28
DTSKNQFSLKLSSVTAAD TATLTISRVEAGDEAVY
TAVYYCARHDGAVAGLF YCQVWDSSSDHVVFGG
DYWGQGTLVTVSSA GTKLTVL
QLQLQESGPGLVKPSETL SYVLTQPPSVSVAPGQT
SLTCTVSGGSISSGSYYW ARITCGGNNIGSKSVHW
semp | GWIRQPPGKGLEWIGSTY YQQPPGQAPVVVVYDD
130 YSGSTYYNPSLKSRVTISV | 41 SDRPSGIPERFSGSNSGN ”
DTSKNQFSLKLSSVTAAD TATLTISRVEAGDEAVY
TAVYYCARHDAAVAGLF YCQVWDSSSDHVVFGG
DYWGQGTLVTVSSA GTKLTVL
QLQLQESGPGLVKPSETL SYVLTQPPSVSVAPGQT
SLTCTVSGGSISSGSYYW ARITCGGNNIGSKSVHW
sevp | GWIRQPPGKGLEWIGSIY YQQPPGQAPVVVVYDD
131 YSGSTYYNPSLKSRVTISV | 42 SDRPSGIPERFSGSNSGN | 28
DTSKNQFSLKLSSVTAAD TATLTISRVEAGDEAVY
TAVYYCARHEGAVAGLF YCQVWDSSSDHVVFGG
DYWGQGTLVTVSSA GTKLTVL
QLQLQESGPGLVKPSETL SYVLTQPPSVSVAPGQT
SLTCTVSGGSISSSSYFW ARITCGGNNIGSKSVHW
sevp | GWIRQPPGKGLEWIGSIY YQQPPGQAPVVVVYDD
176 YSGITYYNPSLKSRVTISV | 58 SDRPSGIPERFSGSNSGN | 28
DTSKNQFSLKLSSVTAAD TATLTISRVEAGDEAVY
TAVYYCARH YCQVWDSSSDHVVFGG
DGATAGLFDYWGQGTL GTKLTVL
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VTVSSA
QLQLQESGPGLVKPSETL SYVLTQPPSVSVAPGQT
SLTCTVSGGSISSSSYFWG ARITCGGNNIGSKSVHW
sy | WIRQPPGKGLEWIGSIYY YQQPPGQAPVVVVYDD
177 SGRTYYNPSLKSRVTISV | 43 SDRPSGIPERFSGSNSGN | 28
DTSKNQFSLKLSSVTAAD TATLTISRVEAGDEAVY
TAVYYCARHDGATAGLF YCQVWDSSSDHVVFGG
DYWGQGTLVTVSSA GTKLTVL
QLQLQESGPGLVKPSETL SYVLTQPPSVSVAPGQT
SLTCTVSGGSISSSSYFWG ARITCGGNNIGSKSVHW
sevmp | WIRQPPGKGLEWIGSIYY YQQPPGQAPVVVVYDD
178 SGWTYYNPSLKSRVTISV |44 SDRPSGIPERFSGSNSGN | 28
DTSKNQFSLKLSSVTAAD TATLTISRVEAGDEAVY
TAVYYCARHDGATAGLF YCQVWDSSSDHVVFGG
DYWGQGTLVTVSSA GTKLTVL
QLQLQESGPGLVKPSETL SYVLTQPPSVSVAPGQT
SLTCTVSGGSISSSSYFWG ARITCGGNNIGSKSVHW
sevp | WIRQPPGKGLEWIGSIYY YQQPPGQAPVVVVYDD
179 SGITYYNPSLKSRVTISVD | 45 SDRPSGIPERFSGSNSGN | 28
TSKNQFSLKLSSVTAADT TATLTISRVEAGDEAVY
AVYYCARHQGATAGLFD YCQVWDSSSDHVVFGG
YWGQGTLVTVSSA GTKLTVL
QLQLQESGPGLVKPSETL SYVLTQPPSVSVAPGQT
SLTCTVSGGSISSSSYFWG ARITCGGNNIGSKSVHW
sevp | WIRQPPGKGLEWIGSIYY YQQPPGQAPVVVVYDD
120 SGITYYNPSLKSRVTISVD | 46 SDRPSGIPERFSGSNSGN | 28
TSKNQFSLKLSSVTAADT TATLTISRVEAGDEAVY
AVYYCARHHGATAGLFD YCQVWDSSSDHVVFGG
YWGQGTLVTVSSA GTKLTVL
QLQLQESGPGLVKPSETL SYVLTQPPSVSVAPGQT
SLTCTVSGGSISSSSYFWG ARITCGGNNIGSKSVHW
semp | WIRQPPGKGLEWIGSIYY YQQPPGQAPVVVVYDD
81 SGITYYNPSLKSRVTISVD |47 SDRPSGIPERFSGSNSGN | 28
TSKNQFSLKLSSVTAADT TATLTISRVEAGDEAVY
AVYYCARHWGATAGLF YCQVWDSSSDHVVFGG
DYWGQGTLVTVSSA GTKLTVL
QLQLQESGPGLVKPSETL SYVLTQPPSVSVAPGQT
SLTCTVSGGSISSSSYFWG ARITCGGNNIGSKSVHW
semp | WIRQPPGKGLEWIGSIYY YQQPPGQAPVVVVYDD
1% SGITYYNPSLKSRVTISVD | 48 SDRPSGIPERFSGSNSGN | 28
TSKNQFSLKLSSVTAADT TATLTISRVEAGDEAVY
AVYYCARHYGATAGLFD YCQVWDSSSDHVVFGG
YWGQGTLVTVSSA GTKLTVL
BCMB | QLQLQESGPGLVKPSETL | 49 SYVLTQPPSVSVAPGQT |28
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183 SLTCTVSGGSISSSSYFWG ARITCGGNNIGSKSVHW
WIRQPPGKGLEWIGSIYY YQQPPGQAPVVVVYDD
SGRTYYNPSLKSRVTISV SDRPSGIPERFSGSNSGN
DTSKNQFSLKLSSVTAAD TATLTISRVEAGDEAVY
TAVYYCARHQGATAGLF YCQVWDSSSDHVVFGG
DYWGQGTLVTVSSA GTKLTVL
QLQLQESGPGLVKPSETL SYVLTQPPSVSVAPGQT
SLTCTVSGGSISSSSYFWG ARITCGGNNIGSKSVHW

somp | WIRQPPGKGLEWIGSIYY YQQPPGQAPVVVVYDD

L34 SGRTYYNPSLKSRVTISV | 50 SDRPSGIPERFSGSNSGN | 28
DTSKNQFSLKLSSVTAAD TATLTISRVEAGDEAVY
TAVYYCARHHGATAGLF YCQVWDSSSDHVVFGG
DYWGQGTLVTVSSA GTKLTVL
QLQLQESGPGLVKPSETL SYVLTQPPSVSVAPGQT
SLTCTVSGGSISSSSYFWG ARITCGGNNIGSKSVHW

sovp | WIRQPPGKGLEWIGSIYY YQQPPGQAPVVVVYDD

i SGRTYYNPSLKSRVTISV |51 SDRPSGIPERFSGSNSGN | 28
DTSKNQFSLKLSSVTAAD TATLTISRVEAGDEAVY
TAVYYCARHYGATAGLF YCQVWDSSSDHVVFGG
DYWGQGTLVTVSSA GTKLTVL
QLQLQESGPGLVKPSETL SYVLTQPPSVSVAPGQT
SLTCTVSGGSISSSSYFWG ARITCGGNNIGSKSVHW

semp | WIRQPPGKGLEWIGSIYY YQQPPGQAPVVVVYDD

126 SGWTYYNPSLKSRVTISV |52 SDRPSGIPERFSGSNSGN | 28
DTSKNQFSLKLSSVTAAD TATLTISRVEAGDEAVY
TAVYYCARHQGATAGLF YCQVWDSSSDHVVFGG
DYWGQGTLVTVSSA GTKLTVL
QLQLQESGPGLVKPSETL SYVLTQPPSVSVAPGQT
SLTCTVSGGSISSSSYFWG ARITCGGNNIGSKSVHW

somp | WIRQPPGKGLEWIGSIYY YQQPPGQAPVVVVYDD

187 SGWTYYNPSLKSRVTISV | 53 SDRPSGIPERFSGSNSGN | 28
DTSKNQFSLKLSSVTAAD TATLTISRVEAGDEAVY
TAVYYCARHHGATAGLF YCQVWDSSSDHVVFGG
DYWGQGTLVTVSSA GTKLTVL
QLQLQESGPGLVKPSETL SYVLTQPPSVSVAPGQT
SLTCTVSGGSISSSSYFWG ARITCGGNNIGSKSVHW

sonvp | WIRQPPGKGLEWIGSIYY YQQPPGQAPVVVVYDD

188 SGWTYYNPSLKSRVTISV | 54 SDRPSGIPERFSGSNSGN | 28
DTSKNQFSLKLSSVTAAD TATLTISRVEAGDEAVY
TAVYYCARHYGATAGLF YCQVWDSSSDHVVFGG
DYWGQGTLVTVSSA GTKLTVL

Vi vay, ngoai BCMB69, 28 dot bién dugc biéu hién va tinh ché theo mo ta

trong Vi du 3 va duoc dac trung hoa dé lien két véi cac té bao biéu hién BCMA
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bing phuong phép dém va do té bao theo dong theo md ta trong Vi du 4. 7 trong 28
6t bién lién két vai cac t& bao biéu hién BCMA va duge phat trién dé diéu ché

nhom dac hiéu d6i BCMA x CD3.

Vi du 8: Diéu ché khang thé BCMA va CD3 theo dang dic hiéu dbi trong
S228P, L.234A, L235A ciia IgG4

Céc khang thé BCMA duoc bidu hién du6i dang TgG4, c6 cac thay thé Fe
$228P, 1.234A, va L235A (d4nh sb theo chi myc EU). Khang thé khang CD3 don
dic hiéu CD3B19 ciling dugc tao bao gém chudi niang va nhe c6 céc trinh tu lan
luot ¢6 SEQ ID NO 55 va SEQ ID NO 56.

Céac khang thé don dic hidu dugc tinh ché theo phuong phap tiéu chuén
bang cach su dung cot Protein A (c6t HiTrap MabSelect SuRe). Sau khi rua giai,
cac vung luu trt duoc thadm tach thanh D-PBS, pH 7,2.

Céc khang thé BCMA x CD3 dic hiéu doi dugc tao bang cach két hop khang
thé don dong CD3 don dic hiéu va khang thé don dong BCMA don dc higu bing
phuong phap trao d6i nhanh Fab mrong ong nghiém (theo md ta trong
WO02011/131746). M ta vén tit, khang thé khang BCMA/khang CD3 (hodc trong
mot s truong hop thém 6% mot khang thé me dé 1am mét di khang thé khac) voi
ndng do bing khoang 1-20 mg/mL véi ty 1& mol 1:1 trong PBS, pH 7-7,4 va 2-
mercaptoetanolamin 75 mM (2-MEA) dugc troén v6i nhau va duge u ¢ 31°C trong 5
gio, sau d6 loai bo 2-MEA bing thim tach, loc tudn hoan c6 pha loang, loc dong tiép
tuyén va/hoic loc té bao duge quay béng cac phuong phap tiéu chuan. Sy hinh thanh
céc khang thé BCMA x CD3 dac hiéu doi dugc phan tich bang HPLC trao doi cation
(CEX) hodc HPLC séc ky twong tc ky nuée (HIC). Néu muébn, khang thé BCMA x
CD3 dic hidu dbi duoc tinh ché bing CEX hodc HIC diéu ché d¢ loai bo (cac) khang

thé me con lai

Chudi ning va nhe cta cac khang thé dac hiéu doi BCMA x CD3 dai dién dugc trinh
bay bén dudi trong Bang 10. BCMB178 c6 biéu hién kém khi két hop v6éi nhanh
CD3, va két qua 1a khong dugc dic trung hoa thém.

Bang 10. Trinh tu chudi ning va nhe cia cac khang thé dic hiéu doi
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Khang thé

Trinh ty axit amin

BCMB72

Chudi nzng 1
CD3B219 (SEQ
ID NO:55)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFNTYA
MNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYAA
SVKGRFTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYY
CARHGNFGNSYVSWFAYWGQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPS
SSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPC
PPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTK
NQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFLLYSKLTVDKSRWQEGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSLGK

Chubi nhe 1
CD3B219 (SEQ
ID NO:56)

QTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCRSSTGAVTTSNY
ANWVQQKPGQAPRGLIGGTNKRAPGTPARFSGS
LLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCALWYSNLWV
FGGGTKLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKA
TLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTP
SKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTH
EGSTVEKTVAPTECS

Chudi ning 2
BCMB69
(SEQ ID NO:65)

QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSGSYFW
GWIRQPPGKGLEWIGSIYYSGITYYNPSLKSRVTIS
VDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARHDGAVAG
LFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSES
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPS
NTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYV
DGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRW
QEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

Chudi nhe 2
BCMB69
(SEQ ID NO:76)

SYVLTQPPSVSVAPGQTARITCGGNNIGSKSVHW
YQQPPGQAPVVVVYDDSDRPSGIPERFSGSNSGN
TATLTISRVEAGDEAVYYCQVWDSSSDHVVFGG
GTKLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLV
CLISDFYPGAVTVAWKGDSSPVKAGVETTTPSK
QSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEG
STVEKTVAPTECS

BC3B7

Chudi ning 1
CD3B219 (SEQ
ID NO:55)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFNTYA
MNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYAA
SVKGRFTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYY
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CARHGNFGNSYVSWFAYWGQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPS
SSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPC
PPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTK
NQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFLLYSKLTVDKSRWQEGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSLGK

Chudi nhe 1
CD3B219 (SEQ
ID NO:56)

QTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCRSSTGAVTTSNY
ANWVQQKPGQAPRGLIGGTNKRAPGTPARFSGS
LLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCALWYSNLWV
FGGGTKLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKA
TLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTP
SKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTH
EGSTVEKTVAPTECS

Chudi nang 2
BCMB117
(SEQ ID NO:67)

QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSGSYFW
GWIRQPPGKGLEWIGSTYYSGITYYNPSLKSRVTIS
VDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARHDGAVAG
LFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSES
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPS
NTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYV
DGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRW
QEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

Chubi nhe 2
BCMB117
(SEQ ID NO:66)

SYVLTQPPSVSVAPGQTARITCGGNNIGSKSVHW
YQQPPGQAPVVVVYDDSDRPSGIPERFSGSNSGN
TATLTISRVEAGDEAVYYCQVWDSSSDHVVFGG
GTKLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLV
CLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSK
QSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEG
STVEKTVAPTECS

BC3B38

Chudi nang 1
CD3B219 (SEQ
ID NO:55)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFNTYA
MNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYAA
SVKGRFTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYY
CARHGNFGNSYVSWFAYWGQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTV
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SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPS

SSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPC

PPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC

VVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN

KGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTK
NQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT

TPPVLDSDGSFLLYSKLTVDKSRWQEGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSLGK

Chubi nhe 1
CD3B219 (SEQ
ID NO:56)

QTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCRSSTGAVTTSNY
ANWVQQKPGQAPRGLIGGTNKRAPGTPARFSGS
LLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCALWYSNLWV
FGGGTKLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKA
TLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTP
SKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTH
EGSTVEKTVAPTECS

Chudi nang 2
BCMB123
(SEQ ID NO:68)

QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSSSYFW
GWIRQPPGKGLEWIGSIYYSGITYYNPSLKSRVTIS
VDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARHDGAVAG
LFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSES
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPS
NTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYV
DGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRW
QEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

Chudi nhe 2
BCMB123
(SEQ ID NO:66)

SYVLTQPPSVSVAPGQTARITCGGNNIGSKSVHW
YQQPPGQAPVVVVYDDSDRPSGIPERFSGSNSGN
TATLTISRVEAGDEAVYYCQVWDSSSDHVVFEGG
GTKLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLV
CLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSK
QSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEG
STVEKTVAPTECS

BC3B9

Chudi ning 1
CD3B219 (SEQ
ID NO:55)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFNTYA
MNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYAA
SVKGRFTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYY
CARHGNFGNSYVSWFAYWGQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPS
SSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPC
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PPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTK
NQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFLLYSKLTVDKSRWQEGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSLGK

Chudi nhe 1
CD3B219 (SEQ
ID NO:56)

QTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCRSSTGAVTTSNY

ANWVQQKPGQAPRGLIGGTNKRAPGTPARFSGS

LLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCALWYSNLWV

FGGGTKLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKA
TLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTP
SKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTH

EGSTVEKTVAPTECS

Chudi ning 2
BCMB128
(SEQ ID NO:69)

QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSGSYFW
GWIRQPPGKGLEWIGSTYYSGITYYNPSLKSRVTIS
VDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARHDGATAG
LFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSES
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPS
NTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYV
DGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRW
QEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

Chudi nhe 2
BCMB128
(SEQ ID NO:66)

SYVLTQPPSVSVAPGQTARITCGGNNIGSKSVHW
YQQPPGQAPVVVVYDDSDRPSGIPERFSGSNSGN
TATLTISRVEAGDEAVYYCQVWDSSSDHVVFGG
GTKLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLV
CLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSK
QSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEG
STVEKTVAPTECS

BC3B10

Chudi ning 1
CD3B219 (SEQ
ID NO:55)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFNTYA
MNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYAA
SVKGRFTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYY
CARHGNFGNSYVSWFAYWGQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPS
SSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPC
PPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
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EQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTK
NQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFLLYSKLTVDKSRWQEGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSLGK

Chubi nhe 1
CD3B219 (SEQ
ID NO:56)

QTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCRSSTGAVTTSNY
ANWVQQKPGQAPRGLIGGTNKRAPGTPARFSGS
LLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCALWYSNLWV
FGGGTKLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKA
TLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTP
SKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTH
EGSTVEKTVAPTECS

Chudi ning 2
BCMB129
(SEQ ID NO:70)

QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSGSYFW
GWIRQPPGKGLEWIGSIYYSGSTYYNPSLKSRVTIS
VDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARHDGAVAG
LFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSES
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPS
NTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLEFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYV
DGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRW
QEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

Chudi nhe 2
BCMB129
(SEQ ID NO:66)

SYVLTQPPSVSVAPGQTARITCGGNNIGSKSVHW
YQQPPGQAPVVVVYDDSDRPSGIPERFSGSNSGN
TATLTISRVEAGDEAVYYCQVWDSSSDHVVFGG
GTKLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLV
CLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSK
QSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEG
STVEKTVAPTECS

BC3B11

Chudi nang 1
CD3B219 (SEQ
ID NO:55)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFNTYA
MNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYAA
SVKGRFTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYY
CARHGNFGNSYVSWFAYWGQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPS
SSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPC
PPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTK
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NQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFLLYSKLTVDKSRWQEGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSLGK

Chubinhe 1
CD3B219 (SEQ
ID NO:56)

QTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCRSSTGAVTTSNY
ANWVQQKPGQAPRGLIGGTNKRAPGTPARFSGS
LLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCALWYSNLWV
FGGGTKLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKA
TLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTP
SKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTH
EGSTVEKTVAPTECS

Chudi ning 2
BCMB176
(SEQ ID NO:71)

QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSSSYFW
GWIRQPPGKGLEWIGSIYYSGITYYNPSLKSRVTIS
VDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARHDGATAG
LFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSES
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPS
NTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYV
DGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRW
QEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

Chudi nhe 2
BCMBI176
(SEQ ID NO:66)

SYVLTQPPSVSVAPGQTARITCGGNNIGSKSVHW
YQQPPGQAPVVVVYDDSDRPSGIPERFSGSNSGN
TATLTISRVEAGDEAVYYCQVWDSSSDHVVFGG
GTKLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLV
CLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSK
QSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEG
STVEKTVAPTECS

BC3B12

Chudi ning 1
CD3B219 (SEQ
ID NO:55)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFNTYA
MNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYAA
SVKGRFTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYY
CARHGNFGNSYVSWFAYWGQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPS
SSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPC
PPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTK
NQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFLLYSKLTVDKSRWQEGNVESCSV
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MHEALHNHYTQKSLSLSLGK

Chudi nhe 1
CD3B219 (SEQ
ID NO:56)

QTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCRSSTGAVTTSNY
ANWVQQKPGQAPRGLIGGTNKRAPGTPARFSGS
LLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCALWYSNLWV
FGGGTKLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKA
TLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTP
SKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTH
EGSTVEKTVAPTECS

Chudi ning 2
BCMBI177
(SEQ ID NO:72)

QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSSSYFW
GWIRQPPGKGLEWIGSIYYSGRTYYNPSLKSRVTIS
VDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARHDGATAG
LFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSES
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPS
NTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYV
DGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRW
QEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

Chudi nhe 2
BCMB177
(SEQ ID NO:66)

SYVLTQPPSVSVAPGQTARITCGGNNIGSKSVHW
YQQPPGQAPVVVVYDDSDRPSGIPERFSGSNSGN
TATLTISRVEAGDEAVYYCQVWDSSSDHVVFGG
GTKLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLV
CLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSK
QSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEG
STVEKTVAPTECS

Vi du 9: Xac dinh 4i lyc BCMA ciia cic khang thé BCMA va cdc khang thé déic

hiéu d6i BCMA X CD3

Phuong phép cdng hudng plasmon bé mit (SPR) duoc s dung dé do cac gia

tri 4i luc BCMA nguoi cua céac khang thé BCMA duoc dung dé tao cac dic hiéu doi

CD3. Quy trinh duoc st dung cho SPR tuong tu véi quy trinh duge md ta trong Vi

du 4. Cac két qua trinh bay trong Bang 11 bidu thi tit ca mau lién két véi khéng

nguyén BCMA monome c6 cac ai lyc khiac nhau. Khang thé don dong me
(BCMB69) c6 céac ai luc lién két bang ~ 1,4 nM. BCMB117 va BCMB128 c¢6 céc i
luc trong khoang béng ai luc cua BCMB69, trong khi BCMB123, BCMB129,
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BCMB176 va BCMB177 ¢6 céc 4i luc twong ddi yéu hon (3 dén 15 14n) do toc do
phan ly nhanh hon. D& dénh gia kha ning tai lap dit liéu, tat ca mau dugc chay it

nhét theo bd ba va do 1éch chuan duoc bao co.

Bang 11. Céc 4i lyc lién két ciia cac khang thé don dong khang BCMA véi
BCMA nguoi dang monome theo SPR

Khéang thé don dong  Kiéhep (x 106 1/Ms)  Kphanty (x 107 1/s) Kp (nM)
BCMB69 2,74 + 0,02 3,95+0,19 1,44 + 0,05
BCMBI117 2,57 +0,21 3,42 + 0,25 1,34 + 0,20
BCMBI123 2,14 + 0,04 11,0 + 1,33 5,12 40,69
BCMB128 420+0,13 8,70 + 0,61 2,07 +0,21
BCMB129 1,54 + 0,06 8,43 + 0,44 547+0,13
BCMB176 4,00 + 0,05 28,8+ 1,25 7,18 + 0,22
BCMB177 2,80 + 0,22 56,6 + 5,54 20,2 + 1,57

SPR ciing duoc st dung dé do céc gia trj i lyc cta cac khang thé dac hiéu doi
BCMA x CD3 véi BCMA ngudi va khi. Cac két qua trong Bang 12 biéu thi tat ca mu
lién két vdi cac khang nguyén Fc-BCMA ¢6 céc i luc khac nhau. BC3B7 va BC3B9
¢6 cac i luc trong khoang bang ai luc cia BCMB72 voi BCMA ngudi, trong khi céc
khang thé dac hiéu déi con lai ¢6 4i luc yéu hon ghp 2-3 1an khi so véi BCMB72. Déi
véi Fe-BCMA khi, BC3B7 va BC3B9 ¢6 i luc chit hon gép 2-3 1an so véi BCMB72
(Kb 1an luot 13 0,65-0,37 nM), trong khi céc khang thé don dong con lai ¢6 & lyc lién
két tuong tu nhu BCMB72 (Kp ~0,8-1,2 nM). Dé dénh gia kha nang tai 14p dit liéu, tat

ca mau dugc chay it nhét theo bo ba va dd léch chuén duogc béo cio.

Bang 12. Cac 4i lyc lién két ciia cac khang thé BCMA x CD3 voi Fe-BCMA theo
SPR

Fc- két hop1 Kiphan 1y1 Kp1 két hop2 kphanty2  Kp cudi
BCMA (x 10° 1/Ms) (x 103 1/s)  (@M) (x 107 1/s) (x 10*1/s) (nM)

BCMB72 Ngudi 1,35+0,11 2,08£0,80 1,51+0,45 6,56+1,27 2,79+0,55 0,06+0,01
(B69xB219) Khi 1,26+0,12 4,83+0,28 3,87+0,57 1,06+0,10 7,85+1,04 1,65+0,26

BCMA x CD3
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BC3B7  Ngudi 1,48+0,09 1,58+0,30 1,07+0,20 4,97+0,67 2,94+0,54 0,06+0,01
(B117xB219) Khi 1,38+0,07 4,17+0,19 3,04+0,25 1,50+0,06 4,15+0,53 0,65+0,04

BC3B8  Ngudi 1,35£0,08 123+0,24 0,91+0,16 3,13+0,48 5,94+0,82 0,14+0,01
(B123xB219) Khi 1,09+0,05 7,34+0,21 6,77+0,48 1,94+0,08 3,26+0,43 0,97+0,09

BC3B9  Ngudi 2,58+0,14 2,05+0,75 0,79+0,25 5,06+1,12 3,64+0,36 0,05+0,01
(B128xB219) Khi 2,18+0,06 4,23+0,23 1,94+0,14 1,60+0,09 3,76+0,52 0,37+0,04

BC3B10 Ngudi 1,02£0,07 1,55+0,31 1,50£0,22 4,53+0,64 531+1,20 0,16+0,03
(B129xB219) Khi 0,93+0,04 6,36+0,28 6,84+0,48 1,65+£0,07 3,59+0,50 1,22+0,17

BC3B11  Ngudi 2,26£0,16 1,32+0,15 0,58+0,07 2,52+0,32 6,89+1,17 0,12+0,02
(B176 xB219) Khi 1,93+0,10 6,83+0,11 3,56+0,23 1,47+0,04 3,95+0,76 0,75+0,11

BC3B12 Nguodi 1,78+0,09 1,29+0,05 0,72+0,05 1,29+£0,15 5,57+0,38 0,22+0,03
(B177xB219) Khi 1,48+0,10 8,31+0,30 5,65+0,46 1,46+0,07 3,37+0,43 1,06+0,15

Cac 4i luc lien két cta khang thé dic hiéu déi khang BCMA x CD3
(BCMB72) vé6i cac protein BCMA dung hop Fe (nguoi, khi va chudt) dugc do bang
phuong phép céng hudng plasmon bé mit (SPR) st dung hé théng Biacore T200
(GE Healthcare, NJ).

Céc té bao theo dong 2, 3 va 4 cua chip cam bién dugc din Xuét streptavidin
(GE Healthcare, Prod# BR-1005-31) 1an lugt dugc c6 dinh véi BCMA ngudi, khi
hodc chudt dung hop Fe duge biotin hoa (cac mire ¢ dinh BCMA trong khoang 12-16
don vi dap ung (RU); protein Fc-BCMA: nguoi (R&D Systems; Prod# 193-FC), khi
(tai chd; Cat# BCMW6.001) va chudt (R&D Systems; Prod# 593-BC) duoc biotin hoa
tai chd). Khong cb dinh protein trén té bao theo dong 1 va khong st dung lam bé mat
tham chiéu. Cac thi nghiém dong hoc lién két duoc thuc hién ¢ 25°C trong dung dich
dém dang chay (PBS pH 7,4, P20 0,005%, EDTA 3 mM). BCMB72 dugc diéu ché
trong dung dich dém dang chay ndng do bt ddu tir 100 nM dén 0,16 nM khi pha
lodng gap 5 lan. Cac dung dich nay dugc tiém trong 5 phit (pha két hop) véi luong
50 pL/phut va su phan ly dugc theo ddi trong 15 phut theo dung dich dém dang chay.
Bé mit chip duogc tai tao bang nhimg lan tiém glyxin (pH 1,5) véi thoi gian ngan va
dung dich dém dang chay v6i lugng 100 uL/phut. Phén tich dong hoc lién két ctia cac
twong tac BCMB72 v6i Fe-BCMA dugc thuc hién bing cach tham chiéu kép dit liéu

béng cach loai trir cac dudong cong duoc tao bé'mg viéc tiém dung dich dém ra khoi cac
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dudng cong vé tiém chét phan tich. Su phu hop dong hoc chung clia cic sensorgram
(dd thi vé& cac dap tmg theo thoi gian trong nghién ciru cong huong plasmon bé mit)
duoc thuc hién bing md hinh lién két hai tinh trang (Two-State) st dung phan mém
dénh gi4 Biacore T200 (GE Healthcare, NJ). C4c két qua vé i luc lién két tir md hinh
lién két hai tinh trang cho céc loai BCMA khéc nhau dugc béo cdo dudi dang phtrc thu
nhét (Kp1) va phuc cudi (Kp) (Hinh 5).

Vi du 10: Hoat hoa té bao T diic hiéu dich va hi¢u luc giy doc té bao ciia cac
khang thd BCMA x CD3 véi sw ¢6 mit cac dong té bao bét tir ciia nén da u tiy

Su hoat héa cac té bao T qua trung gian cac khang thé BCMA x CD3 duoc
d4nh gid. M6 ta ngin gon, BCMB72 (BCMA x CD3) va céc khang thé d6i chung
(BCMA x bat hoat va bat hoat x CD3) duoc: pha lodng dén khi dat n@)ng do
800 pg/ml trong PBS. Su chudn dd dugc chuan bi trong cac dung dich pha lodng
tudn tu gap 4 lan trong PBS trong dia c6 day chit U 96 15. Cot cudi cung chi con lai
PBS (dbi ching chat mang).

Céc té bao dich duoc nudi cdy trong moi trudng RPMI 1640 khong c6 khang
sinh dugc bd sung GlutaMAX, FBS 10% va HEPES 25 mM (mdi trudng nudi céy).
Vo ngdy thiét 14p (Ngay 1), céc té bao dich duge dém va 10 triéu té bao dugc ly tim
véi the do 1350 vong/pht trong 3 phut, sau d6, cac 16p bé mat duoc loai bo. Thude
nhudm dé nhan biét su ting sinh CellTrace FCSE dugc tai tao trong 18 ul DMSO v
trung va 1 ul dung dich dugc pha loing trong 10 ml PBS v6 trung. Céc vién té bao
dugc tai huyén phu trong 1 ml dung dich pha lodng CFSE va dugc u & nhiét do
phong trong 8 phut, tranh 4nh sang truc tiép. Sau khi 1, 1 ml HI FBS dugc thém vao
huyén phu té bao dé dap tit CFSE du. Céc té bao dugc ria hai 1an trong RPMI-1640
vai FBS 10%. Sau khi téi tao trong 10 ml RPMI, céac té bao duge dém va kha ning
séng sot cua té bao duogc ghi lai trong bang tinh. Céc té bao dugc pha lodng dén khi
dat ndng d6 2,2 x1075/ml va dugc G & 37°C dén khi sir dung.

Céc t& bao T pan tir nhitng nguoi hién ting binh thuong duge rd dong trong bé
diéu nhiét 37°C, sau do, té bao cua cac lo dong lanh duogc chuyén sang cac 1o hinh nén
50 ml va dugc tai tao trong 15 ml mdi trudng nudi cAy lanh. Sau d6 cac té bao duoc ly
tam véi tde do 1350 vong/phit & 4°C trong 3 phut. Céc 16p bé mit duoc loai bo va céc

vién t& bao duoc tai tao trong 5 dén 10 ml moi truong nudi cdy. Cac té bao T duoc dém
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va kha nang séng s6t dugc ghi lai. Sau d6 cac té bao dugc tai tao trong moi trudng nudi
cly dén khi dat nong do1,1x1076/ml.

2x10%5 té bao dich dugc thém vao cac 15 cua dia c6 day chit U 96 13, tiép
theo 13 chét trc ché Fc (dén khi dat ndng do cudi 1a 2 mg/ml). T4t ca dong t€ bao
duoc U & nhiét do phong trong 10 phut dé wc ché hoat tinh thu thé Fe. 1x1075 té
bao T duoc thém vio céc 18 (7 1 té bao thyc thi:té bao dich 12 5:1). Sau khi cac t€
bao dich va té bao T duogc trdon véi nhau, 20 pl dung dich pha lodng khang thé
BCMA x CD3 duogc thém vao mdi 16. Cac dia duge i ¢ 37°C v6i CO2 5% trong 48
gio.

Hai ngay sau, cac dia duoc ly tdm véi tbc do 1350 vong/phit trong 3 phit &
4°C va 100 pl 16p bé mat dugc chuyén sang dia riéng va duge trit ¢ -80°C cho xét
nghiém phong thich cytokin. Cac té bao dugc rura trong 200 pl PBS va dugc u trong
50 pl thubc nhudm gitip phan biét té bao séng/chét near-IR (ty 1é pha loang 1:200) va
khang thé PE khang CD25 (ty 1 pha loang 1:50) trong 20 phut ¢ nhi¢t do phong. Sau
d6, céc té bao duoc rira mot 1an trong 200 pl dung dich dém FACS va cuéi cling dugc
tAi tao trong 150 pl dung dich dém FACS. Cac t& bao duge phan tich béng cach su
dung FACSCanto II va FlowJo 7.6 vé co ché gy doc té bao dich (% té bao dich) va su
hoat héa té bao T CD25+ (% té bao T sdng). Viéc vé& d6 thi va 1am khép dit liéu dugce
thuc hién trong GraphPad Prism 6 bang céchlsfr dung hdi quy phi tuyén tinh v6i ham
dbc bién thién (bén tham sd) st dung phuong phap binh phuong tdi thiéu.

Hinh 8 cho thdy BCMB72 thuc déy su hoat héa té bao T dic hiéu dich mét
cach nhat quan, duoc danh gia theo sy tang biéu hién CD25 trén bé mit té bao T.
Chét @e ché Fc duoc st dung dé ngan chan lién két phu thudc thu thé Fc cua cac
khéng thé véi cac té bao dich. Néi chung, cac diém dit liéu duge cin chinh chit ché
theo duong cong phu hgp da tao va co it thay dbi gitta nhitng nguoi hién ting té
bao T. Pat dugc sy hoat héa i da 12 45 - 85% cho cac t€ bao BCMA* va 4 - 10%
(twong duong véi cac mirc nén) cho céc té bao BCMA™. Tong hop céc gia tri hoat
hoa t& bao T t6i da va ECso tir hai thi nghiém doc 1ap s dung té bao T tir nhiéu
ngudi hién ting binh thudong dugce trinh bay trong Hinh 9.

Hinh 10 cho thdy BCMB72 ¢6 co ché gy doc té bao manh, nhit quan dbi
voi cac dong té bao BCMA™. Chét uc ché Fc duoc str dung dé ngan chin lién két

phu thudc thu thé Fc ciia BCMB72 véi céac té bao dich. Néi chung, cac diém dix
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liéu duoc can chinh chit ché theo dudong cong phu hop da tao va co it thay doi gitra

nhitng ngudi hién tang té bao T. Pat dugc sy ly giai téi da 1a 62 — 97% cho céc t&

va ECso tir hai thi nghiém doc 18p st dung té bao T tir nhidu ngudi hién tang binh
thuong duogc trinh bay trong Hinh 11.

Séu khang thé BCMA X CD3 khéc biéu thi co ché gy doc té bao t6i da la
83 dén 93% (Hinh 12A) va sy hoat hoa té bao T trong khoang 74 dén 83% cho céc
t& bao H929 BCMA" st dung té bao T tir hai ngudi hién ting khac nhau (Hinh
12B). Sau phan tir khang thé BCMA x CD3 nay c6 kha nang tiéu diét té bao dich
BCMA+ véi gia tri ECso trong khoang tir 0,04 dén 0,09 nM.

Vi du 11: Hiéu qua lién két cia BCMB72 trén cic dong té bao BCMA+

Céc gia tri ECso cua lién két BCMB72 v6i cac dong té bao BCMA+ khéc
nhau ¢6 nén 4c tinh duge danh gia. Mo ta vén tit, khang thé dic hiéu doi BCMB72
(BCMA x CD3) duoc pha lodng dén khi dat nong do 750 pug/ml trong PBS. Su
chuén do duoc chuén bi trong cac dung dich pha loang tudn tu gip 3 1an trong PBS
trong dfa c6 day chit U 96 15. Cot cubi cung chi con lai PBS (déi chimg chét
mang).
Céc té bao dich H929 duoc nudi cy trong moi truong RPMI 1640 khong c6 khang
sinh duge bd sung GlutaMAX, FBS 10% va HEPES 25 mM (mdi trudng nudi cy).
Dé xét nghiém, mat do té bao dich va kha ning séng s6t duge do va sau do cac té
bao duoc ly tim véi tée do 1000 vong/phut trong 5 phut & 4°C. Sau d6 céc vién té
bao duge rira trong 10 ml PBS va duoc ly tdm lai véi tdc dd 1000 vong/phut trong 5
phut. Céc t& bao duge tai huyén phi trong PBS véi mat do 5,5x10° t& bao/ml va
90 ul huy#n phil té bao duge phan chia cho mdi 13 cua dia c6 ddy chit U 96 13, tiép
theo 1a 10 pl/1d dung dich pha lodng BCMB72. Cac dia dugc u ¢ 4°C trong 1 gio
trong béng tdi, sau d6 dugc ly tam véi toe do 1000 vong/phut trong 5 phit va cac 16p
bé mit duoc loai bo. Céc vién té bao duoc rira hai 14an trong 200 ul dung dich dém
FACS. Khang thé tht cép dugc gén nhan PE khéng Fc IgG4 nguoi duogc hoa tan
trong dung dich dém FACS véi ty 1& 1:25 va 50 ul hén hop dugc thém vao céc 16
tuong tng. Cac mau dugc U trong 20 phut ¢ 4°C, duge ria trong dung dich dém

FACS theo mo ta trén, va dugc tai tao trong 150 pl dung dich dém FACS dé phan
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tich trén FACSCanto II. Dit liéu duoc phén tich bing FlowJo 7.6 vé lién két
BCMB72 va viéc v& dd thi va 1am khép dit liéu dugc thyc hién trong GraphPad
Prism 6 bang cach st dung hdi quy phi tuyén tinh v6i ham ddc bién thién st dung
phuong phép binh phuong téi thiéu.

Nhu trong Hinh 6, BCMB72 ¢6 thé lién két véi tit ca cic dong t€ bao
BCMA+ duoc kidm tra. ECso cua lién két v6i cac té bao H929 1a 14,7 nM, véi céc
té bao MM.1IR 14 9,74 nM, véi céc té bao EIM 1a 17,5 nM, véi céc té bao LP1 la
22,3 nM va v6i céc té bao U-2932 12 7,92 nM.

Vi du 12: Phan tich biéu hién BCMA va lién két BCMB72 trong mau toan phin
& ngodi co thé séng tix nhitng nguoi hién ting binh thwong

Biéu hién ctia BCMA va lién két BCMB72 trén bach ciu dugc d4nh gié trong
mau toan phan & ngodi co thé song tir ba nguoi hién tang binh thudong. Mb ta ngin
gon, mau ngoai vi tuoi tu nhitng nguoi hién ting binh thuong duoc luu gift trong céc
dng dugc phu heparin trude khi thi nghiém. Mau duge hut vao trong dia c6 ddy chit
U 96 13 theo céc phan 100 pl. Cac khang thé nhuom duge diéu ché trong master mix,
nhu di néu trong bang tinh thi nghiém. Master mix dugc bd sung truc tiép vao mau,
cling véi cac khang thé khang BCMA hoic BCMB72. Sau 30 phut u ¢ nhiét d6
phong, dia ¢6 méu duoc ly thm véi toe dd 1350 vong/phut trong 3 phit & 4°C. Huyét
twong trén bé miat duoc loai bé va cac vién té bao trai qua bon vong ly giai RBC lién
tiép, v6i 5 phiit U gitta mdi 14n rira. Sau khi ly giai hoan tit, cac vién té bao dugc rira
mét 1an v6i PBS va sau d6 duoc nhudm trong PBS véi thudc nhudém near-IR phan
biét té bao séng/chét vai ty 18 1:200 va PE khang IgG4 véi ty 18 1:50 (chi danh cho
céc 16 chira BCMB72). Céc dia dugce U thém trong 15 phit ¢ nhiét do phong. Sau do,
cac mau dugc rira véi 200 pl dung dich dém FACS va cudi cling dugc tai tao trong
150 ul dung dich dém FACS dé phan tich trén LSRFortessa. Gan 100.000 truong
hop duoc thu thap tir mbi 16. Viéc phan tich dugc thuc hién trong FlowJo 7.6.

Theo Hinh 7, khong quan sat dugc biéu hién BMCA nao trén cac lympho
bao, bach ciu don nhan, bach cAu hat hodc cac DC tuong bao & ba ngudi hién tang
binh thudng. BCMB72 thé hién sy lién két véi cac té bao T CD3+ & ca ba ngudi
hién tang vdi cudng do thay doi gitta nhitng ngudi hién ting. BCMB72 khong lién

két v6i cac loai té bao khac duge thir nghiém trong xét nghiém nay.
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Vi du 13: Tac dung BCMB72 ddi véi mite cytokin

Mic cytokin & 16p bé mit tir cac xét nghiém tiéu diét qua trung gian té bao T
duoc danh gi4, st dung BCMB72 va céc khang thé ddi chimg. Cac € bao T va khang
thé dugc dat vao dia nhu trong xét nghiém vé co ché gay doc té bao qua trung gian té
bao T (xem Vi du 10). Sau khi 01 48 gio, cac 16p bé mat cta té bao duoc thu thap va cac
cytokin khac nhau (10/30 Plex) dugc do bang ELISA dua trén MSD. Céc mirc cytokin
dugc biéu hién theo pg/mL va viéc vé dd thi va 1am khép dit liéu dugc thyce hién trong
GraphPad Prism 6 bang céch st dung hdi quy phi tuyén tinh v6i ham déc bién thién
(bén tham s8). Céc gié tri ECso clia séu cytokin tir dong té bao RPMI8226 cua sau ngudi
hién ting té bao T dugc trinh bay trong Hinh 13. Dt li¢u bicu thi sy phong thich cytokin
dang ké nho sy hoat héa té bao T. Khong quan sat dugc/quan sat duge mic phéng thich
cytokin thip véi cac khang thé déi chimg (dit liéu khong dugc trinh bay).

Vi du 14: So sanh chire niing cia BCMB72 dwge tao tir HEK va CHO (cac
dong té bao tam thoi & 6n dinh) trong hoat héa té bao T va co ché tieu diét té
bao dich qua trung gian té bao T

Cac khang thé dac hiéu d6i dugc tao trong céac té bao khac nhau va theo cac
dang biéu hién khac nhau c6 thé khac nhau vé hoat tinh. Theo d6, hiéu luc trong
5ng nghiém cia BCMB72 dugc tao trong cac té bao HEK (biéu hién tam thoi) hodc
CHO (biéu hién tam thoi hodc 6n dinh) dugc danh gia.

BCMB72 dugc pha lodng dén khi dat ndng do 800 pg/ml trong PBS. Nhu da
néu trong mdi thi nghiém, su chudn do duoc chuin bi trong cac dung dich pha
lodng tudn tu gip 3 hodc 4 lan trong PBS trong dia c6 déay chit U 96 156. Cot cubi
cting chi con lai PBS (déi ching chéit mang).

Céc té bao dich H929 duoc nudi cdy trong moi truong RPMI 1640 khong ¢
khang sinh dugc bd sung GlutaMAX, FBS 10% va HEPES 25 mM (moi trudng nudi
cdy). Vao ngay thiét 1ap (Ngay 1), cac té bao duge dém va 10 triéu € bao duoc ly
tam véi tbe d6 1350 vong/phut trong 3 phut va céc 16p bé mat duoc loai bé. Thude
nhudm dé nhan biét sy tang sinh CellTrace FCSE duoc tai tao trong 18 pl DMSO v
trung va 1 ul dung dich dugc pha lodng trong 10 ml PBS v0 trung. Vién té bao H929
duoc tai huyén phu trong 1 ml dung dich pha lodng CFSE va dugc 0 ¢ nhigt do
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phong trong 8 phut, tranh 4nh sang truc tiép. Sau khi 1, 1 ml HI FBS dugc thém vao
huyén phil té bao dé dap tit CFSE du. Céc té bao duoc rira hai 1an trong RPMI-1640
v&i FBS 10%. Sau khi t4i tao trong 10 ml RPMI, céc té bao duge dém va kha nang
sdng st cua té bao duoc ghi lai trong bang tinh. Cac té bao dugc pha loang dén khi
dat ndng do chi dinh va duoc G ¢ 37°C dén khi sir dung.

Céc té bao T tir nhitng ngudi hién ting binh thudng dugc rd dong trong bé
diéu nhiét 37°C, sau do, té bao cua lo duoc chuyén sang 1o hinh nén 50 ml va duoc
tai tao trong 15 ml moi trudng nuodi cdy lanh. Sau d6 cac té bao dugc ly tAm véi tde
dd 1350 vong/phit ¢ 4°C trong 3 phut. Cac 16p bé mit duoc loai b va cac vién té
bao dugc tai tao trong 5 dén 10 ml moi trudng nudi cdy. Céc té bao T duoc dém va
duoc tai tao trong moi trudong nudi cdy dén khi dat ndng d6 phu hop (xem bang tinh
cho mdi thi nghiém).

Cac t& bao H929 dugc thém vao cac 18, tiép theo 1a céc té bao T (ty 1& t& bao
thuc thi:té bao dich 13 5:1). Trong nhém nghién ctu nay, chét trc ché Fc khong duge
st dung. Sau khi tron céc té bao dich va té bao T, 20 pl dung dich pha loang
BCMB72 dugc thém vao mdi 18. Cac dia duge u & 37°C voi CO2 5% trong 48 gio.
Sau 2 ngay, cac dia chira té bao duoc ly tAm va céc 16p bé mit duoc loai bd hodc Iuu trit
cho xét nghiém phéng thich cytokin. Cac té bao dugc rira trong 200 ul PBS va duge 0
trong 50 pl thudc nhudm gitp phan biét t€ bao séng/chét near-IR (ty 1¢ pha loang 1:200)
va khang thé PE khang CD25 (ty 1¢ pha loang 1:50) trong 20 phiit & nhigt do phong. Sau
d6, cac t& bao dugc rira mot 1an trong 200 ul dung dich dém FACS va cudi ciing duoc
tai tao trong 150 pl dung dich dém FACS. Cac té bao duoc chay theo phuong phap do
va dém té bao theo dong trong cling ngay bang cach st dung FACSCanto I va dugc
phan tich trong FlowJo 7.6 vé& co ché gay doc té bao dich (% té bao dich) va sy hoat héa
t& bao T CD25+ (% té bao T séng). Viéc vé& db thi va lam khép dir liéu dugce thyc hign
trong GraphPad Prism 6 béang cach st dung hdi quy phi tuyén tinh v6i ham déc bién
thién (bbn tham s6) va phuong phép binh phuong t6i thiéu.

Theo Hinh 14, BCMB72 duoc tao trong cac té bao HEK va duoc tao trong
céc t& bao CHO thuc hién gn nhu ddng nhét trong xét nghiém chuyén huéng té
bao T vé& co ché gay doc té bao dbi vai cac té bao dich va tinh kich thich ddi véi
céc t& bao T. Thong thudng su tiéu diét t6i da dat duoc 12 85% va su hoat héa té

bao T 1a 80%. Cac gia tri ECso trung binh cua co ché gay doc té bao 1 0,29 nM cho
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BCMB72 duoc tao trong cac té bao HEK va 0,42-0,47 nM cho BCMB72 dugc tao
trong céc t& bao CHO. Cac gié tri ECso trung binh cua su hoat héa té bao T 1a
0,28 nM cho BCMB72 dugc tao trong cac té bao HEK va 0,37-0,41 nM cho
BCMB72 duoc tao trong céc té bao CHO. Phan tich so sanh st dung kiém dinh T
Student cho thay khong c6 ¥ nghia thong ké gitra céc gia tri ECso.

Vi du 15: Hoat héa sw phat tin hiéu P38 bing BCMB72

Ca BAFF va APRIl du lién két voi hai thu thé BCMA (khang nguyén
truong thanh té bao B, TNFRSF 17) va TACI (chit hoat hoa xuyén mang va chét
twong tac CAML, TNFRSF 13b). Su gin két BCMA da hoat hoa duong phét tin
hiéu MAPK P38 va INK. C6 kha niang khing thé ddc hiéu d6i BCMA X CD3,
BCMB72, ¢6 thé gay ra tac dung dbi khéang d6i véi BCMA. Nghién ctru nay bao
gbm hai phan. 1. Phat trién xét nghiém phan tich simple western nham theo dbi cac
thay dbi MAPK P38a trong céc té bao H929 hodc MMI.R sau khi xit Iy bing
APRIL hoic BAFF. 2. St dung xét nghiém méi dugc phat trién dé kiém tra
BCMB72 c¢6 tac dung ddi khang d6i v6i BCMA hay khong.

Xt 1y té bao

Céc té bao H929 hoic MMI1.R duoc gieo mam v&i mat d§ 1,5e6/ml trong
moi truong RPMI khong co huyét thanh trong 24 gid & 37°C khi c6 mat CO2 5%
trude khi xtr 1y. Vao ngay xu ly, céc té bao duge quay dé d6 xubng va dugc tai
huyén pht trong RPMI khong huyét thanh véi mat do 1,5e6/ml. D6i voi xét nghi¢m
theo quy trinh thoi gian, cac té bao dugc phan chia thanh 5 ml cho mdi 6ng trong
10 éng. M&i bng té bao duoc xir ly véi APRIL nong d6 1000 ng/ml (R&D Systems
méi danh muc 5860-AP-010) hoic BAFF ndng do 1000 ng/ml (R&D Systems ma
danh muc 2149-BF-010) lan luot trong 0, 5, 15, 30 va 60 phut ¢ 37°C khi c6 mat
CO, 5%. Sau khi 0, cac té bao dugc tao vién ngay 1ap tirc va dugc lam dong lanh
trong -80°C dé tao dung dich thuy phan té bao. D61 voi xét nghiém vé tac dung d6i
khang BCMB72, cac nhom xu ly t& bao H929 duoc liét ké trong Bang 13. Xét
nghiém tac dung dbi khang BCMB72 dugc thuc hién hai lan.
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Bang 13. Céc nhém xit Iy cho xét nghiém vé tic dung d6i khang BCMB72

2
et

Xur ly (15 phut)
APRIL 0 ng/ml
APRIL 1000 ng/ml
BAFF 0 ng/ml

BAFF 1000 ng/ml
BCMB72 0 ng/ml
BCMB72 10 ng/ml
BCMB72 100 ng/ml
BCMB72 1000 ng/ml
BCMB72 10000 ng/ml

Ol Q||| B |WIN |-

Didu ché dung dich thiy phan t& bao cho phan tich Simple Western

Cac té bao duoc ly giai véi dung dich dém RIPA, chira céc chét e ché phosphataza
va proteaza. Nong do protein dugc do trén thiét bi doc dia vi thé SpectraMax Plus
384 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) st dung xét nghi¢m protein DC
BioRad (BioRad # 500-0112) va cac mau albumin huyét thanh bo.

Phan tich Simple Western
Céc phan tich Simple Western dugc thuc hién véi Wes-Rabbit (12-230 KDa)
Master kit (ProteinSimple # PS-MKO1) theo huéng dan st dung ProteinSimple. Mb ta

ngén gon, cac mau dung dich thity phin té bao dugc két hop v6i master mix dén khi
dat ndng do cudi ctia 1x dung dich dém mau, cc muc 1x khéi lugng phan tir huynh
quang, va dithiothreitol 40 mM (DTT) va sau d6 dugc gia nhiét & 95°C trong 5 phut.
Céac mAu, thude thir e ché, khang thé so cap phosphor-p38 MAPK (ThermoFisher:
VWR# MAS5-15182) hodc Actin-beta (Cell Signaling, # 8457S), khang thé thtr cap
tiép hop HRP, co chat phat quang héa hoc, va cac thanh phan nén tach va xép chong
cling duoc phan bd cho cac 16 chi dinh trong céac dia vi thé Simple Wes. Sau khi cho
vao dia, cac bude dién di phan tach va phat hién mién dich dién ra trong hé théng mao

din va duoc tu dong hoan toan. Trong qué trinh dién di, cac protein duoc tach trén co
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s& khéi lwgng phan tir théng qua thanh phan nén xép chdng va phan tich va dugc b
dinh trén vach mao dan bang hoa hoc thu nap quang hoat doc quyén. Céc khang thé so
cép duoc pha lodng véi ty 1€ 1:50 v6i chét pha loang khang thé II (ProteinSimple
#042-203). CAc protein dich duge do midn dich bing céc khang thé so cép trong 60
phut, tiép theo 13 céc khang thé tht cép tiép hop HRP. Phan tich Simon-simple
Western duogc thuc hién ¢ nhiét dd phong, va cac thiét 1ap méc dinh cua thiét bi duoc
stt dung. Anh sb dugc phan tich bang phan mérr_l Compass (ProteinSimple), va dit liéu
dinh luong v& protein dugc phét hién duge bao cao theo khéi luwong phén tir, cuong do
tin hiéu/dinh, va vung dinh.

Theo thong tin thu dugc tir nghién ctru theo quy trinh thoi gian, xét nghiém ve
d6i khang BCMB72 duoc thyc hién v6i cac té bao H929 bang cach sir dung diém
cudi cua giai doan 1 15 phit. C4c tin hiéu MAPK p38 duoc chuén héa bang cic tin
hiéu beta Actin ngudi. Gia tri trung binh cua céc tin hiéu MAPK p38 duoc chuén hoa
tir hai xét nghiém duoc trinh bay trong Hinh 15. Xét nghiém vé ddi khang BCMB72
cho thiy ring BCMB72 khong c6 tic dung déi khang dbi véi BCMA trong céc té
bao H929.

Vi du 16: Phat tin hi¢u NFkB bang BCMB72

BCMA 13 thu thé bé mit c6 thé gay ra su phat tin hiéu NF-xB dé dap tmg céc
phdi tr noi sinh. Tac dung cua lién két BCMB72 véi BCMA trong viée hoat héa
dudng phat tin hiéu NF-xB duoc dénh gia bng cach st dung dong té bao chi thi biéu
hién BCMA biéu hién phosphataza kiém (SEAP) trong ving khoi dong NF«B.

Cac té bao dugc nudi cdy trong mdi truong DMEM dugc bd sung
GlutaMAX va FBS 10% (mdi trudong nudi cdy). Vao budi tbi trude khi thi nghiém,
céc té bao duoc thu thap bang cach trypsin héa (5 phut trong trypsin 0,25% dugc
lam 4m truée 6 37°C) va duge ria trong 30 ml moi truong nudi cdy. Sau d6 céc té
bao duoc ly tdm véi tée do 1.000 vong/phit trong 5 phut & 4°C va duge tai tao
trong DMEM khong c6 huyét thanh (véi GlutaMax) véi mat do 2,5x1015 té
bao/ml. 5x10°4 té bao duoc cho vao cac 18 ciia dia c6 day bang gdm 96 15 va duogc

u ¢ 37°C trong 16 gio.

-110-



40941

Sang hom sau, cac thubc thir kich thich khédc nhau (TNFa, APRIL,
BCMB72) dugc cho vio céc 16 tuong Ung (xem so dd dia thi nghiém) va cac dia
duoc 0 & 37°C thém 16 gid, 24 gid hodc 48 gid, 1an luot 14 cac thoi diém phat tin
hiéu du, gitta va cudi. Sau mdi thoi diém, 10 pl moi trudng nudi cdy duge xur ly
duoc thu thap tir cac 15, duge chuyén sang dia cimg 96 18 duge cung cép trong bd
kit SEAP (Cayman, 600272), va day ndp lai. Cac miu SEAP dugc didu ché béng
cach pha lodng miu khéi (5 U/ml) 1:10 trong DMEM khong huyét thanh (véi
GlutaMax) va sau d6 diéu ché dung dich pha lodng tudn tu voi ty 1& 1:2; khoang
pha lodng 1a 50-0,78 mU/ml. Dia c6 cac mau duge u & 65°C trong 30 phut dé 1am
mét hoat tinh phosphataza kiém noi sinh; SEAP biéu hién trong xét nghiém nay 1a
4n dinh trong cac didu kién U nay. 10 ul dung dich pha loang mau duoc cho vao
cac 18 thich hop sau khi céc dia dugce u ¢ nhiét do phong. 50 pl dung dich co chét
duoc cho vao tat ca 16 va cac mau duoc tron nhanh dé phan bd dung dich trong céac
15. Cac mu dugc 0 trong 20-30 phtt va sy phat quang héa hoc duge dénh gid bang
thiét bj doc dia PerkinElmer EnVision 2104 Multilabel Reader. T4t ca chi s6 phat
quang dugc chuyén ddi thanh néng do don vi hoat tinh dya trén dudng cong chuin
va céc gid tri duoc phan tich trong Microsoft Excel 2010 va duge nhép vao Graph
Prism 6 d& phan tich db thi.

Hinh 16 ching minh réng trong khi APRIL c6 thé kich thich BCMA & céc
ndng do thap nhu 0,46 nM, nhin chung, BCMB72 khong hoat hoa dudng phat tin
hiéu NF-xB trong c4c té bao chuyén nhiém BCMA & céc ndng d6 thdp hon 10 nM.
Quan sat thay su hoat héa phu thuoc BCMB72 & muc khiém tdn & cac ndng dod
BCMB?72 cao (44-133 nM).

Vi du 17: Téc dung cua viéc b sung ngoai sinh mién ngoai bao cia BCMA déi
v6i s hoat hoa té bao T khi khong 6 cac té bao dich

Mién ngoai bao (ECD) BCMA c6 thé tao c4c trime trong dung dich. Vi vay,
c6 kha nang nhidu khang thé dic hiéu dbi c6 thé lién két vé6i cc trime ECD BCMA
va cac phitc TCR lién két chéo khi khong c6 cac té bao dich. Diéu nay nguoc lai c6
thé hoat héa céc té bao T theo kiéu khong phu thudc dich. Nghién ciru nay da kiém
tra liéu ECD duoc bd sung ngoai sinh cia BCMA ¢6 thé hoat hoa té bao T & muc
biéu hién CD25 ma khong twong tac voi cac té bao dich hay khong.
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BCMB72 (BCMA x CD3) va ddi ching (bat hoat x CD3) dugc pha loang
dén khi dat ndng d6 800 pg/ml trong PBS. Su chuén d6 dugc chuin bi trong céc
dung dich pha lodng tuan tu gép 3 lan trong PBS trong dia c6 day chit U 96 16. Cot
cudi cing chi con lai PBS (d6i chimg chit mang).

ECD BCMA tan (SBCMA) dugc pha lodng dén khi dat nong do 36 pg/ml
(6,67 uM) trong PBS. Su chudn do dugc chudn bj trong cac dung dich pha loang tuan tu
gp 3 14n trong PBS trong dia c6 ddy chit U 96 15. L3 trén cung chi con lai PBS (doi
ching chét mang).

Céc té bao T pan tir ngudi hién ting binh thuong duoc rd dong trong bé didu
nhiét 37°C, sau do, té bao cia cac lo dong lanh dugc chuyén sang cac 1o hinh non
50 ml va duoc tai tao trong 30 ml mdi trudng nudi cdy lanh. Sau d6 cic té bao duoc
ly tAm véi tde do 1350 vong/phiit & 4°C trong 3 phut. Céc 16p bé mat dugc loai bo va
cac vién té bao duoc tai tao trong 10 ml moi truong nudi cdy. Céc té bao T duoc dém
va kha nang sbng sét dugc ghi lai. Say d6 cac té bao duoc tai tao trong moi trudng
nuéi cdy dén khi dat 0,525x10"6/ml.

1x1075 t& bao T (190 ul) duge cho vao céc 19, tiép theo 1a 5 ul dung dich pha
loAng BCMA tan va 5 ul dung dich pha loding BCMB72. Céc dia dugc u ¢ 37°C voi
CO: 5% trong 48 gio.

Sau hai ngay, cac dia dugc ly tam véi tbc do 1500 vong/phut trong 3 phit &
4°C va cac 16p bé mat duge loai bo. Céc vién té bao duge rura trong 200 ul PBS va
duoc 4 trong 50 pl thude nhudm gitp phan biét té bao séng/chét near-IR (ty 1¢ pha
loang 1:200) va khang thé PE khang CD25 (ty 1& pha loang 1:50) trong 20 phut ¢
nhiét do phong. Sau do, cac té bao duoc rira mot 14n trong 200 ul dung dich dém
FACS va cubi cling duogc tai tao trong 150 ul dung dich dém FACS. Céc té bao
dugc phéan tich bé‘mg FACSCanto II va FlowJo 7.6 vé su hoat héa té bao T CD25+
(% té bao T sbng). Viéc v& dd thi va lam khép di liéu dwoc thuc hién trong
GraphPad Prism 6 bing cach sir dung hdi quy phi tuyén tinh v6i phwong phap binh
phuong tbi thiéu.

Céac té bao T tir nhitng ngudi hién tang binh thudng khong biéu hién sy hoat
héa qua trung gian ECD BCMA tan khi c6 BCMB72. Su hoat hoa yéu véi phéan
tram té bao T thép (10-15%) quan sat dugc & cac ndng d6 BCMB72 cao (>40 nM)
theo kiéu khoéng phu thuéc BCMA tan (Hinh 17).
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Vi du 18: Tac dung cia ECD tan ciia BCMA, APRIL, va BAFF dbi véi su hoat
héa té bao T va co ché gay doc té bao phu thugc BCMB72

ECD BCMA tan ¢6 thé hoat dong véi vai trd 1a chd chira dbi voi cac khang thé
BCMA x CD3, trong khi APRIL va BAFF ¢6 thé 1a c4c chét tc ché canh tranh dbi voi
su tuong tac gitia thu thé bé mat va cac khang thé BCMA x CD3. Tac dung ctia ECD
BCMA tan va APRIL va BAFF phéi tir néi sinh déi v6i hiéu luc gay doc té bao trong
éng nghiém cua co ché tiéu diét t& bao phu thugc BCMB72 dugc danh gia trong xét
nghiém chuyén hudng té bao T sir dung dong té bao bét tir H929 va céc té bao T pan tir
ngudi hién tang binh thudng M7077.

BCMB72 duoc pha lodng dén khi dat ndng d6 800 pg/ml trong PBS. Su
chudn d6 duge chuén bi trong cac dung dich pha lodng tuan tu gép 3 lan trong PBS
trong dia ¢ ddy chit U 96 18. Cot cubi cing chi con lai PBS (ddi ching chat mang).
ECD BCMA tan dugc pha long dén khi dat nong do 9 pg/ml va APRIL va BAFF
duoc pha lodng dén khi dat ndng d6 10 pg/ml. Su chudn do cho ca hai thudc thir
duoc thue hién trong céc dung dich pha lodng tuan ty gap 3 1an trong PBS trong dia
c6 day chit U 96 10.

Céc té bao dich H929 duoc nudi cdy trong moi truomg RPMI 1640 khong c6
khéng sinh dugc bd sung GlutaMAX, FBS 10% va HEPES 25 mM (mdi truong nudi
cAy). Vao ngay thiét 1ap (Ngay 1), céc té bao dich duge dém va 10 tridu t€ bao duge
ly tam véi tbe dd 1350 vong/phut trong 3 phut, sau dé, cac 16p bé mit duoc loai bo.
Thudc nhuém dé nhan biét su tang sinh CellTrace FCSE dugc tai tao trong 18 pl
DMSO v6 trung va 1 ul dung dich dugc pha loang trong 10 ml PBS v6 trung. Cac
vién té bao dugc tai huyén phu trong 1 ml dung dich pha loang CFSE va duoc u &
nhiét d6 phong trong 8 phut, tranh 4nh sang trurc tiép. Sau khi 11, 1 ml HI FBS dugc
thém vao huyén phu té bao dé dap tét CFSE du. Céc té bao dugc ria hai lén trong
RPMI-1640 v6i FBS 10%. Sau khi tai tao trong 10 ml RPMI, céac té bao dugc dém
va kha nang séng sot cia té bao duge ghi lai trong bang tinh. Cac té bao dugc pha
lodng dén khi dat ndng d6 2,2x1075/ml va dugce G & 37°C dén khi s dung.

Céc té bao T pan tir nguoi hién ting binh thudng dugc 1 dong trong bé didu
nhiét 37°C, sau do, té bao cua cac lo dong lanh duge chuyén sang cac 1o hinh nén 50 ml

va dugc tai tao trong 30 ml méi treong nudi cy lanh. Sau d6 cac té bao duogc ly tim véi
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tbc d6 1350 vong/phut & 4°C trong 3 phut. Céc 16p bé mat duge loai bo va céc vién té
bao duoc téi tao trong 10 ml mdi trudng nudi ciy. Céc té bao T dugc dém va kha ning
s6ng s6t duoc ghi lai. Sau d6 cac té bao duoc tai tao trong moi trudng nudi chy dén khi
dat ndng d6 1,1x10°6/ml.

2x1075 t& bao H929 duoc cho vao cac 15 cua dia c6 day chit U 96 15; khong
cin thiét u v6i chat Ge ché Fe trong nghién ctu nay. 1x1075 té bao T duge thém
vao céc 18 (ty 1¢ t& bao thuc thi:té bao dich 1a 5:1). Sau khi tron cac té bao T va té
bao dich, 20 ul BCMA tan, APRIL hodc BAFF dugc cho vao cac 15, tiép theo la
5 ul dung dich pha lodng khang thé. Céac dia dugc 1 & 37°C v6i CO2 5% trong 48
gio.

Sau 2 ngay, cac dia dugc ly tam véi tdc do 1500 vong/phit trong 3 phut &
4°C va céac 1op bé mit duoc loai bo. Cac té bao dugc ria trong 200 pl PBS va duoc
0 trong 50 pl thubc nhudm gitp phén biét té bao séng/chét near-IR (ty 1é pha lodng
1:200) va khang thé PE khang CD25 (ty 1¢ pha lodng 1:50) trong 20 phut ¢ nhiét do
phong. Sau do, cac té bao duogc rira mot 1an trong 200 pl dung dich dém FACS va
cudi cing duoc téi tao trong 150 pl dung dich dém FACS. Cac té bao duoc phan
tich bang cach sir dung FACSCanto II va FlowJo 7.6 vé co ché gay doc té bao dich
(% té bao dich) va su hoat héa té bao T CD25+ (% té bao T sbng). Viéc v& dd thi
v 1am khép dit liéu duoc thuc hién trong GraphPad Prism 6 bang cach st dung hoi
quy phi tuyén tinh v6i ham ddc bién thién (bn tham sé) sir dung phwong phép binh
phuong t6i thidu.

BCMB?72 ¢6 thé gay ra co ché gay doc té bao trén cac t& bao H929 khi c6 mit
ECD BCMA tan, chi véi tac dung nho (ting gip 2 1an) lén ECso & céc lidu cao
(>160 nM) ECD BCMA tan; su hoat héa té bao T bi anh hudng tuong tu (xem Hinh
18A va 18D). APRIL lam ting cac gié tri ECso clia co ché gdy doc té bao va su hoat
héa té bao T 1én gp sdu 1an & céc lidu cao (46 nM), trong khi gy anh hudéng t6i thiéu
dén xét nghiém & céc lidu thip hon (xem Hinh 18B va 18E). Su tidu diét t€ bao i da
khong bi anh huéng béi BCMA tan hodc APRIL. Nguoc lai, BAFF ngoai sinh khong
tac dong dén co ché gy doc té bao qua trung gian BCMB72 & cic ndng do 1én dén
51 nM (xem Hinh 18C). Kha ning hoat hoa té bao T trong tit ca trudng hop déu tuong
quan t5t v6i dit liéu tiéu diét té bao, nhu dy kién (xem Hinh 18F).
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Vi du 19: Sw canh tranh ciia BCMB72, APRIL va BAFF dé lién két voi BCMA
trong ong nghiém

Hai phéi tr TNF, APRIL va BAFF c6 thé lién két v6i BCMA va cam tng
tAng phét tin hiéu din dén sy sdng sot va tang sinh té bao. Theo mo-tip nay, mién
ngoai bao cia BCMA 1a manh 54 axit amin ngén lién két v6i hai phéi tir nay cling
nhu céc khang thé dugc dua ra. Tai ddy, ban chat canh tranh ctia cdc phdi tir nay voi
BCMB72 dugc danh gia.

Xét nghiém duoc thiét 1ap theo dinh dang dua trén ELISA. Khi chuén bi cho
xét nghiém canh tranh, BCMA-Fc dugc gén nhan MSD SulfoTag. Lo 50 ug BCMA-
Fc duoc tai tao trong 500 uL. PBS dé thu 0,1 mg/mL (3,125 uM monome). 150 nmol
NHS-sulfoTag dugc hoa tan trong 50 uL nud6c dé thu dung dich 3 mM. 5,2 uL NHS-
SulfoTag 3 mM (15,6 nmol) dugc thém vao 500 uL BCMA-Fc (1,56 nmol monome)
cho 10x dung dich phan tmg gan nhan du. Dung dich phéan ing duoc dé trong 2 gid &
nhiét d6 phong trong bong t6i. 50 uL tris 1 M dugce bd sung dé dép tit NHS chua phan
ung. Sulfotag va tris du dugc loai bo bang cach trao d6i dung dich dém qua cdt quay
MWCO Zeba 2mL 7k dugc can bang PBS. Thé tich cudi 1a ~630 uL, vi vy,
SulfoTag-BCMA-Fc cubi duge st dung 12 2,5 uM.

D6i v6i xét nghiém canh tranh, khéng thé khang BAFF (100 ug) va khéng
APRIL (100 ug) dugc tai tao trong 200 uL PBS dé thu dung dich gbc ndng dd
0,5 mg/mL. 30 uL (6 ug) ting khang thé khang APRIL va khang BAFF dugc pha
loang trong 2,97 mL PBS dé thu duoc dung dich ndng do 2 ug/mL. 25 uL khang thé
khang APRIL ndng dé 2 ug/mL dugc thém vio mdi 16 cia dia lién két cao MSD 96
15. 25 uL khéng thé khang BAFF néng d6 2 ug/mL dugc thém vao mdi 16 cua dia
lién két cao MSD 96 16 tht hai. Cac dia duogc gitt qua dém & 4°C dé ¢b dinh cac
khang thé. Céc dia dugc phu khang thé khang APRIL va khang BAFF dugc trut
xubng, va SuperBlock dugc bd sung véi 300 ul/15. Sau 1 gid we ché ¢ nhiét do
phong, cac dia dugc rua 3 lan v6i PBS-T. Méi 10 ug APRIL va BAFF téi t6 hop
duoc tai huyén phi trong 100 uL PBS dé thu duoc dung dich 0,1 mg/mL. 3 mL mbi
dung dich APRIL va BAFF ndng do 2 ug/mL dugc diéu ché bang cach pha lodng
60 uL protein dugc tai tao mai trong 2,94 mL SuperBlock. 25 ul. APRIL ndéng do
2 ug/mL duoc thém vao mdi 16 cua dia duoc phi khang thé khang APRIL, va 25 uL
BAFF ndng d6 2 ug/mL duoc thém vao mbi 18 ctia dia dugc phi khang thé khang
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BAFF. Sau 1 gio thu thap ¢ nhiét d6 phong, cac dia duge rua 3 lan v&i PBS-T.
500 ug khang thé khang BCMA (R&D Sys Mab193) duoc téi tao trong 1 mL PBS dé
thu duoc dung dich géc dung dich 0,5 mg/mL (3,3 uM). Mab193 khing BCMA,
BCMB72.004 vi khang thé dbi chimg (b4t hoat x CD3) duoc pha lodng dén khi dat
ndng dd 1 uM trong superblock. Loat dung dich pha loang tuan tu gip ba lan 11pt
dugc didu ché bang cach tron 100 ul khang thé trong 200 uL. SuperBlock. 6 mL
SulfoTag-BCMA-FC ndng d6 30nM duoc diéu ché bing cach pha loang 72 uL
protein néu trén trong 5,928 mL SuperBlock. 25 ulL ting khang thé tir bude 11 duge
cho vio mdi 15 cua dia thu APRIL/BAFF theo so dd dia bén dudi trong hinh 1.
25 uL. Sulfotag-BCMA-Fc ndng d6 30nM dugc cho vao mdi 16 cua ca hai dia. Sau 1
gi® & nhiét dd phong, cac dia dugc rira 3 1an v6i PST-T. 150 uL dung dich dém doc
MSD 1x T duoc thém vao mdi 18, va cac dia duge quét trong thiét bi tao anh sector
6000. Thi nghiém dugc lap lai chinh x4c theo mo ta trén dé mang dén tap hop két
qua doc 1ap thir hai.

Nhu d3 thay trong Hinh 19, khi dugc G véi luong BCMB72 tang nhung khong
phai khang thé dbi chimg (b4t hoat x CD3), protein BCMA-Fc bi ngan chin lién két
v6i APRIL va BAFF trén dia. Két qua quan sat 1a nhat quéan gitra hai thi nghiém doc

lap, mbi thi nghiém dugc thye hién theo bd ba.

Vi du 20: Lién két ciia BCMB72 va co ché giy dgc té bao dbi véi té bao dwong
tinh véi CD138 ciia tiy xwong bénh nhan bi da u tuy.

Dé danh gia hiéu luc cuia BCMB72 trong cac mau so cép tr cac bénh nhéan bi
da u tiy, chung t6i da thir nghiém khéang thé nay trong xét nghiém tiéu diét gay doc té
bao st dung cac mau da u tuy cua tity xuong dong lanh tir 5 bénh nhan va cac tébao T
tr nhiing nguoi hién tang khée manh. Sy lién két khang thé va kha ning hoat hoa té

bao T cling dugc do.

Xét nghiém vé lién két cia BCMB72

100 pl huyén phu té bao dugc phan chia cho mdi 16 trong dia c6 day chit U 96
15, tiép theo 12 95 pl mdi trudong nudi cdy. Sau d6 5 ul dung dich pha lodng tuan tu
BCMB?72 hoic cac dbi chimg duge thém vao céc 16 va dia duge U trong 1 gio ¢ 4°C.

Sau khi nhudm, céac té bao duge ly tAm véi tdc do 1.200 vong/phtt trong 3 phut va
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duoc rira mot lan trong 200 ul PBS. Cac té bao duoc ly tAm 14n nita; cac 16p bé mat
duoc loai bd sau dé, cac vién té bao duoc tai tao trong 50 pl thudc nhudm near-IR
phan biét té bao sdng/chét (ty 1& pha loang 1:200), khang thé PE khang Fc IgG4 nguoi
(ty 1€ pha loang 1:50), khang thé khang CD138 (ty 1& pha loang MI15 1:50 va DL-101
1:50) va dugc u trong 20 phut ¢ nhiét d§ phong trong bong tdi. Sau d6 céc té bao duge
ly tAm va rtra trong 200 pl dung dich dém FACS va cudi cling dugc tai tao trong
150 pul dung dich dém FACS. C4c méu dugc phén tich bang FACSCanto II va FlowJo
7.6 vé& cudng do lién két cia BCMB72 trén MNC CD138+. Viéc lam khop dit ligu
duoc thuc hién trong GraphPad Prism 6 bang cach sir dung hdi quy phi tuyén tinh véi
ham déc bién thién (bn tham s8) sit dung phuong phép binh phuong t6i thiéu.

Xét nghiém chuyén hudng € bao T

1x1075 té bao dich dugc cho vao cac 18 cia dia c6 day chit U 96 15, tiép theo
13 1x1075 té bao T (ty 1é té bao thuc thi:té bao dich bang khoang 5:1, tao muc trung
binh 20% s6 lugng tuong bao trong céc dudng bao tir tily xwong). Sau khi cac té
bao T va té bao dich duogc tron v6i nhau, 5 ul dung dich pha lodang BCMB72 dugc
cho vao mdi 16. Céc dia dugce 1t & 37°C v6i CO2 5% trong 48 gio.

Hai ngay sau, cac dia dugc ly tdm va cac 1op bé mat duoc loai bod. Cac té bao
duoc ria trong 200 pl PBS va dugc u trong 50 ul PBS véi thudc nhuém gitip phan
biét t& bao séng/chét near-IR (ty 1& pha loang 1:200), khang thé khang CD138 (ty 1¢
pha lodng MI15 1:50 va DL-101 1:50), khang TCR a/f (ty 1¢ pha loang 1:50) va PE
khang CD25 (ty 1€ pha loang 1:50) trong 20 phut & nhiét do phong. Sau do, cac té bao
dugc rira mot 14n trong 200 pl dung dich dém FACS va cubi cling dugc tai tao trong
150 ul dung dich dém FACS. Cac té bao duoc phan tich bang cach sir dung
FACSCanto IT va FlowJo 7.6 vé& co ché gay doc tuong bao (% té bao CD138+ chét) va
su hoat héa té bao T CD25+ (% té bao T séng). Viéc vé dd thi va lam khop dit liéu
duoc thuc hién trong GraphPad Prism 6 bing cach st dung hoi quy phi tuyén tinh véi
ham déc bién thién (bén tham sd) sit dung phuong phap binh phuong téi thidu.

Két qua
Hinh 20 bidu thi BCMB72 lién két va cam tng co ché tiéu diét tit ca miu cua

bénh nhén c6 phu thude lidu luong sau 48 gid dd dugc chimg minh bing viéc mat
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cac twong bao CD138". Dit liéu hoat hoa té bao T twong quan tot véi dit lidu tiéu diét
té bao nhu du kién. ECso trung binh cua sy hoat hoa té bao T ndm trong khoang
1 nM. Dit lidu nay x4c nhan ring BCMB72 c6 thé tiéu diét cac té bao tily xwong da u

tuy so cap trong ong nghiém.

Vi du 21: Hiéu qua khang khéi u cia BCMB72 trong viéc ngin chin sy tao u
trong cic miu ghép ngoai lai da u tiy nguoi H929 & chuft NSG nhén hoa
PBMC

Nghién ctru ndy danh gia hiéu qua cia BCMB72 trong viéc ngdn chan sy tao u
trong cac mau ghép ngoai lai da u tay (MM) nguoi H929 & chuét NSG (NOD SCID
Gamma) nhan héa PBMC (t& bao don nhan méu ngoai vi). Chudt NSG 1a dong bi suy
giam mién dich thiéu céc té bao T, B va té bao sat thu tw nhién (NK) chirc nang trudng
thanh. Cac chudt NSG céi cung tudi duge tiém tinh mach 1 x 107 PBMC ngudi vao
ngay 7 cta nghién ctru. Vao ngay 1 sau khi cdy PBMC, mdi chudt duge cay duédi da
(sc) cac té bao MM ngudi H929 (5 x 10° té bao trong 200 pL PBS) ¢ sudn lung phia
sau bén phai, tiép theo la truyén vao tinh mach PBS va BCMB72 0,1 ug
(0,005 mg/kg), 0,5 ug (0,025 mg/kg) va 1 pg (0,05 mg/kg) cho mdi con. Dbi ching
PBS va BCMB72 duge cho st dung hai ngay mot 1an hodc ba ngay mét 14n trong téng
sé nam 14n diéu tri. Cac khéi u sc H929 c6 thé sém duge tim thdy trong cic nhém
duoc diéu tri bang PBS va 0,1 pg BCMB72 vao ngay 8 sau khi cy té bao khéi u. Cac
khdi u tr hai nhém nay duoc tiép tuc phat trién dén khi thé tich khéi u trung
binh >500 mm? vao ngay 22. Vo ngay 24, thé tich khéi u trung binh ctia nhom doi
chémg PBS da vuot qué 1000 mm®. Didu dang quan tm 1a céc khoi u H929 sc khong
phat trién & chudt duge diéu tri bang 0,5 ug va 1 pug BCMB72 (Hinh 21). Theo dé,
BCMB72 da uc ché sy tao u trong cac mau ghép ngoai lai MM nguoi H929 & tat ca

con vat duge diéu tri véi néng d6 0,5 val pg/con.
Vi du 22: Dinh lwgng BCMA tan trong huyét thanh chudt tir cic mau ghép ngoai

lai (cac té bao da u tiy ngwoi) H929 & chugt NSG nhin héa PBMC dwgc diéu tri
bing BCMB72
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Nghién ctru nay duge thiét ké dé dinh luong cac mirc BMCA tan trong huyét
thanh tr chudt ghép ngoai lai H929 va lién két cac mirc BCMA tan v6i ganh nang
khéi u & cac con vat nay.

M5 ta ngén gon, huyét thanh tir cAc miu nghién ctru ghép ngoai lai duge phan
tich bing xét nghiém chat hip phu mién dich gan véi enzym BCMA (ELISA), thu
duoc tir R&D Systems. Huyét thanh duoc ra dong va pha loang véi ty 1¢ 1:50 trong
chit pha loang thudc thir va dugc u qua dém & 4°C. ELISA dinh lugng BCMA dugce
thuc hién theo quy trinh ctia nha san xut. Cac dia ELISA duoc phan tich bang thiét
bi doc dia MD SpectraMax M5 (Molecular Devices, Sunnyvale CA) dugc cai dat ¢
450 nm. M&i 15 trong ELISA tuwong Gmg v6i huyét thanh tr mot con chudt trong
nghién ciru miu ghép ngoai lai ban dau.

C6 su giam ndng 6 BCMA tan dang ké trong huyét thanh chudt dugc diéu tri
bing 1 pg va 0,5 pg BCMB72 so véi viée chi diéu tri bing PBS hodc BCMB72 véi

/[ ndng d6 0,1 pg/chudt (Hinh 22). Dt ligu ndy h trg nghién ctu vé ghép ngoai lai,
{\» trong d6 chudt duge diéu tri bang 1 pg va 0,5 pg BCMB72 khong phat trién khéi u
*\ hodc phat trién khéi u & muc t6i thiéu. Céc dit liéu nay cho thy ring BCMA tan

trong cac mau huyét thanh c6 thé duoc coi 1a ddu 4n sinh hoc tiém ning dé danh gia
chi bao bénh da u tiy; viéc kiém tra BCMA tan c6 thé gitp theo ddi ganh ning bénh
tat.

Mo ta vin tit danh sach liét ké trinh tu

SEQID |Loai |Loai Mo ta Trinh tu
NO:
1 PRT | nguoi BCMA MLQMAGQCSQNEYFDSLLHACIPCQL

RCSSNTPPLTCQRYCNASVINSVKGTN
AILWTCLGLSLISLAVFVLMFLLRKINS
EPLKDEFKNTGSGLLGMANIDLEKSRT
GDENLPRGLEYTVEECTCEDCIKSKPK
VDSDHCFPLPAMEEGATILVTTKTNDY
CKSLPAALSATEIEKSISAR

2 PRT | chudt BCMA MAQQCFHSEYFDSLLHACKPCHLRCS
NPPATCQPYCDPSVTSSVKGTYTVLWI
FLGLTLVLSLALFTISFLLRKMNPEALK
DEPQSPGQLDGSAQLDKADTELTRIRA
GDDRIFPRSLEYTVEECTCEDCVKSKP
KGDSDHFFPLPAMEEGATILVTTKTGD
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YGKSSVPTALQSVMGMEKPTHTR

PRT | khi

BCMA

MLQMARQCSQNEYFDSLLHDCKPCQ
LRCSSTPPLTCQRYCNASMTNSVKGM
NAILWTCLGLSLIISLAVFVLTFLLRK
MSSEPLKDEFKNTGSGLLGMANIDLE
KGRTGDEIVLPRGLEYTVEECTCEDCI
KNKPKVDSDHCFPLPAMEEGATILVT
TKTNDYCNSLSAALSVTEIEKSISAR

PRT | nguoi

BCMB69,
BCMBI117,
BCMBI118,
BCMBI119,
BCMB120,
BCMB125,
BCMB126,
BCMB127,
BCMB128,
va
BCMB129-
HCDR1

SGSYFWG

PRT | nguoi

BCMB69,
BCMB117,
BCMBI118,
BCMBI119,
BCMB120,
BCMB123,
BCMB124,
BCMB125,
BCMB126,
BCMB127,
BCMB128,
BCMB176,
BCMB179,
BCMB180,
BCMBI181,
va
BCMB182-
HCDR2

SIYYSGITYYNPSLKS

PRT | nguoi

BCMB69,

BCMB117,
BCMB121,
BCMB122,
BCMB123,
BCMB124,

HDGAVAGLFDY
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va
BCMB129-
HCDR3

PRT

nguoi

BCMBI121,
BCMB122,
va
BCMB123
HCDR1

SSSYYWG

PRT

nguoi

BCMBI121,
BCMB122,
BCMB129,
BCMB130,
BCMBI131,
va
BCMB177-
HCDR2

SIYYSGSTYYNPSLKS

PRT

nguoi

BCMB118-
HCDR3

HDAATAGLEDY

10

PRT

nguoi

BCMB124,
BCMB130,
va
BCMB131-
HCDR1

SGSYYWG

11

PRT

nguoi

BCMB178,
BCMB186,
BCMB187,
va
BCMB188-
HCDR2

SIYYSGWTYYNPSLKS

12

PRT

nguoi

BCMB119-
HCDR3

HEGATAGLFDY

13

PRT

nguoi

BCMB176,
BCMB177,
BCMB178,
BCMB179,
BCMB180,
BCMB1381,
BCMBI182,
BCMB183,
BCMB184,
BCMBI185,
BCMB186,
BCMB187
va

SSSYFWG
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BCMB188-
HCDRI1

14

PRT

nguoi

BCMBI183,
BCMB184
va
BCMB185-
HCDR2

SIYYSGRTYYNPSLKS

15

PRT

nguoi

BCMB120-
HCDR3

HSGATAGLFDY

16

PRT

nguoi

BCMBI125
va
BCMBI131-
HCDR3

HEGAVAGLFDY

17

PRT

nguoi

BCMB126-
HCDR3

HSGAVAGLFDY

18

PRT

nguoi

BCMB127
va
BCMBI130-
HCDR3

HDAAVAGLFDY

19

PRT

nguoi

BCMB128,
BCMB176,
BCMB177,
va
BCMB178-
HCDR3

HDGATAGLFDY

20

PRT

nguoi

BCMB179,
BCMB183,
va
BCMB186-
HCDR3

HQGATAGLFDY

21

PRT

nguoi

BCMB180,
BCMB184,
va
BCMB187-
HCDR3

HHGATAGLFDY

22

PRT

nguoi

BCMB181-
HCDR3

HWGATAGLFDY

23

PRT

nguoi

BCMB182,
BCMBI185,
va
BCMB188-
HCDR3

HYGATAGLFDY
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24

PRT

ngudi

BCMB69,
BCMBI117,
BCMBI118,
BCMBI119,
BCMB120,
BCMBI121,
BCMB122,
BCMB123,
BCMB124,
BCMB125,
BCMBI126,
BCMB127,
BCMBI128,
BCMB129,
BCMB130,
BCMBI131,
BCMB176, -
BCMB177,
BCMB178,
BCMB179,
BCMB180,
BCMBI181,
BCMB182,
BCMB183,
BCMB184,
BCMBI185,
BCMB186,
BCMB187,
va
BCMBI188 -
LCDRI1

GGNNIGSKSVH

25

PRT

nguoi

BCMB69,

BCMB117,
BCMB118,
BCMB119,
BCMB120,
BCMBI121,
BCMB122,
BCMB123,
BCMB124,
BCMB125,
BCMB126,
BCMB127,
BCMB128,
BCMB129,
BCMB130,

DDSDRPS
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BCMBI131,
BCMB176,
BCMB177,
BCMB178,
BCMB179,
BCMB1380,
BCMBI181,
BCMBI182,
BCMBI183,
BCMB184,
BCMBI185,
BCMB186,
BCMB187,
va
BCMB188 -
LCDR2

26

PRT

nguoi

BCMB69,
BCMB117,
BCMBI118,
BCMB119,
BCMB120,
BCMBI121,
BCMB122,
BCMB123,
BCMB124,
BCMB125,
BCMB126,
BCMB127,
BCMB128,
BCMB129,
BCMB130,
BCMBI131,
BCMB176,
BCMB177,
BCMB178,
BCMB179,
BCMB180,
BCMBI181,
BCMB182,
BCMB183,
BCMB184,
BCMB185,
BCMB186,
BCMB187,
va

BCMB188 -

QVWDSSSDHVV
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LCDR3
27 PRT | nguoi BCMB69- QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGG
VH SISSGSYFWGWIRQPPGKGLEWIGSIY
YSGITYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSL
KILSSVTAADTAVYYCARHDGAVAGL
FDYWGQGTLVTVSSA
28 PRT | nguoi BCMB69, SYVLTQPPSVSVAPGQTARITCGGNNIG
BCMBI118, SKSVHWYQQPPGQAPVVVVYDDSDRP
BCMBI119, SGIPERFSGSNSGNTATLTISRVEAGDE
BCMB120, AVYYCQVWDSSSDHVVFGGGTKLTVL
BCMB122,
BCMB123,
BCMBI124,
BCMBI125,
BCMBI126,
BCMBI127,
BCMB128,
BCMBI129,
BCMB130,
BCMBI131,
BCMB177,
BCMB178,
BCMBI179,
BCMB180,
BCMBI181,
BCMB182,
BCMB183,
BCMB184,
BCMBI185,
BCMBI186,
BCMB187,
va
BCMBI188 -
VL
29 PRT | nguoi BCMBI118- | QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGG
VH SISSGSYYWGWIRQPPGKGLEWIGSIY
YSGITYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSL
KLSSVTAADTAVYYCARHDAATAGL
FDYWGQGTLVTVSSA
30 PRT | nguoi BCMBI121- SYVLTQPPSVSVAPGQTARITCGGNNIG
VL SKSVHWYQQKPGQAPVLVVYDDSDRP
SGIPERFSGSNSGNTATLTISRVEAGDE
ADYYCQVWDSSSDHVVFGGGTKLTVL
31 PRT | nguoi BCMB119- | QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSG
VH GSISSGSYYWGWIRQPPGKGLEWIGSI
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YYSGITYYNPSLKSRVTISVDTSKNQF
SLKLSSVTAADTAVYYCARHEGATA
GLFDYWGQGTLVTVSSA

32 PRT | nguoi BCMB120- | QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSG
VH GSISSGSYY WGWIRQPPGKGLEWIGSI
YYSGITYYNPSLKSRVTISVDTSKNQF
SLKLSSVTAADTAVYYCARHSGATA

GLFDYWGQGTLVTVSSA
33 PRT | ngudi BCMBI121 | QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSG
va GSISSSSYYWGWIRQPPGK GLEWIGSI
BCMBI122- | YYSGSTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQF
VH SLKLSSVTAADTAVYYCARHDGAVA

GLFDYWGQGTLVTVSSA
34 PRT | ngudi BCMBI123- | QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSG
VH GSISSSSYFWGWIRQPPGKGLEWIGSI
YYSGITYYNPSLKSRVTISVDTSKNQF
SLKLSSVTAADTAVYYCARHDGAVA

GLFDYWGQGTLVTVSSA
35 PRT | ngudi BCMB124- | QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSG
VH GSISSGSYY WGWIRQPPGKGLEWIGSI
YYSGITYYNPSLKSRVTISVDTSKNQF
SLKLSSVTAADTAVYYCARHDGAVA

GLFDYWGQGTLVTVSSA
36 PRT | ngudi BCMBI125- | QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSG
VH GSISSGSYFWGWIRQPPGKGLEWIGSI
YYSGITYYNPSLKSRVTISVDTSKNQF
SLKLSSVTAADTAVYYCARHEGAVA

GLFDYWGQGTLVTVSSA
37 PRT | ngudi BCMB126- | QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSG
VH GSISSGSYFWGWIRQPPGKGLEWIGSI
YYSGITYYNPSLKSRVTISVDTSKNQF
SLKLSSVTAADTAVYYCARHSGAVA

GLFDYWGQGTLVTVSSA
38 PRT |ngudi BCMB127- | QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSG
VH GSISSGSYFWGWIRQPPGKGLEWIGSI
YYSGITYYNPSLKSRVTISVDTSKNQF
SLKLSSVTAADTAVYYCARHDAAVA

GLFDYWGQGTLVTVSSA
39 PRT | ngudi BCMB128- | QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSG
VH GSISSGSYFWGWIRQPPGKGLEWIGSI

YYSGITYYNPSLKSRVTISVDTSKNQF
SLKLSSVTAADTAVYYCARHDGATA
GLFDYWGQGTLVTVSSA
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40

PRT

nguoi

BCMB129-
VH

QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSG
GSISSGSYFWGWIRQPPGKGLEWIGSI
YYSGSTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQF
SLKLSSVTAADTAVYYCARHDGAVA
GLFDYWGQGTLVTVSSA

41

PRT

nguoi

BCMB130-
VH

QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSG
GSISSGSYY WGWIRQPPGKGLEWIGSI
YYSGSTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQF
SLKLSSVTAADTAVYYCARHDAAVA
GLFDYWGQGTLVTVSSA

42

PRT

nguoi

BCMBI131-
VH

QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGG
SISSGSYYWGWIRQPPGKGLEWIGSIY
YSGSTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFS
LKLSSVTAADTAVYYCARHEGAVAG
LFDYWGQGTLVTVSSA

43

PRT

nguoi

BCMB177-
VH

QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGG

.| SISSSSYFWGWIRQPPGKGLEWIGSIY

YSGRTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFS
LKLSSVTAADTAVYYCARHDGATAG
LFDYWGQGTLVTVSSA

44

PRT

nguoi

BCMB178-
VH

QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGG
SISSSSYFWGWIRQPPGKGLEWIGSIY
YSGWTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFS
LKLSSVTAADTAVYYCARHDGATAG
LFDYWGQGTLVTVSSA

45

PRT

nguoi

BCMB179-
VH

QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGG
SISSSSYFWGWIRQPPGKGLEWIGSIY
YSGITYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSL
KLSSVTAADTAVYYCARHQGATAGL
FDYWGQGTLVTVSSA

46

PRT

nguoi

BCMB1380-
VH

QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGG
SISSSSYFWGWIRQPPGKGLEWIGSIY
YSGITYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSL
KLSSVTAADTAVYYCARHHGATAGL
FDYWGQGTLVTVSSA

47

PRT

nguoi

BCMB181-

VH

QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGG
SISSSSYFWGWIRQPPGKGLEWIGSIY
YSGITYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSL
KLSSVTAADTAVYYCARHWGATAGL
FDYWGQGTLVTVSSA

48

PRT

ngudi

BCMB182-
VH

QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGG
SISSSSYFWGWIRQPPGKGLEWIGSIY
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YSGITYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSL
KLSSVTAADTAVYYCARHYGATAGL
FDYWGQGTLVTVSSA

49

PRT

nguoi

BCMB183-
VH

QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGG
SISSSSYFWGWIRQPPGKGLEWIGSIY
YSGRTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQES
LKLSSVTAADTAVYYCARHQGATAG
LFDYWGQGTLVTVSSA

50

PRT

nguoi

BCMB184-
VH

QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGG
SISSSSYFWGWIRQPPGKGLEWIGSILY
YSGRTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFS
LKLSSVTAADTAVYYCARHHGATAG
LFDYWGQGTLVTVSSA

51

PRT

nguoi

BCMB185-
VH

QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGG
SISSSSYFWGWIRQPPGKGLEWIGSIY
YSGRTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFS
LKLSSVTAADTAVYYCARHYGATAG
LFDYWGQGTLVTVSSA

52

PRT

nguoi

BCMB186-
VH

QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGG
SISSSSYFWGWIRQPPGKGLEWIGSIY
YSGWTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFS
LKLSSVTAADTAVYYCARHQGATAG
LFDYWGQGTLVTVSSA

53

PRT

nguoi

BCMB187-
VH

QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGG
SISSSSYFWGWIRQPPGKGLEWIGSIY
YSGWTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFS
LKLSSVTAADTAVYYCARHHGATAG
LFDYWGQGTLVTVSSA

54

PRT

nguoi

BCMB1388-
VH

QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGG
SISSSSYFWGWIRQPPGKGLEWIGSIY
YSGWTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFS
LKLSSVTAADTAVYYCARHYGATAG
LFDYWGQGTLVTVSSA

55

PRT

ngudi

CD3B219 -
Chuoi ndng

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGF
TFNTYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRS
KYNNYATYYAASVKGRFTISRDDSKN

SLYLQMNSLKTEDTAVYYCARHGNFG
NSYVSWFAYWGQGTLVTVSSASTKGP
SVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFP
EPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHK
PSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAA

GGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAK
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TKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWL
NGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFLLYSKLTVDKSRWQEGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

56 PRT | nguoi CD3B219- QTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCRSSTG
Chuoi nhe AVTTSNYANWVQQKPGQAPRGLIGG
TNKRAPGTPARFSGSLLGGKAALTLS
GVQPEDEAEYYCALWYSNLWVFGG
GTKLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELQ
ANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKAD
SSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSY
LSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVE
KTVAPTECS
57 PRT | nguoi BCMBI117- | QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSG
VH GSISSGSYFWGWIRQPPGKGLEWIGSI
YYSGITYYNPSLKSRVTISVDTSKNQF
SLKLSSVTAADTAVYYCARHDGAVA
GLFDYWGQGTLVTVSSA
58 PRT | nguoi BCMBI176- | QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSG
VH GSISSSSYFWGWIRQPPGKGLEWIGSI
YYSGITYYNPSLKSRVTISVDTSKNQF
SLKLSSVTAADTAVYYCARH
DGATAGLFDYWGQGTLVTVSSA
59 PRT | nguoi CD3B219- = | TYAMN
VH
60 PRT | nguoi CD3B219- RIRSKYNNYATYYAASVKG
VH
61 PRT | nguoi CD3B219- HGNFGNSYVSWFAY
VH
62 PRT | nguoi CD3B219- RSSTGAVTTSNYAN
VL
63 PRT | nguoi CD3B219- GTNKRAP
VL
64 PRT | nguoi CD3B219- ALWYSNLWV
VL
65 PRT | nguoi BCMB69 - QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGG
Chudining | SISSGSYFWGWIRQPPGKGLEWIGSIY

YSGITYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSL
KLSSVTAADTAVYYCARHDGAVAGL
FDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLA
PCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTV
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SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNT
KVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGP
SVFLEPPKPKDTLMISRTPEVICVVVD
VSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTK
PREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQP
REPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLV
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSRLTVDKSR WQEGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

66 PRT | nguoi BCMB123, SYVLTQPPSVSVAPGQTARITCGGNNIG
BCMB128, SKSVHWYQQPPGQAPVVVVYDDSDRP
BCMB129, SGIPERFSGSNSGNTATLTISRVEAGDE
BCMB177, AVYYCQVWDSSSDHVVFGGGTKLTVL
BCMBI178, GQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLV
BCMB179, CLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGV
BCMB180, ETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWK
BCMBI181, SHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS
BCMBI182,

BCMBI183,
BCMB184,
BCMBI185,
BCMB186,
BCMB187,
va
BCMBI188 —
Chudi nhe

67 PRT | nguoi BCMB117 - | QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGG

Chubi ning SISSGSYFWGWIRQPPGKGLEWIGSIY
YSGITYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSL
KLSSVTAADTAVYYCARHDGAVAGL
FDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLA
PCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNT
KVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGP
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTK
PREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQP
REPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLV
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

68 PRT | nguoi BCMB123 - | QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGG
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Chudi ning

SISSSSYFWGWIRQPPGKGLEWIGSIY
YSGITYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSL
KLSSVTAADTAVYYCARHDGAVAGL
FDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLA
PCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNT
KVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGP
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSQEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKTK
PREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQP
REPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLV
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

69

PRT

nguoi

BCMBI128 -
Chudi nang

QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGG
SISSGSYFWGWIRQPPGKGLEWIGSIY
YSGITYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSL
KLSSVTAADTAVYYCARHDGATAGL
FDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLA
PCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNT
KVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGP
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTK
PREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQP
REPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLV
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSRLTVDKSR WQEGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

70

PRT

nguoi

BCMBI129 -
Chuoi ndng

QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGG
SISSGSYFWGWIRQPPGKGLEWIGSIYY
SGSTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLK
LSSVTAADTAVYYCARHDGAVAGLF
DYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAP
CSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTK
VDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVS
QEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKGILPSSIEK TISKAKGQPREP
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QVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

71

PRT

nguoi

BCMB176 -
Chuoi néng

QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGG
SISSSSYFWGWIRQPPGKGLEWIGSIY
YSGITYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSL
KLSSVTAADTAVYYCARHDGATAGL
FDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLA
PCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNT
KVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGP
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTK
PREEQENSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKGLPSSIEK TISKAKGQP
REPQVY TLPPSQEEMTKNQVSLTCLV
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

72

PRT

nguoi

BCMB177 -
Chudi nang

QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGG
SISSSSYFWGWIRQPPGKGLEWIGSIYY
SGRTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSL
KLSSVTAADTAVYYCARHDGATAGLF
DYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAP
CSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTK
VDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
QEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYK TTPPVLD
SDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVEFSCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

73

PRT

nhan tao

IeG4APAA

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTF
PAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKT
YTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPP
CPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLM
ISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWY
VDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVV
SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGL
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PSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQE
EMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
RLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSLGK

IgGl

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTF
PAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTK VDKKVEPKSCDKT
HTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDT
LMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLP
PSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

Fab

QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSG
GSISSGSYFWGWIRQPPGKGLEWIGSI
YYSGITYYNPSLKSRVTISVDTSKNQF
SLKLSSVTAADTAVYYCARHDGAVA
GLFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVEP
LAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGL
YSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKKVEPKSCHHHHHH

74 PRT | nguoi
75 PRT | nguoi
76 PRT | nguoi

BCMB69,

BCMBL118,
BCMBI119,
BCMB120,
BCMB122,
BCMB124,
BCMBI125,
BCMB126,
BCMB127,
BCMB130,
BCMBI131-
Chubi nhe

SYVLTQPPSVSVAPGQTARITCGGNNIG
SKSVHWYQQPPGQAPVVVVYDDSDRP
SGIPERFSGSNSGNTATLTISRVEAGDE
AVYYCQVWDSSSDHVVFGGGTKLTVL
GQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLV
CLISDFYPGAVTVAWKGDSSPVKAGV
ETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWK
SHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS

Don nay yéu cau quyén uu tién ciia Don xin cap bang sang ché Hoa Ky tam

thoi s6 62/206,246, ndop ngay 17 thang 08 nam 2015, va dugc két hop diy du vao

ban mo ta nay bang vién dan.
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Danh sach liét ké trinh tw

Pon xin cép bang sang ché nay bao gdm Danh sach liét ké trinh tu da dugc
nop bing dudng dién ti theo dinh dang ASCII va dugc két hop ddy di vao ban md
ta nay bang vién dan. Ban ASCII nay duoc tao vao ngdy 15 thang 08 nam 2016, c6
tén PRD3383USNP_SL.txt va dung lugng 87.341 byte.
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YEU CAUBAO HO

1. Khang thé tai t6 hop, hodc manh gén khang nguyén ciia né, ma lién két mién dich
dac hiéu voi BCMA, trong do khéang thé c6 chudi ning va chudi nhe, chudi ning nhu
vay bao gom:

a. ving xac dinh bé sung chudi ning 1 (CDR1) c6 trinh ty axit amin c6 SEQ
ID NO: 4, chudi ning CDR2 ¢6 trinh tu axit amin ¢6 SEQ ID NO: 5, va chudi ning
CDR3 ¢6 trinh tu axit amin c6 SEQ ID NO: 6;

b. chudi ning CDRI1 c6 trinh ty axit amin ¢6 SEQ ID NO: 7, chudi ning
CDR2 ¢6 trinh tu axit amin ¢6 SEQ ID NO: 5, va chudi nang CDR3 c¢6 trinh tu axit
amin c6 SEQ ID NO: 6;

c. chudi ning CDRI ¢6 trinh tu axit amin ¢6 SEQ ID NO: 4, chudi nang
CDR2 ¢6 trinh tu axit amin ¢6 SEQ ID NO: 5, va chudi ning CDR3 c¢6 trinh tu axit
amin c6 SEQ ID NO: 19;

d. chudi nang CDR1 ¢6 trinh ty axit amin ¢6 SEQ ID NO: 4, chudi nang
CDR2 ¢6 trinh ty axit amin ¢6 SEQ ID NO: 8, va chudi nang CDR3 ¢6 trinh ty axit
amin ¢6 SEQ ID NO: 6;

e. chudi nang CDRI ¢6 trinh tu axit amin ¢6 SEQ ID NO: 13, chudi nang
CDR2 ¢6 trinh tu axit amin c6 SEQ ID NO: 5, va chudi nang CDR3 ¢6 trinh ty axit
amin c6 SEQ ID NO: 19; hoac

f. chudi nang CDRI c6 trinh tyu axit amin c¢6 SEQ ID NO: 13, chudi ning
CDR2 ¢4 trinh tyu axit amin ¢6 SEQ ID NO: 8, va chudi ning CDR3 ¢6 trinh tu axit
amin c6 SEQ ID NO: 19,

trong do khang thé nhu vay ngoai ra con bao gém chudi nhe CDR1 ¢6 trinh tu
axit amin c6 SEQ ID NO: 24, chudi nhe CDR2 c6 trinh ty axit amin ¢6 SEQ ID NO:
25, va chudi nhe CDR3 ¢6 trinh tu axit amin c¢6 SEQ ID NO: 26.

2. Khéng thé hodc méanh gan khang nguyén theo diém 1, trong dé chudi ning cua
khang thé cua (a) bao gém trinh tu axit amin c6 SEQ ID NO: 27; chudi ning cua
khang thé cua (a) bao gdm trinh tu axit amin c¢6 SEQ ID NO: 57; chudi nang cua
khang thé cua (c) bao gdm trinh tu axit amin ¢c6 SEQ ID NO: 39; chudi ning cua
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khang thé cta (d) bao gdm trinh tw axit amin ¢6 SEQ ID NO: 40; hodc chudi ning
cua khang thé cua (e) bao gdm trinh ty axit amin ¢6 SEQ ID NO: 58.

3. Khang thé hodc manh gin khang nguyén theo diém 2, trong d6 chudi nhe cia
khang thé bao gém trinh tur axit amin c¢6 SEQ ID NO: 28.

4. Khéng thé hodc manh gin khang nguyén theo diém bat ky tir diém 1 dén 3 trong
do:

i) khang thé hoic manh gin khang nguyén cta né lién két v6i mién ngoai
bao cia BCMA nguoi;

ii) khéng thé hodc manh gin khang nguyén 12 khang thé hodc manh gén khéng
nguyén ctia nguoi;

iii) manh g&n khang nguyén 1a manh Fab, manh Fab2, hodc khéng thé chudi
don;

iv) khang thé hodc manh gén khang nguyén ctia né e ché su tuong tac giita
BCMA va APRIL; sao cho trong d6 khang thé hoic mémh gan khang nguyén biéu
hién gia tri ICso cua sy twong tac gitta BCMA va APRIL bang khoang 5,9 nM nhu
do duoc bing phuong phap ELISA.

v) khang thé hodc manh gin khéng nguyén cua né 1a IgG;

vi) khang thé hosc manh gén khang nguyén ctia n6 1a 16p khang the IgG4, vi
du trong d6 IgG4 c6 thay thé S228P, thay thé 1.234A va thay thé L235A trong ving
Fc ctia no;

vii) khang thé hoic manh gén khang nguyén cua né lién két mién dich dic
hiéu v6i BCMA ngudi va phan tmg chéo voi BCMA khi duoi dai;

viii) khang th hodc manh gén khéng nguyén cta né lién két véi BCMA trén
bé mit cua cac té bao u tiy ngudi; va/hodc

ix) khang thé hodc manh gin khang nguyén cta né lién két v6i BCMA trén

bé mat cua cac té bao da u tiy ngudi.
5. Té bao tai td hop biéu hién khang thé hodc manh gan khang nguyén theo diém
bét ky trong cac diém tir diém 1 dén 4, thy y trong do6 té bao 1a té bao lai hoic

khang thé duoc tao ra bang cach tai td hop.
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6. Khang thé dic hiéu doi BCMA x CD3 ti td hop hoic manh gin dic hiéu doi
BCMA x CD3 ctia n6 bao gom:

a) chudi nang thu nhat (HC1);
b) chudi nang thir hai (HC2);

¢) chudi nhe tht nhét (LC1); va
d) chudi nhe thit hai (LC2),

trong d6 HC1 lién két véi LC1 va HC2 lién két véi LC2 va trong d6 HC1
bao gém SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 60, va SEQ ID NO: 61 twong Ung lam
chudi ndng CDR1-3, va LC1 bao gdm SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 63, va SEQ
ID NO: 64 tuong tng lam chudi nhe CDR1-3, d& tao diém gan khang nguyén thu
nhét lién két mién dich dic hidu véi CD3 va trong d6 HC2 bao gom SEQ ID NO: 4,
SEQ ID NO: 5, va SEQ ID NO: 6 tuong tng lam chudi nang CDR1-3, va LC2 bao
gdm SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, va SEQ ID NO: 26 tuong mg lam chudi
nhe CDR1-3, d& tao diém gén khang nguyén thir hai lién két mién dich dic hiéu voi
BCMA.

7. Khéng thé dac hiéu déi BCMA x CD3 téi t& hop hodc manh cta né theo diém 6
bao gdbm HC1 ¢6 SEQ ID NO: 55, LC1 ¢6 SEQ ID NO: 56, HC2 ¢6 SEQ ID NO:
65, va LC2 ¢6 SEQ ID NO: 76, trong d6 khang thé hoic manh gén khang nguyén

cua né la IgG.

8. Khang thé dic hiéu d6i BCMA x CD3 hodc manh gén dic hiéu déi theo diém 6
hodc didm 7 trong d6 khang thé hodc manh gin khang nguyén:

i) 12 16p khang thé IgG4;

ii) lién két mién dich ddc hiéu véi BCMA nguoi bing ai luc téi thiéu bang
0,22 nM nhu dugc do bang phuwong phéap cdng huéng plasmon bé mit;

iii) lién két véi BCMA trén bé mit clia cac té bao u tity nguoi;

iv) lién két véi BCMA trén bé mit ctia cac té bao da u tiry nguoi
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v) cam Ung hoat héa té bao T ngudi trong bng nghiém véi ECso nho hon
khoang 0,37 nM;

vi) cam ting co ché gay doc té bao phu thude té bao T dbi véi cac té bao bicu
hién BCMA trong 6ng nghiém véi ECso nho hon khoang 0,45 nM;

vii) khong phai cht chii van BCMA; v/hodc

viii) khong 1am thay di su hoat héa NF-«B & cac ndng d thip hon 10 nM.

9. Té bao tai tb hop biéu hién khang thé hodc manh gén dic hidu déi theo diém bat

ky trong cac diém tir diém 6 dén 8, trong d6 té bao 1a té bao lai.

10. Dugc phim bao gdm khang thé dac hiéu d6i BCMA x CD3 hozc manh gén dac

hiéu d6i theo diém bAt ky trong cac diém tir diém 6 dén 8 va chét mang duoc dung.

11. Phuong phép tao ra khang thé dc hidu d6i BCMA x CD3 hoic manh gan dac
hiéu dbi theo didm bt k¥ trong cac diém tir diém 6 dén 8 bing cach nudi cdy € bao

theo diém 9.

12. Polynucleotit téng hop duoc phan 14p ma hoa khang thé dac hiéu doi BCMA x

CD3 hoic manh gén dic hiéu déi theo diém bat ky trong cac diém tir diém 6 dén 8.
13. Kit bao gdm khéng thé dac hiéu d6i BCMA x CD3 hogc manh gén déc higu doi

nhu duoc dinh nghia theo didm bat k¥ trong céc diém tir diém 6 dén 8 va/hodc

polynucleotit nhu duoc dinh nghia theo diém 12 va bao bi dong géi chiing.
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DANH MUC TRINH TU

<110> JANSSEN PHARMACEUTICA NV

<120> KHANG THE TAI TO HOP,

KHANG THE DPAC HIEU POI BCMA x CD3

TAT TS HOP, TE BAO TAI TO HQP BIEU HIEN KHANG THE, DUQC PHAM
VA PHUONG PHAP TAO RA KHANG THE NAY

<130>

<140>
<141>

<150>
<151>

<160> 77

<170>

<210> 1
<211> 18

<212>
<213>

<400> 1

Met
Ser
1

Leu
Thr

Pro
Ser

Val
Leu

Ile
Ile
65

Leu

Leu

Pro

Lys

50

Ile

62/206,246
2015-08-17

4

PRT
Nguoi thédng minh

Gln Met

His Ala

20

Leu Thr

35

Gly Thr

Ser Leu

PRD3383USNP

Ala

5

Cys

Cys

Asn

Ala

Phién ban sang ché 3.5

Gly Gln Cys Ser

10

Ile Pro Cys Gln

25

Gln Arg Tyr Cys

40

Ala Ile Leu Trp

55

Val Phe Val Leu

70

-139-

Gln

Leu

Asn

Thr

Met

75

Asn

Arg

Ala

Cys

60

Phe

Glu

Cys

Ser

45

Leu

Leu

Tyr

Ser

30

Val

Gly

Leu

Phe

15

Ser

Thr

Leu

Arg

Asp

Asn

Asn

Ser

Lys

80
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Asn Ser Glu Pro Leu Lys Asp Glu Phe Lys Asn Thr Gly Ser Gly
Leu
85 90 95

Leu Gly Met Ala Asn Ile Asp Leu Glu Lys Ser Arg Thr Gly Asp
Glu
100 105 110

Ile Ile Leu Pro Arg Gly Leu Glu Tyr Thr Val Glu Glu Cys Thr
Cys
115 120 125

Glu Asp Cys Ile Lys Ser Lys Pro Lys Val Asp Ser Asp His Cys
Phe
130 135 140

Pro Leu Pro Ala Met Glu Glu Gly Ala Thr Ile Leu Val Thr Thr
Lys
145 150 155
160

Thr Asn Asp Tyr Cys Lys Ser Leu Pro Ala Ala Leu Ser Ala Thr
Glu
165 170 175

Ile Glu Lys Ser Ile Ser Ala Arg
180

<210> 2

<211> 185

<212> PRT

<213> Mus sp. (chudt)

<400> 2

Met Ala Gln Gln Cys Phe His Ser Glu Tyr Phe Asp Ser Leu Leu
His

1 5 10 15

Ala Cys Lys Pro Cys His Leu Arg Cys Ser Asn Pro Pro Ala Thr
Cys
20 25 30
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Gln Pro Tyr Cys Asp Pro Ser Val Thr Ser
Tyr
35 40
Thr Val Leu Trp Ile Phe Leu Gly Leu Thr
Ala
50 55
Leu Phe Thr Ile Ser Phe Leu Leu Arg Lys
Leu
65 70 75
Lys Asp Glu Pro Gln Ser Pro Gly Gln Leu
Leu
85 90

Asp Lys Ala Asp Thr Glu Leu Thr Arg Ile
Arg

100 105
Ile Phe Pro Arg Ser Leu Glu Tyr Thr Val
Glu

115 120
Asp Cys Val Lys Ser Lys Pro Lys Gly Asp
Pro
130 135
Leu Pro Ala Met Glu Glu Gly Ala Thr Ile
Thr
145 150
160
Gly Asp Tyr Gly Lys Ser Ser Val Pro Thr
Met
165 170

Gly Met Glu Lys Pro Thr His Thr Arg

180 185
<210> 3
<211> 183

-141-

Ser

Leu

60

Met

Asp

Glu

Ser

140

Val

45

Val

Asn

Gly

Ala

Glu

125

Asp

Lys

Leu

Pro

Ser

Gly

110

Cys

His

Leu Val Thr

Ala Leu Gln

Gly

Ser

Glu

Ala

95

Asp

Thr

Phe

Thr

Ser

175

Thr

Leu

Ala

80

Gln

Asp

Cys

Phe

Lys

155

Val



<212> PRT

<213> Macaca fascicularis

<400> 3

Met
Ser
1

Leu
Pro

Pro
Val

Lys
Ile

Ile
Ser
65

Ser
Leu

Gly
Ile

Val
Glu

Asp
Pro

Leu
Thr

Leu

Leu

Leu

Gly

50

Ser

Glu

Met

Leu

Cys

130

Pro

Gln Met Ala

His

Thr

35

Met

Leu

Pro

Ala

Pro

115

Ile

Ala

Asp

20

Cys

Asn

Ala

Leu

Asn

100

Arg

Lys

Met

5

40941

(khi dudi dai)

10

Cys Lys Pro Cys Gln

25

Gln Arg Tyr Cys

Ala Ile

40

Leu

55

Val Phe

70

Lys Asp

85

Ile Asp

Gly Leu

Asn Lys

Val

Glu

Leu

Glu

Trp

Leu

Phe

Glu

Asn

Thr

Thr

Lys

90

Lys

105

Tyr

120

Thr

Pro Lys Val

135

Glu Glu Gly Ala Thr

-142-

Arg Gln Cys Ser Gln

Leu

Ala

Cys

Phe

75

Asn

Gly

Val

Asp

Ile

Asn

Arg

Ser

Leu

60

Leu

Thr

Arg

Glu

Ser

140

Glu

Cys

Met.

45

Gly

Leu

Gly

Thr

Glu

125

Asp

Tyr

Ser

30

Thr

Leu

Arg

Ser

Gly

110

Cys

His

Leu Val Thr

Phe

15

Ser

Asn

Ser

Lys

Gly

95

Asp

Thr

Cys

Thr

Asp

Thr

Ser

Leu

Met

80

Leu

Glu

Cys

Phe

Lys
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145 150
160

155

Asn Asp Tyr Cys Asn Ser Leu Ser Ala Ala Leu Ser Val Thr Glu

Ile
165 170

Glu Lys Ser Ile Ser Ala Arg
180

<210> 4

<211> 7

<212> PRT

<213> Ngudi théng minh

<400> 4
Ser Gly Ser Tyr Phe Trp Gly
1 ' 5

<210> 5

<211> 16

<212> PRT

<213> Ngudi théng minh

<400> 5

Ser Ile Tyr Tyr Ser Gly Ile Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser
Ser

1 5 10

<210> 6

<211> 11

<212> PRT

<213> Ngudi thdéng minh

<400> 6
His Asp Gly Ala Val Ala Gly Leu Phe Asp Tyr
1 : 5 10

<210> 7

<211> 7

<212> PRT

<213> Nguoi théng minh

<400> 7
Ser Ser Ser Tyr Tyr Trp Gly
1 5
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175

Leu Lys

15



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

<400>

40941

8

16

PRT

Nguoi théng minh

8

Ser Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys

Ser
1

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

<400>

5 10

9

11

PRT

Nguoi théng minh

9

His Asp Ala Ala Thr Ala Gly Leu Phe Asp Tyr

1

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

<400>

5 10

10

-

PRT

Ngudi théng minh

10

Ser Gly Ser Tyr Tyr Trp Gly

1

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

<400>

5

11
16
PRT
Ngudi théng minh

11

Ser Ile Tyr Tyr Ser Gly Trp Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser

Ser
1

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

<400>

5 10

12
11
PRT
Ngudi théng minh

12

His Glu Gly Ala Thr Ala Gly Leu Phe Asp Tyr

1

5 10
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<210> 13

<211> 7

<212> PRT

<213> Ngudi théng minh

<400> 13
Ser Ser Ser Tyr Phe Trp Gly
1 5

<210> 14

<211> 16

<212> PRT

<213> Ngudi théng minh

<400> 14

Ser Ile Tyr Tyr Ser Gly Arg Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu
Ser

1 5 10 15

<210> 15
<211> 11
<212> PRT
<213> Nguoi théng minh

<400> 15
His Ser Gly Ala Thr Ala Gly Leu Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 16
<211> 11
<212> PRT
<213> Nguoi théng minh

<400> 16
His Glu Gly Ala Val Ala Gly Leu Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 17

<211> 11

<212> PRT

<213> Ngudi théng minh

<400> 17
His Ser Gly Ala Val Ala Gly Leu Phe Asp Tyr
1 5 10

-145-
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<210> 18

<211> 11

<212> PRT

<213> Ngudi théng minh

<400> 18
His Asp Ala Ala Val Ala Gly Leu Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 19

<211> 11

<212> PRT

<213> Nguoil théng minh

<400> 19
His Asp Gly Ala Thr Ala Gly Leu Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 20

<211> 11

<212> PRT

<213> Ngudi théng minh

<400> 20
His Gln Gly Ala Thr Ala Gly Leu Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 21

<211> 11

<212> PRT

<213> Nguoi thédng minh

<400> 21
His His Gly Ala Thr Ala Gly Leu Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 22

<211> 11

<212> PRT

<213> Ngudoi théng minh

<400> 22

His Trp Gly Ala Thr Ala Gly Leu Phe Asp Tyr
1 5 10
<210> 23
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<211> 11
<212> PRT
<213> Ngudi théng minh

<400> 23
His Tyr Gly Ala Thr Ala Gly Leu Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 24

<211> 11

<212> PRT

<213> Ngudi thdéng minh

<400> 24
Gly Gly Asn Asn Ile Gly Ser Lys Ser Val His
1 5 10

<210> 25

<211> 7

<212> PRT

<213> Nguoi thdéng minh

<400> 25
Asp Asp Ser Asp Arg Pro Ser
1 5

<210> 26

<211> 11

<212> PRT

<213> Ngudi thdéng minh

<400> 26
Gln Val Trp Asp Ser Ser Ser Asp His Val Val
1 5 10

<210> 27

<211> 122

<212> PRT

<213> Ngudi théng minh

<400> 27

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

1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Ser
Gly
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Ser
Glu

Trp
Ser

Leu
Phe
65

Ser
Tyr

Cys
Gly

Gln

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

<400>

Tyr

Ile

50

Lys

Leu

Ala

40941

20

25

Phe Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro

35 40

Gly Ser Ile Tyr Tyr Ser Gly Ile Thr

55

60

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr

70

75

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp

85

90

Arg His Asp Gly Ala Val Ala Gly Leu

100

105

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala

28

108

PRT

Ngudi thdéng minh

28

115 120

Gly

45

Tyr

Ser

Thr

Phe

Ser Tyr Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val

Gln
1

Thr
Val

His
Tyr

5

10

Ala Arg Ile Thr CYS Gly Gly Asn Asn Ile Gly

20

25

Trp Tyr Gln Gln Pro Pro Gly Gln Ala Pro Val

35 40
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45

30

Lys Gly Leu

Tyr Asn Pro

Lys Asn Gln

80

Ala Val Tyr

95

Asp Tyr Trp

110

Ala Pro Gly

15

Ser Lys Ser

30

vVal Val Val
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Asp Asp Ser Asp Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly
Ser
50 55 60

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Arg Val Glu Ala
Gly
65 70 75 80

Asp Glu Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Val Trp Asp Ser Ser Ser Asp
His
85 90 95

Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu
100 105

<210> 29
<211> 122
<212> PRT
<213> Nguoi thdéng minh

<400> 29

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

1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Ser
Gly
20 25 30

Ser Tyr Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu
Glu
35 40 45

Trp Ile Gly Ser Ile Tyr Tyr Ser Gly Ile Thr Tyr Tyr Asn Pro
Ser
50 55 60

Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln
Phe
65 70 75 80
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Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr

Tyr

85 90

95

Cys Ala Arg His Asp Ala Ala Thr Ala Gly Leu Phe Asp Tyr Trp

Gly
100 105
Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala
115 120
<210> 30
<211> 108
<212> PRT

<213> Ngudi théng minh

<400> 30
Ser Tyr Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser
Gln
1 5 10
Thr Ala Arg Ile Thr Cys Gly Gly Asn Asn Ile
val
20 25
His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro
Tyr
35 40

Asp Asp Ser Asp Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu
Ser

50 55 60
Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser
Gly
65 70 75
Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Val Trp Asp
His

85 90

Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu

100 105
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110

Val Ala

Gly Ser

30

Val Leu

45

Arg Phe

Arg Val

Ser Ser

Pro

15

Lys

Val

Ser

Glu

Ser

95

Ser

Val

Gly

Ala

80

Asp
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<210> 31
<211> 122
<212> PRT
<213> Ngudi thdéng minh
<400> 31
Gln Leu Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly
Glu
1 5 10
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly
Gly
20 25
Ser Tyr Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro
Glu
35 40
Trp Ile Gly Ser Ile Tyr Tyr Ser Gly Ile
Ser
50 55
Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp
Phe
65 70 75
Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala
Tyr
85 90
Cys Ala Arg His Glu Gly Ala Thr Ala Gly
Gly
100 105
Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala
115 120
<210> 32
<211> 122
<212> PRT
<213> Nguoi thdéng minh
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Leu

Gly

Pro

Thr

60

Thr

Asp

Leu

Val

Ser

Gly

45

Tyr

Ser

Thr

Phe

Lys

Ile

30

Lys

Tyr

Lys

Ala

Asp

110

Pro

15

Ser

Gly

Asn

Asn

Val

95

Tyr

Ser

Ser

Leu

Pro

Gln

80

Tyr

Trp



<400>

32

40941

Gln Leu Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu

Glu
1

Thr Leu

Gly

Ser Tyr

Glu

Trp Ile

Ser

50

Leu Lys

Phe
65

Ser Leu

Tyr

Cys Ala

Gly

Gln Gly

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

<400>

35

115

33
122
PRT

Tyr

Gly

Ser

Lys

5 10

Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly

20 25

Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro

40

Ser Ile Tyr Tyr Ser Gly Ile Thr

55 60

Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr

70 75

Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp

85 90

Arg His Ser Gly Ala Thr Ala Gly Leu

100 105

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala

120

Ngudi théng minh

33

Val

Ser

Gly

45

Tyr

Ser

Thr

Phe

Lys

Ile

30

Lys

Tyr

Lys

Ala

Asp

110

Pro

15

Ser

Gly

Asn

Asn

vVal

95

Tyr

Ser

Ser

Leu

Pro

Gln

80

Tyr

Trp

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

Glu
1

5 10
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Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Ser
Ser
20 25 30

Ser Tyr Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu
Glu
35 40 45

Trp Ile Gly Ser Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro
Ser
50 55 60

Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln
Phe
65 70 75 80

Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr
Tyr
85 90 95

Cys Ala Arg His Asp Gly Ala Val Ala Gly Leu Phe Asp Tyr Trp
Gly
100 105 110

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala
115 120

<210> 34
<211> 122
<212> PRT
<213> Ngudoi théng minh

<400> 34

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

1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Ser
Ser
20 25 30

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

-153-



Trp
Ser

Leu
Phe
65

Ser
Tyr

Cys
Gly

Gln

35

40941

40

Ile Gly Ser Ile Tyr Tyr Ser Gly Ile

50

55

Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp

70

75

Thr

60

Thr

Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp

85

90

Ala Arg His Asp Gly Ala Val Ala Gly

100

105

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala

115

<210> 35
<211> 122
<212> PRT

<213>

<400> 35

Gln
Glu
1

Thr
Gly

Ser
Glu

Trp
Ser

Leu Gln Leu Gln

5

Leu Ser Leu Thr

20

Tyr Tyr Trp Gly

35

Ile Gly Ser Ile

50

Ngudi théng minh

120

Glu Ser Gly Pro Gly

10

Cys Thr Val Ser Gly

Trp

25

Ile Arg Gln Pro

40

Tyr Tyr Ser Gly Ile

55

-154-

Leu

Leu

Gly

Pro

Thr

60

45

Tyr

Ser

Thr

Phe

Val

Ser

Gly

45

Tyr

Tyr

Lys

Ala

Asp

110

Lys

Ile

30

Lys

Tyr

Asn

Asn

Val

95

Tyr

Pro

15

Ser

Gly

Asn

Pro

Gln

80

Tyr

Trp

Ser

Ser

Leu

Pro



40941

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

Phe
65

70

75

Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val

Tyr
85

90

95

Cys Ala Arg His Asp Gly Ala Val Ala Gly Leu Phe Asp Tyr

Gly
100

105

110

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala

115

<210> 36
<211> 122
<212> PRT

<213> Ngudi théng minh

<400> 36

Gln Leu Gln Leu Gln
Glu

1 5

Thr Leu Ser Leu Thr
Gly
20

Ser Tyr Phe Trp Gly
Glu
35

Trp Ile Gly Ser Ile
Ser
50

Glu

Cys

Tyr

55

120

40

25

10

Thr Val Ser

Ile Arg Gln

Tyr Ser Gly

Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Val

Phe
65

70

-155-

Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys

Gly Gly Ser Ile

30

Pro Pro Gly Lys

45

Ile Thr Tyr Tyr

60

Asp Thr Ser Lys

75

Pro

15

Ser

Gly

Asn

Asn

80

Tyr

Trp

Ser

Ser

Leu

Pro

Gln

80



Ser
Tyr

Cys
Gly

Gln

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

<400>

40941

Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr

85

90

95

Ala Arg His Glu Gly Ala Val Ala Gly Leu Phe Asp Tyr Trp

100

105

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala

37

122
PRT
Nguoi thdéng minh

37

115

120

Gln Leu Gln Leu Gln Glu Ser Gly

Glu
1

Thr
Gly

Ser
Glu

Trp
Ser

Leu
Phe
65

Ser
Tyr

Cys
Gly

Leu

Tyr

Ile

50

Lys

Leu

Ala

Ser

Phe

35

Gly

Ser

Lys

Arg

Leu

20

Trp

Ser

Arg

Leu

His

5

Thr Cys Thr Val

25

Gly Trp Ile Arg

40

Ile Tyr Tyr Ser

55

Val Thr Ile Ser

70

Ser Ser Val Thr

85

Ser Gly Ala Val

-156-

Pro Gly Leu

10

Ser Gly Gly

Gln Pro Pro

Gly Ile Thr

60

Val Asp Thr

75

Ala Ala Asp

90

Ala Gly Leu

Val

Ser

Gly

45

Tyr

Ser

Thr

Phe

110

Lys

Ile

30

Tyr

Lys

Ala

Asp

Pro

15

Ser

Gly

Asn

Asn

Val

95

Tyr

Ser

Ser

Leu

Pro

Gln

80

Tyr

Trp



40941

100

105

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala

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

<400>
Gln Leu Gln Leu Gln

Glu
1

Thr
Gly

Ser
Glu

Trp
Ser

Leu
Phe
65

Ser
Tyr

Cys
Gly

Gln

Leu

Tyr

Ile

50

Lys

Leu

Ala

Gly

38
122
PRT
Ngudoi théng minh

38

115

Ser

Phe

35

Gly

Ser

Lys

Arg

120

5

10

Leu Thr Cys Thr Val Ser

20

25

Trp Gly Trp Ile Arg Gln

40

Ser Ile Tyr Tyr Ser Gly

55

Arg Val Thr Ile Ser Val

70

Glu Ser Gly Pro Gly

Gly

Pro

Ile

Asp

75

Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala

85

90

His Asp Ala Ala Val Ala Gly

100

105

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala

115

120

-157-

Leu

Gly

Pro

Thr

60

Thr

Asp

Leu

Val

Ser

Gly

45

Tyr

Ser

Thr

Phe

110

Lys

Ile

30

Lys

Tyr

Lys

Ala

Asp

110

Pro

15

Ser

Gly

Asn

Asn

Val

95

Tyr

Ser

Ser

Leu

Pro

Gln

80

Tyr

Trp



<210> 39
<211> 12

<212>

<213> Ng

<400> 39
Gln Leu Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly

Glu
1

Thr
Gly

Ser
Glu

Trp
Ser

Leu
Phe
65

Ser
Tyr

Cys
Gly

Gln

Leu

Tyr

Ile

50

Lys

Leu

Ala

Gly

<210> 40
<211> 12

<212>

<213> Ng

<400> 40

40941

2

PRT

udi théng minh

5 10

Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly

20 25

Phe Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro

35 40

Gly Ser Ile Tyr Tyr Ser Gly Ile

55

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp

70 75

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala

85 90

Arg His Asp Gly Ala Thr Ala Gly

100 105

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala
115 120

2

PRT

udi thédng minh

-158-

Leu

Gly

Pro

Thr

60

Thr

Asp

Leu

Val

Ser

Gly

45

Tyr

Ser

Thr

Phe

Lys

Ile

30

Lys

Tyr

Lys

Ala

Asp

110

Pro

15

Ser

Gly

Asn

Asn

Val

95

Tyr

Ser

Ser

Leu

Pro

Gln

80

Tyr

Trp



40941

- Gln

5

Thr

Gly Trp Ile

40

Ile Tyr Tyr

55

Val Thr Ile

70

Ser Ser Val

85

Asp Gly Ala

25

Arg

Ser

Ser

Thr

Glu Ser Gly Pro Gly

10

Cys Thr Val Ser

Gln

Gly

Val

Ala

90

Leu

Gly Gly

Pro Pro

Ser Thr

60

Asp Thr

75

Ala Asp

Val Ala Gly Leu

105

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala
120

Gln Leu Gln Leu
Glu
1
Thr Leu Ser Leu
Gly

20
Ser Tyr Phe Trp
Glu

35
Trp Ile Gly Ser
Ser
50

Leu Lys Ser Arg
Phe
65
Ser Leu Lys Leu
Tyr
Cys Ala Arg His
Gly

100
Gln Gly

115

<210> 41
<211> 122
<212> PRT

<213> Ngudi théng minh

<400> 41

Val

Ser

Gly

45

Tyr

Ser

Thr

Phe

Lys

Ile

30

Lys

Tyr

Lys

Ala

Asp

110

Pro Ser

15

Ser Ser

Gly Leu

Asn Pro

Asn Gln

80

Val Tyr

95

Tyr Trp

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

Glu
1

5

10

15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Ser

Gly

-159-



40941

20 25

Ser Tyr Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly

Glu

35 40 45

Trp Ile Gly Ser Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr Tyr

Ser

50

55 60

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

Phe
65

70 75

Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr

Tyr

85 90

Cys Ala Arg His Asp Ala Ala Val Ala Gly Leu Phe

Gly

100 105

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala

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

<400>

115 120

42
122
PRT
Ngudi thdéng minh

42

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

Glu
1

5 10

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser

Gly

20 25

Ser Tyr Tyr Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly

Glu

35 40 45

-160-

30

Lys Gly Leu

Tyr Asn Pro

Lys Asn Gln

80

Ala Val Tyr

95

Asp Tyr Trp

110

Lys Pro Ser

15

Tle Ser Ser

30

Lys Gly Leu



40941

Ser Gly Ser Thr

60

Ser Val Asp Thr

75

Thr Ala Ala Asp

Trp Ile Gly Ser Ile Tyr Tyr
Ser
50 55

Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile
Phe
65 70
Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val
Tyr

85 90
Cys Ala Arg His Glu Gly Ala Val Ala Gly
Gly

100 105
Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala
115 120
<210> 43
<211> 122
<212> PRT
<213> Nguoi thdéng minh
<400> 43
Gln Leu Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly
Glu
1 5 10
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly
Ser
20 25
Ser Tyr Phe Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro
Glu
35 40

Trp Ile Gly Ser Ile Tyr Tyr Ser Gly Arg
Ser

50

55

-161-

Leu

Leu

Gly

Pro

Thr

60

Tyr

Ser

Thr

Phe

Val

Ser

Gly

45

Tyr

Tyr

Lys

Ala

Asp

110

Lys

Ile

30

Lys

Tyr

Asn

Asn

Val

95

Tyr

Pro

15

Ser

Gly

Asn

Pro

Gln

80

Tyr

Trp

Ser

Ser

Leu

Pro



Leu
Phe
65

Ser
Tyr

Cys
Gly

Gln

Lys

Leu

Ala

Ser Arg Val Thr Ile Ser

Lys Leu Ser Ser Val Thr

Arg His Asp Gly Ala Thr

100

40941

70

85 90

105

75

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala

<210> 44

<211>
<212>
<213>

<400> 44
Gln Leu Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro

Glu
1

Thr
Ser

Ser
Glu

Trp
Ser

Leu
Phe
65

Ser
Tyr

Leu

Tyr

Ile

50

Lys

Leu

115

122
PRT
Ngudi thdéng minh

Ser

Phe

35

Gly

Ser

Lys

Leu

20

Trp

Ser

Arg

Leu

120

5 10

Thr Cys Thr Val Ser

25

Gly Trp Ile Arg Gln

40

Ile Tyr Tyr Ser Gly

55

Val Thr Ile Ser Val

70

Ser Ser Val Thr Ala

-162-

Gly Leu

Gly Gly

Pro Pro

Trp Thr

60

Asp Thr

75

Ala Asp

Val

Ser

Gly

45

Tyr

Ser

Thr

110

Lys

Ile

30

Lys

Tyr

Lys

Ala

Val Asp Thr Ser Lys Asn

Ala Ala Asp Thr Ala Val

95

Ala Gly Leu Phe Asp Tyr

Pro

15

.Ser

Gly

Asn

Asn

Val

Gln

80

Tyr

Trp

Ser

Ser

Leu

Pro

Gln

80

Tyr



85

40941

90

95

Cys Ala Arg His Asp Gly Ala Thr Ala Gly Leu Phe Asp Tyr Trp

Gly
100

Gln Gly Thr Leu Val
115

<210> 45
<211> 122
<212> PRT
<213> Ngudi théng mi

<400> 45

Gln Leu Gln Leu Gln
Glu

1 5

Thr Leu Ser Leu Thr
Ser
20

Ser Tyr Phe Trp Gly
Glu
35

Trp Ile Gly Ser Ile
Ser
50

Leu Lys Ser Arg Val
Phe
65

Ser Leu Lys Leu Ser
Tyr
85

Cys Ala Arg His Gln
Gly
100

105

Thr Val Ser Ser Ala
120

nh

Glu Ser Gly Pro Gly Leu

10

Cys Thr Val Ser Gly Gly

25

Trp Ile Arg Gln Pro Pro

40

Tyr Tyr Ser Gly Ile Thr

55 60

Thr Ile Ser Val Asp Thr

70 75

Ser Val Thr Ala Ala Asp

90

Gly Ala Thr Ala Gly Leu

105

-163-

Val

Ser

Gly

45

Tyr

Ser

Thr

Phe

110

Lys

Ile

30

Lys

Tyr

Lys

Ala

Asp

110

Pro

15

Ser

Gly

Asn

Asn

Val

95

Tyr

Ser

Ser

Leu

Pro

Gln

80

Tyr

Trp



40941

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala

<210> 46
<211> 12

<212>
<213>

<400> 46
Gln Leu Gln Leu Gln

Glu
1

Thr
Ser

Ser
Glu

Trp
Ser

Leu
Phe
65

Ser
Tyr

Cys
Gly

Gln

Leu

Tyr

Ile

50

Lys

Leu

Ala

Gly

<210> 47
<211> 122

115

2

PRT
Ngudi théng minh

Ser

Phe

35

Gly

Ser

Lys

Arg His His Gly Ala

Leu

20

Trp

Ser

Arg

Leu Ser Ser Val

100

5

Thr

Gly

Ile

Val Thr Ile

85

120

Glu Ser Gly Pro Gly

10

Cys Thr Val Ser

25

Trp Ile Arg Gln

Tyr Tyr

70

55

40

105

Ser Gly

Ser Val

Thr Ala

90

Gly

Pro

Ile

Asp

75

Ala

Thr Ala Gly

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala

115

120

-164-

Leu

Gly

Pro

Thr

60

Thr

Asp

Leu

Val

Ser

Gly

45

Tyr

Ser

Thr

Phe

Lys

Ile

30

Lys

Tyr

Lys

Ala

Asp

110

Pro

15

Ser

Gly

Asn

Asn

Val

95

Tyr

Ser

Ser

Leu

Pro

Gln

80

Tyr

Trp



40941

<212> PRT
<213> Ngudi thdédng minh

<400> 47

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

1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Ser
Ser
20 25 30

Ser Tyr Phe Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu
Glu
35 40 45

Trp Ile Gly Ser Ile Tyr Tyr Ser Gly Ile Thr Tyr Tyr Asn Pro
Ser
50 55 60

Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln
Phe
65 70 75 80

Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr
Tyr
85 90 95

Cys Ala Arg His Trp Gly Ala Thr Ala Gly Leu Phe Asp Tyr Trp
Gly
100 105 110

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala
115 120

<210> 48

<211> 122

<212> PRT

<213> Nguoi théng minh

<400> 48

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

1 5 10 15

-165-



40941

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Ser
Ser
20 25 : 30

Ser Tyr Phe Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu
Glu
35 40 45

Trp Ile Gly Ser Ile Tyr Tyr Ser Gly Ile Thr Tyr Tyr Asn Pro
Ser
50 55 60

Leu Lys. Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln
Phe
65 70 75 80

Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr
Tyr
85 90 95

Cys Ala Arg His Tyr Gly Ala Thr Ala Gly Leu Phe Asp Tyr Trp
Gly
100 105 110

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala
115 120

<210> 49
<211> 122
<212> PRT
<213> Nguoi théng minh

<400> 49

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

1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Ser
Ser
20 25 30

-166-



40941

Gln

Gly

Val

Ala

90

10

Pro

Arg

Asp

75

Ala

Ser Tyr Phe Trp Gly Trp Ile Arg
Glu

35 40
Trp Ile Gly Ser Ile Tyr Tyr Ser
Ser

50 55
Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser
Phe
65 70
Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr
Tyr
85
Cys Ala Arg His Gln Gly Ala Thr Ala Gly
Gly
100 105

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala

115 120
<210> 50
<211> 122
<212> PRT
<213> Nguodi théng minh
<400> 50
Gln Leu Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly
Glu
1 5
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly
Ser

20 25

Ser Tyr Phe Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro
Glu

35 40
Trp Ile Gly Ser Ile Tyr Tyr Ser Gly Arg
Ser

-167-

Pro

Thr

60

Thr

Asp

Leu

Leu

Gly

Pro

Thr

Gly

45

Tyr

Ser

Thr

Phe

Val

Ser

Gly

45

Tyr

Lys

Tyr

Lys

Ala

Asp

110

Lys

Ile

30

Lys

Tyr

Gly

Asn

Asn

Val

95

Tyr

Pro

15

Ser

Gly

Asn

Leu

Pro

Gln

80

Tyr

Trp

Ser

Ser

Leu

Pro



50

40941

55 60

Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr

Phe
65

70 75

Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp

Tyr

85 90

Cys Ala Arg His His Gly Ala Thr Ala Gly Leu

Gly

100 105

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala

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

<400>

115 120

51
122
PRT
Ngudi théng minh

51

Gln Leu Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu

Glu
1

5 10

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly

Ser

20 25

Ser Tyr Phe Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro

Glu

35 40

Trp Ile Gly Ser Ile Tyr Tyr Ser Gly Arg Thr

Ser

50

55 60

Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr

Phe
65

70 75

-168-

Ser Lys Asn

Thr Ala Val

95

Phe Asp Tyr

Val

Ser

Gly

45

Tyr

Ser

110

Lys

Ile

30

Lys

Tyr

Lys

Pro

15

Ser

Gly

Asn

Asn

Gln

80

Tyr

Trp

Ser

Ser

Leu

Pro

Gln

80



40941

Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr

Tyr
85

90

95

Cys Ala Arg His Tyr Gly Ala Thr Ala Gly Leu Phe Asp Tyr Trp

Gly
100

105

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala

115

<210> 52
<211> 122
<212> PRT

<213> Nguoi thdédng minh

<400> 52

Gln Leu Gln Leu Gln
Glu

1 5

Thr Leu Ser Leu Thr
Ser
20

Ser Tyr Phe Trp Gly
Glu
35

Trp Ile Gly Ser Ile
Ser
- 50

120

Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val

10

Cys Thr Val Ser

25

Trp Ile Arg Gln

40

Tyr Tyr Ser Gly

55

Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Val

Phe
65

70

Gly Gly Ser

Pro Pro Gly

45

Trp Thr Tyr

60

Asp Thr Ser

75

Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr

Tyr
85

-169-

90

110

Lys

Ile

30

Lys

Tyr

Lys

Ala

Pro

15

Ser

Gly

Asn

Asn

Val

95

Ser

Ser

Leu

Pro

Gln

80
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40941

Cys Ala Arg His Gln Gly Ala Thr Ala Gly Leu Phe Asp Tyr Trp

Gly
100

105

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala

115

<210> 53
<211> 122
<212> PRT

<213> Nguoi théng minh

<400> 53

Gln Leu Gln Leu Gln
Glu

1 5

Thr Leu Ser Leu Thr
Ser
20

Ser Tyr Phe Trp Gly
Glu
35

Trp Ile Gly Ser Ile
Ser
50

Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile

Phe
65

Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val

Tyr
85

Cys Ala Arg His His Gly Ala

Gly
100

Glu

120

Ser Gly Pro Gly

10

Cys Thr Val Ser Gly

25

Trp Ile Arg Gln Pro

Tyr Tyr

70

55

40

Ser Gly Trp

Ser Val Asp

75

Thr Ala Ala

90

Thr Ala Gly

105

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala

115

120

-170-

Leu

Gly

Pro

Thr

60

Thr

Asp

Leu

Val

Ser

Gly

45

Tyr

Ser

Thr

Phe

110

Lys

Ile

30

Lys

Tyr

Lys

Ala

Asp

110

Pro

15

Ser

Gly

Asn

Asn

Val

95

Tyr

Ser

Ser

Leu

Pro

Gln

80

Trp



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

<400>

40941

54
122
PRT
Ngudi théng minh

54

Gln Leu Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly

Glu
1

5 10

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly

Ser

20 25

Ser Tyr Phe Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro

Glu

35 40

Trp Ile Gly Ser Ile Tyr Tyr Ser Gly Trp

Ser

50

55

Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp

Phe
65

70 75

Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala

Tyr

85 90

Cys Ala Arg His Tyr Gly Ala Thr Ala Gly

Gly

100 105

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala

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

115 120

55
452
PRT
Ngudi thdéng minh

-171-

Leu

Gly

Pro

Thr

60

Thr

Asp

Leu

Val

Ser

Gly

45

Tyr

Ser

Thr

Phe

Lys

Ile

30

Lys

Tyr

Lys

Ala

Asp

110

Pro

15

Ser

Gly

Asn

Asn

Val

95

Tyr

Ser

Ser

Leu

Pro

Gln

80

Tyr

Trp



<400> 55

Glu Val Gln Leu Val
Gly

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser
Tyr
20

Ala Met Asn Trp Val
Val
35

Ala Arg Ile Arg Ser
Ala
50

Ser Val Lys Gly Arg
Ser
65

Leu Tyr Leu Gln Met
Tyr
85

Tyr Cys Ala Arg His
Phe
100

Ala Tyr Trp Gly Gln
Thr
115

Lys Gly Pro Ser Val
Ser
130

Glu Ser Thr Ala Ala
Glu
145
160

40941

Glu Ser Gly Gly

10

Cys Ala Ala Ser

25

Arg Gln Ala Pro

40

Lys Tyr Asn Asn

55

Phe Thr Ile Ser

70

Asn Ser Leu Lys

90

Gly Asn Phe Gly

105

Gly Thr Leu Val

120

Phe Pro Leu Ala

135

Leu Gly Cys Leu

150

-172-

Gly

Gly

Gly

Tyr

Arg

75

Thr

Asn

Thr

Pro

Val

Leu

Phe

Lys

Ala

60

Asp

Glu

Ser

Val

Val

Thr

Gly

45

Thr

Asp

Asp

Tyr

Ser

125

Gln

Phe

30

Leu

Tyr

Ser

Thr

Val

110

Ser

Cys Ser Arg

140

Lys Asp Tyr

Pro

15

Asn

Glu

Tyr

Lys

Ala

95

Ser

Ala

Ser

Phe

Gly

Thr

Trp

Ala

Asn

80

Val

Trp

Ser

Thr

Pro

155



Pro
His

Thr
Ser

Val
Cys

Asn
Glu

Ser
Ala
225
240

Gly
Leu

Met
Ser

Gln
Glu

Val
Thr

Tyr
Asn
305
320

Val

Phe

Val

Val

210

Lys

Gly

Ile

Glu

His

290

Arg

Thr Val

Pro Ala

180

Thr Val

195

Asp His

Tyr Gly

Pro Ser

Ser Arg

260

Asp Pro

275

Asn Ala

Val Val

Ser

165

Val

Pro

Lys

Pro

Val

245

Thr

Glu

Lys

Ser

40941

Trp Asn Ser Gly Ala

Leu Gln

Ser Ser

170

Ser Ser

185

Ser Leu

200

Pro Ser

215

Pro Cys

Phe Leu

Pro Glu

Val Gln

Asn Thr

Pro Pro

230

Phe Pro

Gly

Gly

Lys

Cys

Pro

250

Val Thr

265

Phe Asn

280

Thr Lys

295

Val Leu

Pro Arg

Thr Val

310

-173-

Cys

Trp

Glu

Leu

Leu Thr Ser

Leu Tyr Ser

190

Thr Lys Thr

205

Val Asp Lys

220

Pro Ala Pro

Lys Pro Lys

Val Val Val

270

Tyr Val Asp

285

Glu Gln Phe

300

His Gln Asp

Gly

175

Leu

Tyr

Glu

Asp

255

Asp

Gly

Asn

Trp

Val

Ser

Thr

Val

Ala

235

Thr

Val

Val

Ser

Leu

315



40941

Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn
Ser
325 330
Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly
Gln
340 345
Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu
Val
355 360
Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr
Val
370 375
Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn
Pro
385 390
400
Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Leu
Thr
405 410
Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn
Val
420 425
Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
Leu
435 440
Ser Leu Gly Lys
450
<210> 56
<211> 215
<212> PRT
<213> Nguoi théng minh

<400> 56

-174-

Lys

Gln

Met

Pro

380

Asn

Leu

Val

Gln

Gly

Pro

Thr

365

Ser

Tyr

Phe

Lys

445

Leu

Arg

350

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

430

Ser

Pro

335

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

415

Cys

Leu

Ser

Pro

Gln

Ala

Thr

395

Leu

Ser

Ser



Gln
Gly

Thr
Ser

Asn
Gly

Leu
Phe

Ser
Val
65

Gln
Asn

Leu
Pro

Lys
Leu

Gln
Pro

Gly
Ala
145
160

Thr

Val

Tyr

Ile

50

Gly

Pro

Trp

Ala

Ala

130

Ala

Val Val

Thr Leu

20

Ala Asn

35

Gly Gly

Ser Leu

Glu Asp

Val Phe

100

Ala Pro

115

Asn Lys

Val Thr

Thr

5

Thr

Trp

Thr

Leu

Glu

85

Gly

Ser

Ala

Val

40941

Gln Glu Pro

Cys Arg Ser

25

Val Gln Gln

40

Asn Lys Arg

55

Gly Gly Lys

70

Ala Glu Tyr

Gly Gly Thr

Ser

10

Ser

Lys

Ala

Ala

Tyr

90

Lys

105

Val Thr Leu

120

Thr Leu Val

135

Ala Trp Lys

150

-175-

Phe

Cys

Ala

Leu

Thr

Pro

Pro

Ala

75

Cys

Leu

Pro

Leu

Asp

Thr

Gly

Gly

Gly

60

Leu

Ala

Thr

Pro

Val

Ala

Gln

45

Thr

Thr

Leu

Val

Ser

125

Ser

Val

30

Ala

Pro

Leu

Trp

Leu

110

Ser

Ile Ser Asp

140

Ser Ser Pro

Pro

15

Thr

Pro

Ala

Ser

Tyr

95

Gly

Glu

Phe

Val

Gly

Thr

Arg

Gly

80

Ser

Gln

Glu

Tyr

Lys

155



Gly
Ala

Ala
Arg

Ser
Thr

Vval

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

<400>

Val

Ser

Tyr

Ala
210

57
122
PRT
Ngudi thdéng minh

57

40941

Glu Thr Thr Thr Pro Ser Lys Gln Ser Asn Asn Lys Tyr

165 170

175

Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu Gln Trp Lys Ser His

180

185

190

Ser Cys Gln Val Thr His Glu Gly Ser Thr Val Glu Lys

195

200

Pro Thr Glu Cys Ser

215

Gln Leu Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro

Glu
1

Thr
Gly

Ser
Glu

Trp
Ser

Leu
Phe
65

Ser
Tyr

Leu

Tyr

Ile

50

Lys

Leu

Ser

Phe

35

Gly

Ser

Lys

Leu

20

Trp

Ser

Arg

Leu

5 10

Thr Cys Thr Val Ser

25

Gly Trp Ile Arg Gln

40

Ile Tyr Tyr Ser Gly

55

Val Thr Ile Ser Val

70

Ser Ser Val Thr Ala

-176-

205

Gly Leu Val

Gly Gly Ser

Pro Pro Gly

45

Ile Thr Tyr

60

Asp Thr Ser

75

Ala Asp Thr

Lys

Ile

30

Lys

Tyr

Lys

Ala

Pro

15

Ser

Gly

Asn

Asn

Val

Ser

Ser

Leu

Pro

Gln

80

Tyr



85

40941

90

95

Cys Ala Arg His Asp Gly Ala Val Ala Gly Leu Phe Asp Tyr Trp

Gly
100

105

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala

115

<210> 58
<211> 122
<212> PRT

<213> Ngudi thdéng minh

<400> 58

Gln Leu Gln Leu Gln
Glu

1 5

Thr Leu Ser Leu Thr
Ser
20

Ser Tyr Phe Trp Gly
Glu
35

Trp Ile Gly Ser Ile
Ser
50

Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile

Phe
65

Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val

Tyr
85

Cys Ala Arg His Asp Gly Ala

Gly
100

120

Glu Ser Gly Pro Gly Leu

10

Cys Thr Val Ser

25

Trp Ile Arg Gln

Tyr Tyr

70

55

40

-177-

105

Ser Gly

Ser Val

Thr Ala

90

Gly Gly

Pro Pro

Ile Thr

60

Asp Thr

75

Ala Asp

Thr Ala Gly Leu

Val

Ser

Gly

45

Tyr

Ser

Thr

Phe

110

Lys

Ile

30

Lys

Tyr

Lys

Ala

Asp

110

Pro

15

Ser

Gly

Asn

Asn

Val

95

Tyr

Ser

Ser

Leu

Pro

Gln

80

Tyr

Trp



40941

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala
115 120

<210> 59

<211> 5

<212> PRT

<213> Ngudi théng minh

<400> 59
Thr Tyr Ala Met Asn
1 5

<210> 60
<211> 19
<212> PRT
<213> Nguoi théng minh

<400> 60
Arg Ile Arg Ser Lys Tyr Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr Tyr Ala

Ser
1 5 10 15

Val Lys Gly

<210> ol

<211> 14

<212> PRT

<213> Ngudi théng minh

<400> 61
His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val Ser Trp Phe Ala Tyr
1 5 10

<210> 62

<211> 14

<212> PRT

<213> Ngudi théng minh

<400> 62

Arg Ser Ser Thr Gly Ala Val Thr Thr Ser Asn Tyr Ala Asn
1 5 10

<210> 63

<211> 17

-178-

Ala



<212> PRT
<213> Nguoi

<400> 63
Gly Thr Asn

1

<210> 64
<211> 9

<212>
<213>

<400> 64
Ala Leu Trp

1

<210> 65
<211> 44

<212>
<213>

<400> 65
Gln Leu Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly

Glu
1

Thr
Gly

Ser
Glu

Trp
Ser

Leu
Phe
65

Ser
Tyr

Leu

Tyr

Ile

50

Lys

Leu

PRT
Ngudi

8

PRT
Ngudi

Ser

Phe

35

Gly

Ser

Lys

40941

théng minh

Lys Arg Ala Pro

5

théng minh

Tyr

Ser Asn Leu Trp Val
5

théng minh

Leu

20

Trp

Ser

Arg

Leu

5 10

Thr Cys Thr Val Ser Gly

25

Gly Trp Ile Arg Gln Pro

40

Ile Tyr Tyr Ser Gly Ile

55

Val Thr Ile Ser Val Asp

70 75

Ser Ser Val Thr Ala Ala

85 90

-179-

Leu

Gly

Pro

Thr

60

Thr

Asp

Val
Ser
Gly

45
Tyr

Ser

Thr

Lys

Ile

30

Lys

Tyr

Lys

Ala

Pro

15

Ser

Gly

Asn

Asn

Val

95

Ser

Ser

Leu

Pro

Gln

80

Tyr



Cys Ala
Gly

Gln Gly
Ser

Val Phe
Ala
130

Ala Leu
Val
145
160

Ser Trp
Ala

Val Leu
Val

Pro Ser

His

Lys Pro
Gly

210

Pro Pro
Ser
225

240

Val
Arg

Phe

Arg His Asp

100

Thr Leu Val

115

Pro Leu Ala

Gly Cys Leu

Asn Ser Gly

165

Gln Ser Ser

180

Ser Ser Leu

195

Ser Asn Thr

Cys Pro Pro

Leu Phe Pro

245

40941

Gly Ala Val

Ala

105

Thr Val Ser

120

Pro Cys Ser

135

Val Lys Asp

150

Ala Leu Thr

Gly Leu Tyr

Ser

Arg

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ser

Phe

Gly

170

Ser

185

Gly Thr Lys

200

Lys Val Asp

215

Cys Pro Ala

230

Pro Lys Pro

-180-

Thr

Lys

Pro

Lys

Leu

Tyr

Arg

Glu

Asp

250

Leu Phe Asp

110

Ser Thr Lys

125

Thr Ser Glu

140

Pro Glu Pro

Val His Thr

Ser Ser Val

190

Thr Cys Asn

205

Val Glu Ser

220

Ala Ala Gly

Thr Leu Met

Tyr

Gly

Ser

Val

Phe

175

Val

Val

Lys

Gly

Ile

255

Trp

Pro

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Asp

Tyr

Pro

235

Ser



Thr
Pro

Glu
Ala

Lys
Val

Ser
Tyr
305
320

Lys
Thr

Ile
Leu

Pro
Cys

Leu
Ser

Asn
Asp
385
400

Ser
Ser

Pro

Val

Thr

290

Val

Cys

Ser

Pro

Val

370

Gly

Asp

Glu Val Thr

260

Gln Phe Asn

275

Lys Pro Arg

Leu Thr Val

Lys Val Ser

325

Lys Ala Lys

340

Ser Gln Glu

355

Lys Gly Phe

Gln Pro Glu

Gly Ser Phe

405

40941

Cys Val Vval

Val

265

Trp Tyr Val

280

Glu Glu Gln

295

Leu His Gln

310

Asn Lys Gly

Gly Gln Pro

Asp

Phe

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

Leu Pro

330

Arg

345

Glu Met Thr

360

Tyr Pro Ser

375

Asn Asn Tyr

390

Phe Leu Tyr

-181-

Lys

Asp

Lys

Ser

Glu

Asn

Ile

Thr

Arg

410

Val Ser Gln

270

Val Glu Val

285

Ser Thr Tyr

300

Leu Asn Gly

Ser Ser Ile

Pro Gln Val

350

Gln Val Ser

365

Ala Val Glu

380

Thr Pro Pro

Leu Thr Val

Glu

His

Arg

Lys

Glu

335

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

415

Asp

Asn

Val

Glu

315

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

395

Lys



Arg
Ala

Leu
Lys

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

<400>
Ser Tyr Val Leu Thr

Gln
1

Thr
Val

His
Tyr

Asp
Ser

Asn
Gly
65

Asp
His

Val
Lys

40941

Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu

420

425

430

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly

Ala

Trp

Asp

50

Ser

Glu

Val

66
214
PRT
Ngudi théng minh

66

435

Arg Ile

20

Tyr Gln

35

Ser Asp

Gly Asn

Ala Val

Phe Gly

100

440

5

10

Thr Cys Gly Gly Asn

25

Gln Pro Pro Gly Gln

40

Arg Pro Ser Gly Ile

55

Thr Ala Thr Leu Thr

70

Gln Pro Pro Ser Val

Asn

Ala

Pro

Ile

75

Tyr Tyr Cys Gln Val Trp

85

90

Gly Gly Thr Lys Leu Thr

-182-

105

445

Ser Val

Ile Gly

Pro Val

45

Glu Arg

60

Ser Arg

Asp Ser

Val Leu

Ala

Ser

30

Val

Phe

Val

Ser

Gly

110

Pro

15

Lys

Val

Ser

Glu

Ser

95

Gln

Gly

Ser

Val

Gly

Ala

80

Asp

Pro



Ala
Gln

Ala
Gly

Ala
Gly
145
160

Val
Ala

Ser
Ser

Tyr
Val

Ala

Ala Pro

115

Asn Lys

130

Val Thr

Glu Thr

Ser Tyr

Ser .Cys

195

Ser Val

Ala Thr

Val Ala

Thr Thr

165

Leu Ser

180

Gln Val

40941

Thr Leu

Phe

120

Leu Val

135

Trp Lys

Pro Ser

Leu Thr

Cys

Ala

150

Lys

Pro

Pro Pro

Leu Ile

Asp Ser

Gln Ser

170

Glu Gln

185

Thr His Glu Gly Ser

200

Pro Thr Glu Cys Ser

210

<210> 67
<211> 448
<212> PRT

<213>

<400> 67
Gln Leu Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser

Glu
1

5

Ngudi théng minh

10

Ser Ser

125

Ser Asp

140

Ser Pro

Asn Asn

Trp Lys

Thr Val

205

Glu

Phe

Val

Lys

Ser

190

Glu

Glu

Tyr

Lys

Tyr

175

His

Lys

15

Leu

Pro

Ala

155

Ala

Arg

Thr

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Ser

Gly

20

25

-183-

30



Ser
Glu

Trp
Ser

Leu
Phe
65

Ser
Tyr

Cys
Gly

Gln
Ser

Val
Ala

Ala
Val
145
160

Ser
Ala

Val
Val

Tyr

Ile

50

Lys

Leu

Ala

Gly

Phe

130

Leu

Trp

Leu

Phe Trp

35

Gly Ser

Ser Arg

Lys Leu

Arg His

100

Thr Leu

115

Pro Leu

Gly Cys

Asn Ser

Gln Ser

180

Gly

Ile

Val

Ser

85

Asp

Val

Ala

Leu

Gly

165

Ser

40941

Trp Ile Arg

40

Tyr Tyr Ser

55

Thr Ile Ser

70

Ser Val Thr

Gly Ala Vval

Gln Pro

Gly Ile

Val Asp

75

Ala Ala

90

Ala Gly

105

Thr Val Ser

120

Pro Cys Ser

135

Val Lys Asp

150

Ala Leu Thr

Gly Leu Tyr

Ser Ala

Arg Ser

Tyr Phe

Ser Gly

170

Ser Leu

185

-184-

Pro Gly

45

Thr Tyr

60

Thr Ser

Asp Thr

Leu Phe

Ser Thr

125

Thr Ser

140

Pro Glu

Val His

Ser Ser

Lys

Tyr

Lys

Ala

Asp

110

Lys

Glu

Pro

Thr

Val

190

Gly

Asn

Asn

Val

95

Tyr

Gly

Ser

Val

Phe

175

Val

Leu

Pro

Gln

80

Tyr

Trp

Pro

Thr

Thr

155

Pro

Thr



Pro
His

Lys
Gly

Pro
Ser
225
240

Val
Arg

Thr
Pro

Glu
Ala

Lys
Val

Ser
Tyr
305
320

Lys
Thr

Ile
Leu

Ser

Pro

210

Pro

Phe

Pro

Val

Thr

290

Val

Cys

Ser

Ser

195

Ser

Cys

Leu

Glu

Gln

275

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser Leu

Asn Thr

Pro Pro

Phe Pro

245

Val Thr

260

Phe Asn

Pro Arg

Thr Val

Val Ser

325

Ala Lys

340

40941

Gly Thr Lys

200

Lys Val Asp

215

Cys Pro Ala

230

Pro Lys Pro

Cys Val Val

Thr Tyr

Lys Arg

Pro Glu

Lys Asp

250

Val Asp

265

Trp Tyr Val

280

Glu Glu Gln

295

Leu His Gln

310

Asn Lys Gly

Gly Gln Pro

Asp Gly

Phe Asn

Asp Trp

Leu Pro

330

Arg Glu

345

-185-

Thr Cys Asn

205

Val Glu Ser

220

Ala Ala Gly

Thr Leu Met

Val Ser Gln

270

Val Glu Val

285

Ser Thr Tyr

300

Leu Asn Gly

Ser Ser Ile

Pro Gln Val

350

Val

Lys

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu

335

Tyr

Asp

Tyr

Pro

235

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

315

Lys

Thr



Pro
Cys

Leu
Ser

Asn
Asp
385
400

Ser
Ser

Arg
Ala

Leu
Lys

<210> 68

Pro

Val

370

Gly

Asp

Trp

His

Ser Gln Glu

355

Lys Gly Phe

Gln Pro Glu

Gly Ser Phe

405

Gln Glu Gly

420

Asn His Tyr

435

<211> 448
<212> PRT
<213> Ngudi théng minh

<400> 68

40941

Glu Met

Thr

360

Tyr Pro

375

Asn Asn

Phe Leu

Asn Val

Thr Gln

Ser

Tyr

390

Tyr

Phe

Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr

365

Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu

380

Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu

395

Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys

410 415

Ser Cys Ser Val Met His Glu

425 430

Lys

440

Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly

445

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

Glu
1

Thr
Ser

Ser
Glu

5

10 15

Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Ser

20

25

30

Tyr Phe Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu

35

40

-186-

45



Trp
Ser

Leu
Phe
65

Ser
Tyr

Cys
Gly

Gln
Ser

Val
Ala

Ala
Val
145
160

Ser
Ala

Val
Val

Pro
His

Ile

50

Lys

Leu

Ala

Gly

Phe

130

Leu

Trp

Leu

Ser

40941

Gly Ser Ile Tyr Tyr

Ser Arg Val

Lys Leu Ser

85

Arg His Asp

100

Thr Leu Val

115

Pro Leu Ala

Gly Cys Leu

Asn Ser Gly

165

Gln Ser Ser

180

Ser Ser Leu

195

55

Thr

70

Ser

Gly

Thr

Pro

Ile

Val

Ala

Val

Ser Gly Ile

Ser Val Asp

75

Thr Ala Ala

90

Val Ala Gly

105

Ser Ser Ala

120

Cys

135

Val

Ala Leu

Gly Leu

Gly

Lys

Thr

Ser Arg Ser

Asp Tyr Phe

150

Thr Ser Gly

170

Tyr Ser Leu

185

Lys Thr Tyr

200

-187-

Thr

60

Thr

Asp

Leu

Ser

Thr

140

Pro

Val

Ser

Thr

Tyr Tyr

Ser Lys

Thr Ala

Phe Asp

110

Thr Lys

125

Ser Glu

Glu Pro

His Thr

Ser Val

190

Cys Asn

205

Asn

Asn

Val

95

Tyr

Gly

Ser

Val

Phe

175

Val

Val

Pro

Gln

80

Tyr

Trp

Pro

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Asp



Lys Pro
Gly
210

Pro Pro
Ser
225

240

Val Phe

Thr
Pro

Pro

Glu
Ala

Val

Lys Thr
vVal

290

Ser Val
Tyr
305

320

Lys
Thr

Cys

Ile
Leu

Ser

Pro Pro

Cys

Ser

Cys

Leu

Glu

Gln

275

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

355

Asn Thr

Pro Pro

Phe Pro

245

Val Thr

260

Phe Asn

Pro Arg

Thr Val

Val Ser

325

Ala Lys

340

Gln Glu

Cys

40941

Lys Val

215

Cys Pro

Pro

Lys

Val

Trp Tyr

Asp

Ala

230

Pro

Val

Lys Arg

Pro Glu

Lys Asp

250

Val Asp

265

Val

280

Glu Glu

295

Leu His

Asn Lys

Gln

Gly

Glu

Gln

Gln

310

Gly

Pro

Asp Gly

Phe Asn

Asp Trp

Leu Pro

330

Arg Glu

345

360

-188-

Met Thr Lys Asn

Val Glu

220

Ala Ala

Thr Leu

Val Ser

Val Glu

285

Ser Thr

300

Leu Asn

Ser Ser

Pro Gln

Gln Val

365

Ser Lys

Gly Gly

Met Ile

255

Gln Glu

270

Val His

Tyr Arg

Gly Lys

Ile Glu

335

Val Tyr

350

Ser Leu

Tyr

Pro

235

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

315

Lys

Thr

Thr



40941

-189-

Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile
Ser
370 375
Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr
Asp
385 390
400
Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg
Ser
405 410
Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys
Ala
420 425
Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu
Lys
435 440
<210> 69
<211> 448
<212> PRT
<213> Nguoi thdéng minh
<400> 69
Gln Leu Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly
Glu
1 5 10
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly
Gly
20 25
.Ser Tyr Phe Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro
Glu
35 40
Trp Ile Gly Ser Ile Tyr Tyr Ser Gly Ile
Ser
50 55

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Leu

Gly

Pro

Thr

60

Val

Pro

Thr

Val

Leu

445

Val

Ser

Gly

45

Tyr

Glu

Pro

Val

Met

430

Ser

Lys

Ile

30

Lys

Tyr

Trp

Val

Asp

415

His

Leu

Pro

15

Ser

Gly

Asn

Glu

Leu

395

Lys

Glu

Gly

Ser

Ser

Leu

Pro



Leu
Phe
65

Ser
Tyr

Cys
Gly

Gln
Ser

Val
Ala

Ala
Val
145
160

Ser
Ala

Val
Val

Pro
His

Lys
Gly

Lys

Leu

Ala

Gly

Phe

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

210

Ser Arg Val

Thr

70

Lys Leu Ser

85

Arg His Asp

100

Thr Leu Val

115

Pro Leu Ala

Gly Cys Leu

Asn Ser Gly

165

Gln Ser Ser

180

Ser Ser Leu

195

Ser Asn Thr

Ser

Gly

Thr

Pro

40941

Ile Ser

Val Thr

Ala Thr

Val Asp

75

Ala Ala

90

Ala Gly

105

Val Ser

120

Cys Ser

135

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

Lys Asp

150

Leu Thr

Leu Tyr

Ser Ala

Arg Ser

Tyr Phe

Ser Gly

170

Ser Leu

185

Thr Lys

200

Val Asp

215

-190-

Thr Tyr

Lys Arg

Thr

Asp

Leu

Ser

Thr

140

Pro

Val

Ser

Thr

Ser

Thr

Phe

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205

Lys

Ala

Asp

110

Lys

Glu

Pro

Thr

Val

190

Asn

Val Glu Ser

220

Asn

Val

95

Tyr

Gly

Ser

Val

Phe

175

Val

Val

Lys

Gln

80

Tyr

Trp

Pro

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Asp

Tyr



Pro
Ser
225
240

Val
Arg

Thr
Pro

Glu
Ala

Lys
Val

Ser
Tyr
305
320

Lys
Thr

Ile
Leu

"Pro
Cys

Leu
Ser

Pro

Phe

Pro

Val

Thr

290

Val

Cys

Ser

Pro

Val

370

Cys

Leu

Glu

Gln

275

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

355

Lys

Pro Pro

Phe Pro

245

Val Thr

260

Phe Asn

Pro Arg

Thr Val

Val Ser

325

Ala Lys

340

Gln Glu

Gly Phe

40941

Cys Pro

Pro Lys

Cys Val

Trp Tyr

Ala Pro Glu

230

Pro Lys Asp

250

Val Val Asp

265

Val Asp Gly

280

Glu Glu

295

Leu His

Asn Lys

Gly Gln

Glu Met

Gln Phe Asn

Gln Asp Trp

310

Gly Leu Pro

330

Pro Arg Glu

345

Thr Lys Asn

360

Tyr Pro

375

Ser Asp Ile

-191-

Ala Ala Gly

Thr Leu Met

Val Ser Gln

270

Val Glu Val

285

Ser Thr Tyr

300

Leu Asn Gly

Ser Ser 1Ile

Pro Gln Val

350

Gln Val Ser

365

Ala Val Glu

380

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu

335

Tyr

Leu

Trp

Pro

235

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

315

Lys

Thr

Thr

Glu



Asn
Asp
385
400

Ser
Ser

Arg
Ala

Leu
Lys

Gly Gln Pro Glu Asn

Asp Gly Ser

Phe

405

Phe

Trp Gln Glu Gly Asn

420

His Asn His

435

<210> 70
<211> 448
<212> PRT

<213>

<400> 70
Gln Leu Gln Leu Gln

Glu
1

Thr
Gly

Ser
Glu

Trp
Ser

Leu
Phe
65

Leu Ser Leu

20

Tyr Phe Trp

35

Ile Gly Ser

50

Lys Ser Arg

Tyr

Thr

Gly

Ile

Thr

Ngudi thdéng minh

Glu

Cys

Trp

Tyr

40941

Asn

Leu

Val

Gln

Tyr

390

Tyr

Phe

Lys Thr

Ser Arg

410

Ser Cys

425

Lys

440

Ser Leu

Ser Gly Pro Gly

10

Thr Val Ser Gly

25

Ile Arg Gln Pro

40

Tyr Ser Gly Ser

55

Val Thr Ile Ser Val Asp

70

-192-

75

Thr

Leu

Ser

Ser

Leu

Gly

Pro

Thr

60

Thr

Pro

Thr

Val

Leu

445

Val

Ser

Gly

45

Tyr

Ser

Pro

Val

Met

430

Ser

Lys

Ile

30

Lys

Tyr

Lys

Val

Asp

415

His

Leu

Pro

15

Ser

Gly

Asn

Asn

Leu

395

Lys

Glu

Gly

Ser

Ser

Leu

Pro

Gln

80



Ser
Tyr

Cys
Gly

Gln
Ser

Val
Ala

Ala
Val
145
160

Ser
Ala

Val
Val

Pro
His

Lys
Gly

Pro
Ser
225
240

Leu

Ala

Gly

Phe

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

210

Pro

Lys Leu Ser

85

Arg His Asp

100

Thr Leu Val

115

Pro Leu Ala

Gly Cys Leu

Asn Ser Gly

165

Gln Ser Ser

180

Ser Ser Leu

195

Ser Asn Thr

Cys Pro Pro

40941

Ser Val Thr Ala Ala

90

Gly Ala Val Ala Gly

105

Thr Val Ser Ser Ala

120

Pro Cys Ser Arg Ser

135
Val Lys Asp Tyr Phe
150
Ala Leu Thr Ser Gly

170

Gly Leu Tyr Ser Leu

185

Gly Thr Lys Thr Tyr

200

Lys Val Asp Lys Arg

215

Cys Pro Ala Pro Glu

230

-193-

Asp

Leu

Ser

Thr

Thr Ala

Phe Asp

Thr

125

Ser

140.

Pro

Val

Ser

Thr

Glu

His

Ser

Cys

205

110

Lys

Glu

Pro

Thr

Val

190

Asn

Val Glu Ser

220

Ala Ala Gly

Val

95

Tyr

Gly

Ser

Val

Phe

175

Val

Val

Lys

Gly

Tyr

Trp

Pro

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Asp

Tyr

Pro

235



Val
Arg

Thr
Pro

Glu
Ala

Lys
Val

Ser
Tyr
305
320

Lys
Thr

Ile
Leu

Pro
Cys

Leu
Ser

Asn
Asp
385
400

Phe

Pro

Val

Thr

290

Val

Cys

Ser

Pro

Val

370

Gly

Leu Phe Pro

245

Glu Val Thr

260

Gln Phe Asn

275

Lys Pro Arg

Leu Thr Val

Lys Val Ser

325

Lys Ala Lys

340

Ser Gln Glu

355

Lys Gly Phe

Gln Pro Glu

40941

Pro Lys Pro Lys Asp

250

Cys Val Val Val Asp

Trp Tyr

265

Val

280

Glu Glu

295

Leu His

Asn Lys

Gly Gln

Glu Met

Gln

Gln

310

Gly

Pro

Asp Gly

Phe Asn

Asp Trp

Leu Pro

330

Arg Glu

345

Thr

360

Tyr Pro

375

Asn Asn

Ser

Tyr

390

-194-

Lys Asn

Asp Ile

Lys Thr

Thr

Val

Val

Ser

300

Leu

Ser

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu Met

Ser Gln

270

Glu Val

285

Thr Tyr

Asn Gly

Ser Ile

Gln Val

350

Val Ser

365

Val Glu

Pro Pro

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu

335

Tyr

Leu

Trp

Val

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

315

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

395



Ser
Ser

Arg
Ala

Leu
Lys

40941

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp

405 410

415

Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His

420

425

430

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu

<210> 71
<211> 44

<212>
<213>

<400> 71
Gln Leu Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val

Glu
1

Thr
Ser

Ser
Glu

Trp
Ser

Leu
Phe
65

Ser
Tyr

Leu

Tyr

Ile

50

Lys

Leu

435

8

PRT
Ngudi thdéng minh

Ser

Phe

35

Gly

Ser

Lys

Leu

20

Trp

Ser

Arg

Leu

440 445

5 10

Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser

25

Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly

40 45

Ile Tyr Tyr Ser Gly Ile Thr Tyr

55 60

Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser

70 75

Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr

85 90

-195-

Lys

Ile

30

Lys

Tyr

Lys

Ala

Pro

15

Ser

Gly

Asn

Asn

Val

95

Lys

Glu

Gly

Ser

Ser

Leu

Pro

Gln

80

Tyr



Cys
Gly

Gln
Ser

Val
Ala

Ala
Val
145
160

Ser
Ala

Val
Val

Pro
His

Lys
Gly

Pro
Ser
225
240

Val
Arg

Ala

Gly

Phe

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

210

Pro

Phe

Arg His Asp

100

Thr Leu Val

115

Pro Leu Ala

Gly Cys Leu

Asn Ser Gly

165

Gln Ser Ser

180

Ser Ser Leu

195

Ser Asn Thr

Cys Pro Pro

Leu Phe Pro

245

40941

Gly Ala Thr

Ala

105

Thr Val Ser

120

Pro Cys Ser

135

Val Lys Asp

150

Ala Leu Thr

Gly Leu Tyr

Ser

Arg

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ser

Phe

Gly

170

Ser

185

Gly Thr Lys

200

Lys Val Asp

215

Cys Pro Ala

230

Pro Lys Pro

-196-

Thr

Lys

Pro

Lys

Leu

Tyr

Arg

Glu

Asp

250

Leu Phe Asp

110

Ser Thr Lys

125

Thr Ser Glu

140

Pro Glu Pro

Val His Thr

Ser Ser Val

190

Thr Cys Asn

205

Val Glu Ser

220

Ala Ala Gly

Thr Leu Met

Tyr

Gly

Ser

Val

Phe

175

Val

Val

Lys

Gly

Ile

255

Trp

Pro

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Asp

Tyr

Pro

235

Ser



Thr
Pro

Glu
Ala

Lys
Val

Ser
Tyr
305
320

Lys
Thr

Ile
Leu

Pro
Cys

Leu
Ser

Asn
Asp
385
400

Ser
Ser

Pro

Val

Thr

290

Val

Cys

Ser

Pro

Val

370

Gly

Asp

Glu Val Thr

260

Gln Phe Asn

275

Lys Pro Arg

Leu Thr Val

Lys Val Ser

325

Lys Ala Lys

340

Ser Gln Glu

355

Lys Gly Phe

Gln Pro Glu

Gly Ser Phe

405

40941

Cys Val Val Val Asp

265

Trp Tyr Val

280

Glu Glu

295

Leu His

Asn Lys

Gly Gln

Glu Met

Gln

Gln

310

Gly

Pro

Asp Gly

Phe Asn

Asp Trp

Leu Pro

330

Arg Glu

345

Thr

360

Tyr Pro

375

Asn Asn

Phe Leu

Ser

Tyr

390

Tyr

-197-

Lys Asn

Asp Ile

Lys Thr

Ser Arg

410

Val

Val

Ser

300

Leu

Ser

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser Gln

270

Glu Val

285

Thr Tyr

Asn Gly

Ser Ile

Gln Val

350

Val Ser

365

Val Glu

Pro Pro

Thr Val

Glu

His

Arg

Lys

Glu

335

Leu

Trp

Val

Asp

415

Asp

Asn

Val

Glu

315

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

395

Lys



40941

Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu

Ala

420 425

430

Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly

Lys

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

<400>

435 440 445

72
448
PRT
Ngudi théng minh

72

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

Glu
1

5 10

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser

Ser

20 25

Ser Tyr Phe Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly

Glu

35 40 45

Trp Ile Gly Ser Ile Tyr Tyr Ser Gly Arg Thr Tyr

Ser

50

55 60

Leu Lys Ser Arg Val Thr TIle Ser Val Asp Thr Ser

Phe
65

70 75

Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr

Tyr

85 90

Cys Ala Arg His Asp Gly Ala Thr Ala Gly Leu Phe

Gly

100 105

-198-

Lys

Ile

30

Lys

Tyr

Lys

Ala

Asp

110

Pro

15

Ser

Gly

Asn

Asn

Val

95

Tyr

Ser

Ser

Leu

Pro

Gln

80

Tyr

Trp



Gln
Ser

Val
Ala

Ala
Val
145
160

Ser
Ala

Val
Val

Pro
His

Lys
Gly

Pro
Ser
225
240

Val
Arg

Thr
Pro

Gly Thr

115

Phe Pro

130
Leu

Gly

Trp Asn

Leu Gln

Ser Ser

195

Pro Ser

210

Pro Cys

Phe Leu

Pro Glu

Leu Val

Leu Ala

Cys Leu

Ser Gly

165

Ser Ser

180

Ser Leu

Asn Thr

Pro Pro

Phe Pro

245

Val Thr

260

40941

Thr Val

Ser Ser Ala

120

Pro Cys

135
Val Lys

Ala Leu

Leu

Gly

Gly Thr

Ser Ser

Tyr Phe

150

Thr Ser Gly

170

Tyr Ser Leu

185

Lys Thr Tyr

200

Lys Val

215

Cys Pro

Pro Lys

Cys Val

Asp Lys Arg

Ala Pro Glu

230
Pro Lys Asp

250

Val Val Asp

265

-199-

Ser Thr

125

Thr Ser

140
Glu

Pro

Val His

Ser

Ser

Thr Cys

205

Val Glu

220

Ala Ala

Thr Leu

Val Ser

Lys

Glu

Pro

Thr

Val

190

Asn

Ser

Gly

Met

Gln

270

Gly

Ser

Val

Phe

175

Val

Val

Lys

Gly

Ile

255

Glu

Pro

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Asp

Tyr

Pro

235

Ser

Asp



Glu
Ala

Lys
Val

Ser
Tyr
305
320

Lys
Thr

Ile
Leu

Pro
Cys

Leu
Ser

Asn
Asp
385
400

Ser
Ser

Arg
Ala

Val

Thr

290

Val

Cys

Ser

Pro

Val

370

Gly

Asp

Trp

Gln Phe Asn

275

Lys Pro Arg

Leu Thr Val

Lys Val Ser

325

Lys Ala Lys

340

Ser Gln Glu

355

Lys Gly Phe

Gln Pro Glu

Gly Ser Phe

405

Gln Glu Gly

420

40941

Trp Tyr Val

280

Glu Glu Gln

295

Leu His Gln

310

Asn Lys Gly

Gly Gln Pro

Asp Gly

Phe Asn

Asp Trp

Leu Pro

330

Arg Glu

345

Glu Met Thr

360

Tyr Pro Ser

375

Asn Asn Tyr

390

Phe Leu Tyr

Asn Val Phe

Lys Asn

Asp Ile

Lys Thr

Ser Arg

410

Ser Cys

425

-200-

Val Glu Val

285

Ser Thr Tyr

300

Leu Asn Gly

Ser Ser Ile

Pro Gln Val

350

Gln Val Ser

365

Ala Val Glu

380

Thr Pro Pro

Leu Thr Val

Ser Val Met

430

His

Arg

Lys

Glu

335

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

415

His

Asn

Val

Glu

315

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

395

Lys

Glu



40941

Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly

Lys
435 440
<210> 73
<211> 327
<212> PRT
<213> Trinh tuyu nhén tao
<220>
<223> M& ta trinh tu nhdn tao: Polypeptit
téng hop
<400> 73
Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
Arg
1 5 10
Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly
Tyr
20 25
Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
Ser
35 40
Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln
Ser
50 55
Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
Thr
65 70 75
Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser
Lys
85 90
Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys
Pro
100 105
Glu Ala Ala Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu
Lys

-201-

445

Leu Ala

Cys Leu

Ser Gly

45

Ser Ser

60

Ser Leu

Asn Thr

Pro Pro

Phe Pro

Pro Cys

15

Val Lys

30

Ala Leu

Gly Leu

Gly Thr

Lys Val

95

Cys Pro

110

Pro Lys

Ser

Asp

Thr

Tyr

Lys

80

Asp

Ala

Pro



Asp
Val

Asp
Asp
145
160

Gly
Phe

Asn
Asp

Trp
Leu

Pro
Arg

Glu
Lys
225
240

Asn
Asp

Ile
Lys

Thr
Ser

Thr

130

Val

Val

Ser

Leu

Ser

210

Pro

Gln

Ala

Thr

115

Leu Met Ile

Ser Gln Glu

Glu Val His

165

Thr Tyr Arg

180

Asn Gly Lys

195

Ser Ile Glu

Gln Val Tyr

Val Ser Leu

245

Val Glu Trp

260

Pro Pro Val

40941

120

Ser Arg

135

Asp Pro

Asn Ala

Val Val

Glu Tyr

Thr Pro Glu

Glu Val Gln

150
Lys Thr Lys

170

Ser Val Leu

185

Lys Cys Lys

200

Lys Thr

215
Thr

Leu

Thr Cys

Glu

Ser

Leu Asp

Ile Ser Lys

Pro Pro Ser

230
Leu Val Lys

250

Asn Gly Gln

265

Ser Asp Gly

-202-

125

Val Thr

140

Phe Asn

Pro Arg

Thr Val

Val Ser

205

Ala Lys

220
Gln Glu

Gly Phe

Glu

Pro

Ser Phe

Cys

Trp

Glu

Leu

190

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

270

Phe

Val

Tyr

Glu

175

His

Lys

Gln

Met

Pro

255

Asn

Leu

Val

Val

155

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

235

Ser

Tyr

Tyr



40941

275 280 285

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

Ser

290 295 300

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys

Ser
305
320

310 315

Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys

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

<400>

325

74
330
PRT
Ngudi théng minh

74

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser

Lys
1

5 10 15

Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp

Tyr

20 25 30

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr

Ser

35 40 45

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr

Ser

50

55 60

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

Thr
65

70 75 80

Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp

Lys

85 90 95

-203-



Lys
Cys

Pro
Pro

Lys
Cys

Val
Trp
145
160

Tyr
Glu

Glu
Leu

His
Asn

Lys
Gly

Gln
Glu
225
240

Met
Tyr

Val

Ala

Pro

130

Val

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Glu Pro Lys

100

Pro Glu Leu

115

Lys Asp Thr

Val Asp Val

Asp Gly Val

165

Tyr Asn Ser

180

Asp Trp Leu

195

Leu Pro Ala

Arg Glu Pro

Lys Asn Gln

245

40941

Ser Cys Asp

Lys

105

Leu Gly Gly

120

Leu Met Ile

135

Ser His Glu

150

Glu Val His

Thr Tyr Arg

Pro

Ser

Asp

Asn

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

Val

185

Asn Gly Lys

200

Pro Ile Glu

215

Gln Val Tyr

230

Val Ser Leu

-204-

Glu

Lys

Thr

Thr

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

His Thr Cys

110

Val Phe Leu

125

Thr Pro Glu

140

Glu Val Lys

Lys Thr Lys

Ser Val Leu

190

Lys Cys Lys

205

Ile Ser Lys

220

Pro Pro Ser

Leu Val Lys

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

175

Thr

Val

Ala

Arg

Gly

255

Pro

Pro

Thr

Asn

155

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

235

Phe



Pro
Asn

Asn
Phe

Leu
Asn

Val
Thr
305
320

Gln

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

<400>

Gln
Glu
1

Thr
Gly

Ser
Glu

Trp
Ser

Ser Asp Ile Ala

260

Tyr Lys Thr Thr

275

Tyr Ser Lys Leu

290

Phe Ser Cys Ser

40941

Val Glu Trp Glu

265

Pro Pro Val Leu

280

Thr Val Asp Lys

295

Val Met His Glu

310

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
330

325

75
230
PRT

75
Leu Gln Leu Gln

5

Leu Ser Leu Thr

20

Tyr Phe Trp Gly

35

Ile Gly Ser Ile

50

Ngudi théng minh

Glu Ser Gly Pro

10

Cys Thr Val Ser

25

Trp Ile Arg Gln

40

Gly

Gly

Pro

Tyr Tyr Ser Gly Ile

55

-205-

Asn Gly Gln Pro

270

Ser Asp Gly Ser

285

Arg Trp Gln Gln

300

Leu His Asn His

Leu Val Lys Pro

15

Gly Ser Ile Ser

30

Pro Gly Lys Gly

45

Thr Tyr Tyr Asn

60

Glu

Phe

Gly

Tyr

315

Ser

Ser

Leu

Pro



Leu
Phe
65

Ser
Tyr

Cys
Gly

Gln
Ser

Val
Ala

Ala
Val
145
160

Ser
Ala

Val
Val

Pro
His

Lys
Cys

Lys

Leu

Ala

Gly

Phe

130

Leu

Trp

Leu

Sér

Pro

210

Ser Arg Val Thr

Lys Leu Ser

Arg

Thr

115

Pro

Gly

Asn

Gln

His

100

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

180

85

Asp

Val

Ala

Leu

Gly

165

Ser

Ser Ser Leu

195

Ser Asn Thr

70

Ser

Gly

Thr

Pro

40941

Ile Ser

Val Asp

75

Val Thr Ala Ala

90

Ala Val Ala Gly

105

Val Ser

120

Ser Ser

135

Val

Ala
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HINH 5

[
f/
\T3 , i
\ mAb Phirc thr nhdt  Phure cubi
N (khang thé don dong) Fc-BCMA KHOANG
(KD1‘ nM) (KD! nM)
Nguoi 159 0,18 0,15-0,20
BCMB72 Khi 178 6,50 536727
Chudt 283 72.4 62,0 - 82,9

Céc i lwc BCMB72: Ngwdi > Khi >> Chudt
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HINH 8A HINH 8B
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HINH 9A

Dong té bao H929 (BCMA-00271) H929 (BCMA-00273)
Nguoi hién ting EC50 (nM) | % hoathdatdidal  EC50 (nM) | % hoat héa téi da
M5137 0,1683 89,74 ~0,5477 68,70
M7197 0,3000 80,73 1,0860 81,11
M6576 0,3178 85,08 0,5134 8266
M6457 0,2436 74,57 0,7859 81,07
M2550 0,1572 92,34 0,4325 85,24
M6521 0,1313 85,01 |khong co dir liéu khong co di liéu
M7077 khong cd dir liéu |khdng co di¥ liéu 1,3240 72,96
Trung binh 0,2116 84,64 0,7070 78,53
Dong té bao MM.1R (BCMA-00271) MM.1R (BCMA-00273)
Ngudi hién ting EC50 (nM) % hoat héa tdi da EC50 (nM) | % hoat hoa téi da
M5137 0,0968 64,71 0,1296 79,62
M7197 0,1159 45,60 0,1323 70,25
M6576 0,1179 50,93 0,1646 78,08
M6457 0,0776 49,27 0,1042 80,51
M2550 0,1206 60,05 0,3514 83,80
M6521 0,0964 73,62 |khong co di liéu |khéng co dir liéu
M7077 khong co di liéu |khong c6 di liéu 0,2470 66,68
Trung binh 0,0992 57,12 0,1675 76,25
Dong té bao RPMI 8226 (BCMA-00271) RPMI 8226 (BCMA-00273)
Nguéi hién ting EC50 (n"M) | % hoat héa téi da EC50 (nM) | % hoat héa téi da
M5137 0,2448 71,81 04787 50,33
M7197 0,2260 67,98 0,3357 64,15
M6576 0,2482 77,69 0,3094 70,58
M6457 0,3041 66,83 0,4631 57,15
M2550 0,6072 84,07 0,5163 70,42
M6521 0,1409 67,74 |khdong co dir liéu khéng co dir liéu
M7077 khong c6 dir liéu |khong cd dir lieu 0,4055 54,73
Trung binh 0,2777 72,76 0,4024 61,19
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HINH 9B

Dong té bao U266 (BCMA-00271) U266 (BCMA-00273)
Nguoi hién ting EC50 (nM)  |% hoat hda t6i da EC50 (nM)  |% hoat héa téi da
M5137 0,2068 85,39 0,4073 73,02
M7197 0,3833 71,98 0,5545 65,98
M6576 0,4521 80,52 0,6042 76,95
Moe457 0,3646 74,82 0,4772 61,85
M2550 0,5256 85,30 0,6823 76,24
M6521 0,4068 84,71 |khong co di¥ liéu |khong co dir liéu
M7077 khong co6 di¥ liéu |khéng co dir liéu 0,6629 68,31
Trung binh 0,3743 80,41 0,571 70,34
Dong t bao MVAT1 (BCMA-00271) MVA-T1 (BCMA-00273)

Nguoi hién téng EC50 ("M) | % hoat héatdidal| EC50 (nM) | % hoat hoa tbi da
M5137 ~ 2,.940e+006 ~ 1522 ~ 1,357 4,702
M7197 6,214 7572 144 6,156
M6576 ~ 1,855e+010 ~ 104868 31,41 10,7
M6457 ~ 2,294e+007 ~ 4196 | khéng ap dung | khong ap dung
M2550 ~ 4,075¢+008 ~ 68789 16,85 5,626
M6521 ~ 59722 ~110,5 |khong co di¥ liéu |khong c6 dir liéu
M7077 khong co dir liéu |khong co di ligu 279 8,427
Trung binh 1,531E+12 229246 30,58 6,958
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HINH 10A
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Dang té bao H929 (BCMA-00271) H929 (BCMA-00273)
Ngui hién ting EC50 (nM) | % ly giai t6i da EC50 (nM) | % ly gidi t6i da
M5137 0,2376 90,48 1,1630 75,61
M7197 0,1631 92,02 1,3480 82,56
M6576 ~0,1405 91,75 0,4301 87,14
M6457 0,2294 79,98 0,8720 82,29
M2550 ~0,1130 92,48 0,3575 89,63
M6521 0,0973 92,27 | khong co dir liéu | khéng co dir liéu
M7077 khdng co di liéu | khéng co d liéu 1,7690 80,05
Trung binh 0,1495 89,72 0,8133 83,13
Dang té bao MM.1R (BCMA-00271) MM.1R (BCMA-00273)
Nguoi hién tang EC50 (nM) | % ly gidi t6i da EC50 (nM) | % ly gii téi da
M5137 0,0654 92,97 0,0569 97,23
M7197 0,0824 92,60 0,0945 96,75
M6576 0,0480 90,47 0,0617 95,29
M6457 0,0548 81,00 0,0432 87,92
M2550 0,0595 92,95 0,1212 96,97
M6521 0,0511 87,76 | khong co dtr liéu| khong co di liéu
M7077 khéng co dir ligu | khéng c6 dir liéu 0,1008 94,98
Trung binh 0,0617 89,62 0,0766 94,87
Dong té bao RPMI 8226 (BCMA-00271) RPMI 8226 (BCMA-00273)
Nguwoi hién tang EC50 (nM) | % ly gidi t6i da EC50 (nM) | % ly gidi téi da
M5137 0,5044 82,02 1,0670 81,12
M7197 0,7262 82,47 0,8636 78,55
M6576 0,3366 86,65 0,4842 79,81
M6457 0,6967 76,10 1,0700 69,25
M2550 0,5379 89,73 0,6956 84,73
M6521 0,1625 81,03 | khong cé dir liéu | khong cé dir liéu
M7077 khéng cé dir liéu | khdng c6 dif liéu 1,2050 73,50
Trung binh 0,4531 83,55 0,8543 77,99
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Dong té bao

U266 (BCMA-00271)

U266 (BCMA-00273)

7

Nguwdi hién tang EC50 (nM) | % ly gidi toi da EC50 (nM) | % ly gidi toi da
M5137 0,7610 72,59 1,0180 76,19
M7197 0,7355 76,36 1,1610 77,29
M6576 0,7298 83,86 0,9710 82,34
MB457 0,7734 62,05 1,4320 56,77
M2550 0,6516 83,21 0,9347 85,93
M6521 0,5621 83,09 | khong cé di¥ liéu | khéng c6 dir liéu
M7077 khong cd di liéu | khong c6 dir liéu 1,1580 74,21
Trung binh 0,7046 76,82 1,0800 75,31
Dong té bao MV4-11 (BCMA-00271) MV4-11 (BCMA-00273)
Nguw®i hién tang EC50 (nM) | % ly giai tbi da EC50 (nM) | % ly giéi t6i da
M5137 2,038 8,425 ~ (0,06555 18,31
M7197 ~ 1571 479 | khong épdung | khéng ap dung
M6576 ~ 391461 ~ 23049 18,61 9,836
M6457 khong ap dung | khong ap dung 0 -9780
M2550 ~ 1477 8,21 ~ 14,70 8,366
M6521 khong ap dung | khong ap dung | khong co div liéu | khéng cd dir liéu
M7077 khong c6 di liéu | khong co dir lidu ~ 1,247e+027 18,68
Trung binh ~157,2 7,658 | khong ap dung | khong ap dung
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HINH 12A
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HINH 13
Phan tich EC_, clia BCMAXCD3 (nM)

M2550 | M5137 | M6457 | Me541 | Me576 | M7197

IFNg| 2049 | ~2,079 | ~2112 | ~09252 | 1,366 1,126

TNFa| 2909 | 2377 | 3717 | 283 | 1991 | 9515

IL2| 3262 | 1645 | 2508 | 1207 | 1,501 | 1,767
IL6| 2385 | ~2054 | 165 | ~05650 | 07961 | ~05003
IL-8| 1031 | 03267 | 07208 | ~01117 | 0,328 | ~04640
IL10| 1158 | ~07865 | 0729 | ~05154 | ~05217 | 09593
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HINH 14A
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HINH 15
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HINH 16A
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HINH 16D
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“HINH 17A
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