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(57) Sang ché dé cap dén khang thé khang cum biét hoa 3, polynucleotit ma hoéa khang thé

nay, vecto biéu hién chira polynucleotit ndy, t& bao vat chu, phuong phap san xuét khang

thé nay va dugc pham chira khang thé nay dé diéu tri bénh ung thu. Khang thé theo sang

ché co i luc va do dic hiéu cao d6i véi CD3, do d6 ¢ thé duoc str dung hitu hiéu trong

phong ngtra hodc diéu tri bénh ung thu.
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Linh vye k§ thuit dwge dé cap

Sang ché d& cip dén khang thé khang cum biét héa 3 (CD3-cluster of

differentiation 3) va duoc phim chira khang thé nay dé didu tri bénh ung thu.
Tinh trang k¥ thuit ciia sing ché

Trong s cic nguyén nhan gy tr vong, tr vong do bénh ung thu xay ra thuong
xuyén, chiém ty 1¢ 16n thir hai. Nhiéu nd luc d3 dugc thyuc hién dé didu tri bénh ung thu
trong qua khir. Hién nay, phuong phap str dung duoc chat chéng ung thu, phuong phéap
xa tri hodc phuong phép phau thuat d& dugc thuc hién dé didu tri bénh ung thu. Tuy nhién,
c4c phurong phép didu tri ndy chi c6 thé c¢6 hidu quéi ddi v6i bénh ung thu & giai doan dau
va c6 hiéu qua diéu tri kém d6i voi bénh ung thu & giai doan cudi, khi bénh ung thu da

lan sang c4c md khéc, hodc khi bénh ung thu di tai phat.

Trong nhitng nim gin day, phuong phép diéu tri mién dich té bao nudi dudng
trong d6 bénh ung thu dugc didu tri bing cach nubi cdy luong 16n in vitro t& bao lympho
duoc 14y tir méu ngoai vi ctia dbi tugng bi bénh, sau d6 ciy ghép tré lai té bao lympho da
duoc nudi cdy vao ddi tugng bi bénh, da dugc nghién ciru. Hon nita, m{t phuong phép
cling dang dugc phat trién trong do6 cac té bao T ddc tinh dic hiéu vai céac té bao ung thu
duogc tao ra dé loai bo té bao ung thu bang cach nuéi cy tang sinh luong 16n in vitro cac
té bao mién dich dugc 1dy tir mau ngoai vi clia déi twong bi bénh, xir Iy c4c t& bao midn
dich da du‘gc nudi ciy tang sinh véi cac khang nguyén, nhu cac chit phan giai t& bao ung
thu dé hoat héa céc té bao mién dich, sau d6 cho dbi tuong bi bénh st dung lai cac té bao

mién dich thu duoc.
Ban chit ky thut ciia sang ché

Sang ché dugc tao ra dé khic phuc céc nhuoc diém néu trén. Theo mot muc dich,
sang ché dé cap dén khang thé c6 4i luc gin két cao véi CD3 va dugc phim c6 hoat luc

diéu tri bénh ung thu rit cao chira khang thé nay.

Tuy nhién, nhuoc diém dugc khic phuc bdi sang ché khong chi gidi han & cic

nhugc di€ém néu trén, va cac nhugce diém khac khong duge boc 10 s& duge hiéu dé dang
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béi ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh virc ndy tir phdn mé ta dudi day.

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén khang thé, chira mién bién ddi chudi nhe
(mién VL) cAu thanh tir trinh tr ¢6 d twong ddng it nhit bang 80% so véi trinh tr axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.7, SEQ ID NO.8, SEQ ID NO.15, hoac SEQ ID NO.16
va mién bién ddi chudi ning (mién VH) cAu thanh tir trinh tr ¢ d0 twong ddng it nhit
bang 80% so v6i trinh tir axit amin nhu néu trong trinh tr bit ki trong s céac trinh tu tir
SEQ ID NO.18 dén SEQ ID NO.25.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé cap dén polynucleotit ma héa mién bién ddi

chudi nhe (mién VL) va mién bién ddi chudi ning (mién VH) cta khang thé néu trén.

Theo mdt khia canh khac, sang ché d& cip dén vecto biu hién chira polynucleotit

néu trén.

Theo mdt khia canh khac, sang ché d€ cép deén t€ bao vat chi dugc bién nap véi

vecto biéu hién néu trén.

Theo mét khia canh khéc, sang ché dé cap dén phuong phap sin xuit khang thé

gan két dac hiéu vi CD3, bao gdbm budc nudi cay t€ bao vat chu néu trén.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché dé cap dén dugc phdm phong ngira hoic didu

tri bénh ung thu, chira khang thé néu trén hoic manh chirc ning clia né.

Do c¢6 4i luc va do dic hiéu cao véi CD3, nén khang thé theo sang ché c6 thé
dugc st dung hitu hiéu dé€ phong ngtra hoic di€u tri bénh ung thu.

Cén hiéu rdng hiéu cta cta sang ché khong chi gidi han & cac hiéu qua néu trén,
va bao gom toan bd cac hi€u qua cé theé dugc suy ra tir ndi dung ctia sdng ché dugc mo ta

trong phﬁn MO ta chi tiét sang ché hodc bo yéu cau bao ho cia sang ché.
M6 ta vin tit hinh vé

Fig.1 13 hinh v& thé hién cac két qua thu duoc bang cach phan tich 4i luc gin két

véi cac t€ bao T ctia ngudi cua cac khang the theo mdt phuong an cia sang ché.

Fig.2 13 hinh v& thé hién cac két qua thu duoc bang cach phan tich 4i luc gén két

v6i cac t€ bao T cua khi cia cac khang thé theo mot phuong an ciia sdng ché.

MBS ta chi tiét sang ché -
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Sang ché s& dirge mo ta chi tiét trong phin mo ta dudi day.

Theo mot khia canh, sang ché dé cip dén khang thé chira mién bién dbi chudi nhe
(mién VL) c4u thanh tir trinh tu cé d6 trong ddng it nhit bang 80% so voi trinh tir axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.7, SEQ ID NO.8, SEQ ID NO.15, hodc SEQ ID NO.16
va mién bién déi chudi ning (mién VH) c4u thanh tir trinh ty c6 d twong dong it nhat
béng 80% so v6i trinh tyr axit amin nhu néu trong trinh tr bt ky trong s6 céc trinh ty tir
SEQ ID NO.18 dén SEQ ID NO.25.

Mién bién ddi chudi nhe theo sang ché c6 thé ciu thanh tir trinh tr axit amin c6 do
trong ddng trinh tr it nhit bang 80%, t5t hon néu it nhéat bang 90%, tot hon nira néu it
nhit bing 95%, va tot nhit néu it nhat bing 99% so véi trinh tir axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO.7, SEQ ID NO.8, SEQ ID NO.15, hoac SEQ ID NO.16.

Ngoai ra, mién bién dbi chudi ning theo sang ché c6 thé ciu thanh tir trinh tr axit
amin c6 d6 tuong ddng trinh tu it nhat bing 80%, t6t hon néu it nhét bng 90%, tét hon
nita néu it nhét bﬁng 95%, va t6t nhat néu it nhét béng 99% so véi trinh tu axit amin nhu
néu trong trinh tw bat ky trong sb c4c trinh tw tir SEQ ID NO.18 dén SEQ ID NO.25.

Khang thé chtra mién bién dbi chudi nhe va mién bién dbi chudi ning theo sang
ché c6 thé gin két dac hiéu voi cum biét héa 3 (CD3). Khang thé theo sang ché c6 thé c6
kha niang phan tmg chéo v6i CD3 cia ngudi va CD3 cua khi. Tic 13, CD3 c6 thé bao
gbm, nhung khéng chi giéi han &, CD3 c¢6 ngudn gbc tir ngudi va CD3 ¢ ngudn gde tir
khi.

Thuat nglt “CD3” dugc st dung trong ban mo ta d& chi chinh cum biét héa 3
(CD3), va bién thé, isotyp, v gen ban sao bat ky ctia né, c6 trong dong vat, t6t hon néu
¢6 trong ngudi va khi. Ngoai ra, thuat ngit “CD3 cua nguoi” dugce s dung trong ban mo
t4 @& chi CD3 ¢6 ngudn gbc tir ngudi. Thuat ngit “CD3 ciia khi” dugc sir dung trong ban
md ta dé chi CD3 c6 ngudn gbe tir khi.

Thuét ngir “khang thé” duge st dung trong ban mo ta dé chi phan tir globulin mién
dich (Ig) phan trng mién dich v6i khang nguyén dic hiéu, tirc 12 phan tir protein déng vai
trd 1 thu thé nhén dién dic hiéu khang nguyén. Ngoai ra, khang thé theo sang ché c6 thé
13 khang thé toan phin hodc manh khang thé.

Trong mién bi€n doi chudi nhe va mién bién doi chuoi ndng theo sdng ché, mot so

_4-
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axit amin c6 thé dugc thay thé, chén thém, va/hoic loai bo mién 13 cac dic tinh phu hop
v6i muc dich cda sang ché, nhu 4i luc va do dac hiéu véi CD3, dugce duy tri. Vi du, c4c
géc thay thé axit amin bao thu c6 thé xuit hién trong mién bién ddi chudi nhe va/hoic
mién bién dbi chudi ning. Gbc thay thé bao thu c6 nghia 13 thay thé trinh ty axit amin

ban diu bing mét gc axit amin khac c6 dic tinh trong tu.

Vi du, lysin, arginin, va histidin c6 cuing d#c tinh 13 ¢6 chudi bén c6 tinh bazo, va
axit aspartic va axit glutamic c6 cung dic tinh 1a cé chudi bén cé tinh axit. Ngoai ra,
glycin, asparagin, glutamin, serin, threonin, tyrosin, Xysiein, va tryptophan c6 cung dic
tinh 13 c6 chudi bén phan cuc khong mang dién; alaﬁjn, valin, leucin, threonin, isoleucin,
prolin, phenylalanin, v metionin ¢6 cing dic tinh 13 c6 chudi bén khong phan cuc; va

tyrosin, phenylalanin, tryptophan, va histidin c¢6 ciing dic tinh 13 ¢6 chudi bén thom.

Do d6, ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy s& hiéu ring cac gbc thay
thé axit amin bén trong nhém céc axit amin ¢6 cing dic tinh nhu mé ta néu trén s& khong
1am thay d6i dang ké dic tinh. Do d6, cac khang thé d3 duoc bién dbi bang gbc thay thé
bao thii bén trong mién bién ddi cling nidm trong pham vi clia sang ché mifn 14 cac khéang

thé nay van c6 dic tinh ctia khang thé theo sang ché.

Mit khac, khang thé theo sang ché c6 thé gin két dac hiu vai té bao T, dic biét 14
gfm két dic hiéu vi bé mit cia té bao T, théng qua gén két ‘dETIC hiéu v6i CD3. Té bao T
theo sang ché c6 thé bao gdbm, nhung khong chi gidi han &, té bao T ¢6 ngudn gbe tir
ngudi va té bao T c6 ngudn gbe tir khi.

Tic 13, khi khang thé c6 mit trong co thé, khang thé nay c6 thé thu hut té bao T
théng qua gin két dic hiéu v6i CD3. Theo do, t& bao T duge thu hut c6 thé gdy ra cac dap
tng mién dich trong ving 1an c4n cta né, va c6 thé tiép tuc tin cong khéi u, nhu té bao
ung thu, va cac té bao tuong tu.

Mién bién d6i chudi nhe va mién bién dbi chudi ning ctia khang thé theo sang ché
c6 thé cdu thanh tir cc ving x4c dinh bd sung (CDR-complementarity determining
region) va cac vung khung (FR-framework region). Théng' thuong, cac ving CDR tao ra
gin két dac hidu véi cac khang nguyén dic hiéu, va cac viing FR ¢6 chirc ning tao ra ciu

trac gip nép ciia khang thé, dé hd tro gin két cua céc vung CDR, hodc c4c vung tuong tu.

Khang thé theo sang ché c6 thé 1a khang thé van giir lai cac vung CDR cuia khang

-5
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thé khang CD3 ciia chudt nhit d3 biét, tirc 13 khang thé SP34, trong d6 céc axit amin cia
mién hing dinh (Fc) va cac ving FR cta mién bién ddi cua khang thé SP34 duoc thay thé

mot phan hodc hoan toan bang cac axit amin ciia nguoi.

Khéng thé theo sang ché c6 thé chira chudi nhe CDR1 bao gdm trinh tw axit amin
nhu néu trong SEQ ID NO.29; chudi nhe CDR2 bao gbm trinh tr axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.30; chudi nhe CDR3 bao gdm trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.31; chudi ning CDR1 bao gdm trinh ti axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.32;
chudi ning CDR2 bao gdm trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.33; va chudi
ning CDR3 bao gdm trinh tyr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.34.

Theo d6, khang thé theo sang ché c6 thé 13 khang thé nhén tao gin két dac hiéu
v6i CD3 clia ngudi. Thuit ngit “khang thé nhan tao” dugc st dung trong ban mé ta dé chi
khang thé thé kham chira trinh tir t8i thiu c6 ngudn gbc tir globulin mién dich cta khang
thé khéng phai clia ngudi, nhu khang thé ciia chudt nhét, va c6 thé 1a khang thé trong d6
toan by cac doan ngoai trir trinh tr trong ¥ng vé&i ving siéu bién déi dugc thay thé bang

céc doan clia nguoi.

Ngoai ra, thuit ngit “ving siéu bién d6i” hoac “HVR” dugc st dung trong ban mo
ta dé chi ving clia mién bién dbi c6 kha nang siéu bién ddi hoic tao thanh vong lip c6
cAu tric xac dinh trong trinh ty cuia khang thé. Trong sb céc thuét ngit Xac dinh cung dbi
tuwgng, thi thuat nglr “vung xac dinh bd sung” dugc danh sb thir tu theo hé théng danh sb
thr tu Kabat duogc st dung phé bién nhat dé phén loai cac vung dua trén kha ning bién
dbi cua trinh tu.

D6i v6i khang thé, manh khang thé cta né ciing c6 thé duoc st dung mién 13
méanh khang thé nay van c¢6 chirc nang ctia khang thé. Khang thé hodc méanh khang thé
ctia n6 c6 thé bao gdbm, nhung khong chi gi¢i han &, khéng thé chudi don, khang thé chira
ménh globulin mién dich dime, khang thé chira ménh globulin mién dich trime, khéng thé
chtra manh globulin mién dich tetrame, manh Fab, manh F(ab’),, manh Fd, ménh scFv,
khéang thé mién, khang thé kich c& nhé, manh scAb, khang thé IgD, khang thé IgE, khéng
thé IgM, khang thé IgG1, khang thé IgG2, khang thé 1gG3, khang thé IgG4, dan xuét cua
mién hing dinh ciia khang thé, khang thé nhan tao dua trén khung protein, va cic khang
thé twong tur, van c6 hoat tinh gén két voi CD3.
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Trong khi d6, khang thé theo sang ché ciing c6 thé duoc str dung & dang thé tiép
hop khang thé-dugc chit duge diéu ché bing cach gin két khang thé véi dugc chat chong
ung thu ¢6 hoat tinh rc ché tang sinh t& bao khéi u. Thuit ngit “chéng ung thu” duoc st
dung trong ban mo ta dé chi bién phap “phong ngira bénh ung thu” va “didu tri bénh ung
thu”, va thuat ngt “phong nglra” dugc sir dung trong ban mo ta @& chi bién phap bt ky
¢ ché hoic 1am chim bénh ung thu. Ngoai ra, thuat ngit “didu tri” duoc sir dung trbng
ban mo ta dé chi bién phép bét ky cai thién hodic bién ddi c6 loi cAc triéu ching cia bénh
ung thu. -

Duoc chét c6 thé dugc sit dung trong thé tiép hop khang thé-dugc chat theo sang
ché bao gém hop chit bat ky ¢6 cé hoat tinh gay doc té bao hodc kim té bio, va mot udoan
hodc nhém chirc cua duogc chét nay. Vi du vé& dugc chat bao gém duoc chét tc ché hinh
thanh vi cAu trac hinh 6ng, dugc chit e ché phan bao, dugc chit wrc ché ARN
polymeraza, dugc chét trc ché topoisomeraza, dugc chét cai xen ADN, dugc chét alkyl
héa ADN, dugc chét trc ché ribosom, ARN siéu nhé, ARN kep téc mach ngin, ARN can
thiép mach ngén, dong vi phéng xa, va doc t6, trong sd cac hop chét nay it nhit mot hop

chét ¢6 thé duoc st dung.

Duoc chit c6 thé bao gdm, nhung khéng chi giéi han &, maytansinoid, auristatin,
dolastatin, trichothecene, CC1065 (NSC 298223), calicheémicin, taxane, anthracyclin, |
“methotrexate, adriamycin, vindesin, alkaloit dira can (vincristin, vinblastin, etoposide),
doxorubicin, melphalan, mitomycin C, chlorambucil, daunorubicin, daunomycin,
etoposide, teniposide, carminomycin, aminopterin, dactinomycin, mitomycin, bleomycin,
esperamicin, cac khang sinh enediyne khac, 5-flouracil, cdc mu tac nito khac va chat
dong phén 14p thé, chét dang vi, chét twong tu, hoic din xudt cua ching, cis-platin va
chét twong ty cis-platin, cac enzym cai xen khac va manh chirc ning cua ching, vi du
nucleaza, khang sinh, doc tb (doc td c6 hoat tinh enzym hodc doc tb phan tir nho cé-
nguén géc vi khuén, vi nim, thuc vat, hodc dong vét), va cac dugc chét chdng khéi u
hoic chéng ung thu khac nhau, nhu cisplatin, CPT-11, paclitaxel, va docetaxel.

Ngoai ra, déng vi phéng xa (nuclit phong xa) bao gém 3H, 14C, 32P, 35S, 36Cl,
51Cr, 57Co, 58Co, 59Fe, 90Y, 1251, 1311, 186Re, va cac dong vi phéng xa twong tu.
ARN siéu nhé, ARN can thiép mach ngén, ARN kep téc mach ngén, va cac ARN tuong

tu cling co thé dugc st dung cé thé tc ché biéu hién mot sb gen gdy ung thu.

_7-
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Tét hon néu gin két ciia khang thé khang CD3 véi.duoc chit dugce tao ra bang
phan tmg tiép hop bang cach sir dung nhém chirc, nhu nhém thiol ctia gdc axit amin, nhu
lysin hodc xystein trong khang thé. Khi can, ciing c6 thé thuc hién phan tng tiép hop &
dang dugc diéu hoa boi gbe lién két thuong dugc st dung. Goc lién két trén co s&

maleimit hodc iot axetamit cfing ¢ thé dugc sir dung.

Khi dugc chat duoc tiép hop véi khang thé hodc manh chirc ndng cda no, thi duogc
chat c6 thé dugc ti€p hop vé6i dau tan cing C, dbi dién véi vi tri gén két khang nguyén,
duéi géc @ 1am giam dnh huéng dén kha ning gin két ctia khang thé hoic manh chirc
nang cua nd va do dic hi€u véi CD3, va céac dac tinh twong tu. Khi khang thé toan phé"m,
thay vi manh chirc ndng cta nd, dugc sir dung, dugc chét c6 thé duoge tiép hop véi ving

Fc.

Ngoai ra, khang thé theo sang ché ciing c6 thé duoc sir dung lam dugc chét trén co
s& thu thé khang nguyén thé kham chira khang thé nay. Vi du vé duoc chit nay bao gbm,
nhung khong chi gidi han &, duoc chit trén co s& té bao T thu thé khang nguyén thé
kham hozc dugc chit trén co so té bao giét tu nhién thu thé khang nguyén thé kham.

Khang thé theo sang ché ciing c6 thé duoc sir dung & dang khang thé dic hiéu kép
chira khang thé khang CD3. Khang thé dic hiéu kép 12 khang thé c6 kha niang gin két
dong thoi v6i hai khang nguyén, va c6 thé ton tai & dang trong d6 cdp chudi ning va

chudi nhe gin két v6i cdc khang nguyén khac nhau dugc lién két v6i nhau.

Ngoai ra, khang thé dic hiéu kép c6 thé ton tai & dang, nhu khang thé chudi don
dic hiéu kép trong d6 cac manh khang thé chudi don (scFv), trong d6 VL va VH duoc
lién két v6i nhau thong qua gdc lién két peptit mach ngén, dugc lién két & dang scFvl-
scFv2(-Fc), khang thé dic hiéu kép trén co s& khang thé mién don (sdAb) bang cach st
dung VH, va khang thé dic hiéu kép dugc didu ché bing phuong phap BiTE (xem

http://www.micromet.de) do Micromet, Germany cung cap.

Khang thé dic hidu kép c6 thé ton tai & dang trong d6 khang thé khang CD3 duoc
gin két v6i khang thé hodc manh chfrc ning cta n6 c6 kha ning gin két v6i phan ti dich
ddc hiéu t€ bao mién dich. Phan tir dich dic hiéu té bao mién dich c6 thé dugc chon ti,
nhung khong chi gidi han ¢, TCR/CD3, CD16 (FcyRIIla), CD44, CD56, CD69, CD64
(FcyRI), CD89, va CD11b/CD18 (CR3).
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Theo mot khia canh khac, sang ché dé cap dén polynucleotit ma héa mién bién ddi
chui nhe (mién VL) va mién bién ddi chudi ning (mién VH) cla khang thé theo séng

ché va vecto bidy hién chtra polynucleotit nay.

Polynucleotit ma héa mién bién d6i chudi ning clia khang thé hoic manh khang
thé ciia n6, tirc 13 gen, c6 thé d& dang duogc tao ra boi ngudi cé hiéu biét trung binh trong
linh vuc nay tir trinh tr axit amin ciia khang thé khang CD3.

Thuft ngit “vecto biéu hién” duge st dung trong ban mb ta dé chi vecto tai td hop
c6 kha ning biéu hién protein dich trong té bao vat chi, tic 13 gen cu tric chira cac doan
diéu hoa thiét yéu dugc lién két diéu khién voi nhau sao cho gen duoc chén vao dugc
bidu hién. Gen ma hoéa khang thé khang CD3 c6 thé duoc chén vao vecto riéng biét hoic

cd thé dugc sit dung & dang dugc chén vao cung vecto.

Cu thé, polynucleotit ma héa trinh ty axit amin cla khéang thé khang CD3 c6 thé
dugc st dung ¢ dang duoc cheén vao vecto riéng biét hodc cung vecto, va polynucleotit
m3 héa chudi ning hoic mién bién ddi ciia né c6 thé dugce sir dung & dang duoc chén vao

vecto riéng biét hodc cung vecto.

Thuat nglr “duoc lién két didu khién” c6 nghia 13 trinh tu diéu hoa biéu hién axit
nucleic va trinh ty axit nucleic ma hoa protein mong mubn dugc lién két chirc nang dé
thuc hién chitc ning mong mudn. Lién két diéu khién véi vecto tai to hop cé thé duoc tao
ra bang cac phuong phdp tai t& hop gen da biét trong linh vuc ndy, va phan cit va ndi
ADN dic hiéu vi tri ¢ thé dé dang duogc tao ra béng cach st dung enzym va cac chét

tuong tu d3 biét trong linh vuc nay.

Vecto biéu hién thich hop dé san xuét khéng thé khang CD3 c6 thé chira cac trinh
tu tin hiéu dé huéng dich mang hoic bai tiét cung voi cac doan diéu hoa biéu hién, nhu
ving khéi ddu, b ba ma hoéa khéi ddu, bd ba ma héa két thuc, tin hidu polyadenyl héa,
va ving ting cudng. Bo ba ma héa khéi ddu va bd ba ma héa két thic thuong dugc xem
1a mot phﬁn clia trinh ty nucleotit ma héa protein dich mién dich. C4c bd ba ma héa nay
phai co chtrc nang & dbi twgng khi gen clu tric dﬁ"qc st dung va phai nim trong khung
v6i trinh ty m3 héa. Nhin chung, ving khéi dau c6 thé 13 ving khéi dau chu trac hoic
ving khoi ddu cam tmg. Ving khéi ddu c6 thé bao gbdm, nhung khong chi giéi han 6,

ving khéi ddu cia sinh vat nhan so, nhu lac, tac, T3, va T7, ving khéi du cia virut gay
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bénh trén khi 40 (SV40), ving khéi dau cta virut gay khdi u vii & chudt nhit (MMTV),
ving khoi ddu cia virut gdy hoi ching suy giam mién dich & nguoi (HIV), vi du ving
khoi ddu 13p lai tAn cing mach dai (LTR) ciia HIV, ving khoi ddu cua virut Moloney,
vimg khéi dau clia virut cytomegalo (CMV), viing khéi dau cia virut Epstein bar (EBV),
vung khai d4u cia virut Rous sarcoma (RSV), ciing nhu ving khdi dau B-actin, vung
khéi dAu mi héa hemoglobin ctia ngudi, ving khéi din m3 héa creatin co clia ngudi,
ving khéi dau nhan so cé ngudn gdc tir metallothionein ciia ngudi, va cac ving khoi ddu
twong tw. |

Vecto biéu hién c6 thé con chira gen chi thi cé thé chon loc cho phép chon loc té
bao vat chu chira vecto nay. Gen chi thi cé thé chon loc duge st dung dé chon loc té bao
" dugc bién nap véi vecto nay. DPéi véi gen chi thi co thé chon loc, cac gen chi thi ¢ thé
dugc sir dung tao ra kiéu hinh c6 thé chon loc, nhu kha nang khang dugc chét, di tang
truong, kha ning khang dugc chit giy doc té bio, hoic biéu hién protein bé mit. Trong
moi truong duge xi 1y voi chét chon loc, chi t& bao biéu hién gen chi thi cé thé chon loc
sdng sét, cho phép chon loc té bao chuyén gen. Ngoai ra, khi vecto ndy 14 vecto biéu hién
c¢6 kha nang tai ban, thi vecto ndy c6 thé chtra doan khéi diu tai ban 13 trinh tu axit

nucleic dac hiéu hoat hda qua trinh tai ban.

Céc dang vecto khac nhau, nhu plasmit, virut, va cosmit cé thé dugc st dung 1am
vecto biéu hién tai t6 hop dé chén gen ngoai sinh. Vecto biéu hién tai t6 hop khong bi
gi6i han cu thé mién 13 vecto nay c6 chirc nang biéu hién gen mong mudn va san sinh
protein mong muén trong céc té bao vét chii khac nhau bao gdm té bao nhan so va/hodc
té bao nhéan that. Tét hon néu vecto nay c6 thé 13 vecto c6 kha niang san sinh lwong 16n
clia protein ngoai sinh ¢ dang tuong ty nhu trang thai tw nhién cua n6 dong thoi c6 ving

khéi dau co6 hoat tinh manh va kha néng biéu hién manh.

Céc td hop vat chi/vecto biéu hién khac nhau cé thé dugc st dung dé biéu hién
khéng thé khang CD3. Vecto biéu hién thich hop cho cac vat chi nhan that bao gém,
nhung khong chi gi6i han &, cac trinh ty didu hoa biéu hién c6 ngudn gdc tir SV40, virut
gdy bénh u nhu & bo, virut adeno, virut cé mbi lién hé di truyén v61 virut adeno, virut
cytomegalo, va virut retro. Vecto biéu hién c6 thé dugc s dung trong cac vat chu vi
khudn bao gdm plasmit vi khudn thu duoc tir Escherichia coli, nhu pET, pRSET,
pBluescript, pGEX2T, vecto pUC, colE1, pCR1, pBR322, pMB9, va din xuét clia ching;
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plasmit c6 phd vét chii rong, nhu RP4; ADN thuc khudn thé c6 thé 13 vi du v& mot loat
cac dan xuét thuc khuin thé lamda, nhu Agt10, Agtll, va NM989; va cac thuc khuin thé
ADN khac, nhur M13 va thuc khudn thé ADN soi don dang soi. Vecto biéu hién hitu ich
cho té bao ndm men c6 thé bao gdm plasmit 2-micron va dan xuét ctia né. Vecto nay hiru

ich cho t€ bao con trung c6 thé 13 pVLI41.

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé cap dén té bao vat chi, dugc bién nap véi
vecto biéu hién theo sang ché. Vecto biéu hién c6 thé duoc chén vao té bio vat chu dé tao
ra thé bién nap. Té bao vat cha thich hop cho vecto nay ¢6 thé bao gdm té bao nhan so,
- nhu Escherichia coli, Bacillus subtilis, Streptomyces sp., Pseudomonas sp., Proteus
mirabilis, hoic Staphylococcus sp. Ngoai ra, té bao vat chit cé thé bao gdm té€ bao nhan
that bao gém t& bao nhan that bac thip tir vi nim, nhu Aspergillus sp., nAm men, nhu
Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces sp., va Neurospora
crassa, va sinh vat nhan that bac thip khac, va té bao nhan that bic cao, nhu t& bao con
tring. Ngodi ra, té bao vat chu ciing ¢6 thé ¢ ngudn gbe tir thuc vat hodc dong vat ¢6 vi.
Tét hon néu, t& bao vat chu c6 thé dugce st dung bao gém, nhung khong chi gi6i han &, té
bao than khi (t bao COS7), t& bao NSO (té bio u tity ¢6 ngudn gbc tir chudt nhér), t& bao
SP2/0 (t& bao u tiy c6 ngudn gde tir chudt nhit), cac dong té bao u tay khac, t& bao
budng trimg chudt déng Trung Quéc (t& bao CHO), té bao W138 (dong t& bao ludng boi
clia ngudi), té bao than clia chudt ddng mai sinh (té bao BHK), MDCK, té bao HuT 78, té
bao HEK293, va cac té bao tuong t, véi té bao CHO duge wu tién.

~ Thuat ngir “bién nap vao té bao vat chi” duoc st dung trong ban mé ta dé chi
phuong phép bét ky dé chén axit nucleic vao sinh vat, té bao, mé, hoic co quan va, va
qué trinh bién nap nay co thé dwoc thuc hién bang phuong phap chuin da biét trong linh
| vuc nay dugc chon phu thudc vao loai t€ bao vat chi. Cu thé, phuong phép xung dién,
phuong phép dung hop té bao tran, phuong phép két tia bing canxi phosphat, phuong
phép két tiia bang canxi clorua, phuong phap khudy tron bang cch st dung soi silicon
cacbua, phwong phap chuyén gen nh& agrobacterium, phwong phap chuyén gen nhd PEG,
phuong phap chuyén gen nho dextran sulfat, phuong phap chuyén gen nhd lipofectamin,
phuong phép chuyén gen bang cach siy kho/irc ché, hodc cac phuong phép tuong tu cé
thé duge st dung. Tuy nhién, sang ché khong chi gidi han & cdc phuong phép nay.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé cap dén phuong phap san xuit khang thé
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gin két dic hiéu v6i CD3, bao gdm budc nudi ciy té bao vat chi. Cu thé, phuong phap
san xudt khang thé theo sang ché c6 thé bao gdm céc bude: chén trinh tu nucleotit ma héa
khéng thé khang CD3 vio vecto, dé thiét ké vecto tai td hop; bién nap vecto tai t6 hop
thu dugc vio té bao vat chu va thuc hién nubi céy; va buéc phan tach va tinh ché khang

thé nhén tao tir theé bi€n nap dugce nudi cay.

Khéng thé nhan tao theo sang ché c6 thé dwoc san xuit & luong 16m bang cach
nudi céy thé bién nap, trong dé vecto tai td hop dugc biéu hién, trong moi trudong dinh
dudng, va moi trudng dinh dudng va diéu kién nudi cy c¢6 thé duoc chon thich hop tur
mbi truong dinh dudng va didu kién nudi cdy di biét trong linh vuc nay phu thudc vao
loai t& bao vét chii. Trong qua trinh nudi cdy, cac didu kién, nhu nhiét 4, d6 pH ciia méi
truong, va thoi gian nudi cdy c6 thé duge diéu chinh thich hop dé thich hop cho qua trinh

sinh trudéng cia té bao va sdn xuat lugng 16n protein.

Khang thé khang CD3 dugc san xuét tai t& hop mé ta néu trén ¢ thé duogc thu
nhan tir moi trudng hodc dich phan gidi té bao. Khi khang thé & dang gin két vai mang,
khéng thé nay c6 thé dugc giai phéng khoi mang bing cach st dung dung dich chira chit
hoat déng bé mat thich hop (vi du, Triton-X 100) hodc bang cach phén cit bing enzym.
Céc té bao duge st dung dé biéu hién khéang thé nhan tao theo sang ché c6 thé dugc pha
v bang cac phuong phap vat 1y va héa hoc khac nhau, nhu phuong phép lanh doéng-ra
dong theo chu ky, phuong phdp siéu am, phuong phdp pha v& co hoc, hodc phuong phap
st dung chét phan giai té bio, va qua trinh phan tach va tinh ché c¢6 thé dugc thyc hién
bang cac phuong phép phén tach sinh héa thong thudng. Phuong phéap phén tach sinh hoéa
c6 thé duge st dung bao gdm, nhung khong chi gidi han &, phuong phép dién di, phuong
phap ly tam, phuong phép loc gel, phuong phép két tha, phuong phap thdm tach, phuong
phép sic ky (phuong phap sic ky trao ddi ion, phuong phéap sic ky 4i luc, phuong phép
sic ky hap thu mién dich, phuong phép séc ky hép thuy loai ¢, hoic cac phuong phép séc
ky tuong tur), phuong phap tap trung dang dién, va cac phuong phép tuong tu.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché d& cép dén duoc phim phong ngira hodc diéu

tri bénh ung thu, chira khang thé theo sang ché hosic manh chirc ning cua no.

Bénh ung thu ¢6 thé dugc diéu tri bing duoc phdm theo sang ché c6 thé bao gdbm

c4 bénh ung thu dang khéi u rin va bénh ung thu méu, va t5t hon néu c6 thé bao gbm
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bénh ung thu bt ky biéu hién CD3. Khang thé theo sang ché c6 thé thu hut té bao T
thong qua gin két dac hidu véi CD3, va do d6 gy chét té bao ung thur.

Cu thé, bénh ung thu c¢6 thé 13, nhung khéng chi gi6i han &, bénh ung thu tuy,
bénh ung thu gan, bénh ung thu da day, bénh ung thu phéi, bénh ung thu dai tryc trang,
bénh ung thu dai trang, bénh ung thu tuyén giap, bénh ung thu thuc quan, bénh ung thu
than, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu ¢d t& cung,
bénh ung thu vu, bénh ung thu mau, bénh ung thu da, bénh ung thu biéu mo, bénh ung
thlf nfo, bénh ung thur hé than kinh trung wong, hoic bénh ung thu budng trimg.

Duoc phém theo sang ché c6 thé con chira chét mang dugc dung. T4 dugce dinh, ta
dugc gy truot, t4 dugc ra, ta dugc, chét hoa tan, ta dugc phan téan, chét 6n dinh, chét gay
thAm én dinh, chit mau, chit thom, va cdc chét mang tuong tu co thé dugc sir dung lam
chét mang dugc dung dé s dung qua dudng miéng; t4 dugc dém, chét bao quén, chét
giam dau, chit hoa tan, chit dang truong, chat én dinh, va cic chit mang tuong tir c6 thé
duogc sit dung trong hdn hop dé tiém; va chit nén, ta duoc, ta dugc tron, chit bao quén,

va céc chit mang twong tu ¢ thé dugc st dung dé sir dung qua duong khu tra.

Dugc phim theo sang ché c6 thé dugc bao ché theo cac phuong phap khac nhau
béng cach tron voi chét mang dugc dung mé ta néu trén. Vi du, dé sur dung qua duong
miéng, dufdc phém theo sang ché c6 thé dugc bao ché & dang vién nén, vién ngam, Vién
nang, con thudc, hdn dich, xi-rd, vién nhén, hoic cac dang bao ché tuong tu. Dé sir dung
qua dudng tiém, duoc phim theo sang ché ¢ thé duge bao ché & dang bng tiém don lidu

hodc dang bao ché da lidu.

Ngoai ra, duoc phdm theo sang ché c6 thé chira chit hoat dong bé mit ¢ thé ting
cudng tinh thAm mang. Chit hoat dong bé mat nay c6 thé 1 ¢ ngudn gdc tir steroit hoic
c6 thé bao gdm lipit dang cation, nhu N-[1-(2,3-dioleoyl)propyl-N,N,N-trimetylamoni
clorua (DOTMA), hodc cic hop chit khac nhau, nhu cholesterol hemisucxinat va
phosphatidyl glycerol, nh&ng khong chi gidi han & cac chit hoat dong bé mit nay.

Séng ché ciing m ta phuong phap diéu tri bénh ung thur hodc tic ché sinh trudng
ctia té bao ung thu, bao gém budc sir dung dugc phdm theo sang ché cho dbi tuong.
Dugc phém chira khang thé khéng CD3 c6 thé duoc su dung & lugng hitu higu dé diu tri

té bao ung thu hogc tinh trang di cin cia té bao ung thu hodc tic ché sinh trudng cia té
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bao ung thu. Luong hitu hidu ¢ thé thay dbi phu thudc vao cac yéu td khac nhau, nhu
loai bénh ung thu, do tudi, can ning cla dc‘)i‘ tugng bi bénh, ban chét va mirc do nghiém
trong cta c4c triéu ching, loai phuong phap diéu tri dang duoc st dung, sb 1an didu tri,
dang bao ché, va dudng dua thubc, va cé thé duoc xac dinh d& dang bédi ngudi c6 hiéu

biét trung binh trong linh vire ndy.

Duoc phdm theo sang ché c6 thé duoc sir dung ddng thoi hodc lun phién véi cac
thanh phﬁn dugc 1y hodc dugc hoc néu trén, va cling cé thé dugc sir dung két hop véi
duoc chit thong thurémg khac, trong truomg hop nay duoc phim i:heo sang ché c6 thé
dugce st dung d@)hg thi hodc luan phién vé6i dugc chét thong thuong. Qua trinh sir dung
nay co thé dugc thuc hién mét 14n hodc nhiéu 14n. Can nhic toan bo cac yéu td néu trén,
didu quan trong 13 luong dugc sir dung 14 luong tdi thiéu va cho phép thu dugc hiéu qua
t61 da ma khong gay ra cac tac dung khong mong mudn, va luong ndy cé thé dugc xac

dinh d& dang béi ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay.

Thuat ngit “dbi tuong” dugc sit dung trong ban mé ta dé chi déng vat c6 va, tdt
hon néu nguodi, bi hodc ¢6 nguy co bi bénh hoac tinh trang bénh cé thé dugc 1am giam,

trc ché hodc diéu tri bang cach st dung dugc pham.

Thuat ngit “sir dung” duoc sir dung trong ban mé ta dé chi phuong phap dua hop
chét x4c dinh trudc vao déi tuong theo cach thirc thich hop, va dugc phim theo sang ché
c6 thé duoc sir dung théng qua duong dua thube bit ky mién 1a duong dua thude ndy cho
phép dugc pham dat duoc dén mé dich. Phuong phap sir dung nay c6 thé bao gdm,
nhung khong chi giéi han ¢, sit dung qua dudng tiém mang bung, st dung qua duong
tiém tinh mach, st dung qﬁa dudng tiém bép, st dung qua dudng tiém dudi da, st dung
qua duong tiém trong da, st dung qua dudng miéng, st dung qua duong khu tra, hoiac st
dung qua dudng trong mili, hodc st dung qua duong hod hép, hoic sir dung qua dudng
truc trang. Theo sang ché, trong truomg hop st dung qua dudong miéng, dudi gbe do cac
protein dugc phan gii, tot hon néu dugc pham theo sang ché duoc bao ché dé sir dung
qua dudong miéng sao cho dugc chat duogc bao hodc duge phém duoc bao vé khoi phan
giai trong da day. Ngoai ra, duoc phim theo sang ché c6 thé duoc sir dung bang thiét bi

bét k¥ sao cho hoat chit c6 thé di chuyén duoc dén té bao dich cia nd.

Sang ché ciing mb ta viéc sir dung khang thé theo sang ché dé phong ngira hoic
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diéu tri bénh ung thur.

Sang ché ciing m6 ta viéc sir dung khang thé theo sang ché @ san xuat thudc dé

phong ngira hoic diéu trj bénh ung thur,

Sang ché cling mé ta phuong phap phong ngira hoic didu tri bénh ung thu, bao

gbm budc sir dung khang thé theo sang ché cho ddi tuong.
Vi du thuwc hién sing ché

Sang ché s& duoc md ta chi tiét hon thong qua céc vi du sau. Cac vi du ndy chi
nhdm muc dich minh hoa sang ché, chir khong giéi han pham vi clia sang ché.

Vi du 1. San xuét khang thé nhan tao khéng CD3

Vidu 1.1. Chon lgc cac khang thé dé nhan tao héa

Céc trinh tr axit amin cta mién bién d6i chudi nhe (mién VL) va mién bién d6i
chudi ning (mién VH) cua khang thé SP34 ctia chudt nhit, duoc goi 1 khang thé khang
CD3, duoc nhdp vao co sé dit liéu mang (IgBLAST), sau d6 céac trinh ty khang thé phoi
clia ngudi ¢6 d6 twong ddng cao nhit dugc tra ctru. Két qua 13, do tuong ddng trinh tur
axit amin cao nhit duoc thé hién gifra mién bién ddi chudi nhe cua khang thé SP34 cua
chudt nhit va Homo sapiens IGLV7-46*01 (tén gen IMGT), va giita mién bién dbi chudi
ning cia khing thé SP34 cua chudt nhit va Homo sapiens IGHV3-73*02 (tén gen
IMGT).

Vi du 1.2. Nhan tao héa chudi nhe mién bién déi

Trinh tu axit amin CDR cua Homo sapiens IGLV7-46*01 (tén gen IMGT), khang
thé phdi ctia ngudi cé do twong ddng trinh tur cao nhat so véi mién bién d6i chudi nhe cia
khang thé SP34, dugc thay thé bang trinh tw CDR ciia khang thé SP34 cia chudt nhét, dé

thu duoc mién bién dbi chudi nhe nhan tao mot phﬁn cua khang thé SP34.

Dé ting cudng dic tinh gin két khang nguyén ciia mién bién ddi chudi nhe nhan
tao mot phan ctia khang thé SP34, cac gdc axit amin trong c4c trinh tw ving khung (FR)
duge cho 13 ¢6 chirc ning quan trong trong dic tinh gan két khang nguyén dugc thay thé
béng cac gde axit amin trong ti nhw khang thé SP34 cia chudt nhit. Trinh tu axit amin
clia mién bién d6i chudi nhe nhén tao ctia khang thé SP34 thu dugc duoc thé hién trong

Béang 1.
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Nhu duge thé hién trén Bang 1, cac gbc cai bién ngiu nhién dugc tao ra dbi véi

cac gbe axit amin 38, 48, 51, va 71 ciia mién bién d6i chudi nhe cia khang thé SP34 cua

chudt nhit, dé thu dugc tng sb 16 mién bién ddi chudi nhe nhan tao ciia khang thé SP34.

Theo sang ché, mién bién d6i chudi nhe cua khang thé SP34 cia chudt nhit duoc st dung

13m mAu d4i chimg dé so sanh 4i luc véi khang nguyén CD3.

YGTNKRAPWTPARFSGSLLGDKAALTLSGAQPEDEAEYYCALWYSNLWVEF

Bang 1
.| Miéa ) [Trinh ty axit amin
Dong bién déi (Cac doan in d3m thé hién CDR1, CDR2, SEQ ID NO.
va CDR3 chudi nhe theo thir tw)
. | OAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCRSSTGAVTTSNYANWFQQOKPGOAPRTLI
01 | ChUOl | erNKRAPWTPARFSGSLLGGKAALTLSGAQPEDEAEYY CALWY SNLWVE 1
nhe GGGTKLTVLG
- | QAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCRSSTGAVTTSNYANWFQOKPGOAPRTL T
02 | CHUOL | & arNK R A PWTPARFSGSLLGDKAALTLSGAQPEDEAEYY CALWY SNLWVE 2
nhe GGETKLTVLG
Chugi | QAVVIQEPSLIVSPGETVTLTCRSSTGAVTTSNYANWFQQKPGOAPRTLL
03 GGTNKRAPWTPARFSGSLLGGKAALTLSGAQPEDEAEYYCALWY SNLWVF 3
nhe GGGTKLTVLG
Chugi | @AVVIQEPSLTVSPGGTVILICRSSTGAVITSNY ANWEFQQOKPGOAPRTLI
04 GETNKRAPWTPARFSGSLLGDKAALTLSGAQPEDEAEYYCALWY SNLWVE 4
nhe GGATKLTVLG
~. | OAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCRS STGAVTTSNYANWFOQKPGOAPRGLI
05 | ChUOLl | yarNKRAPHTPARFSGSLLGGKAALTLSGAQPEDEAEYY CALWYSNLWVE 5
nhe GGCTKLTVLG
- | QAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCRS STGAVTTSNYANWFOOKPGOAPRGL T
06 | ChUOL | ¢ arNKRAPWTPARFSGSLLGDKAALTLSGAQPEDEAEYY CALWYSNLWVE 6
nhe GGGTKLTVLG
Chui | QAVVIQEPSLIVSPGGTVTLTCRSSTGAVITSNYANWEQQKPGOAPRGLL
07 | ~}." | GGTNKRAPWIPARFSGSLLGGKAALTLSGAQPEDEAEYYCALWYSNLWVE 7
¢ GGGTKLTVLG
Chui | QAVVIQEPSLIVSPGGTVILTCRSSTGAVTTSNYANWFQOKPGQAPRGL
08 GGTNKRAPWTPARFSGSLLGDKAALTLSGAQPEDEAEYYCALWYSNLWVE 8
nhe GGGTKLTVLG
Chudi | @AVVTQEPSLTVSPGGTVILICRSSTGAVITSNY ANWVOOKPGOAPRTLI
09 YGTNKRAPWTPARFSGSLLGGKAALTLSGAQPEDEAEYY CALWYSNLWVE 9
nhe GGGTKLTVLG _
~. | QAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCRS STGAVTTSNYANWVOQKPGQAPRTLI
10 | CBUOl | G arNKRAPWTPARFSGSLLGDKAALTLSGAQPEDEAEYY CALWY SNLWVE 10
nhe GGATKLTVLG
Chusi | QAVVTQEPSLIVSPGGTVILTCRSSTGAVTITSNYANWVOOKPGQAPRTLI
11 GGTNKRAPWTPARFSGSLLGGKAALTLSGAQPEDEAEYYCALWYSNLWVF 11
nhe GGETKLTVLG
Chudi | @AVVIQEPSLTVSPGGTVILICRSSTGAVITSNY ANWVOOKPGOAPRTLI
12 GGTNKRAPWTPARFSGSLLGDKAALTLSGAQPEDEAEYY CALWYSNLWVE 12
nhe GGGTKLTVLG
Chusi | @AVVIQEPSLTVSPGGTVILICRSSTGAVITSNY ANWVOOKPGOAPRGLI
13 0! | YGTNKRAPWIPARFSGSLLGCKAALTLSGAQPEDEAEY Y CALWY SNLWVF 13
¢ GGGTKLTVLG
1 | chst OAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCRS STGAVTTSNYANWVOQKPGOAPRGLI 1
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nhe GGGTKLTVLG
~. | QAVVTOEPSLTVSPGGTVTLTCRSSTGAVTTSNYANWVOQKPGQAPRGLT
15 | Chudl | cam KR A PHTPARFSGSLLGGKAALTLSGAQPEDEAEYY CALWY SNLWVE 15
nhe GGGTKLTVLG
~ | QAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCRS STGAVTTSNYANWVOOKPGOAPRGLI
16 | ChUOL | GamKRAPWTPARFSGSLLGDKAALTLSGAQPEDEAEYY CALWY SNLWVE 16
nhe GGGTKLTVLG
~. | QAVVTQESALTTSPGETVTLTCRSSTGAVTTSNYANWVQEKPDHLFTGLT
sp34 | U0 | G eTNKRAPGVPARFSGSLIGDKAALTTTGAQTEDEATYFCALWY SNLWVE 17
nhe GGGTKLTVLG

Vi du 1.3. Nhan tao héa mién bién ddi chudi ning

Trinh tu axit amin CDR ctia Homo sapiens IGLV3-73*02 (tén gen IMGT), khang
thé phdi ctia ngudi c6 do trong ddng trinh tir cao nhat so v6i mién bién dbi chudi ning
ctia khang thé SP34, dugc thay thé bang trinh tu CDR cia khang thé SP34 ciia chudt nhit,

dé thu dugce mién bién ddi chudi ning nhan tao mot phin cia khang thé SP34.

Pé ting cuong dic tinh gin két khang nguyén ctia mién bién ddi chudi ndng nhan
tao mot phan ctia khang thé SP34, cic gdc axit amin trong céc trinh tir viing khung (FR)
duoc cho 13 ¢6 chitc ning quan trong trong dic tinh gin két khang nguyén dugc thay thé
bang cac gdc axit amin twong tw nhu khéng thé SP34 cua chudt nhét.‘ Trinh ty axit amin
clia mién bién ddi chudi ning nhén tao ctia khang thé SP34 thu dugc duoc thé hién trong

Bang 2.

Nhu duoc thé hién trén Béang 2, cac gbe cai bién nglu nhién duge tao ra déi véi
cc gbe axit amin 49, 78, 79, va 81 ctia mién bién dbi chudi ning clia khang thd SP34 cia
chudt nht, dé thu dugc téng s6 8 mién bién di chudi nang nhan tao ciia khang thé SP34.
Theo sang ché, mién bién dbi chudi ning cua khang thé SP34 cua chﬁ@t nhit duoc sir

dung 1am mAu d6i ching dé so sanh 4i lyc véi khang nguyén CD3.

Bang 2
Midn Trinh ty axit amin
Dong bién di (Cac doan in dam the hién CDR1, CDR2, SEQ ID NO.

va CDR3 chudi niing theo thir tw)

EVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNTYAMNWVRQASGKGLEWVGR

A | OBl | kY NNYATYYADSVKDRFTI SRDDSKNTAYLOMNSLKTEDTAVYYCVR 18
nang HGNFGNSYVSWFAYWGQGTLVTVSS
~. | EVOLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNTYAMNWVROASGKGLEWVGR
B | CMUOL | 1 p ok yNNYATYYADSVKDRFTISRDDSKNTLYLOMNSLKTEDTAVYYCVR 19
nang HGNFGNSYVSWFAYWGQGTLVTVSS
C | Chudi | EVOLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNTYAMNWVROASGKGLEWVGR 20
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ning | IRSKYNNYATYYADSVKDRFTISRDDSQSTAYLQMNSLKTEDTAVYYCVR
HENFGNSYVSWFAYWGQGTLVTVSS
~. | EVOLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNTYAMNWVRQASGKGLEWVGR
p | ChUOL | 1R oryNNYATYYADSVKDRFTISRDDSQSTLYLOMNSLKTEDTAVYYCVR 21
nang HGNFGNSYVSWFAYWGQGTLVTVSS
~. | EVOLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNTYAMNWVROASGKGLEWVAR
g | Chudl | 1poryNNYATYYADSVKDRFTT SRDDSKNTAYLOMNSLKTEDTAVYYCVR 22
nang HGNFGNSYVSWFAYWGQOGTLVTVSS
~. | EVOLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNTYAMNWVROASGKGLEWVAR |,
p | Chudl | o p oy NNYATYYADSVKDRFTT SRDDSKNTLYLOMNSLKTEDTAVYYCVR 23
nang HGNFGNSYVSWFAYWGQGTLVTVSS
~. | EVOLVESGGGLVQOPGGSLKLSCAASGFTFNTYAMNWVRQASGKGLEWVAR
G | Chudl | 1R oK yNNYATYYADSVKDRFTTSRDDSOSTAYLOMNSLKTEDTAVYYCVR 24
nang HGNFGNSYVSWFAYWGQGTLVTVSS
~. | EVOLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNTYAMNWVROASGKGLEWVAR
g | ChUOl | 1R oryNNYATYYADSVKDRFTISRDDSQOSTLYLOMNSLKTEDTAVYYCVR 25
nang HGNFGNSYVSWFAYWGQGTLVTVSS '
~. | EVOLVESGGGLVQPKGSLKLSCAASGFTFNTYAMNWVRQAPGKGLEWVAR
sp34 | CHUOL | 1R oryNNYATYYADSVKDRFTTSRDDSQSTLYLOMNNLKTEDTAMYYCVR 2
nang HGNFGNSYVSWFAYWGQGTLVTVSS

Vi du 1.4. Tach dong khang thé nhén tao khang CD3

MObi gen ma héa 16 cac mién bién d6i chudi nhe thu duge néu trén duge chén vio

vecto biéu hién té bao dong vat pcDNA3.4 chira mién hang dinh chudi nhe lamda (A-CL),

va mdi gen mi héa 8 mién bién ddi chudi ning dugc chén vao vecto biéu hién té bao

dong vat pcDNA3 .4 chira c4c mién hang dinh IgG1 (CH1, ving ban 1¢, CH2, CH3).

Céc trinh ty axit amin dic hiéu tuong Gng ctia mién héng dinh chudi nhe lamda va

mién hang dinh chudi ning IgG1 duogc thé hién trong Bang 3.

Bang 3

Dong

Mién hing dinh

Trinh tw axit amin

SEQ ID NO.

A

Chudi nhe

QPKANPTVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVT
VAWKADGSPVKAGVETTKPSKQSNNKYAASSYLSLTPE
QWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTEC

27

I¢Gl

Chubi ning

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSL
GTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPA
PEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHE
DPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

28

Vi du 1.5. Chuyén nap khang thé nhan tao khang CD3

Hai muoi bén gid trude khi chuyén nap, cac té bao Expi293F & mat do béng 2,0 x
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10° té bao/mL dugc cdy chuyén véi méi truong Expi293 & tdc do biang 125 + 10
vong/phut trong thiét bi 1 lic & didu kién nhiét d6 37°C va 8% CO,. Khi qué trinh chuyén
nap dugc thuc hién, sb luong t€ bao va kha niang séng s6t cua té bao dugc danh gia dé

x4c dinh xem kha nang sdng sét ctia té bio c6 bang 95% hodc cao hon hay khong.

Céc té bao duogc phén tan & mat do béng 7,5 x 107 t bao trong binh nu6i céy dung
tich 125 mL, sau d6 méi truong Expi293 duoc bd sung vao dé didu chinh dén thé tich
cudi cliing bang 25 mL (trén co s& thé tich 30 mL). Bing cach sir dung mdi trudong Opti-
MEM I, vecto biéu hién khang thé (30pg) duge tron véi tong s6 1,5mL va qua trinh 0
dugc thuc hién trong 5 phit & nhiét d6 phong. Déi véi cac vecto khang thé, tdng sb 128
khang thé SP34 IgG1 nhan tao, dugc didu ché bang t6 hop cia cac vecto bidu hién dbi
v&i 8 mién bién d6i chudi nang va céc vecto biéu hién dbi vé6i 16 cac mién bién ddi chudi
nhe, dugc sir dung. Khang thé SP34 IgG1 thé kham chudt nhit/ngudi duogc st dung lam
vecto khang thé dbi chtmg. Céc t6 hop khang thé dic hiéu duoc thé hién trong Bang 4.

Bang 4
| Chusbi nang (VH)
Dong A B C D E F G H
01 A01 BO1 Co01 D01 EO01 FO1 GO1 HO1

02 A02 B02 C02 D02 E02 F02 G02 HO02
03 AQ3 B03 C03 D03 EO03 FO3 GO03 HO3
04 A04 B04 C04 D04 E04 F04 G04 HO04
05 A05 B05 CO05 D05 E05 FO05 GO5 HO5
06 A06 B06 C06 D06 E06 F06 GO06 HO6
07 AQ7 B07 C07 D07 E07 FO7 GO7 HO7

Cllllk‘lf’l 08 | A0S | BO8 | CO0S | DOS | E0S | TF0s | GOS | HOS
I 09 | A0> [ B0 | €09 | D09 | B09 | F09 | Goo | HO9

10 Al0 B10 C10 D10 E10 F10 G10 H10
11 All Bl11 Cl11 D11 Ell F11 Gl1 Hl1l
12 Al2 B12 Cl12 D12 E12 F12 G12 H12
13 Al3 B13 C13 D13 E13 F13 G13 H13
14 Al4 B14 Cl4 D14 El4 Fl14 G14 H14
15 AlS B15 C15 D15 E15 F15 G15 H15
16 Al6 B16 Cl16 D16 El6 F16 G16 H16

Bing cach st dung mdi trudng Opti-MEM 1, chét phan tmg chuyén nap (80pL)
duogc tron voi téng s6 1,5mL, va qua trinh 0 dugc thuc hién & nhiét d phong trong 5 phut.
Céc mdi truong Opti-MEM I tuong tng chita vecto va chat phan tng chuyén nap duoc
tron tir tir va dé phén Umg & nhiét do phong trong 20 phut. Sau d6, hdn hop thu duge duge
nap vao binh chira cac té bao Expi293F. Qua trinh 0 dugc thuc hién & téc do béng 125 +
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10 vong/phut trong 16 dén 20 gid trong thiét bi 0 lic & diéu kién nhiét d6 37°C va 8%
CO,. Sau d6, méi trudng ting cudng chuyén nap I (1,5mL) va mdi trudng ting cudng
chuyén nap IT (150pL) duge bd sung vao, va qua trinh @ duge thuc hién trong 6 ngay dé

thu duoc cac khang thé mong mudn.
Vi du 1.6. Tinh ché c4c khang thé

Hbn hop 0 duoc ly tim & tde d6 bang 4000 vong/phit trong 30 phut, loc qua mang
loc c6 kich ¢4 13 loc bang 0,22pum, sau d6 cac méanh té bao duogc loai bé dé thu duge dich
ndi. Nhua Mabselect Xtra (0,2mL) dugc bd sung vao cdt, va qua trinh can béng duoc
thuc hién bang dung dich dém gan két protein A & thé tich gip 10 14n thé tich nhwra

Sau d6, dich nbi duge nap vao cot béng trong luc. Sau khi qué trinh nap két thiic,

cdt duoc rira bang dung dich dém gin két protein A & thé tich gip 10 14n thé tich nhua

Sau 6, dung dich dém rira giai IgG duoc bd sung vao cot va qué trinh ria gii
duoc thuc hién. San phdm ria giai duge trung hoa bing cach bd sung Tris-Cl 1,5M
(25uL/1mL san pham rira giai). Sau d6, ndng d6 san pham rira giai duge do bing cach do
mat d6 quang & budc séng 280nm. San phim rira giai c6 ndng d6 da duoc do dugc trao

d6i v6i dung dich dém PBS bang phuong phép thim tach.
Vi du 2. Chon loc cac khang thé nhan tao khang CD3

Thir nghiém hép thy mién dich lién két enzym (ELISA) duoc st dung dé chon loc
cac khang thé c6 4i luc v6i CD3 clia ngudi va CD3 ciia khi trong téng sé 128 t6 hop
khang thé khang CD3 (SP34).

Cu thé, heterodime CD3¢/3 tai t& hop ciia ngudi hodc CD3e/8 ti td hop cua khi
dudi dai duoc pha lodng trong dung dich dém pha va st dung dé xi 1y dia 96 giéng. Pia
dugc bdo quadn & nhiét do 4°C trong 12 gio hoac lau hon. Sau d6, dung dich dém dugc
Joai bé va qua trinh x{r Iy bang dung dich albumin huyét thanh bd/PBS 1% dugc thuc
hién & nhiét 4§ phong trong 1 gi¢. Sau d6, dung dich nay dugc loai bo. Sau d6, cac té bao
duoc phi bing CD3 tai td hop duoc xir Iy v6i cac dung dich nudi ciy biéu hién khang thé
trong khoang 1 gio. |

Cac giéng dugc rira bang dung dich Tween 20/PBS 0,05%, sau d6 qua trinh xir 1y

bang khang thé IgG ciia ngudi duoc tiép hop véi peroxidaza cua cai ngua, di dugc pha
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lodng trong dung dich BSA/PBS 1%, duoc thuc hién & nhiét 40 phong trong 1 gio. Sau
d6, dung dich nay dugc loai bd va céac giéng duogc rira béng dung dich Tween 20/PBS
0,05%.

Dung dich TMB (3,3°,5,5’-tetrametylbenzidin) dwoc st dung dé xtr 1y dia 96 giéng,
va dia 96 giéng ndy dugc dé yén & nhiét do phong trong 30 phut. Sau d6, qua trinh xir 1y
béng dung dich dimng phan tng duge thuc hién, va mirc do khai trién mau sic dugce xac
dinh bing cach do d6 hip thu & budc séng 450nm. Trong sb cac khang thé nhan tao SP34
thu duoc, chi cAc mau d3 khai trién mau sic 12 cac dong van c6 4i luc véi CD3 ctia khang
thd SP34 cia chudt nhét khang thé. Cac két qua dic hiéu thu dugc bang cich do ai Iuc
duge thé hién trong Bang 5.

Béang 5
D6 hip thu (450 nm) Do hip thu (450 nm)
\ ] CD3 ciia \ . CD3 ciia
Dong | poa | CD3cba | pigusi | PO8 | gsa | CP3CUa | i qusi
ngwoi se ngwoi s
dai dai
A01 0,107 0,152 0,098 EO1 |[0,078 0,100 0,078
A02 0,071 0,098 0,068 E02 [0,077 0,095 0,070
A03 0,092 0,132 0,094 E03 | 0,098 0,134 0,076
A04 0,063 0,098 0,065 E04 | 0,080 0,087 0,067
A05 0,152 0,167 0,141 E05 | 0,083 0,085 0,068
A06 | 0,084 0,140 0,108 E06 | 0,206 0,112 0,086
A07 0,089 1,315 2,546 E07 0,097 0,109 0,115
A08 | 0,094 0,875 2,339 E08 | 0,106 0,074 0,099
A09 | 0,061 0,092 0,050 E09 |0,072 0,096 0,084
A10 [0,077 0,097 0,066 E10 |0,064 0,083 0,065
All [0,072 0,122 0,105 E1l |0,065 0,098 0,075
A12 [0,060 0,097 0,068 E12 0,059 0,088 0,064
A13 ]0,098 0,172 0,154 E13 0,085 0,139 0,114
Al4 0,082 0,125 0,113 E14 0,068 0,105 0,078
Al15 0,099 2,785 2,864 E15 [0,130 2,411 2,702
Al6 0,068 2,538 2,799 El6 {0,089 2,399 2,736
B01 0,055 0,097 0,071 FO1 [0,084 0,118 0,086
B02 | 0,059 0,086 0,072 F02 | 0,062 0,093 0,076
B03 [0,071 0,126 0,091 F03 0,078 0,128 0,101
B04 | 0,053 0,087 0,059 Fo4 0,057 0,084 0,069
B05 | 0,069 0,102 0,100 F05 | 0,066 0,105 0,075
B06 | 0,077 0,138 0,143 F06 [0,079| 0,115 0,096
B07 0,061 0,718 2,449 F07 0,142 0,133 0,163
B08 | 0,060 0,424 2,193 F08 0,076 0,134 0,180
B09 | 0,063 0,096 0,099 F09 |0,071 0,099 0,084
B10 {0,078 0,098 0,076 F10 |0,068 0,118 0,091
B1l [0,074 0,132 0,107 F11 0,071 0,138 0,104
B12 {0,059 0,098 0,072 F12 0,090 0,090 0,077
B13 {0,130 0,169 0,156 F13 {0,076 0,192 0,151
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B14 0,078 0,127 0,102 F14 [0,071 0,114 0,100
B15 |0,204 2,709 3,161 F15 10,081 2,489 2,755
B16 |0,064 2,370 2,926 F16 0,066 2,455 2,855
C01 0,128 0,131 0,075 G01 10,080 0,113 0,096
C02 10,108 0,099 0,071 G02 0,075 0,146 0,069
C03 10,126 0,140 0,089 G03 10,078 0,098 0,088
C04 10,073 0,093 0,067 G04 | 0,067 0,129 0,063
C05 10,099 0,107 0,128 G05 10,079 0,109 0,072
C06 0,080 0,108 0,083 G06 |0,095 0,118 0,078
C07 0,113 0,960 2,604 G07 10,077 0,118 0,316
C08 |0,111 0,446 2,178 GO08 0,148 0,137 0,119
C09 10,083 0,109 0,075 G09 10,083 0,106 0,079
C10 {0,066 0,096 0,074 G10 0,072 0,099 0,079
Cl1 |0,168 0,288 0,261 Gl1 [0,086 0,104 0,080
C12 0,065 0,087 0,065 G12 |0,057 0,085 0,065
C13 0,128 0,179 0,179 G13 0,132 0,265 0,242
Cl4 (0,075 0,107 0,095 G14 | 0,075 0,105 0,099
C15 10,098 2,454 2,813 G15 10,091 2,415 2,694
Cl6 0,092 2,369 2,802 Gl16 |0,108 2,482 2,773
D01 |[0,124 0,136 0,099 HO1 0,087 0,121 0,154
D02 | 0,056 0,150 0,073 HO02 0,125 0,111 0,080
D03 | 0,073 0,159 0,130 HO03 0,068 0,113 0,085
D04 | 0,083 0,091 0,072 HO04 | 0,055 0,077 0,068
D05 | 0,061 0,121 0,101 HO5 | 0,059 0,078 0,061
D06 |0,092 0,136 0,110 HO06 | 0,086 0,134 0,101
D07 10,074 1,168 2,393 HO07 0,060 0,110 0,090
D08 | 0,083 0,897 2,532 HO08 0,091 0,118 0,136
D09 0,083 0,122 0,098 HO09 [0,085 0,141 0,113
D10 0,076 0,117 0,113 H10 |[0,055 0,088 0,077
D11 ]0,105 0,138 0,134 H1l | 0,083 0,122 0,142
D12 10,081 0,095 0,114 H12 | 0,060 0,099 0,083
D13 10,314 0,569 0,532 H13 ]0,083 0,175 0,196
D14 10,121 0,149 0,113 H14 0,064 0,096 0,094
D15 10,108 2,529 3,006 H15 0,067 2,436 2,836
D16 | 0,080 2,655 2,872 Hl6 | 0,080 2,461 2,873

Céc két qua thir nghiém trén Bang 5 cho thay ring 24 dong, A7, A8, A15, A16, B7,
B8, B15, B16, C7, C8, C15, C16, D7, D8, D15, D16, El5, E16, F15, F16, G15, G16,
H15, va H16, van c6 4i luc véi CD3 ctia ngudi va CD3 ctia khi. Do d6, 24 dong nay dugc
chon loc 1am cé4c khang thé nhan tao khang CD3 (SP34).

Vi du 3. Po 4i luc véi CD3 téi t6 hop cuia cac khang thé nhan tao khang CD3

H¢ Octet dugc st dung dé do 4i luc voi CD3 tai td hop cua cac khang thé nhan tao
khang CD3 (SP34) dugc chon loc theo vi du 2. Cu thé, CD3¢/8 tai td hop cua nguoi hoac
CD3¢/6 tai t6 hop cua khi dudi dai duge didu ché & ndng dd bang Spg/mL trong dung
dich dém dong hoc 1x va sir dung dé xir Iy dia 96 giéng & ndng do bang 200uL/giéng.
Sau khi xtr I, CD3¢/8 dugc cb dinh vio cam bién khang Penta His (HIS1K, m3 san phdm

-2



41710

18-5121, Fortebio). Cac dong c6 4i luc gin két v6i CD3e/8 tai td hop ciia ngudi hodc
CD3¢/5 t4i tb hop ciia khi dubdi dai theo két qua thir nghiém ELISA duoc didu ché & ndng
d6 bang 50nM trong dung dich dém dong hoc 1%, va qu4 trinh xir 1 bang dung dich dém
dong hoc nay duge thure hién & ndng dd bang 200uL/giéng. Dung dich dém dong hoc 1x
duogc diéu ché bang cach pha loing dung dich dém dong hoc 10x (ForteBio, mi san pham
s6 18-1092) 10 14n bing dung dich PBS va sir dung. Tuong tac gifta CD3¢/8 dugc cb ,
dinh vao cam bién va khang thé & ndng d6 bang 50nM duoc phan tich dé tinh toan 4i luc
khang nguyén-khang thé, va cac két qua duoc thé hién trong Bang 6. 7

Bang 6
Ag CD3e/d t4i to hop ciia ngwdi CD3¢/6 tii tb hop ciia khi dubi dai
. Koy (1/mili .A Ko (1/mili A
D K o, s (1/gid K. " s (1/gid
ong » (M) gigy) | Kas (1/212Y) » (M) gidy) | Kas (1/2i8Y)

cSP34 | 229x10™° | 2,62x10° | 6,01x10” | 1,40x10™° [ 3,78x10° | 5,30x10”
A7 | 1,95x10% | 1,19x10° | 2,32x10% | 2,05x10%® | 1,53x10° | 3,15x107
B7 | 2,14x10™ | 1,98x10° | 4,23x10% | 3,090x10™ | 2,08x10° | 6,42x107"
C7 | 2,30x10% | 1,52x10° | 3,49x10%° | 2,75x10% | 1,94x10° | 5,35x107
D7 | 1,90x10® | 1,13x10° | 2,14x10% | 2,00x10%® | 1,43x10° | 2,84x10*
A8 | 2,22x10% | 1,02x10° | 2,26x10% | 2,19x10™ | 1,47x10° | 3,21x10%
B8 | 2,76x10% | 1,48x10° | 4,07x10% | 2,63x10% | 1,99x10° | 5,25x10%
Cc8 | 2,94x10% | 1,08x10° | 3,17x10% | 3,56x10%° | 1,66x10° | 5,89x107
D8 | 3,50x10® | 820x10* | 2,87x10® | 2,16x10%® | 1,23x10° | 2,66x10%
Al15 | 2,96x10"° | 323x10° | 9,58x10™ | 3,64x10"° | 4,53x10° | 1,65x10™
B15 | 5,21x10™ | 3,71x10° | 1,93x10™ | 6,27x10™ | 523x10° | 3,28x10°
Cl15 | 4,30x10™° | 3,76x10° | 1,62x10™ | 6,53x10"° | 525x10° | 3,43x10°"
D15 | 2,94x10" | 3,27x10° | 9,60x10% | 533x107%° | 4,37x10° | 2,33x10™
E15 | 1,74x10% | 2,25x10° | 3,92x10™ | 1,86x10% | 2,90x10° | 5,40x10™
F15 | 1,04x10°9 | 1,97x10° | 2,06x10% | 1,33x10% | 2,24x10° | 2,97x10™
G15 | 1,59x10% | 2,09x10° | 3,32x10™ | 1,72x10” | 2,69x10° | 4,61x10"
H15 | 9,53x10"° | 1,99x10° | 1,89x10% | 1,17x10%” | 2,30x10° | 2,69x10™*
Al6 | 2,93x10" | 2,75x10° | 8,07x10” | 6,57x107° | 3,70x10° | 2,43x10™
B16 | 4,45x10™° | 3,22x10° | 1,44x10™ | 6,60x10"° | 4,66x10° | 3,08x10™
Cl6 | 4,19x10"° | 2,68x10° | 1,12x10™ | 8,88x10"° | 3,84x10° | 3,41x10°%
D16 | 4,46x107° | 2,40x10° | 1,07x10% | 6,11x10"° | 3,56x10° | 2,17x10™
El6 | 1,76x10% | 1,62x10° | 2,84x10™ | 2,19x10% | 2,20x10° | 4,82x10"
F16 | 8,52x10"° | 1,41x10° 1,20x10™ | 1,37x10” | 1,85x10° | 2,53x10™
Gl6 | 1,32x10% | 1,53x10° | 2,01x10™ | 1,75x10% | 1,95x10° | 3,40x10™
Hi6 | 8,81x107° | 1,36x10° | 1,20x10™ | 1,13x10% | 1,82x10° | 2,06x10%

Céc két qua thir nghiém trén Bang 5 cho thdy ring toan bd cac dong déu c6 4i luc
manh vé6i ca CD3 cia ngudi va CD3e/8 cia khi dudi dai; va trong s cac dong nay, dong

Al5,B15, C15, D15, A16, B16, C16, va D16 c6 4i luc manh nhét.
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Vi du 4. Po i luc véi cac té bao T cia ngudi cua cac khang thé nhén tao khéng
CD3

Phurong phap dém té bao theo dong chay dugc st dung dé do 4i luc véi cac té bao
T ciia ngudi ciia cac khang thé nhan tao khang CD3 (SP34) duoc chon loc theo vi duy 2.
Cu thé, c4c té bao H9 (ATCC® HTB-176TM) dugc didu ché & mat do bang 2 x 10° té
bao trong dung dich dém FACS (100pL) (dung dich bao phu FBS/FACS 1%) cho mbi
mau khang thé, sau d6 khang thé (1pg) duoc st dung dé xir 1y cac té bao. Hon hop thu
dugc duge bao quan trong 25 phut trong béng tdi & nhiét do 4°C. Sau d6, qua trinh xir Iy
| bang dung dich dém FACS (3mL) dugc thuc hién, va phuong phép ly tdm dugc thuc hién
g the d6 bang 2000 vong/phut trong 3 phit. Sau d6, dich nbi duoc loai bo. Tiép theo,
dung dich dém FACS (100pL) chira khang thé IgG ciia nguoi dugc tiép hop véi
phycoerythrin (1pg) duoc str dung dé xir Iy cac té bao, va hdn hop thu duoc duge bao
quan trong 25 phit trong béng t6i & nhiét do 4°C. Sau d6, qué trinh xtr Iy bang dung dich
dém FACS (3mL) dugc thuc hién, va phuong phap ly tdm dugc thure hién & tdc do bang
2000 vong/phit trong 3 phut. Sau d6, dich ndi duoc loai bé. Céc té bao duge xir 1y bang
dung dich formaldehyt 4%, bao quan trong béng t6i & nhiét d6 4°C trong 30 phit, sau d6
xir 1y v6i dung dich dém FACS (3mL). Phwong phép ly tdm dugc thuc hién & tbe d6 bing
2000 vong/phut trong 3 phut, sau d6 dich néi dugc loai bo. Qua trinh xir Iy bing dung
dich dém FACS (350uL) duoc thuc hién, va thiét bi dém té bio theo dong chay dugc sir
dung dé phan tich 4i luc ctia cac khang thé vdi té bao T cta ngudi. Két qua phan tich
dugc thé hién trén Fig.1. Nhu dugc thé hién trén Fig.1, cac tac gia sang ché da phat hién
thiy ring toan bd cac khang thé, di gin két voi CD3¢/8 tai td hop cia ngudi, cling gén
két dac hiéu vai té bao T clia nguoi.

Vidu5.DPo ai Ii;c v6i cc té bao T cia khi cia céc khang thé nhan tao khéng CD3

Phuong phép dém té bao theo dong chay duoc st dung dé do 4i luc véi cac té bao
T ctia khi cta cac khang thé nhan tao khang CD3 (SP34) duoc chon loc theo vi du 2. Cu
thé, cac té bao 14 lach cua khi duoc didu ché & mat do bang 10° té bao trong dung dich
dém FACS (100uL) cho mdi mau khéng thé, sau d6 khang thé (1pg) dugc st dung dé xir
1y cac té€ bao. Hén hop thu duge duoc bao quan trong 25 phut trong béng t6i & nhiét do
4°C. Sau d6, qué trinh xtr 1y bang dung dich dém FACS (3mL) duoc thic hién, va
‘phuong phép ly tdm duge thuc hién & téc d6 bang 2000 vong/phit trong 3 phut. Sau do,
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dich néi dugc loai bé. Tiép theo, dung dich dém FACS (100pL) chira khang thé IgG cuia
ngudi duge tiép hop véi phycoerythrin (1pg) duoc st dung dé xir Iy cac té bao, va hdn
hop thu dugc dugc bao quan trong 25 phiit trong béng tbi & nhiét d6 4°C. Sau do, qua
trinh xr Iy bang dung dich dém FACS (3mL) duogc thuc hién, va phuong phap ly tdm
duoc thuc hién & tbe d6 bang 2000 vong/phit trong 3 phut. Sau d6, dich ndi duge loai bé.
Cac té bao duge xur 1y bang khang thé khang CD20 duoc tiép hop vé6i FITC, khang thé
khang CD14 dugc tiép hop v6i PE-Cy5, khang thé 7-AAD, khang thé khang CD16 dugc
tiép hop véi APc-cy7, hoac khéang thé khang CD45 duogc tiép hop véi V450, va hdn hop
thu dugc duge bao quén trong 25 phit trong béng tbi & nhiét dd 4°C. Sau do, qua trinh xtr
ly bing dung dich dém FACS (3mL) duoc thuc hién, va phuong phép ly tim duoc thuc
hién & tbc d§ bang 2000 vong/phit trong 3 phit. Sau dé, dich ndi duoc loai bo. Céac té
bao dugc xt Iy bang dung dich formaldehyt 4%, bao quéan trong béng tdi & nhiét do 4°C
trong 30 phut, sau d6 xir ly v6i dung dich dém FACS (3mL). Phuong phap ly tAm duoc
thuc hién & tbc d6 bang 2000 vong/phut trong 3 phut, sau d6 dich ndi duoc loai bo. Qua
trinh xir Iy bing dung dich dém FACS (350uL) duoc thuc hién, va thiét bi dém té bao
theo dong chay dugc sir dung dé phan tich 4i luc cla cc khang thé véi té bao T cla
ngudi. Két qua phan tich dugc thé hién trén Fig.2. Nhu dugc thé hién trén Fig.2, cac tac
gia sang ché da phét hién thdy ring toan bd cac khang thé, da ghn két véi CD3e/d tai td
hop ciia khi dudi dai, ciing gin két dic hiéu vé6i té bao T cia khi.

Mic du céc phuong én cia sang ché da dugc mé ta thong cac vi du va hinh vé&
néu trén, nhung ngudi cé hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& hiéu ring céc thay ddi
va c4i bién khac nhau cé thé dwoc tao ra ma khong nim ngoai pham vi cia sang ché. Vi
du, c6 thé dat dugc cac két qua mong mudn ngay ca khi cac phuong phép nhu da duoc
mo ta dugc thuc hién theo trinh tu khac vai phuong phép a3 dugc mo ta, va/hodc cac
thanh phé‘ln nhu d& dugc mé ta dugc két hop ¢ dang khéc v6i phuong phap da duge mo ta,
hodc duoc thay thé bang cc thanh phan khac hoic cac thanh phan twrong duong. Do do,
cac phuong phép thuc hién khéc, cdc phuong an khic, va cac bién thé twong duong cia

b yéu cau bdo hg kém theo cling ndm trong pham vi cia bd yéu cau bao hd kém theo.
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YEU CAU BAO HO
1. Khang thé hogic manh gin két khang nguyén cia né, trong khang thé nay hodc méanh

gan két khang nguyén cia n6 chira:

(a-1) mién bién d6i chudi nhe (mién VL) chira trinh tw axit amin nhw néu trong

SEQ ID NO.7 hogc SEQ ID NO.8§; va

(a-2) mién bién ddi chudi nang (mién VH) chira trinh ty axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO.18, SEQ ID NO.19, SEQ ID NO.20, hodc SEQ ID NO.21, hoic (b-1) mién
bién ddi chudi nhe (mién VL) chura trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.15 hogc
SEQ ID NO.16; va

(b-2) mién bién ddi chudi ning (mién VH) chira trinh tu axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO.18, SEQ ID NO.19, SEQ ID NO.20, SEQ ID NO.21, SEQ ID NO.22, SEQ
ID NO.23, SEQ ID NO.24, hodc SEQ ID NO.25,

trong d6 mién VL cua (a-1) va (b-1) chua ving xac dinh bd sung CDRI
(complementarity determining region-CDR) chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.29, ving CDR2 chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.30, va ving
CDR3 chtra trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.31; va

trong d6 mién VH ctia (a-2) va (b-2) chta viing xac dinh bd sung CDR1 chira trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.32, ving CDR2 chira trinh ty axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.33, va vung CDR3 chua trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.34.

2. Khang thé hodc méanh gin két khang nguyén cta no theo diém 1, trong d6 khang thé
nay hodc manh gin két khang nguyén ctia né gin két dic hiéu v6i cum biét hoa 3 (CD3-
cluster of differentiation 3).

3. Khang thé hodc manh gin két khang nguyén cta né theo diém 2, trong d6 CD3 bao
g6m CD3 c6 ngudn gde tir ngudi va CD3 ¢ ngudn gbe tir khi.

4. Khang thé hoic manh gin két khang nguyén ciia né theo diém 1, trong d6 khang thé
nay hodc manh gan két khang nguyén cta né gin két dac hiéu véi té bao T.

5. Khang thé hoic manh gin két khéng nguyén ciia n6 theo diém 4, trong d6 t& bao T bao

gbm t€ bao T cd ngudn goc tr ngudi va té bao T ¢6 nguodn goc tir khi.
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6. Khéng thé hoic manh gin két khang nguyén cta né theo diém 1, trong d6 khang thé
nay 13 khang thé nhén tao.

7. Polynucleotit ma héa mién bién d6i chudi nhe (mién VL) va mién bién ddi chudi nang

(mién VH) cta khang thé hodc manh gin két khang nguyén ciia n6 theo diém 1.
8. Vecto biéu hién chira polynucleotit theo diém 7.
9. Té bao vit chi dugce bién nap véi vecto biéu hién theo diém 8.

10. Phurong phép san xuét khang thé gin két dic hidu véi CD3, bao gdm budc nudi ciy té

bao vét chu theo diém 9.

11. Dudc phim chira khang thé hoéé manh gan két khang nguyén ctia n6 theo diém 1.
12. Dugc pham chira khang thé hodc manh gin két khang nguyén cia né theo diém 2.
13. Dugc pham chira khang thé hodc manh gin két khang nguyén cia né theo diém 3.
14. Dugc phim chira khang thé hodc méanh gin két khang nguyén ciia n6 theo diém 4.
15. Dugc phim chira khang thé hodc manh gin két khang nguyén cia né theo diém 5.

16. Dugc phdm chira khang thé hodc manh gén két khang nguyén ctia n6 theo diém 6.

-27-



41710

Al
DANH MUC TRINH TU
<110> CREEN CROSS CORPORATION; MOGAM INSTITUTE FOR BIOMEDICAL RESEARCH
<120>  KHANG THE KHANG CUM BIET HOA 3 VA DUQC PHAM CHUA KHANG THE NAY
<130> PCB810112GCC
<160> 34
<170> KoPatentIn 3.0
<210> 1
<211> 110
<212> PRT
<213> Trinh ty nh3n tao
<220>
<223> Déng VL-1 cla khidng thé SP34 nhin tao
<400> 1
Gln Ala Val Val Thr Gln Glu Pro Ser Leu Thr Val Ser Pro Gly Gly
1 5 10 15
Thr Val Thr Leu Thr Cys Arg Ser Ser Thr Gly Ala Val Thr Thr Ser
20 25 : 30
Asn Tyr Ala Asn Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Thr
35 40 45
Leu Ile Tyr Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro Trp Thr Pro Ala Arg Phe
50 55 60
Ser Gly Ser Leu Leu Gly Gly Lys Ala Ala Leu Thr Leu Ser Gly Ala
65 70 75 80
Gln Pro Glu Asp Glu Ala Glu Tyr Tyr Cys Ala Leu Trp Tyr Ser Asn
85 90 95
Leu Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly
100 105 110
<210> 2
<211> 110
<212> PRT
<213> Trinh tu nhin tao
<220>
<223> Doéng VL-2 cla khadng th& SP34 nhan tao
<400> 2
Gln Ala Val Val Thr Gln Glu Pro Ser Leu Thr Val Ser Pro Gly Gly
1 5 10 15
Thr Val Thr Leu Thr Cys Arg Ser Ser Thr Gly Ala Val Thr Thr Ser
20 25 30
Asn Tyr Ala Asn Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Thr
35 40 45
Leu Ile Tyr Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro Trp Thr Pro Ala Arg Phe
50 55 60
Ser Gly Ser Leu Leu Gly Asp Lys Ala Ala Leu Thr Leu Ser Gly Ala
65 70 75 80
Gln Pro Glu Asp Glu Ala Glu Tyr Tyr Cys Ala Leu Trp Tyr Ser Asn
85 90 ’ 95
Leu Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly
100 105 110
<210> 3
<211> 110
<212> PRT
<213> Trinh tu nhin tao
<220> .
<223>  DOng VL-3 cua khang thé SP34 nhin tao
<400> 3
Gln Ala Val Val Thr Gln Glu Pro Ser Leu Thr Val Ser Pro Gly Gly
1 5 10 15
Thr Val Thr Leu Thr Cys Arg Ser Ser Thr Gly Ala Val Thr Thr Ser
20 25 30
Asn Tyr Ala Asn Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Thr
35 40 45
Leu Ile Gly Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro Trp Thr Pro Ala Arg Phe
50 55 60
Ser Gly Ser Leu Leu Gly Gly Lys Ala Ala Leu Thr Leu Ser Gly Ala
65 70 75 80
Gln Pro Glu Asp Glu Ala Glu Tyr Tyr Cys Ala Leu Trp Tyr Ser Asn
85 90 95
Leu Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly
100 105 110
<210> 4
<211> 110
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> D&ng VL-4 clia khéng thé. SP34 nhin tao
<400> 4

Gln Ala Val Val Thr Gln Glu Pro Ser Leu Thr Val

Ser Pro Gly Gly
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1 5 10 15
Thr Val Thr Leu Thr Cys Arg Ser Ser Thr Gly Ala Val Thr Thr Ser
20 25 30
Asn Tyr Ala Asn Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Thr
35 40 45
Leu Ile Gly Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro Trp Thr Pro Ala Arg Phe
50 55 60
Ser Gly Ser Leu Leu Gly Asp Lys Ala Ala Leu Thr Leu Ser Gly Ala
65 70 75 80
Gln Pro Glu Asp Glu Ala Glu Tyr Tyr Cys Ala Leu Trp Tyr Ser Asn
85 90 95
Leu Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly
100 105 110 -
<210> 5
<211> 110
<212> PRT
<213> Trinh ty nhin tao
<220>
<223> Déng VL-5 clia khang th& SP34 nhan tao
<400> 5
Gln Ala Val Val Thr Gln Glu Pro Ser Leu Thr Val Ser Pro Gly Gly
1 5 10 15
Thr Val Thr Leu Thr Cys Arg Ser Ser Thr Gly Ala Val Thr Thr Ser
20 25 30
Asn Tyr Ala Asn Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Gly
35 40 45
Leu Ile Tyr Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro Trp Thr Pro Ala Arg Phe
50 55 60
Ser Gly Ser Leu Leu Gly Gly Lys Ala Ala Leu Thr Leu Ser Gly Ala
65 70 75 80
Gln Pro Glu Asp Glu Ala Glu Tyr Tyr Cys Ala Leu Trp Tyr Ser Asn
85 90 95
Leu Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly
100 105 110
<210> 6
<211> 110
<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<223> Déng VL-6 cla khang th& SP34 nhin tao
<400> 6
Gln Ala Val Val Thr Gln Glu Pro Ser Leu Thr Val Ser Pro Gly Gly
1 5 10 15
Thr Val Thr Leu Thr Cys Arg Ser Ser Thr Gly Ala Val Thr Thr Ser
20 25 30
Asn Tyr Ala Asn Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Gly
35 40 45
Leu Ile Tyr Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro Trp Thr Pro Ala Arg Phe
50 55 60
Ser Gly Ser Leu Leu Gly Asp Lys Ala Ala Leu Thr Leu Ser Gly Ala
65 70 75 80
Gln Pro Glu Asp Glu Ala Glu Tyr Tyr Cys Ala Leu Trp Tyr Ser Asn
85 90 95
Leu Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly-
100 105 110
<210> 7
<211> 110
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Déng VL-7 cla khang th& SP34 nhin tao
<400> 7
Gln Ala Val Val Thr Gln Glu Pro Ser Leu Thr Val Ser Pro Gly Gly
1 5 10 15
Thr Val Thr Leu Thr Cys Arg Ser Ser Thr Gly Ala Val Thr Thr Ser
20 25 30
Asn Tyr Ala Asn Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Gly
35 40 45 .
Leu Ile Gly Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro Trp Thr Pro Ala Arg Phe
50 55 60
Ser Gly Ser Leu Leu Gly Gly Lys Ala Ala Leu Thr Leu Ser Gly Ala
65 70 75 80
Gln Pro Glu Asp Glu Ala Glu Tyr Tyr Cys Ala Leu Trp Tyr Ser Asn
85 90 95
Leu Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly
100 105 110"
<210> 8
<211> 110
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<212> PRT
<213> Trinh tu nhin tao
<220>
<223> Ddng VL-8 cla khang th& SP34 nhin tao
<400> 8
Gln Ala Val Val Thr Gln Glu Pro Ser Leu Thr Val Ser Pro Gly Gly
1 5 10 15
Thr Val Thr Leu Thr Cys Arg Ser Ser Thr Gly Ala Val Thr Thr Ser
20 25 30
Asn Tyr Ala Asn Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Gly
35 40 45
Leu Ile Gly Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro Trp Thr Pro Ala Arg Phe
50 55 60
Ser Gly Ser Leu Leu Gly Asp Lys Ala Ala Leu Thr Leu Ser Gly Ala
65 70 75 80
Gln Pro Glu Asp Glu Ala Glu Tyr Tyr Cys Ala Leu Trp Tyr Ser Asn
85 90 95
Leu Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly
100 105 110
<210> 9
<211> 110
<212> PRT
<213> Trinh tu nhin tao
<220>
<223> Déng VL-9 cfla khang th& SP34 nhin tao
<400> 9
Gln Ala Val Val Thr Gln Glu Pro Ser Leu Thr Val Ser Pro Gly Gly
1 5 10 15
Thr Val Thr Leu Thr Cys Arg Ser Ser Thr Gly Ala Val Thr Thr Ser
20 25 30
Asn Tyr Ala Asn Trp Val Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Thr
35 40 45
Leu Ile Tyr Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro Trp Thr Pro Ala Arg Phe
50 55 60
Ser Gly Ser Leu Leu Gly Gly Lys Ala Ala Leu Thr Leu Ser Gly Ala
65 70 75 80
Gln Pro Glu Asp Glu Ala Glu Tyr Tyr Cys Ala Leu Trp Tyr Ser Asn
85 90 95
Leu Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly
100 105 110
<210> 10
<211> 110
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223>  Déng VL-10 cia khadng thé SP34 nhin tao
<400> 10
Gln Ala Val Val Thr Gln Glu Pro Ser Leu Thr Val Ser Pro Gly Gly
1 5 10 15
Thr Val Thr Leu Thr Cys Arg Ser Ser Thr Gly Ala Val Thr Thr Ser
20 25 30
Asn Tyr Ala Asn Trp Val Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Thr
35 40 45
Leu Ile Tyr Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro Trp Thr Pro Ala Arg Phe
50 55 60
Ser Gly Ser Leu Leu Gly Asp Lys Ala Ala Leu Thr Leu Ser Gly Ala
65 70 75 80
Gln Pro Glu Asp Glu Ala Glu Tyr Tyr Cys Ala Leu Trp Tyr Ser Asn
85 90 95
Leu Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly
100 105 110
<210> 11
<211> 110
<212> PRT
<213> Trinh tu nhin tao
<220>
<223>  Déng VL-11 clia khang th& SP34 nhén tao
<400> 11
Gln Ala Val Val Thr Gln Glu Pro Ser Leu Thr Val Ser Pro Gly Gly
1 5 10 15
Thr Val Thr Leu Thr Cys Arg Ser Ser Thr Gly Ala Val Thr Thr Ser
20 25 30
Asn Tyr Ala Asn Trp Val Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Thr
35 40 45
Leu Ile Gly Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro Trp Thr Pro Ala Arg Phe
50 55 60
Ser Gly Ser Leu Leu Gly Gly Lys Ala Ala Leu Thr Leu Ser Gly Ala
65 70 75 80
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Gln Pro Glu Asp Glu Ala Glu Tyr Tyr Cys Ala Leu

85 90
Leu Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val
100 105 110
<210> 12
<211> 110
<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<223> Ddng VL-12 cla khang th& SP34 nhin tao
<400> 12
Gln Ala Val Val Thr Gln Glu Pro Ser Leu Thr Val
1 5 10
Thr Val Thr Leu Thr Cys Arg Ser Ser Thr Gly Ala
20 25 30
Asn Tyr Ala Asn Trp Val Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45
Leu Ile Gly Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro Trp Thr
50 55 60
Ser Gly Ser Leu Leu Gly Asp Lys Ala Ala Leu Thr
65 70 75
Gln Pro Glu Asp Glu Ala Glu Tyr Tyr Cys Ala Leu
85 90
Leu Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val
100 105 110
<210> 13
<211> 110
<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<223> Déng VL-13 ciia khang thé SP34 nhin tao
<400> 13
Gln Ala Val Val Thr Gln Glu Pro Ser Leu Thr Val
1 5 10
Thr Val Thr Leu Thr Cys Arg Ser Ser Thr Gly Ala
20 25 30
Asn Tyr Ala Asn Trp Val Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45
Leu Ile Tyr Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro Trp Thr
50 55 60
Ser Gly Ser Leu Leu Gly Gly Lys Ala Ala Leu Thr
65 70 75
Gln Pro Glu Asp Glu Ala Glu Tyr Tyr Cys Ala Leu
85 90
Leu Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val
100 105 110
<210> 14
<211> 110
<212> PRT
<213> Trinh tyu nhdn tao
<220>
<223> Dong VL-14 cla khadng th& SP34 nhin tao
<400> 14
Gln Ala Val Val Thr Gln Glu Pro Ser Leu Thr Val
1 5 10
Thr Val Thr Leu Thr Cys Arg Ser Ser Thr Gly Ala
20 25 30
Asn Tyr Ala Asn Trp Val Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45
Leu Ile Tyr Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro Trp Thr
50 55 60
Ser Gly Ser Leu Leu Gly Asp Lys Ala Ala Leu Thr
65 70 75
Gln Pro Glu Asp Glu Ala Glu Tyr Tyr Cys Ala Leu
85 90
Leu Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val
100 105 110
<210> 15°
<211> 110
<212> PRT
<213> Trinh ty nhé8n tao
<220>
<223> Ddng VL-15 c@ia khang th& SP34 nhin tao
<400> 15

Gln Ala Val Val Thr Gln Glu Pro Ser Leu Thr Val

1 5 10
Thr Val Thr Leu Thr Cys Arg Ser Ser Thr Gly Ala
20 25 30

Trp Tyr Ser Asn
95
Leu Gly

Ser Pro
15

Val

Gly Gly

Thr Thr Ser

Ala Pro Arg Thr

Pro Ala Arg Phe

Ser Ala
80
Tyr

Leu Gly

Ser Asn

Trp
95

Leu Gly

Ser
15
Val

Pro Gly Gly

Thr Thr Ser

Ala Pro Arg Gly

Pro Ala Arg Phe

Ser Ala
80
Tyr

Leu Gly

Ser Asn

Trp
95

Leu Gly

Ser Pro
15

Val

Gly Gly

Thr Thr Ser

Ala Pro Arg Gly

Pro Ala Arg Phe

Leu Ser Ala
80

Tyr

Gly

Trp Ser Asn
95

Leu Gly

Ser Pro Gly Gly
15
Val Thr Thr Ser
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Asn
Leu
Ser
65
Gln

Leu

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

Tyr Ala
35

Ile Gly

50

Gly Ser

Asn Trp Val

Gly Thr Asn
55
Leu Leu Gly
70

Asp Glu Ala
85

Trp Val Phe Gly Gly
100

16

110

PRT

Pro Glu

<220>

<223>
<400>

Gln
1
Thr

Asn

Leu

Ser
65
Gln

Leu

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

16
Ala Val Val Thr Gln
5
Val Thr Leu Thr Cys
20
Tyr Ala Asn Trp Val
35

Ile Gly Gly Thr Asn
50 55

Gly Ser Leu Leu Gly
70

Pro Glu Asp Glu Ala
85
Trp Val Phe Gly Gly
100
17
110
PRT

<220>

<223>
<400>

Gln
1
Thr
Asn
Leu
Ser
65
Gln

Leu

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

17
Val Val Thr
5
Thr Leu Thr
20
Ala Asn Trp
35
Gly Gly Thr

Ala

Val Cys

Tyr Val
Ile
50
Gly

Asn
55

Ser Leu Ile Gly

70
Glu Asp Glu Ala
85

Val Phe Gly Gly
100

18

125

PRT

Thr

Trp

<220>

<223>
<400>

Glu
1
Ser
Ala
Gly
Ser
65
Ala
Tyr

Ala

18
Gln Leu Val Glu
5
Lys Leu Ser Cys

20
Asn Trp Val Arg
35
Ile

Val
Leu
Met
Arg

50
Val

Arg Ser Lys

55

Asp Arg Phe

70
Gln Met Asn
85

Val Arg His Gly
100

Tyr Trp Gly Gln Gly

115

Lys
Tyr Leu

Cys

Gln
40
Lys
Gly
Glu

Gly

Trinh ty nhén tao

Glu
Arg

Gln
40

Lys

Asp

Glu

Gly

Trinh ty nhén tao

Gln Glu Ser Ala

Arg
Gln
40
Lys
Asp
Ile

Gly

Trinh tu nhin tao

Ser

Ala

Gln

40"

Tyr
Thr
Ser

Asn

105

Thr
120

41710

Gln Lys Pro Gly Gln
45
Arg Ala Pro Trp Thr
60
Lys Ala Ala Leu Thr
75
Tyr Tyr Cys Ala Leu
90
Thr Lys Leu Thr Val
105 110

Ddng VL-16 clia khdng thé SP34 nhan tao

Pro Ser Leu Thr Val
10
Ser Ser Thr Gly Ala
25 30
Gln Lys Pro Gly Gln
45

Arg Ala Pro Trp Thr
60

Lys Ala Ala Leu Thr
75

Tyr Tyr Cys Ala Leu
90

Thr Lys Leu Thr Val

105 110

Leu Thr Thr
10
Ser Ser

25
Glu Lys

Thr Gly Ala

30
Pro Asp His

45
Pro Gly Val
60
Lys Ala Ala Leu Thr
75
Tyr Phe Cys Ala Leu
90

Thr Lys Leu Thr Val
105 110

Arg Ala

Déng VH-A cila khang th& SP34 nhin tao

Gly Gly Gly Leu Val
10
Ala Ser

25

Ala Ser

Gly Phe Thr

30

Gly Lys Gly
45

Tyr Ala Thr

60
Ile Ser Arg Asp Asp
75
Leu Lys Thr Glu Asp
90

Phe Gly Asn Ser Tyr

110

Leu Val Thr Val Ser
125

Asn Asn

Ala
Pro
Leu
Trp

95
Leu

Ser
15
Val

Ala

Pro

Leu

Trp
95
Leu

Mién VL cla khang thé SP34 cuia chudt nhit

Ser
15

Val
Leu

Pro

Ile

Trp
95
Leu

Gln
15

Phe
Leu
Tyr
Ser
Thr
95

Val

Ser
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Pro
Ala
Ser
80

Tyr

Gly

Pro
Thr

Pro

Ala

Ser

80

Tyr

Gly

Pro
Thr
Phe
Ala
Thr
80

Tyr

Gly

Pro
Asn
Glu
Tyr
Lys
80

Ala

Ser

Arg
Arg
Gly

Ser

Gly
Thr

Arg

Arg

Gly

Ser

Gly
Thr
Thr
Arg
Gly

Ser

Gly
Thr
Trp
Ala
Asn

Val

Trp

Gly
Phe
Ala

Asn

Gly
Ser

Gly

Phe

Ala

Asn

Glu
Ser
Gly
Phe
Ala

Asn

Gly
Tyr
Val
Asp
Thr
Tyr

Phe
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<210> 19
<211> 125
<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<223> Déng VH-B cia khang th& SP34 nhan tao
<400> 19
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asn Thr Tyr
20 25 30
Ala Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Ser Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Gly Arg Ile Arg Ser Lys Tyr Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr Tyr Ala Asp
50 55 60
Ser Val Lys Asp Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Thr
65 70 75 80
Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95
Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val Ser Trp Phe
100 105 110
Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120 125
<210> 20
<211> 125
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Ddéng VH-C cia khang th& SP34 nhin tao
<400> 20
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asn Thr Tyr
20 25 30
Ala Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Ser Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Gly Arg Ile Arg Ser Lys Tyr Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr Tyr Ala Asp
50 55 60 .
Ser Val Lys Asp Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Gln Ser Thr
65 70 75 80
Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95
Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val Ser Trp Phe
100 . 105 110
Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120 125
<210> 21
<211> 125
<212> PRT
<213> Trinh tu nhidn tao
<220>
<223> Doéng VH-D clla khang th& SP34 nhin tao
<400> 21 .
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asn Thr Tyr
20 25 30
Ala Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Ser Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Gly Arg Ile Arg Ser Lys Tyr Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr Tyr Ala Asp
50 55 60
Ser Val Lys Asp Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Gln Ser Thr
65 70 75 80
Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95
Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val Ser Trp Phe
100 105 110
Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120 125
<210> 22
<211> 125
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Ddéng VH-E ci@la khang th& SP34 nhin tao

<400> 22

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
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Ser
Ala
Ala
Ser

65
Ala

Tyr

Ala

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

Leu Lys Leu Ser Cys Ala
20
Met Asn Trp Val Arg
35
Arg Ile
50
Val Lys

Gln
40
Arg Ser Lys Tyr
55
Asp Arg Phe
70
Tyr Leu Gln Met Asn
85
Cys Val Arg His Gly
100
Tyr Trp Gly Gln Gly
115
23
125
PRT
Trinh ty nhdn tao

Thr

Ser

Asn

Thr
120

<220>

<223>
<400>

Glu
1

Ser
Ala
Ala
Ser

65
Leu

Tyr

Ala

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

23
Val Gln Leu Val
5
Leu Lys Leu Ser
20
Met Asn Trp Val
35

Arg Ile
50

Val Lys

Glu Ser

Cys Ala
Gln
40
Tyr

Arg
Arg Ser Lys

55
Asp Arg Phe Thr

70
Tyr Leu Gln Met Asn
85
Cys Val Arg His Gly
100

Tyr Trp Gly Gln Gly
115

24

125

PRT

Trinh tu nhdn tao

Ser

Asn

Thr
120

<220>

<223>
<400>

24

105

105

41710

Ala
25
Ala

Ser Gly Phe Thr
30
Ser Gly Lys Gly
45
Asn Asn Tyr Ala Thr
60
Ser Arg Asp Asp
75
Leu Lys Thr Glu Asp
90
Phe Gly Asn Ser Tyr
110
Leu Val Thr Val Ser
125

Ile

Ddéng VH-F clia khang th& SP34 nhin tao

Gly Gly Gly Leu Val
10
Ala Ser Gly Phe Thr
25 30
Ala Ser Gly Lys Gly
45
Asn Asn Tyr Ala Thr
60
Ile Ser Arg Asp Asp
75
Leu Lys Thr Glu Asp
90
Phe Gly Asn Ser Tyr
110
Leu Val Thr Val Ser
125

Ddng VH-G cta khang th& SP34 nhin tao

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

1
Ser

Ala
Ala
Ser

65
Ala

Tyr

Ala

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

5
Leu Lys Leu Ser Cys
20
Met Asn Trp Val Arg
35
Ile

Ala

Gln
40
Arg Tyr
50
Val

Arg Ser Lys
55
Asp Arg Phe
70
Gln Met Asn
85
Val Arg His Gly
100
Tyr Trp Gly Gln Gly
115
25
125
PRT
Trinh ty nh8n tao

Lys Thr

Tyr Leu Ser

Cys Asn

Thr
120

<220>

<223>
<400>

Glu
1
Ser

Ala
Ala
Ser

65
Leu

25
Val Gln Leu Val Glu Ser
5
Leu Lys Leu Ser Cys Ala
20

Met Asn Trp Val Arg Gln
35 40

Arg Ile Arg Ser Lys Tyr

50 55

Val Lys Asp Arg Phe Thr

70
Tyr Leu Gln Met Asn Ser

105

10
Ala Ser Gly Phe Thr
25 30
Ala Ser Gly Lys Gly
45
Asn Asn Tyr Ala Thr
60
Ile Ser Arg Asp Asp
75
Leu Lys Thr Glu Asp
90
Phe Gly Asn Ser Tyr
110
Leu Val Thr Val Ser
125

Dong VH-H ctia khang th& SP34 nhian tao

Gly Gly Gly Leu Val
10
Ala Ser Gly Phe Thr
25 30
Ala Ser Gly Lys Gly
45
Asn Asn Tyr Ala Thr
60
Ile Ser Arg Asp Asp
75
Leu Lys Thr Glu Asp

Phe
Leu
Tyr
Ser
Thr
95

Val

Ser

Gln
15

Phe
Leu
Tyr
Ser
Thr
95

Val

Ser

Gln
15

Phe
Leu
Tyxr
Ser
Thr
95

Val

Ser

Gln
15

Phe
Leu
Tyr

Ser

Thr
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Asn
Glu
Tyr
Lys
80

Ala

Ser

Pro
Asn
Glu
Tyr
Lys
80

Ala

Ser

Pro
Asn
Glu
Tyr
Gln
80

Ala

Ser

Pro
Asn
Glu
Tyr
Gln

80
Ala

Thr
Trp
Ala
Asn
Val

Trp

Gly
Thr
Trp
Ala
Asn

Val

Trp

Gly
Thr
Trp
Ala
Ser

Val

Trp

Gly
Thr
Trp
Ala
Ser

Val

Tyr
Val
Asp
Thr
Tyr

Phe

Gly
Tyr
Val
Asp
Thr
Tyr

Phe

Gly
Tyr
Val
Asp
Thr
Tyr

Phe

Gly
Tyr
Val
Asp
Thr

Tyr
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85 90 95
Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val Ser Trp Phe
100 105 110
Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120 125
<210> 26
<211> 125
<212> PRT
<213> Trinh ty nh3n tao
<220>
<223> Mién VH cia khang thé SP34 ciia chudt nhit
<400> 26
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Lys Gly
1 5 10 15
Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asn Thr Tyr
20 25 30
Ala Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Arg Ile Arg Ser Lys Tyr Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr Tyr Ala Asp
50 55 60
Ser Val Lys Asp Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Gln Ser Ile
65 70 75 80
Leu Tyr Leu Gln Met Asn Asn Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Met Tyr
85 90 95
Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val Ser Trp Phe
100 105 110
Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120 125
<210> 27
<211> 104
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Mién CL lamda
<400> 27
Gln Pro Lys Ala Asn Pro Thr Val Thr Leu Phe Pro Pro Ser Ser Glu
1 5 10 15
Glu Leu Gln Ala Asn Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu Ile Ser Asp Phe
20 25 30
Tyr Pro Gly Ala Val Thr Val Ala Trp Lys Ala Asp Gly Ser Pro Val
35 40 45
Lys Ala Gly Val Glu Thr Thr Lys Pro Ser Lys Gln Ser Asn Asn Lys
50 55 60
Tyr Ala Ala Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu Gln Trp Lys Ser
65 70 75 80
His Arg Ser Tyr Ser Cys Gln Val Thr His Glu Gly Ser Thr Val Glu
85 90 95
Lys Thr Val Ala Pro Thr Glu Cys
100
<210> 28
<211> 330
<212> PRT
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<223> Mién CH IgGl
<400> 28
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
Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys
100 105 110
Pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro
115 120 125
Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys
130 135 140
Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp
145 150 155 160
Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
165 170 175
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Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu
180 185 190
His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn
195 200 205
Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly
210 215 220
Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu
225 230 235 240
Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr
245 250 255
Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn
260 265 270
Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
275 280 285
Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn
290 295 300
Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
305 310 315 320
Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
325 330

<210> 29
<211> 14
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Trinh tyu axit amin cl@a viing CDR1 (VL) c@a khang th& khiang CD3
<400> 29
Arg Ser Ser Thr Gly Ala Val Thr Thr Ser Asn Tyr Ala Asn

1 5 10
<210> 30
<211> 7
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Trinh tyu axit amin c@ia viing CDR2 (VL)cta khang thé khang CD3
<400> 30
Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro

1 5
<210> 31
<211> 9
<212> PRT
<213> Trinh ty nhin tao
<220>
<223> Trinh ty axit amin cfla viing CDR3 (VL)cua khang thé khang CD3
<400> 31
Ala Leu Trp Tyr Ser Asn Leu Trp Val

1 5
<210> 32
<211> 10
<212> - PRT
<213> Trinh ty nhidn tao
<220>
<223> . Trinh tu axit amin cta ving CDR1 (VH)cida khang th& khang CD3
<400> 32
Gly Phe Thr Phe Asn Thr Tyr Ala Met Asn

1 5 10
<210> 33
<211> 19
<212> PRT
<213> Trinh tu nhin tao
<220>
<223> Trinh ty axit amin cta viing CDR2 (VH) cia khang thé& khiang CD3
<400> 33

Arg Ile Arg Ser Lys Tyr Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser

1 5 10 15

Val Lys Asp

<210> 34

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>

<223> Trinh ty axit amin cta ving CDR3 (VH) cia khidng thé& khing CD3

<400> 34

Val Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val Ser Trp Phe Ala Tyr
1 5 10 15
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