(12) BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

(19) Cong hoa xa hoi chi nghia’Viét Nam (VN) (11)
CUC SO HUU TRI TUE
1-0045923
(51202001 CO07K 19/00; C12N 15/867; C12N (13) B
15/63; CO7K 16/28; C12N 15/62
(21) 1-2021-00338 (22) 18/07/2019

(86) PCT/US2019/042452 18/07/2019 (87) WO 2020/018825 23/01/2020

(30) 62/700,615 19/07/2018 US

(45) 26/05/2025 446 (43) 25/06/2021 399A

(73) REGENERON PHARMACEUTICALS, INC. (US)
777 Old Saw Mill River Road, Tarrytown, NY 10591, USA

(72) DILILLO, David (US); DELFINO, Frank (US); BRAY, Kevin (US); MEAGHER,
Thomas, Craig (US); KIRSHNER, Jessica (US); SINESHCHEKOVA, Olga (US).

(74) Coéng ty TNHH T&T INVENMARK S6 hitu tri tué Qudc té (T&T INVENMARK
CO.,LTD.)

(54) THY THE KHANG NGUYEN KHAM DAC HIEU KHANG NGUYEN TRUONG
THANH TE BAO B (BCMA) VA DUQC PHAM CHUA CHUNG



(21) 1-2021-00338

(57) Sang ché dé cap dén khang nguyén truong thanh té bao B (BCMA) duoc
biéu hién trén cac tuong bao 4c tinh. Sang ché dé cap dén cac thu thé khang
nguyén kham dic hiéu BCMA va té bao biéu hién cac thy thé khang nguyén
kham nay. Theo cac phuong an xac dinh, té bao thiét ké biéu hién thy thé khang
nguyén kham theo sang ché c6 kha ning tc ché su phat trién cua cac khdi u biéu
hién BCMA. T¢é bao thiét ké theo sang ché hitu dung trong diéu tri bénh va rdi
loan trong d6 dap ung mién dich nham dich BCMA duoc diéu chinh ting hoac
duoc cam umg 12 mong mudn va/hodc c6 loi vé& mat tri lidu. Vi du, té bao thiét ké
biéu hién thu thé khang nguyén kham dic hiéu BCMA theo sang ché hitu dung

trong diéu tri cac ung thu khac nhau, bao gdm bénh da u tay xuong.
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Tham chiéu t6i danh muc trinh tw

Pon nay két hop bang cach tham chiéu danh muc trinh tw dwgc dé trinh & dang
c6 thé doc duge trén may vi tinh & dang hd so 10455WO01-Sequence.txt, dugc thiét
1ap ngay 17 thang 07 ndm 2019 va chtra dung lugng 66907 byte.

Linh vire k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén thu thé khang nguyén kham (chimeric antigen receptor -
CAR), va té bao thiét ké bao gdm thu thé khang nguyén kham nay, chung c6 tinh dac
hiéu d6i véi khang nguyén trudng thanh té bao B (B-cell maturation antigen - BCMA),
va phuong phap st dung chuing.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Khang nguyén trudong thanh t& bao B (BCMA), con duge bibt 14 TNFRSF17,
hoic CD269, 13 protein xuyén mang type III thiéu peptit nhan tin hiéu va chira mién
ngoai bao giau xystein. BCMA, cling véi c4c protein c6 ho hang gin, thiic ddy su séng
s6t t& bao B & céc giai doan phat trién riéng biét. BCMA dugc biéu hién duy nhét
trong céc té bao dong té bao B, dic biét & ving gian nang cia tim maim cling nhu &
cac nguyén tuong bao va cac twong bao biét héa. BCMA dugc cam tng chon loc trong
qué trinh biét héa tuong bio, va can thiét cho sy séng sot t6i wu cia céc trong bao
sdng 14u trong tiy xuong. Trong bénh da u tiy xuong, BCMA dugc biéu hién nhiéu
trén tuong bao 4c tinh & mirc ting cao, va su biéu hién cia BCMA gia ting tién trién
tir cac té bao binh thuong dén té bao da u tay xuong hoat dong. BCMA ciing duoc
biéu hién & cac khdi u 4c tinh té bao B khac, bao gdm ca bénh ting globulin dai phan
tt Waldenstrém, u lympho Burkitt, va u lympho té bao B 16n lan téa. Tai ef al,
Immunotherapy, 7(11):1187-1199, 2015.

Mién dich tri liéu tu than, phuong phap nay lién quan dén viéc truyén cac té bao
T dic hiéu khang nguyén tu than duoc sinh ra bén ngoai co thé, 13 chién luge hira hen
trong diéu tri cic nhidm tring do virut va ung thu. Té bao T sir dung trong mién dich
tri liéu tw than c6 thé dugc sinh ra bing cach nhan rong cac té bao T dic hiéu khang

nguyén hoic chuyén hudng té bao T thong qua cong nghé thao tic gen.
1
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Tinh dédc hi€u mdi trong t& bao T d3 dugc tao ra mot cach thanh cong thong qua
su chuyén gen cta cac thu thé té bao T chuyén gen hoic céc thu thé khang nguyén
kham (CARs) (Jena, Dotti et al. 2010). CAR 14 céc thu thé tdng hop chira phan huéng
dich ma phan nay két hop v6i mot hodc nhidu mién tin hiéu trong phan tir dung hop
don. Noi chung, phin lién két cia CAR bao gébm mién lién két khang nguyén cia
khang thé chudi don (scFv), bao gdm céc doan bién ddi chudi nhe va chudi ning cla
khéng thé don dong dwoc nbi bang doan ndi linh hoat. Cac mién tin hiéu cia CAR thé
hé dau tién c6 ngudn gde tir viing bio tuong ciia cac chudi CD3zeta hodc chudi gama
thu thé Fc. Cac CAR thé hé thir nhit da dugc ching minh 13 1am chuyén huéng thanh
cong hoat tinh gdy doc té bao cua té bao T. Tuy nhién, ching khéng tao ra su nhan
rong va hoat tinh chéng khéi u 14u dai in vivo. Cac mién tin hiéu tir cac phén tir dong
kich thich, ciling nhu c4c mién xuyén mang va mién ban 18 da dugc bd sung dé tao ra
cic CAR thudc thé hé thit hai va tht ba, din t6i mot sb thi nghiém tri li¢u thanh cong
& ngudi. Vi du, t& bao T chuyén hudng CAR dic hiéu dbi véi khang nguyén biét hoa
té bao B CD19 da dugc ching minh c6 hi€u qua manh trong diéu tri cac khéi u 4c tinh
clia té bao B, trong khi té bao T chuyén huéng TCR da t6 ra ¢6 loi & cac bénh nhan bi
ung thu ran. T4c gia Stauss ef al. mo ta cac chién luge cai bién cac CAR va TCR tri
lidu, @ st dung trong diéu tri ung thu, vi du, dé ting cudng thuc hién chirc ning tac
dong dic hiéu khang nguyén va gi6i han doc tinh cua céc té bao T thiét ké (Current
Opinion in Pharmacology 2015, 24:113-118).

Té bao thiét ké biéu hién thu thé khang nguyén kham ma huéng dich vaio BCMA
s€ dugc st dung trong cac co sé tri li¢u trong do6 su ti€u di¢t huéng dich dic hi€u va

thong qua trung gian té bao T dbi v6i cac té bao biéu hién BCMA 12 mong mubn.

Ban chit k§ thuit cia sing ché

Theo fnc}t khia canh, sang ché dé cap dén thu thé khang nguyén kham dic hi¢u
khang nguyén truéng thanh té bao B (BCMA) bao gbm, tir dau tin cing N dén dau tin
cing C: (a) mién lién két phdi tir ngoai bao bao gdbm mién lién két khang nguyén
khang BCMA; (b) mién bén 1&; (c) mién xuyén mang; va (d) mién té bao chét bao gdm
mién ddng kich thich va mién tin hiéu.

Trong mét s trudng hop, mién lién két phdi tr ngoai bao bao gdm mién doan

bién dbi chudi don khang BCMA (scFv) bao gdm ving bién dbi chudi nhe (LCVR) va
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viing bién ddi chudi niing (HCVR). Theo mot s6 phuong 4n, mién scFv khdng BCMA
bao gf?)m doan nbi gitta LCVR va HCVR. Trong mdt sb truong hop, thu thé khang
nguyén khdm con bao gdm doan nbi gitta mién lién két phdi tir ngoai bao (vi dy, mién
scFv) va mién ban 18. Trong mdt s6 trudng hop, doan nbi bao gdm trinh tu axit amin
duoc chon tir nhém gém cac trinh ty SEQ ID NO: 93-96. Theo mét s6 phuong an,
doan nbi 1a doan ndi (G4S),, trong d6 n ndm trong khoang tur 1 dén 10.

Trong mét sb truong hop, mién ban 18, mién xuyén mang, hodc ca hai, déu tur
polypeptit CD8a. Trong mot s6 trudong hop, mién ddng kich thich bao gdm mién déng
kich thich 4-1BB. Trong mot s6 trudong hop, mién tin hiéu bao gém mién tin hiéu
CD3zeta. Theo mdt s& phwong 4n, mién ban 18 bao gdm trinh tu axit amin SEQ ID
NO: 97. Theo mot sb phuong 4n, mién xuyén mang bao gdm trinh ty axit amin SEQ
ID NO: 98. Theo mdt s6 phuong 4n, mién ddng kich thich 4-1BB bao gbm trinh tyr axit
amin SEQ ID NO: 99. Theo mdt s6 phwong 4n, mién tin hiéu CD3zeta bao gbm trinh
tu axit amin SEQ ID NO: 100.

Trong mdt s trudng hop, LCVR bao gbm céc ving quyét dinh bd ciru (CDRs)
ciia LCVR bao gdm trinh tu axit amin dugc chon tir nhém gbm céc trinh ty SEQ ID
NO: 10, 26, 42, 58 va 74. Trong mot sb truong hop, LCVR bao gdém cic mién
LCDR1- LCDR2-LCDR3 bao gém céc trinh ty axit amin, 14n lugt cia céc trinh tu
SEQ ID NO: 12-14-16, 28-30-32, 44-46-48, 60-62-64, hodc 76-78-80. Trong mdt sb
trudmg hop, HCVR bao gdm cic CDR ctia HCVR bao gdm trinh ty axit amin dugc
chon tir nhém gdm céc trinh tw SEQ ID NO: 2, 18, 34, 50 va 66. Trong mdt sb trudng
hop, HCVR bao gém cic mién HCDR1- HCDR2-HCDR3 bao gdm céc trinh tu axit
amin, 1an lugt ctia céc trinh ty SEQ ID NO: 4-6-8, 20-22-24, 36-38-40, 52-54-56, hodc
68-70-72.

Theo mdt sb phuong an, LCVR bao gém trinh tu axit amin dugc chon tir nhém
gf“)m cac trinh ty SEQ ID NO: 10, 26, 42, 58 va 74, hodc trinh ty axit amin c6 muc
turong ddng trinh tw 95% dén 99% véi trinh tur axit amin dwgc chon tir nhém gdm cac
trinh ty SEQ ID NO: 10, 26, 42, 58 va 74; va HCVR bao g6m trinh tu axit amin duoc
chon tir nhém gém cac trinh ty SEQ ID NO: 2, 18, 34, 50 va 66, hodc trinh ty axit
amin c6 muc tuong déng trinh tw 95% dén 99% véi trinh tu axit amin dwugc chon tir
nhém gdm c4c trinh tu SEQ ID NO: 2, 18, 34, 50 va 66. Trong mot sb trudng hop,
LCVR bao gém trinh ty axit amin duge chon tir nhém gdm céc trinh ty SEQ ID NO:
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10, 26, 42, 58 va 74, va HCVR bao gém trinh tu axit amin dugc chon tir nhom gém
cac trinh tu SEQ ID NO: 2, 18, 34, 50 va 66.

Theo mdt s6 phuong 4n, mién scFv bao gdm cip trinh tu axit amin LCVR/HCVR
bao gém céc trinh tu axit amin cla cac trinh ty SEQ ID NO: 10/2, 26/18, 42/34, 58/50,
hodc 74/66. Trong mdt s6 truong hgp, LCVR va HCVR dugce ndi bé‘mg doan ndi, tuy y
1a doan ndi (G4S), trong d6 n=1-3.

Trong mdt sb trudng hop, thu thé khang nguyén kham bao gdm trinh tyr axit amin
SEQ ID NO: 82, SEQ ID NO: 84, SEQ ID NO: 86, SEQ ID NO: 88, hodc SEQ ID
NO: 90. Theo mét s6 phuong 4n, thy thé khang nguyén kham bao gdm trinh tu axit
amin SEQ ID NO: 82. Theo mdt s6 phwong 4n, thu thé khang nguyén kham bao gém
trinh tu axit amin SEQ ID NO: 84. Theo mét sé phwong 4n, thy thé khang nguyén
kham bao gdm trinh tu axit amin SEQ ID NO: 86. Theo mét sé phwong 4n, thu thé
khang nguyén kham bao gdm trinh tu axit amin SEQ ID NO: 88. Theo mét sé phuong
an, thy thé khang nguyén kham bao gbm trinh ti axit amin SEQ ID NO: 90.

Theo khia canh khac, sang ché d& cip dén phan tir axit nucleic phan 1ap ma héa
cho thu thé khang nguyén kham dugc thao ludn & trén hodc trong ban mé ta nay.
Trong mot s6 truong hop, phan tir axit nucleic bao gdm trinh tu nucleotit dugc chon tir
nhém gdbm SEQ ID NO: 81, 83, 85, 87 va 89.

Theo khia canh khac, sang ché dé cap dén vecto bao gém phén tr axit nucleic
dwoc thao luin & trén hodc trong ban md ta nay. Trong mdt sb truong hop, vecto 1a
vecto ADN, vecto ARN, plasmit, vecto lentivirut, vecto adenovirut, hodc vecto
retrovirut. Theo mdt s phuong 4n, vecto 1a vecto lentivirut.

Theo khia canh khéc, sang ché d& cap dén té bao bao gdm phén tir axit nucleic,
hoic vecto dugc thao luén & trén hodc trong ban mé ta nay. Trong mot s6 trudng hop,
té bao 12 t& bao T ngudi.

Theo khia canh khéc, sang ché d& cip dén té bao thiét ké bao gbm thu thé khang
nguyén kham nhu dugc thdo ludn & trén hodc trong bdn mo td nay. Trong mdt sb
truomg hop, té bao thiét ké 12 t& bao mién dich. Trong mot sd trudong hop, té bio mién
dich 14 té bao gdy mién dich. Trong mdt s§ trudng hop, té bao gdy mién dich 1a
lymph6 bao T. Theo mdt s6 phwong 4n, lymphd bao T 1a lymphd bao T gy viém,
lymphé bao T gay doc té bao, lympho bao T diéu hoa, hodc lymphd bao T hd trg. Theo
mdt s6 phuong 4n, t€ bao thiét ké 1 lymphd bao T gy doc té bao CD8+.
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Trong mot sb trudng hop, t& bao thiét ké theo sdng ché 1a dé sir dung trong didu
tri ung thur bidu hién BCMA. Trong mdt s§ trudong hop, ung thu biéu hién BCMA 1a
bénh da u tuy xuong.

Theo khia canh khac, sang ché dé cap dén té bao T ngudi thiét ké bao gdbm thu
thé khang nguyén kham bao gbm, tir dAu tan cing N dén diu tan ciing C: (a) mién lién
két phdi tir ngoai bao bao gdm mién doan bién ddi chudi don khang BCMA (scFv) bao
gdm ving bién ddi chudi nhe (LCVR) va viing bién dbi chudi ning (HCVRY); (b) mién
ban 18; (c) mién xuyén mang; va (d) mién té bao chit bao gdm mién ddng kich thich 4-
1BB vi mién tin hi¢u CD3zeta.

Trong mot sb truong hop, mién scFv bao gﬁ“)m cdp trinh ty axit amin
LCVR/HCVR bao gdm cac trinh tu axit amin clia cdc trinh ty SEQ ID NO: 10/2,
26/18, 42/34, 58/50, hodc 74/66. Trong mot s truong hop, mién ban 18 bao gdm trinh
tu axit amin SEQ ID NO: 97. Trong mét sb truong hop, mién xuyén mang bao gdm
trinh ty axit amin SEQ ID NO: 98. Trong mdt sb trudng hop, mién dong kich thich 4-
1BB bao gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO: 99. Trong mdt s§ trudng hop, mién tin
hiéu CD3zeta bao gf)m trinh tu axit amin SEQ ID NO: 100.

Theo mdt s6 phwong 4n, té bao T ngudi thiét ké bao gbm thu thé khang nguyén
kham bao gém trinh tu axit amin SEQ ID NO: 82. Theo mot sb phuong an, té bao T
ngudi thiét ké bao gdm thu thé khang nguyén khiam bao gbm trinh tu axit amin SEQ
ID NO: 84. Theo mot sb phuong 4n, t& bao T ngudi thiét ké bao gbm thy thé khang
nguyén kham bao gbm trinh ty axit amin SEQ ID NO: 86. Theo mot s6 phuong 4n, té
bao T ngudi thiét ké bao gdm thu thé khang nguyén khim bao gbm trinh tu axit amin
SEQ ID NO: 88. Theo mdt sb phwong 4n, t& bao T ngudi thiét ké bao gdm thu thé
khang nguyén kham bao gdm trinh tw axit amin SEQ ID NO: 90.

Theo khia canh khéc, sang ché dé cip dén dugc phdm bao gbém té bao T ngudi
bién dbi gen va chit mang dugc dung, trong d6 té bao T ngudi bién ddi gen bao gdbm
thu thé khang nguyén kham nhu dugc thao ludn & trén hodc trong ban mo ta nay.
Trong mdt sb trudng hop, dugc pham 13 dé sir dung trong diéu tri ung thu biéu hién
BCMA. Theo mdt s6 phuong 4n, ung thu biéu hién BCMA 14 bénh da u tily xwong.

Theo khia canh khac, sang ché d& cip dén té bao thiét ké nhu dugc thao luin &

trén hodc trong badn mo t4 nay. Trong mot s6 truomg hop, duge phim 13 dé st dung
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trong didu tri ung thu bidu hién BCMA. Theo mét sé phwong 4n, ung thu biéu hién
BCMA 1a bénh da u tiy xuong.

Theo khia canh khéc, sang ché dé cap dén viéc str dung thu thé khang nguyén
kham, phan tir axit nucleic, vecto, té bao hoic té bao thiét k& nhu dugc thao luan & trén
hodc trong ban md ta nay trong san xut thudc dé didu tri ung thu bidu hién BCMA.
Trong mdt s6 truong hop, ung thu biéu hién BCMA 1a bénh da u tity xuong. Theo céc
phuong an khéc nhau, céac thu thé khang nguyén kham, phéan tr axit nucleic, vecto, té
bao, hodc té bao thiét ké dugc thao lusn & trén hodic trong bin md ta ndy dugc dy dinh
d8 sir dung trong phuong phap bat ky duoc thao ludn & trén hodc trong ban md ta ndy.
Vi dy, theo mot sb phuong 4n, CAR hodc t& bao thiét k& thao luan trong ban mo ta nay
1a @& sir dung trong y hoc hoic dé sir dung trong diéu tri ung thu nhu duoc thao lusn &
trén hodc trong ban mo ta nay.

Theo khia canh khac, sang ché d& cip dén phwong phap ting cudng hoat tinh
lympho bao T & d6i twong bao gbdm, viéc dua vio trong d6i twong lymphd bao T chira
thu thé khang nguyén kham nhu dugc thao luin & trén hodc trong ban mo ta nay.

Theo khia canh khac, sang ché d& cap dén phuong phéap diéu tri dbi twong dang
bi ung thu bao gdm, viéc dua vao trong ddi tuong lugng c6 hidu qua diéu tri cia
lymphd bao T chira thu thé khang nguyén kham nhu dugc thao ludn & trén hodc trong
ban mo ta nay.

Theo khia canh khac, sang ché d& cap dén phuong phap kich thich dap ing mién
dich qua trung gian t& bao T véi quan thé hoic mo té bao dich & dbi twong bao gdm
budc dung cho dbi twong mot lugng hitu hiéu cia té bao duoc bién ddi gen dé biéu
hién thy thé khang nguyén kham nhu dugc thao ludn & trén hodc trong ban mo ta nay.

Theo khia canh khac, sang ché d& cap dén phwong phép tao ra mién dich chéng
khéi u & dbi twong, phuong phép bao gdbm budc ding cho d6i twgng mot lugng hitu
hiéu cua t& bao dwgc bién dbi gen dé bidu hién thu thé khang nguyén khim nhu duge
thdo Iudn & trén hodc trong ban mo ta nay.

Theo mdt sb phuong é4n vé phuong phép dugc thdo luan & trén, d6i tugng 1a con
ngudi. Trong mét sb trudng hop, dbi tugng dang bi bénh da u tiy xuong, bénh bach
cau nguyén bao lympho cép tinh dong B, bénh bach cau lympho bao man tinh té bao
B, u lymphé khong Hodgkin té bao B, bénh bach ciu va u lymphd, bénh bach ciu
nguyén bao lympho cép tinh, u lymphd Hodgkin, hoic bénh bach ciu nguyén bao

6

6/112



45923

lympho cép tinh tré em. Theo mot sé phwong 4n, ddi tuong dang bi bénh da u tiy
xXuong.

Theo khia canh khéc, sang ché dé cap dén phwong phép thiét ké quan thé té bao
@8 biu hién thy thé khang nguyén kham, trong dé phuong phap bao gdm cac budc: (a)
tao ra quan thé té bao mién dich; (b) dwa vio trong cac té bao mién dich nay phan ti
axit nucleic mi héa cho thu thé khang nguyén kham nhu dugc thao ludn & trén hoic
trong ban mo ta nay; (c) nudi cdy t& bao mién dich trong diéu kién dé biéu hién cac
phan tr axit nucleic; va (d) phan lap céac té bao mién dich biu hién thy thé khéng
nguyén kham & bé mit té bao. Trong mdt sd truong hop, phuong phap con bao gdm
viéc thu quén thé t& bao mién dich tir d6i trong trude khi dua phén tir axit nucleic vao.

Theo khia canh khéc, sang ché dé cap dén phuong phép diéu tri ung thu bidu hién
BCMA & d6i twong, trong d6 phwong phéap bao gdm céc bude: (a) thiét ké quin thé té
bao theo phuong phép dugc thao luan & trén; va (b) lai dua quan thé té bao mién dich
biéu hién céac thu thé khang nguyén kham vao trong ddi twong. Theo mot sé phuwong
4n, ung thu biéu hién BCMA 13 bénh da u tiy xuong.

Céc phuong 4n khéc s& trd nén ro rang khi xem xét phdn mé ta chi tiét tiép theo.

MBS ta vin tit cac hinh vé

Fig. 1 minh hoa cAu trac nucleotit minh hoa dé biéu hién céu tric thu thé khang
nguyén kham (CAR). C4u tric nucleotit minh hoa bao gdm khang BCMA VL-doan
ndi-VH scFv, mién ban 18 va mién xuyén mang CD8 & ngudi, mién ddng kich thich 4-
1BB, mién tin hi¢u CD3zeta, v trinh ty IRES:eGFP dé theo di céc té bao bién dbi
CAR.

MBO ta chi tiét sang ché

Trude khi sang ché dugc md ta, cin hiéu ring, sang ché nay khong bi gi6i han &
cac phuong phap va didu kién thuc nghiém cu thé d3 mo ta, vi cac phuong phap va
diéu kién nhu vay c6 thé thay dbi. Ciing can hiéu rang, thuat ngir sir dung trong ban
md ta nay chi duy nhét nhim muc dich md ta cac phuong &n cu thé, va khong du dinh
& gi6i han, vi pham vi bao hd ciia sang ché s& chi bj gidi han béi cac yéu clu bao hd
kém theo. Céc phurong 4n bat ky hodc ddu hiéu ctia cac phwong 4n nay c6 thé duge két
hop v6i nhau, va nhitng sy két hop nhu vy chinh x4c dugc bao ham trong pham vi

bao ho ciia sang ché. Bét ky gia tri riéng biét ndo dugc théo luan & trén hodc trong ban
7
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md ta ndy c¢6 thé dugc két hop véi gia tri lién quan khéc duge thao ludn & trén hodc
trong ban mo ta nay dé vién dAn mot khoang véi cac gia tri biéu thi cac dau trén va dau
duéi ciia khoang, va cac khoang nhu vay dugc bao ham trong pham vi bdo h cua sang
ché nay.

Tru khi duge xac dinh theo cach khac, tat ca cac thuat ngtt k¥ thuat va khoa hoc
st dung trong ban mo ta nay cé nghia twong ty nhu thong thuong dugc hiéu bai mot
ngudi c6 kién thue trung binh trong linh vuc ma sang ché thude vé linh vuc ndy. Nhu
duogc sir dung & day, thuat nglt “khodng,” khi dugc st dung trong tham chiéu t6i mot
gi4 tri bang s6 vién din cu thé, c6 nghia rang, gid tri c6 thé thay dbi so véi gi tri vién
dan khong 16n hon 1%. Vi du, nhu duge st dung & day, cac dién dat “khoang 100” bao
gdm c4 99 va 101 va tit ca cac gia tri nim & gitta (vi dy, 99,1, 99,2, 99,3, 99,4, v.v.).

Mic di cac phuong phap va nguyén lidu bt ky tuong tu hodc twong dwong véi
phuong phap va nguyén li€u mo trong ban mo ta nay co thé dugc sir dung trong thuc
hanh va thir nghiém sang ché, song cac phuong phép va nguyén liéu dugc wu tién bay
gidr s& dugc md ta. TAt ca cac cong b patent, don va cong bb non-patent néu ra & day

dugc két hop tham khao trong ban mé ta nay.

Phin dinh nghia

Céch dién dat “BCMA,” nhu dwoc st dung & ddy, dé chi khang nguyén trudéng
thanh t& bao B. BCMA (con dugc biét 1a TNFRSF17 va CD269) 1a protein bé mit té
bao duge bidu hién & cac twong bao 4c tinh, va déng vai trd trung tAm trong viéc didu
chinh sy truong thanh va biét hoa té bao B thanh cic tuong bao tao ra globulin mién
dich. Nhu duoc st dung ¢ day, “BCMA” dé chi protein BCMA nguoi true khi dugce xac
dinh rd 1a tir cac loai khong phai nguoi (vi du, “ BCMA chudt,” “BCMA khi,” v.v..).
Protein BCMA ngudi ¢6 trinh tu axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 101.

Nhu dugce st dung & day, “khang thé ma lién két BCMA” hodc “khang thé khéng
BCMA” bao gbm cé céc khang thé va cac doan ndi khdng nguyén ctia chiing ma nhan
dién theo cach dic hiéu BCMA.

Thuat ngit “mién lién két phéi t” va “mién lién két khang nguyén” dugc st
dung thay dbi 13n nhau dugc trong ban mo ta nay, va d& cap téi phén cta thu thé khang
nguyén kham hoic khang thé twong tmg ma lién két dic hidu véi khang nguyén xac

dinh trude (vi dy, BCMA). Thut ngit tham chiéu “khang thé twong ing” dé chi khang
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thé ma cac ving CDR hoic cic ving bién ddi (HCVR va LCVR) st dung trong thu
thé khang nguyén kham c6 ngudn gdc tir khang thé d6. Vi du, céc cu tric thu thé
khang nguyén kham dugc thao luén trong vi du 2 bao gdm scFvs véi cac ving bién ddi
c6 ngudn gbe tir cac khang thé khang BCMA dic hiéu. Céc khang thé khang BCMA
nay 1a “céc khang thé trong Gmg” vdi cac thy thé khang nguyén kham tuong tmg.
Thuét ngit “khang thé”, nhu dugc st dung & day, nghia 1 phan ti hodc phirc
phan tir lién két khang nguyén bét ky bao gbm it nhit mot ving quyét dinh bd ciu
(CDR) ma ving nay lién két dic hiéu v6i hodc twong tic v6i mot khéang nguyén cu thé
(vi dy, BCMA). Thuét ngit “khang thé” bao gbm ca cac phan tir globulin mién dich
gdm bbn chudi polypeptit, hai chudi ning (H) va hai chudi nhe (L) dwoc ndi théng
béng cac lién két disulfit, cling nhu céc multime cia né (vi du, IgM). Thuét ngit
“khang thé” ciing bao gdm ca céc phén tir globulin mién dich gdm bdn chudi
polypeptit, hai chudi ning (H) va hai chudi nhe (L) duoc nbi thong bang cac lién két
disulfit. M&i mot chudi ning bao gdm ving bién dbi chudi niang (trong ban md ta nay
dugc viét tit 13 HCVR hodc Vi) va vang 6n dinh chudi ning. Ving én dinh chudi
ning bao gdm ba mién, Cyl, Cy2 va Cy3. Mdi mét chubi nhe bao gdm ving bién dbi
chudi nhe (trong ban mé ta ndy dwoc viét tit 1a LCVR hoic V) va ving dn dinh chudi
nhe. Vung bn dinh chudi nhe bao gém mot mién (C.1). Céac vung Vg va Vi c6 thé
duogc chia nhé thém thanh cac ving siéu bién dbi, goi 14 cac ving quyét dinh bd ciru
(CDRs), dugc dat xen rai rac voi cac ving bao tdn hon, duoc goi 1a ving khuén (FR).
M3i mot Vi va Vi gdm c6 ba CDR va bdn FR, dugc sép xép tir dau tin cling amin dén
dau tan cung carboxy theo tht ty sau: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4.
Theo céc phuong 4n khéc cta sang ché, cac FR cua khang thé khang BCMA (hoic
phén lién két khang nguyén ctia né) c6 thé giéng véi cac trinh tr dong mam ctia ngudi,
hodc c6 thé dugc cai bién theo cach tu nhién hodc nhan tao. Trinh tu tuong déng axit
amin c6 thé dugc xé4c dinh dua vao phéan tich song song cua hai hodc nhiéu CDR.
Thuét ngit “khang thé”, nhu duoc sir dung & day, ciing bao gdm ca cc doan ndi
khang nguyén ciia cic phan tir khang thé ddy du. Thuat ngit “phan lién két khang
nguyén” cua khang thé, “doan nbi khang nguyén” cua khang thé, va twong tu, nhu
duoc sir dung & ddy, bao gdbm polypeptit hodc glycoprotein bat ky xut hién tu nhién,
c6 thé thu dugc theo phuong phép enzym, tong hop, hodc bién ddi gen ma lién két dic
hiéu véi khang nguyén dé tao thanh phirc. Cac doan ndi khang nguyén cia khang thé
9
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c¢6 thé thu duoc, vi duy, tir cdc phan t khang thé day du st dung céc k¥ thuat tiéu
chudn thich hop bt ky nhu cac k§ thuat phan giai protein hodc cong nghé gen tai tb
hop lién quan dén viéc thao tac va biéu hién ADN ma héa cho céc mién bién ddi va
tay y 4n dinh khang thé. ADN nhu vay dugc biét va/hoic dé dang cé dugc tir, vi dy,
cac nguén thuong mai, cac thu vién ADN (bao gém, vi du, cac thu vién thuc khuén
th8-khang thé), hodc ¢ thé dugc tbng hop. ADN ¢6 thé dugc giai trinh tu va duoc
thao tac héa hoc hoac b%mg cach sir dung k¥ thuét sinh hoc phén tir, vi dy, dé sép xép
mot hodc nhidu mién bién dbi va/hodc dn dinh vao trong cAu hinh thich hop, hoac dé
dua vao cac don vi ma hoa, tao ra cac géc xystein, cai bién, bd sung hodc x0a cac axit
amin, v.v..

Vi du khong gidi han v& cac doan ndi khang nguyén bao gbm: (i) doan Fab; (ii)
doan F(ab’)2; (iii) doan Fd; (iv) doan Fv; (v) phan tit Fv (scFv) chudi don; (vi) doan
dAb; va (vii) don vi nhan biét i thiéu bao gbm céc gbc axit amin ma ching bét chude
ving siéu bién dbi cua khang thé (vi dy, ving quyét dinh b ctru phéan 1ap (CDR) nhu
CDR3 peptit), hoic FR3-CDR3-FR4 peptit cudng birc. Cac phan tir thiét ké khac, nhu
cac khang thé dic hidu mién, céc khéng thé mién don, cac khang thé x6a mién, céc
khang thé kham, c4c khéng thé ghép CDR, ludng thé (diabody), khéng thé tam lién
(triabody), khang thé t& lién (tetrabody), khang thé kich thudc nho (minibody), khéng
thé kich thudc siéu nhod (nanobody) (vi du, nanobody hoa tri mdt, nanobody hoa tri
hai, wv.v..), dugc phém mién dich dang modun nhé (small modular
immunopharmaceutical - SMIPs), va céc mién IgNAR bién dbi ctia ca4 map, cling dugc
bao gdm trong thuat ngit dién dat “doan nbi khang nguyén,” nhu dugc st dung & day.

Doan ndi khang nguyén ctia khang thé dién hinh s& bao gdm it nhit mot mién
bién ddi. Mién bién ddi c6 thé c6 kich thude hodc thanh phan axit amin bit ky va
thuong s& bao gdm it nhat mot CDR ma né 1ién k& v6i hoic trong cuing khung véi mot
hodc nhiéu trinh ty khung. Trong c4c doan ndi khang nguyén c6 mién Vg két hop véi
mién Vi, cdc mién Vi va Vi ¢6 thé c6 thé ndm & vi tri tuong dbi v&i nhau theo cac sa'ip
xép thich hop bit ky. Vi du, ving bién ddi c6 thé 13 dime va chira céc dime VgV,
Vy-VL hodc Vi-Vi. Theo céch khac, doan ndi khang nguyén cua khéing thé co thé
chira mién monome Vy hoic V.

Theo céc phuong an xéc dinh, doan nbi khang nguyén cia khéng thé c6 thé chira
it nhAt mot mién bién dbi duogc lién két ddng hoa tri v6i it nhat mot mién én dinh. Céu
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hinh minh hoa khong gi6i han cia cac mién bién dbi va 6n dinh ma c6 thé dugc tim
thiy bén trong doan ndi khang nguyén cta khang thé theo séng ché bao gdbm: (i) Vy-
Cyl; (ii) Vy-Cyu2; (iii) Vy-Cy3; (iv) Vp-Cyl-Cy2; (v) Vy-Cyl-Cy2-Cy3; (vi) Vu-Cu2-
Cy3; (vii) Vy-Cy; (viii) Vi-Cyl; (ix) Vi-Cu2; (x) Vi-Cp3; (xi) Vi-Cul-Cy2; (xii) Vi-
Cyl-Cp2-Cyi3; (xiii) Vi-C2-Cy3; va (xiv) Vi-Cr. Trong mot cu hinh bt ky cia céc
mién bién ddi va dn dinh, bao gdm bét ky trong s cac cAu hinh minh hoa liét ké &
trén, cac mién bién d8i va bn dinh c6 thé dugc lién két truc tiép v&i nhau hodc c6 thé
duge lién két midn ban 18 hodc ving lién két toan bd hosc mot phan. Mién ban 18 c6
thé bao gdm it nhat 2 (vi dy, 5, 10, 15, 20, 40, 60 hodc nhiéu hon) axit amin din dén sy
lién két linh hoat hodc ban linh hoat giita cdc mién bién ddi va/hoic dn dinh lién ké
trong mot phan ti polypeptit don. Ngoai ra, doan ni khang nguyén cta khang thé theo
sang ché co thé bao gdm homo-dime hogc hetero-dime (hodc multime khac) co chu
hinh bat ky trong sé cac cAu hinh mién bién dbi va mién dn dinh liét ké & trén két hop
theo kiéu khong déng hoa tri véi nhau va/hodc véi mdt hodc nhiéu mién monome Vy
hodc Vi, (vi du, bing (cac) lién két disulfit).

Theo cac phuong én xac dinh, khang thé khang BCMA 14 khéng thé nguoi. Thuat
ngit “khang thé ngudi”, nhu dwoc st dung & day, du dinh bao gbm cac khang thé c6
cac vung bién ddi va 8n dinh thu duge tir cac trinh ty globulin mién dich dong maim &
ngudi. Cac khang thé ngudi theo sang ché c6 thé bao gbm céc gdc axit amin khong
duge ma héa béi cac trinh ty globulin mién dich dong mam & nguoi (vi du, cac dot
bién dugc dua vao bing cach giy dot bién ngiu nhién hodc gy dot bién dic hidu diém
in vitro hodc b%mg dot bién soma in vivo), vi du trong cac CDR va dic biét 1a CDR3.
Tuy nhién, thuat ngtt “khang thé nguoi”, nhu duge st dung & day, khong dy dinh bao
gdm céc khang thé trong d6 céc trinh ty CDR thu dugc tir dong mam cia cac loai dong
vét ¢6 via khac, nhu chudt, da dugce ghép 1én céc trinh tu khung cia nguoi.

Theo mdt sé phuong 4n, cic khang thé ¢ thé 1a khang thé nguoi tai td hop.
Thuat ngit “khang thé nguoi tai td hop”, nhu duge st dung & day, du dinh bao gém tAt
ca cac khang thé ngudi ma duge bao ché, biéu hién, tao ra hoic phan lap b%mg cac
phuong tién tai td hop, nhw c4c khang thé dugc biéu hién st dung vecto biéu hién tai
t6 hop dugc chuyén nap vao trong té bao chi (dugc md ta thém duéi ddy), cac khéng
thé duge phan lap tir thu vién khang thé nguoi library tai t5 hop, t6 hop (duge mo ta
thém dudi ddy), cac khang thé duoc phan lap tir dong vat (vi dy, chudt) ma né duge
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chuyén gen cho cic gen globulin mién dich & ngudi (vi du, xem trong Taylor et al.
(1992) Nucl. Acids Res. 20:6287-6295) hoidc cac khang thé dwoc bao ché, biéu hién,
tao ra hodc phan 14p bing phwong tién khac bat ky ma lién quan dén viéc tach cac trinh
tu gen globulin mién dich & nguoi thanh céc trinh ty ADN khéc. Khang thé nguoi tai
tb hop nhu vay c6 cac vung bién ddi va dn dinh thu dugc tir cac trinh tu globulin mién
dich dong mam & ngudi. Tuy nhién, theo cac phuong 4n x4c dinh, khang thé nguoi tai
t6 hop nhu vay dugc cho tién hanh gy dot bién in vitro (hodc, khi dong vét chuyén
gen cho céc trinh tu Ig & nguoi duge sir dung, sy gy dot bién soma in vivo) va do dé,
trinh tu axit amin cla céc ving Vi va Vi ciia cic khang thé tai t6 hop 14 cAc trinh tu
ma, trong khi thu dugc tir va c6 li€n quan dén cac trinh tw Vg va V. dong mim cla
ngudi, c6 thé khong ton tai tw nhién bén trong danh muc dong mam khéang thé ngudi in
vivo.

Céc khang thé nguoi c6 thé ton tai & hai dang c6 lién quan v6i mic khong twong
ddng & mién ban 1&. G mot dang, phéan tir globulin mién dich bao gbm ciu tric bén
chudi én dinh xép xi 150-160 kDa trong d6 céc dime dugc giit véi nhau bang lién két
disulfit chudi ning lién chudi. O dang th hai, cic dime khong dugc lién két thong qua
céc lién két disulfit lién chudi va mot phén tir khoang 75-80 kDa dugc tao ra bao gém
chudi nh& va chudi ning lién két ddng hoéa tri (ntra khang thé). Cac dang ndy cuc ky
kho tach, ngay ca sau khi tinh sach &i luc.

Tén suit xudt hién cia dang tht hai trong céc 16p khang thé IgG nguyén ven
khéc nhau 1a do, nhung khéng bi gi6i han &, nhitng sy khac nhau vé ciu tric lién quan
dén 16p khang thé ving ban 18 ctia khang thé. Su thay thé axit amin don & ving ban 1&
cta mién ban 18 IgG4 ngudi c6 thé lam giam dang ké sy xuét hién cta dang tht hai
(Angal et al. (1993) Molecular Immunology 30:105) t6i cic muc dién hinh quan sat
duoc st dung mién ban 18 IgG1 ngudi. Sang ché nay bao gdm céc khang thé c6 mot
hodc nhiu dot bién & mién ban 18, vung Cyx2 hodc Cyx3 ma cod thé dugc mong mudn, vi
dy, trong san xuét, dé cai thién hiéu suét cia dang khéng thé mong mubn.

Khéng thé c6 thé 1a cac khang thé phan 1ap. “Khang thé phén 1ap,” nhu dugc sir
dung & ddy, nghia 12 khang thé ma da dwoc nh4n dang va tach va/hodc thu hi tir it
nhét mot thanh phz:in trong mdi truong ty nhién cua nd. Vi dy, khang thé ma da duoc
tach hoac léy ra tir it nhat mot thanh ph?m cla sinh v4t, hodc tir md hoic té bao trong
do6 khang thé tdn tai tu nhién hodc dugc tao ra tu nhién, 1a “khéng thé phén 1dp” cho
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c4c muc dich cta sang ché. Khang thé phéan 14p cling bao gbm c khéang thé tai chd bén
trong té bao tai t hop. Khang thé phan 1ap 14 khang thé ma da dwoc cho tién hanh it
nhét mot bude tinh ché hoc phan 1ap. Theo cic phuong 4n x4ac dinh, khang thé phan
1ap co thé hiu nhu khong chira cac vit li€u té bao va/hodc chit hoa hoc khac.

Cac khang thé khang BCMA duoc boc 1§ trong ban md ta nay c6 thé bao gdbm
mot hodc nhidu su thay thé, thém vao va/hoic xda axit amin trong cdc ving khung
va/hodc vung CDR cua cac mién bién dbi chudi ning va chudi nhe so véi cac trinh tu
dong mam twong tmg ma cac khang thé c6 ngudn gdc tir d6. Cac dot bién nhu vay c6
thé dugc xé4c dinh d& dang bing cach so sanh céc trinh tu axit amin dugc bdc 10 trong
ban mo ta ndy vdi cac trinh ty dong mam c6 sén tlr, vi du, cic co s& dit lidu trinh tu
khang thé cong khai. Sang ché bao gdm ca cac khang thé, va cic doan nbi khang
nguyén ctia chung, ma thu duogc tir bét ky trong sb cac trinh ty axit amin dugc boc 10
trong ban mo ta nay, trong d6 mot hodc nhidu axit amin bén trong mot hodc nhiéu
ving khung va/hodc vung CDR duoc gay dot bién & (cac) gdc tuong ting ciia trinh t
dong mam ma khang thé c6 ngudn gdc tir d6, hodc & (c4c) gbc twong g cia trinh ty
dong mam khac ctia ngudi, hoic & su thay thé axit amin bao toan cua (cac) gbc dong
mam twong tmg (nhing thay déi v& tinh ty nhu vdy trong ban md ti ndy dwgc goi
chung 12 “cac dot bién dong mam”). Nguoi c6 kién thirc trung binh trong linh vuc,
khoi ddu bing céc trinh ty ving bién dbi chudi ning va chudi nhe dugc bdc 19 trong
ban mo ta nay, c6 thé d& dang tao ra nhiéu khéng thé va doan nbi khang nguyén bao
gdm mot hodic nhiéu dot bién dong mam riéng biét hogc t5 hop cua chung. Theo cac
phuong an xéc dinh, tht ca cac gbc khung va/hosic CDR bén trong cac mién Vy va/hodc
V., duge gdy d6t bién ngugce trd lai cac gbc duoc tim thiy trong trinh tw dong mam ban
diu ma khang thé c6 ngudn gde tir d6. Theo cac phwong 4n khéc, chi céc gbc x4c dinh
dugc gy dot bién nguoc trd lai trinh tw dong mam ban dau, vi du, chi cic dot bién
duoc tim thiy trong 8 axit amin du tién ctia FR1 hoic trong 8 axit amin cudi cling ctia
FR4, hodc chi cac gbc dot bién duge tim thiy trong CDR1, CDR2 hodc CDR3. Theo
cac phuong an khac, mét hodc nhiéu trong s§ cac gbe khung va/hoic gbec CDR dugce
gdy dot bién & (cac) gbc twong tng cua trinh tu dong mam khéc (tc 13, trinh ty dong
mam khéc véi trinh ty dong mdm ma khang thé ban diu c6 ngudn gbc tir d6). Ngoai
ra, cac khang thé theo sang ché c6 thé chira t6 hop bét ky ctia hai hodc nhidu dot bién
dong mam trong cic ving khung va/hoic viing CDR, vi dy, trong d6 céc gdc riéng biét
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nhét dinh dugc gdy dot bién & géc tuong Gng ctia mot trinh tu dong mam cu thé trong
khi cac gbe xac dinh khac ma khéac véi trinh ty dong mam ban diu duge giit nguyén
hodc dugc gdy dot bién & gbe twong ung cua trinh tu dong mam khac. Khi da thu
dugc, cac khéang thé va doan néi khang nguyén chira mot hoic nhiéu dot bién dong
mam c6 thé dugce thir nghiém dé dang vé mot hodc nhidu dic tinh mong mudn, nhu
tinh dic hiéu lién két dugc cai thién, 4i luc lién két ting, cic dic tinh sinh hoc ddi
khang hoac chi van dugc cai thién hodc tang cao (tiy theo ting truong hgp), tinh sinh
mién dich gidm, v.v.. Céc khang thé va doan nbi khang nguyén thu dugc theo phuong
thirc chung niy dugc bao gdm trong sang ché.

Céc khang thé khang BCMA ¢6 thé bao gém cac bién thé cua trinh tyr axit amin
bét ky trong sb céc trinh tu axit amin HCVR, LCVR, va/hodc CDR dugc boc 10 trong
ban mé ta ndy c6 mdt hodc nhiéu thay thé bao toan. Vi du, cdc khang thé khang
BCMA c6 thé c6 cac trinh tu axit amin HCVR, LCVR, vd/hoidc CDR vdéi, vi du, 10
hodc it hon, 8 hodc it hon, 6 hodc it hon, 4 hoac it hon, v.v.. su thay thé axit amin bao
toan so vdi trinh ty axit amin bét ky trong sb cac trinh tu axit amin HCVR, LCVR,
va/hodc CDR da néu trong ban mo ta nay.

Thuét ngit “epitope” dé chi thé quyét dinh khang nguyén ma né twong tac véi
diém lién két khang nguyén dic hiéu & ving bién ddi cia phan tir khang thé duoc biét
1a paratope. Mot khang nguyén don c6 thé c6 nhidu hon mdt epitope. Do viy, cic
khang thé khac nhau c6 thé lién két voi cac ving khac nhau trén khang nguyén va c6
thé c6 cac tac dung sinh hoc khéic nhau. Céc epitope céd thé & dang c4u hinh hoic
thing. Epitope cAu hinh dugc tao ra bdi cc axit amin nim ké nhau v& mit khong gian
tir cic doan khéc nhau ciia mach polypeptit thing. Epitope thing 1a mét epitope dugc
tao ra bdi cac gdc axit amin lién k& trong mach polypeptit. Trong trudng hop x4c dinh,
epitope c6 thé bao gdm cac gbc clia sacarit, nhém phosphoryl, hoic nhém sulfonyl trén
khang nguyén.

Thuét ngir “dd ddng nhit dang k&” hodc “ddng nhét dang ké,” khi d& cap dén axit
nucleic hoac doan cua nod, chi ra r.%mg, khi duoc sép théng t81 wu véi cdc xen doan hoic
x6a doan nucleotit thich hop véi axit nucleic khac (hodc soi b trg ciia né), cé do déng
nhét vé trinh tu nucleotit & it nh4t khoang 95%, va tét hon nita it nhit khoang 96%,
97%, 98% hodc 99% céc bazo nucleotit, khi duoc x4c dinh bing giai thuét da biét bat
ky vé& o ddng nhét trinh ty, nhu FASTA, BLAST hoidc Gap, nhu duoc thao ludn duéi
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day. Phan tir axit nucleic c6 d d6ng nhit dang ké v6i phan tir axit nucleic tham chiéu
c6 thé, trong cac tinh hubng xac dinh, ma héa cho polypeptit c6 trinh tu axit amin
gibng hodc gin nhu twong tu nhu polypeptit dugc ma hoa boi phan tir axit nucleic
tham chiéu.

Khi dugc 4p dung cho céc polypeptit, thuat ngir “do tuwong dbng dang k& hoic
“twong ddng dang ké&” ¢ nghia 13, hai trinh tu peptit, khi dugc sip thing t&i wu, nhu
bang cac chuong trinh GAP hogc BESTFIT st dung céc chi sd gap mic dinh (defauld
gap weights), c6 chung it nhét 95% d6 ddng nhét trinh ty, thdm chi tot hon nita it nhat
98% hodc 99% do ddng nhét trinh ty. Tét hon, cac vi tri gdc ma khoéng ddng nhét s&
khac nhau bdi cac thay thé axit amin bao toan. “Su thay thé axit amin bao toan” 13 su
thay thé trong d6 mot gbc axit amin dugc thay thé bang gbc axit amin khic c6 chudi
bén (nhém R) véi céc tinh chit hoa hoc tuong tu (vi dy, tich dién hodc tinh ki nudce).
N6i chung, s thay thé axit amin bao toan s& khong lam thay d6i dang ké dic tinh chirc
ning cda protein. Trong trudng hgp ma hai hodc nhidu trinh ty axit amin khic nhau
boi cac thay thé bao toan, ty 1& % ddng nhét trinh ty hodc mirc do twong ddng c6 thé
dugc didu chinh theo huéng ting dé hiéu chinh ban chét bao toan ctia su thay thé. Cac
phuong tién dé tién hanh sy didu chinh nay 12 da biét ddi v6i ngudi c6 kién thirc trung
binh trong linh vuc. Vi dy, xem trong tai liéu cua Pearson (1994) Methods Mol. Biol.
24: 307-331, dugc két hop trong ban md ta nay bing cach tham khao. Vi du vé céc
nhém axit amin ma c¢6 céc chudi bén c6 cac tinh chét hoa hoc tuwong tw bao gdm (1)
cac chudi bén béo: glyxin, alanin, valin, leuxin va isoleuxin; (2) cac chudi bén
hydroxyl béo: serin va threonin; (3) cdc chudi bén chira amit: asparagin va glutamin;
(4) cac chudi bén thom: phenylalanin, tyrosin, va tryptophan; (5) cac chudi bén kiém:
lysin, arginin, va histidin; (6) cic chudi bén axit: aspartat va glutamat, va (7) cac chudi
bén chira lru huynh 1a xystein va methionin. Cdc nhém thay thé axit amin bao toan
duoc uwu tién la: valin-leuxin-isoleuxin, phenylalanin-tyrosin, lysin-arginin, alanin-
valin, glutamat-aspartat, va asparagin-glutamin. Theo cach khéc, su thay thé bao toan
1a bét ky sy thay dbi ndo ma cé gia tri duong trong ma trin kha ning log PAM250
duoc bdc 10 trong tai liéu cia Gonnet ef al. (1992) Science 256: 1443-1445, dugc Két
hop trong ban md ta nay bang cach tham khao. Su thay thé “bao toan vira phai” 1a bat
ky su thay ddi ndo cé gia tri khong phai gi4 tri 4m trong ma tran kha ning log
PAM250.

15



45923 16/112

Po tuong dong trinh tu dbi véi cac polypeptit, ma con duge dé cap 1a 46 dong
nhét trinh tw, dién hinh duogc x4c dinh sir dung phi‘m mém phén tich trinh tu. Phan mém
phén tich protein phéi chon thich tmg céc trinh ty twong dbng sir dung cac s6 do vé do
tuong déng duoc 4n dinh cho cac thay thé, mét doan khac nhau va cac cai bién khac,
bao gdm céc thay thé axit amin bao toan. Vi duy, phin mém GCG chira cac chuong
trinh nhu Gap va Bestfit ma ¢ thé duoc sir dung v6i cac thong sb ngim dinh dé xac
dinh d6 twong dé‘)ng trinh tu hodc do déng nhét trinh tu gitta cac polypeptit c6 quan hé
gan gili, nhur cic polypeptit tuong ddng tir cac loai khac nhau cia céc sinh vat hodc
gifta protein kiéu dai va protein dot bién cua né. Vi du, xem trong GCG Version 6.1.
Céc trinh ty polypeptit ciing c6 thé dugc so sanh st dung FASTA sir dung céc thong
s6 hang dinh hoic khuyén cdo, chuong trinh trong GCG Version 6.1. FASTA (vi du,
FASTA2 va FASTA3) cung cip su sip thing hang va ty 1& % dong nhét trinh ty cia
cac ving gbi 1én nhau thich hop nhét gifta cac trinh tur truy vAn va tim kiém (Pearson
(2000) supra). Giai thudt dugc wu tién khac khi so sanh trinh ty theo sing ché véi co
s& dit lidu chira sb lugng 16n trinh ty tir cac sinh vat khac nhau la chwong trinh vi tinh
BLAST, nhét 13 BLASTP hodc TBLASTN, sir dung céc théng s ngdm dinh. Vi dy,
xem trong tai liu ctia Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410 va Altschul et
al. (1997) Nucleic Acids Res. 25:3389-402, mdi mot tai liéu néu trén duoc Kkét hop
trong ban mo ta niy bing cach tham khao.

Nhu dugce st dung & day, cac thudt nglr “axit nucleic” hodc “polynucleotit” dé
chi c4c nucleotit va/hodc polynucleotit, nhu axit deoxyribonucleic (ADN) hodc axit
ribonucleic (ARN), oligonucleotit, cdc doan dugc tao ra bang phan tmg chudi
polymeraza (PCR), va cac doan dugc tao ra bing hoat dong bét ky trong sd céc hoat
dong thit, phan cit, hoat déng cua men endonucleaza va hoat dong cia men
exonucleaza. Cac phéan tir axit nucleic ¢ thé bao gdm cac monome ma 13 céc nucleotit
xuét hién tw nhién (nhu ADN va ARN), hodc cac chét tuwong ty clia cac nucleotit xuét
hién tu nhién (vi du, dang dbi hinh cta céc nucleotit xudt hién tw nhién), hoic t6 hop
ciia ca hai. Cac nucleotit ci bién c6 thé c6 thay dbi & cac gde dudng va/hoic & cac gbc
bazo pyrimidin hodc purin. Nhitng su cai bién gbc dudong bao gdm, vi du, su thay thé
mot hodc nhiéu nhém hydroxyl béng cac halogen, nhém alkyl, cdc nhém amin, va
azido, hodc cac gbc dudng cb thé c6 chirc ning & dang céc ete hoic este. Ngoai ra,
toan bd gbc dudng c6 thé duge thay thé bing céc cu triic twong tur vé mit khong gian
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va dién t&r, nhu cac chét twong tu aza-dudng va dudng cacbon vong. Vi du vé céc cai
bién & gbc bazo bao gdm cac purin va pyrimidin dugc alkyl héa, cac purin hodc
pyrimidin dwgc axyl hoa, hodc céc chét thay thé di vong da biét khac. Cac monome
axit nucleic c6 thé dugc lién két bing cac lién két phosphodieste hoic cac lién két
tuong tu thudc lién Kkét nay. Céc axit nucleic ¢ thé & dang soi don hodc sgi kép.

Thuét ngit “thu thé khang nguyén kham” (CAR) dé chi cac phan tir ma ching két
hop mién lién két d6i véi thanh phén c6 mit trén t& bao dich, vi du tinh diic hiéu dua
vao khang thé cua khang nguyén mong mudn (vi du, khang nguyén khdi u, nhu
BCMA) vé6i mién ndi bao kich hoat thy thé té bao T dé tao ra protein khdm ma né thé
hién hoat tinh mién dich khang té bao dich diic hiéu. Théng thudong, cic CAR gbm cb
mién lién két khang thé mach don ngoai bao (scFv) duge dung hop véi mién tin hiéu
nodi bao cua phirc thu thé khang nguyén té bao T mach zeta, va c6 kha ning, khi dugc
biéu hién trong céc té bao T, dé chuyén hudng su nhan dang khing nguyén dua vao
tinh dic hiéu ctia khang thé don dong.

Thuét nglt “vecto,” nhu dugce st dung & ddy, bao gém, nhung khong bi gidi han
0, vecto virut, plasmit, vecto ARN hodc phan tot ADN hodc ARN thing hozc hinh tron
ma no ¢6 thé bao gdm cac axit nucleic nhidm séc thé, khéng phai nhiém sic thé, ban
téng hop hoic tdng hop. Trong mdt sb trudng hop, vecto 1a cic vecto c6 kha ning sao
chép tr dong (vecto episom) va/hoic biéu hién cac axit nucleic ma cac vecto nay dugc
lién két voi chung (vecto bidu hién). Rét nhidu vecto thich hop da biét dbi voi nguoi
¢6 kién thirc trung binh trong linh vurc va c6 sén trén thi truong. Vecto virut bao gdbm
retrovirut, adenovirut, parvovirut (vi du, virut két hop adeno), coronavirut, cdc virut
ARN s¢i &m nhu orthomyxovirut (vi duy, virut influenza), rhabdovirut (vi dy, virut gay
bénh dai va virut gdy viém miéng mun nudc), paramyxovirut (vi du, sdi va Sendai),
cac virut ARN soi duong nhu picornavirut va alphavirut, va cac virut ADN soi kép
bao gdm adenovirut, herpesvirut (vi du, virut Herpes Simplex type 1 va 2, virut
Epstein-Barr, virut cy bao), va poxvirut (vi du, gdy bénh dau bo, bénh dau gia cim va
gdy bénh dau hoang yén). Cac virut khic bao gdbm virut Norwalk, togavirut, flavivirut,
reovirut, papovavirut, hepadnavirut, va virut viém gan ching han. Vi du vé retrovirut
bao gdm: virut gdy bénh bach ciu - sarcoma & gia cam, céc virut type C, type B &

dong vat c6 vu, virut type D, nhom HTLV-BLV, va lentivirut.
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“Mién ddng kich thich” hodc “phan tir ddng kich thich” dé chi ddi tac lién két
cung ngudn gdc trén té bao T ma no lién két dic hidu véi phéi tir dong kich thich, bang
cach d6 trung gian cho dap ung ddng kich thich béi té bao, nhur nhung khong bi gi¢i
han & dap ung ting sinh. Cac phan ti ddng kich thich bao gdm, khong bi gi6i han &,
phan t MHC loai I, thu thé phdi tit BTLA va Toll. Vi du vé& c4c phan tir ddng kich
thich bao gdbm CD27, CD28, CD8, 4-1BB (CD137) (SEQ ID NO: 99), 0X40, CD30,
CD40, PD-1, ICOS, khang nguyén két hop chirc ning lymphd bao-1 (LFA-1), CD2,
CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3 va phéi tir ma lién két dic hidu véi CD83 va tuong tu.
Phan tir ddng kich thich 14 phén tir trén bé mat t& bao khac véi thy thé khéng nguyén
hodc c4c phéi tir ctia chung can thiét cho d4p tng mién dich hiéu qua.

“Phdi tir ddng kich thich” dé chi phén ti trén té bao trinh trién khang nguyén ma
lién két ddc hiéu phan tir ddng kich thich cling ngudn gdc trén té bao T, bing cach d6
cung cép tin hiéu ma, ngoai tin hi¢u chinh dugc cung cép béi, vi du, su lién két cua
phirc TCR/CD3 véi phéan tir MHC tai nap v6i peptit, trung gian cho dap ting té bao T,
bao gém, nhung khong bi gi6i han &, kich hoat dap Umg tang sinh, biét hoa va twong
tu. Phdi tir ddng kich thich ¢ thé bao gdbm nhung khong bi giéi han & CD7, B7-1
(CD80), B7-2 (CD86), PD-L1, PD-L2, 4-1BBL, OX40L, phéi tir ddng kich thich cim
tng (ICOS-L), phan tir két dinh gitta cac té bao (ICAM), CD30L, CD40, CD70,
CD83, HLA-G, MICA, M1CB, HVEM, thu thé lymphotoxin beta, 3/TR6, ILT3, ILT4,
chit chi van hodc khang thé ma n6 lién két thu thé phdi tir Toll va phéi t&r ma né lién
két ddc hiéu véi B7-H3.

“Tin hiéu ddng kich thich” @& cép dén tin hiéu, ma két hop véi tin higu chinh,
nhu tin hidu gin TCR/CD3, dan t6i dap Gng ting sinh té bao T va/hoic didu chinh theo
huéng ting hogic didu chinh theo hudng giam ciia cAc phén tir chinh.

Thuét ngit “mién lién két phdi tir ngoai bao,” nhu dugc sit dung & day, dé cap
dén oligo- hoidc polypeptit ma c6 kha ning lién két phéi tr, vi du, phan tir trén bé mit
té bao. Vi dy, mién lién két phéi tir ngoai bao c6 thé duge chon dé nhan dang phéi tir
ma no6 tac dong nhu 1a diu 4n bé mit té bao & cac té bao dich lién quan véi mdt tinh
trang bénh cu thé (vi duy, ung thu). Vi du vé d4u 4n bé mat té bao ma c6 thé tac dong
nhu cac phdi tir bao gdm céc déu 4n bé mat té bao lién quan dén cdc bénh nhiém tring

do virut, vi khudn va ky sinh tring, bénh tu mién va cac té bao ung thu.
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Thuat ngft “dbi tuong” hodc “dbi tuong bi bénh” nhu dugce st dung & day bao
gbm tit ca céc thanh vién cla thé giGi dong vét bao gdm ci cac dong vt linh trudng
kh6ng phai nguoi va con ngudi. Theo mot phuong an, d6i twong bi bénh 12 nguoi bi
ung thu (vi dy, bénh da u tiy xuong).

“Mién truyén tin hiéu” hoac “mién tin hiéu” ctia CAR, nhu dugc sir dung & day,
chiu trach nhiém v& su truyén tin hiéu ndi bao sau khi lién két mién lién két phéi ti
ngoai bao v6i dich din dén su kich hoat t& bao mién dich va d4p tng mién dich. Néi
cach khéc, mién truyén tin hiéu chiu trdch nhiém vé su kich hoat it nhit mot trong sb
c4c chtrc nang tic dong binh thudong cia té bao mién dich ma CAR dugc biéu hién
trong d6. Vi dy, chirc ning tac dong cua té bao T c6 thé 1a hoat tinh hay té bao hoic
hoat tinh trg gitip bao gém ca su tiét cac xytokin. Do vy, thuit ngir “mién truyén tin
hiéu” d& c4p dén phan protein ma phén nay truyén tin hiéu chirc ning tic dong va
huéng té bao vao viéc thuc hién chirc ning chuyén biét. Vi du vé cac mién truyén tin
hiéu dé st dung trong CAR c6 thé 12 cdc trinh tu té bao chét cua thu thé t& bao T va
cac ddng thu thé ma chung tac dong phdi hop dé khoi phét sy truyén tin hiéu sau khi
tiép hop thu thé khang nguyén, ciing nhu dan xut hodc bién thé bat ky cia céc trinh ty
nay va trinh tu tdng hop bit ky ma c6 cling kha nang chirc ning. Trong mot sd trudng
hop, céc mién tin hiéu bao gém hai nhém trinh tu truyén tin hiéu t& bao chit riéng biét,
nhém khai phat sy kich hoat chinh phu thudc khédng nguyén, va nhém tac dong theo
cach khong phu thudc khang nguyén d tao ra tin hiéu thit cAp hodc tin hiéu ddng kich
thich. Céc trinh ty truyén tin hiéu t& bao chét chinh c6 thé bao gdm céc motip truyén
tin hi€u ma ching dugc biét 14 cac motip kich hoat dwa vao tyrosin thu thé mién dich
ITAM. Cac ITAM x4c dinh 13 cac motip truyén tin hiéu tim thdy trong dudi ndi bao
cht cua nhidu thu thé ma chang ding 1am céc diém lién két ciia cAc tyrosin kinaza loai
syk/zap70. C4c ITAM minh hoa bao gdm cac loai thu dugc tir TCRzeta, FcRgamma,
FcRbeta, FcRepsilon, CD3gamma, CD3delta, CD3epsilon, CD5, CD22, CD79a,
CD79b va CD66d. Theo mdt sb phuong an, mién truyén tin hiéu ctia CAR c6 thé bao
gdm mién tin hiéu CD3zeta (SEQ ID NO: 100).

Céc thu thé khang nguyén kham (CAR)
Céc thu thé khang nguyén kham (CAR) 1am chuyén huéng tinh dic higu té bao T

v& phia cdc khang nguyén nhan dang béi khang thé dugc biéu hién trén bé mit ctia té
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bao (vi du, t& bao ung thw), trong khi cac thu thé té bao T (TCR) mé rong pham vi céc
dich bao gdm c4 khang nguyén ndi bao (vi dy, khang nguyén khéi u).

Mot khia canh theo sang ché d& cip dén thu thé khing nguyén khdam (CAR) ma
né dic hidu ddi v6i khang nguyén truong thanh té bao B (BCMA) dugc biéu hién trén
bé mit cla cac trong bao 4c tinh. Theo mot phuong an theo sang ché, CAR nhu duoc
md ta trong ban md ta nay bao gdm mién lién két dic hiéu dich ngoai bao, mién xuyén
mang, mién tin hiéu ndi bao (nhu mién tin hiéu thu duoc tir CD3zeta hoic
FcRgamma), va/hodc mdt hodc nhiu c4c mién tin hiéu ddng kich thich thu duoc tir
phéan tir ddng kich thich, nhu, nhung khong bi gi¢i han &, 4-1BB. Theo mdt phuwong
4n, CAR bao gém ca mién ban 18 hodc ving dém giita mién lién két ngoai bao va mién
xuyén mang, nhu mién ban 18 CD8alpha.

Mién lién két hoic mién ngoai bao ctia CAR cung chp CAR c6 kha ning lién két
v6i khang nguyén dich mong mudn. Mién lién két (vi dy, mién lién két phdi tr hozic
mién lién két khang nguyén) co6 thé 1 protein, polypeptit, oligopeptit, hodc peptit bét
ky ma c6 kha ning nhin dién theo cach dic hiéu va lién két vé6i phan tr sinh hoc (vi
duy, thu thé bé mit té bao hodc protein khdi u, hodc thanh ph?m cua no). Mién lién két
bao gdm ca déi tac lién két bat ky dugc tao ra theo kidu tw nhién, tdng hop, ban téng
hop, hodc téi tb hop ctia phén tir sinh hoc mong muén. Vi du, va nhu dugc mé ta thém
trong ban mo ta nay, mién lién két ¢6 thé 1a cac ving bién di chudi nhe va chudi ning
cua khang thé, hodc cac vung bién d6i chudi nhe va chudi ning cé thé duoc nbi véi
nhau theo mdt mach don va theo dinh huéng (vi dy, VL-VH hodc VH-VL). Nhiéu thir
nghiém da biét dé x4c dinh cac mién lién két theo séng ché ma lién két dic hiéu véi
mot dich cu thé, bao gém thr nghiém thAm tach Western, ELISA, dém té bao theo
dong chay, hodc phan tich cong huong plasmon bé& miat (vi du, st dung phan tich
BIACORE). Dich c6 thé 13 khang nguyén mong mudn trén 14m sang ma t6t hon s&
khoi phat dap Gng mién dich tic dong trén dich nay din dén su tiéu diét khdi u. Theo
mot phuong an, khang nguyén dich cia mién lién két cta thu thé khang nguyén kham
1a protein BCMA trén bé mat cia t& bao khéi u, ddc biét 1a cac té bio khdi u thude
dong té bao B, nhu cac té bao da u tiy xwong.

Céc mién lién két phdi tir minh hoa bao gdm céc protein lién két khéng nguyén,
nhu céc doan ndi khang nguyén cua khang thé, nhu scFv, scTCR, mién ngoai bao cua
cac thy thé, phéi tr ctia cac phan ti/thu thé bé mit t& bao, hogc thu thé mién lién két
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ctia ching, va protein lién két khdi u. Theo c4c phuong 4n xéc dinh, cac mién lién két
khang nguyén dugc bao gdm trong CAR theo séng ché c6 thé 1a ving bién ddi (Fv),
CDR, Fab, scFv, VH, VL, bién thé khang thé mién (dAb), khang thé ho lac da (VHH),
bién thé mién fibronectin 3, bién thé l3p lai ankyrin va mién lién két dic hiéu khang
nguyén khéc thu dugce tir cac khung protein khéc.

Theo mét phuong 4n, mién lién két cia CAR 1a khang thé mach don khang
BCMA (scFv), va c6 thé 1a scFv ciia chudt, ngudi hodc duge 1am gidng nhu cia ngudi.
Céc khang thé mach don c6 thé dugc tach dong tir cac gen ving V cua khéi té bao lai
dic hidu véi dich mong mudn. Mot k¥ thuat ma c6 thé duoc st dung dé tach dong
ving bién d6i chudi nang (VH) va viing bién ddi chudi nhe (VL) d8 dugc md t, vi dy,
trong tai liéu cta Orlandi et al., PNAS, 1989; 86: 3833-3837. Do vay, theo c4c phuong
4n x4c dinh, mién lién két bao gdbm mién lién két c6 ngudn gbc tir khang thé nhung c6
thé 12 mién lién két khong c6 ngudn gde tir khang thé. Mién lién két c6 ngudn gdc tir
khéng thé c6 thé 1a doan cta khang thé hodc san phim bién d6i gen ciia mot hodc
nhiéu doan cta khang thé, doan nay c6 lién quan dén viéc lién két v6i khang nguyén.

Theo céc phuong én xéc dinh, CAR theo sang ché c6 thé bao gdbm doan ndi giira
c4c mién khac nhau, duge bd sung cho viée gidn cach va cAu hinh thich hgp cia phan
tir. Vi du, theo mot phuong 4n, ¢6 thé c6 doan ndi gitta mién lién két VH hogc VL ma
doan nay c6 do dai khoang tir 1 dén 10 axit amin. Theo c4c phuong 4n khac, doan nbi
giita mién bét ky trong s cac mién cua thu thé khang nguyén kham c6 thé c6 d¢ dai
khoang tir 1 dén 20 hodc 20 axit amin. Theo khia canh ndy, doan ndi c6 thé c6 d6 dai
1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 hodc 20 axit amin. Theo
cac phuong 4n khac, doan ndi c6 thé c6 do dai 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 hoic
30 axit amin. Cac khoang bao gdm s& lwong nhidu hon dugc mb ta trong ban md ta
nay ciing dugc bao gém, vi dy, doan nbi c6 dd dai 10-30 axit amin.

Theo céc phuong &n xéac dinh, cdc doan nbi thich hop dé sir dung trong CAR mo
ta trong ban md ta ndy 1a cac doan ndi linh hoat. Céc doan nbi thich hop c6 thé duge
chon d& dang va c6 thé c6 do dai thich hop bét k¥ trong sd cac do dai khac nhau, nhu
tir 1 axit amin (vi duy, Gly) dén 20 axit amin, tir 2 axit amin dén 15 axit amin, tir 3 axit
amin dén 12 axit amin, bao gém tir 4 axit amin dén 10 axit amin, tir 5 axit amin dén 9
axit amin, tr 6 axit amin dén 8 axit amin, hodc tir 7 axit amin dén 8 axit amin, va c6
thé1a1,2,3,4,5, 6, hodc 7 axit amin.
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Céc doan nbi linh hoat minh hoa bao gdm cac polyme glyxin (G)n, cic polyme
glyxin-serin, trong d6 n 1a s6 nguyeén it nhit bing mdt, cac polyme glyxin-alanin, cac
polyme alanin-serin, va cac doan ndi linh hoat khac da biét trong linh vyc. Céc polyme
glyxin va glyxin-serin 1a khong dugc cdu tric twong d6i, va do d6, c6 thé c6 kha ning
dung lam day ndi trung tinh giita cdc mién ciia protein dung hgp nhu CAR mo ta trong
ban md ta ndy. Glyxin tiép can khong gian phi-psi ddng ké hon ngay ca alanin, va bi
gi6i han it hon nhidu so véi cac gbc c6 cac chudi bén dai hon (xem trong Scheraga,
Rev. Computational Chem. 11173-142 (1992)). Ngudi ¢6 kién thirc trung binh trong
linh vuc s& hiéu réng, viéc thiét k& CAR c6 thé bao gdm céc doan ndi ma hoan toan
hodc mdt ph?m linh hoat, sao cho doan nbi c6 thé bao gém doan nbi linh hoat cling nhu’
mot hodc nhiéu phﬁn ma truyén cAu trac it linh hoat dé tao ra clu tric CAR mong
mudn. Cac doan ndi dic trung bao gdm cic doan ndi (G4S),, trong d6 n=1-3, nhu
dugc thé hién trong cac trinh ty SEQ ID NO: 95-97, cling nhu doan ndi duge thé hién
trong SEQ ID NO: 96.

Mién lién két cia CAR c6 thé dugc tiép theo b&i “mién dém” hoic “mién ban 1&8”
ma dé chi ving 1am dich chuyén mién lién két khang nguyén ra xa khéi bé mit té bao
tac dong dé cho phép té bao/tiép xuc té bao, lién két khang nguyén va sy kich hoat té
bao thich hop (Patel et al., Gene Therapy, 1999; 6: 412-419). Mién ban 18 trong CAR
dién hinh nim gitra mién xuyén mang (TM) va mién lién két. Theo c4c phuong 4n xac
dinh, mién ban 1& 12 ving ban 18 globulin mién dich va c¢6 thé 14 ving ban 1& globulin
mién dich kiéu dai hodc ving ban 18 globulin mién dich kiéu dai bién ddi. Céc ving
ban 18 minh hoa khac sit dung trong cic CAR md ta trong ban md ti ndy bao gdm
ving ban 18 thu dugc tir cic ving ngoai bao cia cdc protein mang type 1 nhu
CD8alpha, CD4, CD28 va CD7, day la cac ving ban 18 kiéu dai tir cac phan tir nay
hodc c6 thé dugc thay dbi. Theo mot phuong 4n, ving ban 1& bao gébm ving ban 18
CD8alpha (SEQ ID NO: 97).

Ving hoc mién “xuyén mang” 13 phin cia CAR ma neo git phan lién két ngoai
bao v4i mang sinh chét cua té bao gay mién dich, va tao thuan loi cho su lién két cua
mién lién két v6i khang nguyén dich. Mién xuyén mang c6 thé 13 mién xuyén mang
CD3zeta, tuy nhién cic mién xuyén mang khac ma c6 thé dugc sir dung bao gdm cac
mién xuyén mang thu dugc tr CD8alpha, CD4, CD28, CD45, CD9, CD16, CD22,

CD33, CD64, CD80, CD86, CD134, CD137, va CD154. Theo mdt phuong 4n, mién
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xuyén mang 13 mién xuyén mang ctia CD137. Theo mot s6 phuong 4n, mién xuyén
mang bao gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO: 98. Theo céc phuong 4n x4c dinh, mién
xuyén mang 13 tdng hop ma s& chu yéu bao gdm cac gbc ki nudc trong trudng hop nay
nhu leuxin va valin.

“Mién tin hiéu ndi bao” hodc “mién tin hiéu” d& cap dén phé“ln cua protein thu
thé khang nguyén kham ma tham gia vao viéc truyén thong tin cua su lién két CAR
hiéu qua véi khang nguyén dich vao bén trong ciua té bao giy mién dich dé gay ra
chirc ning té bao tac dong, vi duy, kich hoat, san xuit xytokin, dap mg ting sinh va
hoat tinh gy doc t& bao, bao gdm ca viéc giai phéng céc yéu tb gay doc té bao vao té
bao dich gin két CAR, hoic cic dap ung té bao khac giy ra béi su lién két khang
nguyén v6i mién CAR ngoai bao. Thuat ngit “chirc ning tac dong” dé cap dén churc
ning chuyén biét ctia té bao. Chirc ning tic dong clia té bao T, vi du, ¢6 thé 13 hoat
tinh hay t& bao hodc hoat tinh hd trg hodc hoat tinh bao gdm ca sy tiét xytokin. Do dé,
thuat ngt “mién tin hidu ndi bao” hodc “mién tin hiéu,” & ddy c6 thé dugc st dung
thay ddi 13n nhau, dé chi phan ctia protein ma né truyén tin hiéu chirc ning tac dong va
né huéng té bao vao thuc hién chirc ning chuyén biét. Trong khi thong thudng thi
mién tin hidu ndi bao ddy du c6 thé duoc st dung, trong nhiéu trudng hop, khong nhét
thiét cin st dung mién ddy du. Trong chimg muc ma phin cit cut cia mién tin hiéu
noi bao dugc sir dung, phin cit cut nhu vy c6 thé dwgc sir dung thay cho mién ddy dua
mién 1 néd truyén tin hiéu chic ning tadc dong. Thuat ngir mién tin hiéu ndi bao du
dinh bao gém ph?m cit cut bat ky ctua mién tin hiéu ndi bao da dé truyén tin hi€u chirc
nang tac dong. Mién tin hiéu ndi bao con dugc biét 1a “mién truyén tin hiéu” va dién
hinh thu duogc tir cac phén cua cac mach CD3 ho#c FcRy ctuia nguoi.

D3 biét rang, céc tin hiéu dwogc sinh ra thong qua duy nhét thy thé t€ bao T khong
du cho sy kich hoat ddy du cta té bao T va tin hiéu thir cp hogc tin hidu ddng kich
thich cfing can thiét. Do vAy, su kich hoat té bao T c6 thé dugc cho 1a duge trung gian
boi hai loai trinh tw truyén tin hiéu té bao chét riéng biét: mot loai khoi phat su kich
hoat so cap phu thudc khang nguyén thong qua thu thé té bao T (cAc trinh tu truyén tin
hiéu té bao chit so cap) va mot loai tic dong theo cach khong phu thude khang nguyén
@8 tao ra tin hiéu thir cip hoic tin hiéu ddng kich thich (c4c trinh tur truyén tin hiéu té
bao chét thir cdp). Céc trinh ty truyén tin hiéu té bao chit ma tic dong theo cach ddng
kich thich c6 thé chira cic motip truyén tin hiéu di biét 1a motip kich hoat dua vao
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tyrosin thu thé mién dich hodc ITAM.

Vi du vé& ITAM chira cac trinh tu truyén tin hiéu t& bao chét so cép ma né dugc
sit dung ddc biét trong sang ché bao gém cac loai thu dugc tr TCRzeta, FcRgamma,
FcRbeta, CD3gamma, CD3delta, CD3epsilon, CD5, CD22, CD79a, CD79b va CD66d.
Theo mdt phuong an cu thé, mién tin hiéu ndi bao ctia cac CAR khiang BCMA mbd ta
trong ban mo ta nay thu dugc tr CD3zeta. Theo mot s& phuong 4n, mién tin hiéu bao
gdm trinh tu axit amin SEQ ID NO: 100.

Nhu dugce st dung & day, thudt ngit “mién tin hiéu déng kich thich” hodc “mién
ddng kich thich” d& chi phin cia CAR bao gém mién ndi bao clia phén tir ddng kich
thich. C4c phan tir ddng kich thich 13 cac phéan tir b& mit té bao khac v6i céc thu thé
khang nguyén hodc cac thu thé Fc ma tao ra tin hiéu thir cAp can thiét cho su kich hoat
hiéu qua va chic nang cia cac lympho bao T khi lién két v6i khang nguyén. Vi du vé
cac phan tir ddng kich thich nhu vay bao gdm CD27, CD28, 4-1BB (CD137), OX40
(CD134), CD30, CD40, PD-1, ICOS (CD278), LFA-1, CD2, CD7, LIGHT, NKD2C,
B7-H2 va phéi tir ma n6 lién két diac hidu CD83. Do d6, trong khi sang ché cung cip
cac mién ddng kich thich minh hoa thu duge tir CD3zeta va 4-1BB, céc mién ddng
kich thich khac dugc du dinh dé st dung v6i cac CAR md ta trong bin mo ta niy.
Viéc bao gdbm mot hodc nhidu mién tin hiéu ddng kich thich c6 thé ting cudong hiéu
qua va sy nhan rong té bao T biéu hién céc thu thé CAR. Cac mién tin hiéu ndi bao va
mién tin hiéu ddng kich thich c6 thé dugc lién két theo thir tu song séng bét ky voi dau
tin cing carboxyl ciia mién xuyén mang. Theo mdt sé phuong 4n, mién ddng kich
thich bao gdm trinh tu axit amin SEQ ID NO: 99.

Mic di cac CAR dya vao scFv dugc thiét ké chira mién tin hiéu tir CD3 hogc
FcRgamma dd dugc ching minh 13 phan phéi tin hiéu manh cta chirc ning kich hoat
va tac dong té bao T, nhung chiing van khéng du dé giy ra céc tin hidu ting cudng su
sdng s6t va mé rong té bao T khi khong c6 mit cia tin hiéu dong kich thich kém theo.
Cac CAR khac chira mién lién két, mién ban 18, mién xuyén mang va mién tin hiéu cé
ngudn gbc tir CD3zeta hoic FcRgamma ciing véi mdt hodc nhidu mién tin hiéu ddng
kich thich (vi dy, mién ddng kich thich ndi bao c6 ngudn gbc tir CD28, CD137,
CD134 va CD278) c6 thé didu hudng hiéu qua hon vao hoat tinh chéng khéi u ciing
nhu ting tiét xytokin, hoat tinh phan hity, sy sdng s6t va dap tng ting sinh trong céc té
bao T bibu hién CAR in vitro, va trong céc mau dong vat va bénh nhén ung thu
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(Milone et al., Molecular Therapy, 2009; 17: 1453-1464; Zhong et al., Molecular
Therapy, 2010; 18: 413-420; Carpenito et al., PNAS, 2009; 106:3360-3365).

Theo cac phuong an khac nhau, CAR BCMA theo sang ché bao gbém (a) scFv
khang BCMA 1am mién lién két (vi du, scFv c¢6 cac ving lién két (vi du, cac CDR
hoic céc mién bién dbi) tir bat ky mot hodc nhidu khang thé BCMA x4c dinh trong
bang 1) (b) mién ban 1& c6 ngudn gdc tir CD8alpha ngudi, (c) mién xuyén mang
CD8alpha ngudi, va (d) mién tin hiéu ndi bao mach CD3 zeta (CD3) thu thé té bao T
nguoi, va tly y mdt hodc nhiéu mién tin hiéu ddng kich thich, vi du, 4-1BB. Theo mot
phuong an, cic mién protein khac nhau dugc sip xép tir d4u tan cling amin dén dau tin
cung carboxyl theo thir tu sau: mién lién két, mién ban 18 va mién xuyén mang. Mién
tin hiéu ndi bao va cac mién tin hiéu ddng kich thich tdy y dugc lién két véi dau tan
cung carboxy xuyén mang theo thir ty song song b4t ky dé tao ra polypeptit kham
mach don. Theo m{t phuong én, cAu tric axit nucleic ma héa cho CAR BCMA 13
phén tr axit nucleic kham bao gdm phan tir axit nucleic bao gdm c4c trinh ty ma héa
khac nhau, vi dy, (5’ dén 3”), céc trinh ty ma hoda cua scFv khang BCMA nguoi, mién
ban 18 - CD8alpha ngudi, mién xuyén mang CD8alpha ngudi va mién tin hidu ndi bao
CD3zeta. Theo phwong 4n khéc, cdu triic axit nucleic ma héa cho CAR BCMA 1a phan
tir axit nucleic kham bao gdm phan tir axit nucleic bao gdm c4c trinh tu ma héa khic
nhau, vi dy, (5’ dén 3”), céac trinh ty ma héa ciia scFv khaing BCMA nguoi, mién ban 18
- CD8alpha ngudi, mién xuyén mang CD8alpha ngudi, mién ddng kich thich 4-1BB,
va mién ddng kich thich CD3zeta.

Theo cac phuong an xac dinh, polynucleotit ma héa cho CAR mo ta trong ban
md ta ndy dugc dua vao trong vecto. Vecto 1 thé mang ma polynucleotit ma héa cho
protein c6 thé dugce dua vao trong d6 theo kiéu déng hoéa tri sao cho dan dén su biéu
hién cua protein d6 va/hodc sy tach dong cia polynucleotit. Cac vecto nhu vay co thé
dugce goi 1a “vecto biéu hién”. Polynucleotit phan 14p co thé dugc dua vao trong vecto
sir dung phuong phéap thich hop bat ky da biét trong linh vue, vi du, nhung khong gidi
han, vecto cé thé dugc phéan cit st dung cac enzym gidi han thich hgp va sau do6, c6
thé duoc thét biang polynucleotit phan 1ap ¢ cac du gi6i han twong hop. Vecto biéu
hién c6 kha nang sép hop va biéu hién cac trinh tu axit nucleic khac loai hodc cai bién
ma hoa cho it nh4t phan san phdm gen c6 kha ning dugc phién ma trong té bao. Trong
hau hét céac truong hop, cac phan tir ARN sau d6 duoc dich ma thanh protein. Vecto
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biéu hién c6 thé chira nhidu trinh ty didu khién, cAc trinh tu nay ¢ chi céc trinh tu axit
nucleic cin thiét cho su phién ma va su dich ma cé thé cta trinh tur ma hoa lién két
theo kidu hoat dong dwogc trong sinh vét chi cu thé. Ngoai céc trinh ty didu khién quan
1y sy phién ma va dich mi, cac vecto va vecto biéu hién c6 thé ciing chta cac trinh ty
axit nucleic dong vai trd cac chirc ning khac va duoc thdo ludn duéi day. Vecto biéu
hién c6 thé bao gém cac yéu t6 bd sung, vi duy, vecto biéu hién c6 thé ¢6 hai hé sao
chép, do vay cho phép néd dugc duy tri & hai sinh vét, vi du & té bao ngudi dé biéu hién
va & vat chi khong c¢6 nhan dién hinh @& tach dong va khuéch dai.

Vecto bidu hién ¢6 thé c¢6 cac yéu té didu hoa dau 5' thuong dong va diu 3' ha
dong can thiét nhw cac trinh tw khéi ddu phién ma nhu CMV, PGK va EFlalpha, cac
trinh tu khéi dAu phién ma, nhan biét ribosome va hop lién két TATA, va trinh tu két
thic phién ma 3' UTR AAUAAA dé phién ma va dich mi gen hiéu qua trong céc té
bao chu tuong Gng clia nd. Céc trinh tu khoi dAu phién ma thich hop khac bao gbm
trinh ty khoi ddu phién ma co dinh cla trinh tw khéi dau phién ma sém virut khi 40
(SV40), virut gay khdi u tuyén va & chudt (MMTV), trinh tu khéi ddu phién ma HIV
LTR, trinh tw khéi du phién ma MoMuLV, trinh tw khoi dau phién ma virut gy bénh
bach ciu gia cAm, trinh tu khéi dau phién ma sém EBV, va trinh ty khoi dau phién ma
virut sarcoma rous. C4c trinh ty khéi dau phién ma gen ngudi cling c6 thé dugc st
dung, bao gém, nhung khong bi giéi han & trinh ty khoi dau phién ma actin, trinh tu
khéi ddu phién ma myosin, trinh tu khéi diu phién ma hemoglobin, va trinh ty khéi
dau phién ma creatin kinaza. Theo cac phuong an x4c dinh, céc trinh ty khéi dau phién
ma cam ung ciling duge dy dinh nhu mdt phé”m clia cac vecto bidu hién thu thé khéng
nguyén kham. Diéu nay cung cdp yéu td chuyén d6i phan tir c6 kha ning bat mé sy
biéu hién cua trinh tu polynucleotit mong mudn hodc khoa tit sy biéu hién. Vi dy vé
céc trinh tw khéi dAu phién ma cam tng bao gdm, nhung khong bi gi6i han &, trinh tu
khoi diu phién ma metallothionine, trinh tw khéi dau phién ma glucocorticoit, trinh tur
khoi diu phién ma progesteron, hodc trinh tu khéi d4u phién ma tetraxyclin.

Vecto biéu hién c6 thé c6 trinh tu bd sung nhu céc thé 6x-histidin, c-Myc, va
FLAG ma cac thé nay dugc sap hgp vao trong cac CAR duogc biéu hién. Do vay, vecto
biéu hién c6 thé dugc thiét k& d8 chira cac trinh ty didu ho khong duge dich mi dau 5'
va 3' ma do6i khi c6 thé c6 chirc niang nhu 1 céc trinh tu ting cudng, céc ving trinh ty
khéi dau phién ma va/hodc trinh tu két thiic ma c6 thé tao thuan loi hodc ting cudong
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su phién mi hiéu qua cla (c4c) axit nucleic mong mudn dugc mang trén vecto biéu
hién. Vecto biéu hién c6 thé cling dugc thiét ké dé c6 chirc ning sao chép vi/hoic biéu
hién (vi du, phién ma va dich m&) trong mot loai té bao, vi tri té bao hodc mot kiéu mo
cu thé. Vecto biéu hién c6 thé bao gém trinh tu c6 thé lya chon dé duy tri vecto trong
té bao chi hodc té bao tiép nhan.

Theo cac phuong an khac nhau, vecto 1a plasmit, trinh ty sao chép ty dong, va
yéu t6 chuyén vi. Cac vecto minh hoa bd sung bao gdm, khong gi6i han, plasmid,
phagemid, cosmid, cac nhiém séc thé nhan tao nhu nhiém séc thé nhan tao ndm men
(YAC), nhifm sic thé nhén tao vi khuén (BAC), hoic nhidm séc thé nhan tao ¢6 ngudn
gbc tir P1 (PAC), c4c thuc khudn thé nhu thuc khuin thé lambda hozic thyc khuén thé
M13, va céc virut dong vat. Vi du vé céc loai virut dong vat hitu dung lam vecto bao
gbm, khong gi6i han, retrovirut (bao gdm lentivirut), adenovirut, virut két hop adeno,
herpesvirut (vi dy, virut gdy bénh herpes), poxvirut, baculovirut, papillomavirut, va
papovavirut (vi du, SV40). Vi du v& cac vecto biéu hién 13 cdc vecto hé biéu hién
Lenti-X™ Bicistronic (Neo) (Clontrch), vecto pClneo (Promega) dé biéu hién trong
cac t& bao dong vat c6 va; pLenti4/V5-DEST.TM., pLenti6/V5-DEST.TM., va
pLenti6.2N5-GW/lacZ (Invitrogen) dé chuyén gen qua trung gian lentivirut va dé biéu
hién trong céc té bao dong vat c6 vi. Cac trinh ty ma hda cua CAR dugc boc 1§ trong
ban md ta ndy c6 thé duoc gin vao trong cic vecto bidu hién nhu vy dé biéu hién
protein kham trong cac té bao dong vat c6 vi.

Theo cic phuong an xac dinh, cac axit nucleic md héa cho CAR theo sang ché
dugc cung cip trong vecto virut. Vecto virut c thé 1a vecto c6 ngudn gdc tir
retrovirut, lentivirut, hodac virut tao bot. Nhu dugc st dung & day, thuat ngit “vecto
virut,” d& cap dén céu tric vecto axit nucleic bao gbm it nhat mot phan t& c6 ngudn
gbc virut va c6 kha ning duoc bao géi vio trong hat vecto virut. Vecto virut c6 thé
chira trinh ty ma hoda cia cac protein kham khac nhau dugc mo ta trong ban md ta nay
thay cho cdc gen virut khong thiét yéu. Vecto va/hodc hat c6 thé duge sir dung cho
muc dich truyén ADN, ARN hoac cac axit nucleic khac vao trong t& bao in vitro hodc
in vivo. Nhiéu dang vecto virut da biét trong linh vuc.

Theo céc phuong an xéac dinh, vecto virut chtra trinh ty méa héa cho CAR mo ta
trong ban md td nay la vecto retrovirut hodc vecto lentivirut. Thudt ngit “vecto
retrovirut” dé cép dén vecto chira cac phén tir gen ciu triic va chirc ning ma chu yéu
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¢6 ngudn gdc tir retrovirut. Thuat ngit “vecto lentivirut” dé cap dén vecto chira cic
phin tir gen cdu trGic va chic ning ngoai cac LTR ma chu yéu c6 ngudn géc tir
lentivirut.

Céc vecto retrovirut dé sir dung & day c6 thé c6 ngudn gbe tir retrovirut da biét
bét ky (vi du, retrovirut type ¢, nhu virut gay sarcom ¢ chugt Moloney (MoMSV),
virut gdy sarcom & chudt Harvey (HaMuSV), virut gdy u vi & chudt (MuMTV), virut
gdy bénh bach cdu virut & vuon (GaLV), virut gdy bénh bach cdu & meéo (FLV),
spumavirut, Friend, virut té bao gbc & chuét (MSCV) va virut gly sarcom Rous
(RSV)). Retrovirut” theo sang ché ciing bao gdm cac virut gdy bénh bach cAuté bao T
& nguoi, HTLV-1 va HTLV-2, va ho lentivirut clia retrovirut, nhu virut gay suy giam
mién dich & nguoi, HIV-1, HIV-2, virut gdy suy giam mién dich & khi (SIV), virut giy
suy giam mién dich & méo (FIV), virut gdy suy giam mién dich & ngua (EIV), va céc
loai retrovirut khéac.

Vecto lentivirut d& st dung & day d& cap dén vecto c6 ngudn gde tir lentivirut,
nhém (hoic chi) cac retrovirut lam phét sinh bénh phat trién cham. Cac virut bao gdbm
trong nhém nay bao gbdbm HIV (virut gdy suy giam mién dich & ngudi; bao gdm HIV
type 1, va HIV type 2); visna-maedi; virut gdy viém khép - viém ndo & dé; virut gay
bénh thiéu mau nhidm trung & ngua; virut gy suy gidm mién dich & meéo (FIV); virut
gdy suy gidm mién dich & bo (BIV); va virut gdy suy gidm mién dich & khi (SIV). Viéc
bao ché lentivirut tai t6 hop c6 thé dat dugc st dung cac phwong phép theo téc gia Dull
et al. and Zufferey et al. (Dull et al.,, J. Virol., 1998; 72: 8463-8471 va Zufferey et al.,
J. Virol. 1998; 72:9873-9880).

Céc vecto retrovirut (tic 13, ca lentivirut va khong phai lentivirut) dé st dung
trong sang ché c6 thé duoc tao ra stir dung céc k¥ thuat tach dong chudn bang cach két
hop céc trinh ty ADN mong mudn theo tht tu va huéng duge mo ta trong ban mo ta
nay (Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel, F. M. et al. (eds.) Greene
Publishing Associates, (1989), Sections 9.10-9.14 va cac sd tay phong thi nghiém
chuén khac; Eglitis, et al. (1985) Science 230:1395-1398; Danos and Mulligan (1988)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:6460-6464; Wilson et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 85:3014-3018; Armentano et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:6141-
6145; Huber et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:8039-8043; Ferry et al.

(1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:8377-8381; Chowdhury et al. (1991) Science
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254:1802-1805; van Beusechem et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:7640-
7644; Kay et al. (1992) Human Gene Therapy 3:641-647; Dai et al. (1992) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 89:10892-10895; Hwu et al. (1993) J. Immunol 150:4104-4115;
patent My sb 4,868,116; patent My s6 4,980,286; cong bd don PCT s6 WO 89/07136;
cong bd don PCT s6 WO 89/02468; cong bd don PCT s6 WO 89/05345; va cong bd
don PCT sé WO 92/07573).

Cac nguén thich hogp dé thu dugc céc trinh tu retrovirut (tic 13, ca lentivirut va
khong phai lentivirut) dé str dung trong viéc tao ra cic vecto bao gdm, vi dy, cdc ARN
va cADN hé gen c6 sén tlr céc ngudn c6 ban trén thi truong, bao gdm tir Bao tang
gibng chudn (Type Culture Collection - ATCC), Rockville, Md. Céc trinh tu cfing c6
thé dugc tong hop theo phwong thirc héa hoc.

P& biéu hién CAR BCMA, vecto ¢6 thé duge dwa vao bén trong té bao chu dé
cho phép biéu hién polypeptit bén trong t€ bao chu. Vecto biéu hién c6 thé chira nhidu
yéu td d didu chinh su biu hién, bao gém khong gidi han, trinh tu khéi dhu phién ma3,
trinh tu Khéi phat sy phién ma, trinh ty ting cudng, trinh tu danh dAu c6 thé lua chon,
va céc trinh ty tin hiéu. Cac yéu t6 nay c6 thé dugc chon khi thich hgp bdi ngudi c6
kién thtre trung binh trong linh virc, nhw d4 mé ta & trén. Vi dy, trinh tw khéi déu phién
ma c6 thé duge chon dé thuc ddy sy phién ma ctia polynucleotit trong vecto. Trinh ty
khéi dAu phién ma thich hop bao gdm, khong gi6i han, trinh tw khéi diu phién ma T7,
trinh ty khéi diu phién ma T3, trinh ty khoi du phién ma SP6, trinh tu khéi dau phién
ma beta-actin, trinh tu khoi dau phién ma EF1a, trinh tu khéi dau phién ma CMV, va
trinh tu khai dau phién ma SV40. Trinh tu ting cudng c6 thé dwoc chon dé ting cudng
su phién mi ctia polynucleotit. C4c trinh tw danh d4u c6 thé Iya chon c6 thé dugc chon
d8 cho phép su lua chon cic té bao chi dugc dua vao bing vecto tir cac loai khong ¢,
vi du, cac trinh tu c6 thé lua chon c6 thé 1a céac gen ma nd truyén tinh chiu khang sinh.
Céc trinh tu tin hiéu c6 thé dugc chon dé cho phép polypeptit da biéu hién duoc van
chuyén ra bén ngoai té bio chu.

Dé tach dong polynucleotit, vecto c6 thé dugc dua vao bén trong té bao chi (té
bao chi phan 14p) dé cho phép viéc sao chép chinh ban than vecto va bing cach do
khuéch dai céc ban sao cia polynucleotit dugc chira trong d6. Céc vecto tach dong c6
thé chira cac thanh phan trinh ty thudng bao gbm, khong gi6i han, ngudn gdc sao chép,
trinh tw khéi ddu phién ma, trinh ty khoi phat sy phién ma, trinh tu ting cudng, va

29



45923 30/112

trinh ty ¢6 thé lwa chon. Céc yéu t6 nay co thé dugc chon khi thich hop béi ngudi c6
kién thtrc trung binh trong linh vuc. Vi duy, ngudn gbc sao chép cb thé dwgc chon dé
thic ddy su sao chép tu ddng cia vecto trong té bao chu.

Theo cac phuong an xac dinh, sdng ché d& cap dén cac té bao chli phan 14p chira
céc vecto dugc d& cap & ddy. Té bao chit chira vecto c6 thé hitu dung trong biéu hién
hodc tach dong polynucleotit dugc chira trong vecto. Té bao chu thich hop ¢6 thé bao
gém, khong gidi han, té bao chua c6 nhan dién hinh, t& bao nim, té bao ndm men,
hoc cac té bao c6 nhan dién hinh bac cao hon nhu céc t& bao dong vt c6 vi. Té bao
chua ¢6 nhan dién hinh thich hgp cho muc dich nay bao gbm, khong gi6i han, vi
khuén that, nhu sinh vat Gram 4m hodc Gram duong, vi dy, Enterobactehaceae nhu
Escherichia, vi du, E. coli, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, vi
du, Salmonella typhimurium, Serratia, vi du, Serratia marcescans, va Shigella, cling
nhu Bacilli nhu B. subtilis va B. licheniformis, Pseudomonas nhu P. aeruginosa, va
Streptomyces.

CAR theo sang ché dugc dua vao trong té bao chu st dung céc k¥ thuat chuyén
nhiém va/hoic tai nap da biét trong linh vyc. Nhu dugc st dung & ddy, thuat ngi,
“chuyén nhiém,” va “tai nap,” dé chi cac quy trinh ma nho do, trinh ty axit nucleic
ngoai sinh dugc dua vao trong t& bao chu. Axit nucleic ¢ thé duge hop nhét vao trong
ADN té bao cha hogc ¢6 thé duge duy tri & ngoai nhiém sic thé. Axit nucleic c6 thé
dugc duy tri tam thoi hodc ¢o thé dua vao n dinh. Viéc chuyén nhiém c6 thé dugc
hoan thanh bing nhidu phuong tién di biét trong linh vuc bao gbdbm nhung khong bi
gidi han & phuong phap ddng két tia canxi phosphat-ADN, chuyén nhiém qua trung
gian DEAE-dextran, chuyén nhiém qua trung gian polybrene, dién di, vi tiém, dung
hop liposome, lipofection, dung hop té bao trin, nhi®m trung do retrovirut, va bén gen.
Viéc tai nap dé cdp dén su phan phdi (cac) gen st dung vecto virut hodc vecto
retrovirut thong qua su gdy nhiém bang virut hon 14 bang chuyén nhiém. Theo céc
phuong 4n xac dinh, vecto retrovirut dugc tai nap bing cach sip xép cac vecto vao
trong cac virion trude khi tiép xtic vai té bao. Vi dy, axit nucleic ma héa CAR BCMA
dugc mang badi vecto retrovirut ¢6 thé dugc bién nap vio trong té bao théng qua su
gy nhiém va sy hop nhét tién virut.

Nhu dugc sit dung & day, thuat ngit “thiét ké gen” hodc “bién dbi gen” d& cap
dén viéc bd sung vat liéu ngodi gen & dang ADN hodc ARN vao trong vt liéu gen
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toan bd trong t& bao. Thuat ngit, “t& bao bién ddi gen,” “té bao bién d6i,” va “té bao
chuyén huéng,” duge st dung thay d6i 14n nhau dugc.

Cu thé, CAR theo sang ché dugc dwa vao va biéu hién trong té bio gdy mién dich
nhim d& chuyén huéng tinh dic hiéu cia ching sang khang nguyén dich mong mudn,
vi du, trong bao 4c tinh, vi du bénh da u tiy xuong.

Sang ché @& cap dén cac phuong phap tao ra té bao gay mién dich biéu hién CAR
nhu dugc md ta trong ban mo ta nay. Theo mdt phuong an, phuwong phép bao gdm viéc
chuyén nhiém hodc tai nap céc té bao gay mién dich dugc phan lap tir d6i twong, nhu
d6i tuong c6 t& bao khdi u bidu hién BCMA, sao cho cac té bao gay mién dich biéu
hién mot hodic nhidu CAR nhu dugc md ta trong ban mo t& ndy. Theo cac phuong an
x4c dinh, té bao gdy mién dich duogc phan 14p tir dbi tuong va dugc lam bién dbi gen
khong cAn thao tac thém in vitro. Céc té bao nhu vay sau d6 c6 thé dugc dua lai truc
tiép vao trong ddi tugng. Theo cic phuong 4n khac, t€ bao gdy mién dich truéc tién
duge kich hoat va kich thich d8 ting sinh in vitro truée khi dugc 1am bién ddi gen dé
bidu hién CAR. Theo khia canh nay, té bao gdy mién dich c6 thé dugc nudi cdy trude
hodic sau khi dugc lam bién ddi gen (ttc 13, dugc tai nap hodc chuyén nhiém dé biéu
hién CAR nhu dugc mo ta trong ban mo ta nay).

Tru6c khi thao tac hodc 1am bién dbi gen in vitro té bao gay mién dich mo ta
trong ban mo ta nay, ngudn té bao co thé thu dugc tir dbi tuong. Cu thé, té bao gay
mién dich dé st dung v6i CAR nhu duge mo t trong ban md ta nay bao gbm céc té
bao T. Céc t& bao T c6 thé thu duoc tir nhidu ngudn, bao gdm té bao don nhan mau
ngoai vi, tly xuong, mo hach bach huyét, mau cubng rén, md tuyén trc, mo tir vi tri
nhiém tring, dich o) trudng, dich mang phéi, mob lach, va cac khdi u. Theo céc phuong
4n xac dinh, té bao T c6 thé thu dugc tir don vi thu thap mau tir d6i twong st dung céac
k¥ thuat bit ky da biét d6i véi ngudi c6 kién thirc trung binh trong linh vuc, nhu k§
thuat tach FICOLL. Theo mot phwong 4n, céc té bao tir mau tudn hoan ciia déi tugng
thu duge bing k§ thuat phan tach mau. San phim phén tich mau dién hinh chira
lymphd bao, bao gém té bao T, bach ciu don nhan, bach cau hat, té bao B, cac té bao
bach ciu c6 nhan khac, té bao héng cAu, va tiéu ciu. Theo mot phuong é&n, cac té bao
duoc thu thip bing k§ thuat phan tach méau c6 thé dugc ria dé loai bd phan huyét
twong va dwa t& bao vao trong dung dich d&m hoic méi trudng thich hop dé xit 1y sau
d6. Theo mdt phwong 4n theo sang ché, cac té bao dugc rira bang PBS. Theo phuong
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4n khac, dung dich rira thidu canxi, va c6 thé thiéu magie hodc c6 thé thiéu nhiéu, néu
khong phai tit ca, cac cation hoa tri hai. Nhu s& dwgc hiéu boi ngudi c6 kién thirc
trung binh trong linh vuc, budc rira ¢ thé duoc hoan thanh bang cac phuong phap da
biét dbi voi ngudi c6 kién thirc trung binh trong linh vue, nhu bing céch st dung may
ly tm kiéu dong chay ban tuw dong. Sau khi rira, céc té bao c6 thé tai tao huyén phi
trong nhiéu dung dich dém tuong thich sinh hoc hogc dung dich nuée mubi khac c6
hodc khong cé dung dich dém. Theo cic phuong an xéc dinh, cic thanh ph?m khong
mong mudn ciia miu phén tach mau c6 thé dugc loai bé trong méi trudng nudi cly tai
tao huyén phi té bao truc tiép.

Theo céc phuong 4n xac dinh, té bao T dwoc phan lap tlr cac t€ bao don nhan
trong méau ngoai vi (PBMCs) bang cach phan giai t& bao hdng ciu va 14y hét bach cau
don nhan, vi du, b%mg cach ly tdm theo gradient PERCOLL™, Mot quﬁn thé phu riéng
cia cac té bao T, nhu CD28+, CD4+, CD8+, CD45RA+, va cac té bao CD45RO+ T,
c6 thé duge phén 1ap thém b%mg cac k¥ thuat chon loc duong hodac am. Vi dy, viéc lam
giau quéan thé t& bao T bing k¥ thuat chon loc 4m c6 thé dugc hoan thanh bang td hop
clia cac khang thé hudng vao cac diu 4n bé mit chi lién quan dén cac té bio chon loc
am. Mot phuong phap dé sir dung & day 1 sang loc va/hodc chon loc té bao théng qua
phuong phap két dinh mién dich dang tir tinh 4m hodc phuong phép dém té bao theo
dong chay ma cac phuong phép ndy st dung dung dich hdn hgp clia céc khéng thé don
dong hudng vao céac dAu 4n bé mat té bao c6 mat trén cac té bao chon loc 4m. Vi du,
d8 1am giau cho céc t& bao CD4+ bang chon loc 4m, dung dich hdn hop khéng thé don
dong dién hinh bao gdm céc khang thé véi CD14, CD20, CD11b, CD16, HLA-DR, va
CD8. Phuong phap dém té bao theo dong chay va sang loc té bao ciling c6 thé duoc sir
dung dé phan 14p céc quan thé té bao mong mudn dé st dung trong sang ché.

PBMC c6 thé dugce sir dung truc tiép cho thao tac bién dbi gen véi cac CAR st
dung céc phuong phap nhu dugc mé ta trong ban mé ta nay. Theo cdc phuong an xé4c
dinh, sau khi phan 14p PBMC, cac lymphd bao T dugc phan ldp thém va theo céc
phuong an xéac dinh, ca hai loai lympho bao T géy doc té bao va hd trg c6 thé dugc
phan loai thanh céc quén thé phu té bao T nguyén so, ky trc, va té bao T tac dong trude
hodc sau thao tic bién d6i vi/hoic mé rong gen. Cac té bao CD8+ c6 thé thu dugc
bang cach st dung cac phwong phép chudn. Theo médt s§ phuong 4an, céc té bao CD8+
dwoc phén loai thém thanh cac té bao nguyén so, nhd trung wong, va cic té bao tac
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dong biang cach xic dinh cac khang nguyén bé mit té bao lién quan v6i mdi mot trong
sé céc kiéu t& bao CD8+ nay. Theo cic phwong 4n, t€ bao T nhé c6 mit trong ca hai
tap hop phu CD62L+ va CD62L- cua cac lymphd bao mau ngoai vi CD8+. PBMC
dugc phan loai thanh céc phdn CD62L-CD8+ va CD62L+CD8+ sau khi nhuém bang
cac khang thé khang CD8 va khang CD62L. Theo mot s6 phuong 4n, su biéu hién cta
céc diu 4n kidu hinh cia TCM nhé trung wong bao gbm CD45R0O, CD62L, CCR7,
CD28, CD3, va CD127 va &4m tinh d6i véi granzyme B. Theo mot s6 phuong 4n, té
bao T nh¢ trung wong 1a céc té bao T CD45RO+, CD62L+, CD8+. Theo mot s6
phuong 4n, t bao T tac dong 4m tinh dbi véi CD62L, CCR7, CD28, va CD127, va
dwong tinh d6i v6i granzyme B va perforin. Theo mot sd phuong 4n, cdc lymphd bao
T CD8+ nguyén so dugc déc trung bdi su bidu hién cac ddu 4n kiéu hinh cia té bao T
nguyén so bao gdm CD62L, CCR7, CD28, CD3, CD 127, va CD45RA.

Theo céc phuong 4n xéc dinh, té bao T CD4+ duogc phéan loai thém thanh céc
quin thé phu. Vi du, cac té bao hd trg T CD4+ c6 thé dugc phan loai thanh té bao
nguyén so, té bao nh¢ trung wong, va té bao tac dong bang cach xac dinh cic quin thé
té bao ma ¢6 cac khang nguyén bé mit té bao. Céc lymphd bao CD4+ c6 thé thu dugc
bing cic phuong phap chuén. Theo mot s phuong 4n, cac lymphd bao T CD4+
nguyén so 1 t& bao T CD45RO-, CD45RA+, CD62L+CD4+. Theo mdt sé phuong 4n,
cac té bao CD4+ nhé trung wong 13 duong tinh CD62L va duong tinh CD45RO. Theo
mdt sb phuong 4n, cac té bao CD4+ tac dong 12 4m tinh CD62L va CD45RO.

Té bao gy mién dich, nhu té bao T, c6 thé dugc bién ddi gen sau khi phan lap st
dung cac phuong phép da biét, hoic té bao gay mién dich c6 thé duoc kich hoat va
nhéan rong (hodc dugc biét hoa trong trudng hop té bao tién than) in vitro truée khi
duge 1am bién ddi gen. Theo phwong 4n khéc, té bio gdy mién dich, nhu té bao T,
dugc bién dbi gen bang cac thu thé khang nguyén kham mo ta trong ban mo ta nay (vi
du, duoc tai nap bﬁng vecto virut bao gém axit nucleic ma hoéa cho CAR) va sau d6
duoc kich hoat va nhén rong in vitro. Cac phuong phép kich hoat va nhan rong té bao
T 1a d3 biét trong linh vuc va dugc mo ta, vi du, trong patent My sb 6,905,874; patent
My sb 6,867,041; patent M§ sb 6,797,514; WO02012079000. Néi chung, cic phuong
phap nhu vay bao gdbm buéc cho PBMC hoic té bao T phan 1ap tiép xfic v6i tc nhan
kich thich va ddng tac nhén kich thich, nhu cac khang thé khang CD3 va khang CD28,
thuong duoc gin 1én hat hoic bé mit khac, trong méi trudng nudi cly véi cac xytokin
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thich hop, nhu IL-2. C4c khang thé khang CD3 va khéng CD28 duoc gin 1én cing hat
dung 1am té bao trinh trién khang nguyén (APC) “thay thé”. Theo cac phuong 4n khac,
céc t& bao T c6 thé duoc kich hoat va kich thich dé ting sinh bing céc té bao ngudn va
cac khang thé va xytokin thich hop st dung cac phwong phép nhu phwong phip duge
md ta trong patent M§ s6 6,040,177; patent M§ sb 5,827,642; va W02012129514.

Sang ché dé cap dén quan thé té bao gay mién dich cai bién dé didu tri cho bénh
nhan bj tinh trang 4c tinh gy ra boi khdi u biéu hién BCMA, vi dy, bénh da u tay
xuong, t& bao gy mién dich cai bién bao gdm CAR BCMA nhu dugc boc 1§ trong ban
md ta nay.

Té bao gy mién dich biéu hién CAR bao ché nhu dwoc mé ta trong ban md ta
nay c6 thé duoc sir dung trong cic phuong phap va ché phdm trong mién dich tri liéu
tur than theo cac k§ thuat da biét hodic cac bién thé cta n6 ma sé trd nén rd rang dbi vai
ngudi c6 kién thirc trung binh trong linh vure dwa vao ban mb ta ndy. Vi du, xem trong
cong bd don yéu ciu clp patent My s6 2003/0170238 cua tac gia Gruenberg et al;
cling xem trong patent M§ s 4,690,915 cua tic gia Rosenberg.

Theo mét s6 phuong 4n, céc té bao dugc phdi ché bing cach trude tién, thu
hoach té bao tir méi trudong nudi cdy cua chung, va sau do6 rira va cd dic té bao trong
mbi treong va hé thdng chira thich hop dé ding (chat mang “dugc dung”) véi lwong c6
hiéu qua diéu tri. Mbi trudong tiém truyén thich hop c6 thé 13 mdi truong ding truong
bét ky, t6t hon 12 nuéc mudi thuong, Normosol R (Abbott) hoic Plasma-Lyte A
(Baxter), nhung mdi trudng dextroza 5% trong nudc hodc lactat Ringer ciing c6 thé
duoc sir dung. Méi trudng tiém truyén c6 thé duoc bd sung albumin huyét thanh
nguoi.

Luong c6 hidu qua diéu tri cta té bao trong ché phadm it nhat 13 2 t€ bao (vi dy, it
nhét 1 té bao T CD8+ nhé trung wong va it nhét 1 tap hop té bao T hd trg CD4+) hoc
t6t hon nita nhidu hon 10% t& bao, va t6i 10° va bao gdm 10® hodc 10° t& bao va c6 thé
nhiéu hon 10" té bao. Sb lugng té bao sé phu thudc vao viéc st dung cudi cung ma
ché phdm duoc dy dinh s& 14 kiéu té bao duoc bao gdm trong do.

Céc té bao c6 thé 1a tu than hodc khic loai véi bénh nhan dang trai qua didu tri.
Néu mubn, viéc diéu tri c6 thé cling bao gdm viéc ding cic tac nhan gy phan bao (vi
du, PHA) hodc lymphokin, xytokin, va/hodc chemokin (vi dy, IFN-y, IL-2, IL-12,
TNF-a, IL-18, va TNF-B, GM-CSF, IL-4, IL-13, Flt3-L, RANTES, MIP1q, v.v..) nhu
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duge mo ta trong ban md ta nay dé tang cudong cam tmg d4p Gtng mién dich.

Quin thé té bao gdy mién dich bidu hién CAR theo sang ché c6 thé dugc ding
riéng, hodc & dang dugc pham két hop véi chét pha logng va/hodc véi cac thanh phén
khac nhu IL-2 hodc cac xytokin hodc quﬁn thé té bao khac. Mot cach vin tit, dugc
phém theo sang ché c6 thé chira quin thé t bao gdy mién dich biéu hiénCAR, nhu té
bao T, nhu dugc md ta trong ban md ta nay, két hop véi mot hodc nhiéu chit mang
dugc dung hoac chip nhan duoc vé mit sinh 1y, chét pha loang hoic ta dugc. Cac ché
phim nhu vay c6 thé chta cac dung dich dém nhu nuéc mudi dém trung tinh, nuéc
mudi dém phosphat va twong tw; cacbon hydrat nhu glucoza, mannoza, sucroza hodc
dextran, mannitol; protein; polypeptit hodc axit amin nhu glyxin; chét chéng oxy hoa;
tac nhan chelat hoa nhu EDTA hodc glutathione; chit phu gia (vi dy, nhom hydroxit);
va chét bao quan. Ché phim theo sang ché tét hon dugc phéi ché dé dung theo dudng
tinh mach.

Pép tng mién dich chéng khéi u duge cam tng & d6i twong bang cach dung té
bao T biéu hién CAR md ta trong ban md ta nay st dung cdc phuong phap mo ta trong
ban mo ta nay, hodc cac phuorig phép khac da biét trong linh vuc, ¢ thé bao gbm déap
tng mién dich té bao dugc trung gian boi té bao T gay ddc té bao c6 kha ning tidu diét
céc té bao bi nhidm, té bao T didu hoa, va dap tng té bao T hd trg. P4p tmg mién dich
dich thé, chu yéu dugc trung gian boi té bao T hd tro ¢6 kha ning kich hoat cac té bao
B, do vay din dén viéc tao ra khang thé, c6 thé ciing dugc cam tmg. Nhiéu k¥ thuat c6
thé dwoc sir dung d& phan tich kidu dap ting mién dich dugc cdm Gng boi cac ché
phim theo sang ché, cac k¥ thuit ndy da dugc md ta trong tai liéu chuyén nganh trong
linh vuc; vi du, Current Protocols in Immunology, Edited by: John E. Coligan, Ada M.
Kruisbeek, David H. Margulies, Ethan M. Shevach, Warren Strober (2001) John Wiley
& Sons, NY, N.Y.

Do vy, sang ché dé cap dén phuong phap didu tri cho dbi twong dwoc chin doan
bi hodc nghi ngd bi hodic ¢6 nguy co phat trién ung thu 4c tinh hé tao mau mét phéan
dwoc dic trung bdi sy tich lily bat thudng cia cic twong bao tao ra globulin mién dich
trong tiy xuong, nhu trong bénh da u tiy xuong, bao gdm budce ding cho ddi tuong
mot luong c6 hidu qua didu trj cta té bao gdy mién dich biéu hién CAR nhu dugc md
ta trong ban md ta nay.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé cap dén phwong phap diéu tri cho dbi twong
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duoc chdn doan bi ung thu biéu hién BCMA bao gbm bude 14y céac té bao gy mién
dich tir déi twong dugc chin dodn bi ung thu biéu hién BCMA, 1am bién ddi gen céc té
bao gdy mién dich néu trén bing vecto bao gdm axit nucleic ma héa cho thy thé khang
nguyén kham theo sang ché, bing cach d6 tao ra quan thé té bao gy mién dich cai
bién, va dua quin thé té bao gdy mién dich cai bién nay vao cing d6i twong néu trén.
Theo mot phuong 4n, t& bao gay mién dich bao gdm céc té bao T,

Phuong phap dé dua ché phim té bao md ta trong ban md ta ndy bao gdm
phuong phép bét ky ¢6 hiéu qua din dén viéc dua lai t€ bio gdy mién dich bién doi
gen ex vivo ma truc tiép biéu hién CAR theo sang ché vao trong dbi tugng hoic khi
dua lai té bao tidn than bién ddi gen cia t& bao gy mién dich ma khi dua vao dbi
twgng s& biét héa thanh té bao gdy mién dich truéng thanh biéu hién CAR. Mot
phuong phap bao gbm budc tai nap té bao T mau ngoai vi ex vivo ¢6 cdu tric axit

nucleic theo sdng ché va dua cac té bao da tai nap trd lai doi tugng.

Pic tinh lién két caa cac thu thé khang nguyén kham va khang thé twong ting

Nhu dugce st dung & day, thudt ngit “lién két” trong ngit canh cua su lién két cia
thu thé khang nguyén kham hoic khang thé twong ng véi, vi du, khdng nguyén xéc
dinh trudc, nhu protein bé mit t& bao hodc doan cla né, dién hinh d& cap dén su tuong
tac hodc su két hop gifta tbi thiéu hai thyc thé hodc cAu tric phan tir, nhu sy tuong tac
mién lién két khang nguyén:khang nguyén.

Vi duy, ai luc lién két dién hinh tuong ing véi gia tri Kp vao khoang 10" M hodc
nho hon, nhu khoang 10" M hodc nhé hon, nhu khoang 10 M hodc nho hon khi duge
xac dinh bdi, vi du, cong nghé cong hudéng plasmon bé mit (SPR) trong thiét bi
BIAcore 3000 st dung khdng nguyén lam phdi tir va khang thé hodc thu thé khang
nguyén kham 1am chét phén tich (hoic khang phéi tir). Céc chién lugc lién két dya vao
té€ bao, nhu cac thr nghiém lién két sang loc té bao kich hoat bdi huynh quang
(FACS), ciing duogc st dung thuong quy, va dit liéu FACS tuong quan thich hop véi
cac phuong phap khac nhu lién két canh tranh phdi tr phong xa va SPR (Benedict,
CA, J Immunol Methods. 1997, 201(2):223-31; Geuijen, CA, et al. J Immunol
Methods. 2005, 302(1-2):68-77).

Do d6, thu thé khang nguyén kham hoic khang thé twrong tmg theo sang ché lién

két voi khéang nguyén x4c dinh trude hodc phéan tir trén bé mit té bao (thy thé) co ai luc
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twong tng voi gia tri Kp ma gié tri nay it nhét thip hon muoi 1an so véi 4i luc ciia n6
@8 lien két v6i khang nguyén khong dic hidu (vi du, BSA, casein). Theo séng ché, ai
luc cua thu thé khang nguyén kham hoic khang thé twong tng vdi gia tri Kp ma bing
hodc nhd hon mudi 14n thip hon so véi khang nguyén khong dic hiéu co thé dugc xem
1 lién két khong thé phat hién dugc.

Thuét ngt “Kp” (M) dé chi hing sb cin bing phén ly ctia mot twong tic mién
lién két khang nguyén:khang nguyén cu thé hodc hing s6 cin bang phan ly clia khéng
thé tvong mg véi khang nguyén. C6 mdi quan hé nghich dao gitta Kp va 4i luc lién
két, do @6 gia tri Ky, cang nho, thi 4i lyc cang cao, tirc 1 manh hon. Do vy, thuét ngit
“4i luc cao hon” hodc “4i lwvc manh hon” dé chi kha ning tao ra twong tac cao hon va
do @9, gia tri Kp nhd hon va nguoc lai, thuat ngir “ai luc thép hon” hoac “ai luc yéu
hon” @ chi kha ning tao ra tvong tac thap hon va do d6, gid tri Kp 16n hon. Trong mot
s tinh hudng, 4i Iuc lién két cao hon (hodc Kp) clia mdt phéan tir cu thé (vi du, thy thé
khang nguyén kham hozc khang thé twong tng) véi phén tir d6i tac twong tac clia n6
(vi du, khang nguyén X) so véi 4i luc lién két ciia phan tir (vi du, thu thé khang nguyén
kham hoidc khang thé twong tng) véi phén tir dbi tic twong tac khac (vi du, khang
nguyén Y) c6 thé dugc bidu dién ¢ dang ty 18 lién két duge x4c dinh bing cach chia
gi4 tri Kp 16n hon (thap hon hoic yéu hoi, 4i luc) cho gia tri Kp nhé hon (cao hon hodc
manh hon, 4i luc), vi du duge bidu dién & dang 4i luc lién két 16n hon gip 5 14n hodic
16n hon gép 10 14n, tiy ting trudng hop.

Thuét ngit “k” (sec -1 hodc 1/s) dé cap dén hing sd tdc d6 phan ly cia mot
tuong tac mién lién két khang nguyén:khang nguyén cu thé hoic hing sb tbc do phan
ly ctia thu thé khang nguyén kham hodc khang thé twong ung. Gia tri nay ciing dugc
goi 1a gid tri Ko

Thuét ngir “k,” (M-1 x sec-1 hodic 1/M) @& chi hing s6 téc d6 két hop clia mot
twong tac mién lién két khang nguyén:khang nguyén cu thé, hoic hing sb tdc do két
hop ciia thu thé khang nguyén kham hoic khang thé tuong tng.

Thuat ngit “K,” (M-1 hodc 1/M) dé cap dén hing sb can b%lng két hop cua mdt
tuong tac mién lién két khang nguyén:khang nguyén cu thé, hodc hing sb can bing két
hop cua thu thé khang nguyén kham hozic khang thé twong img. Hang s can bang két
hop thu dugc bang cach chia k, cho k.
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Thuat ngit “BC50” hodc “ECs,” d& chi ndng d6 hiéu qua t&i da mot nira, ndng do
nay bao gdm ndng d6 cta thu thé khang nguyén kham ma gay ra dap ung nira chimg
gitta mbc co so va cuc dai sau mot thoi gian tiép xuc xac dinh. Gia tri ECs vé ban chét
12 ndng do6 ctia thu thé khang nguyén kham trong d6 50% tac dung tdi da ctia né dugc
quan sét thdy. Theo c4c phwong 4n x4c dinh, gié tri ECs twong duong ndng d6 cia thu
thé khang nguyén kham hodc khang thé tuong ting theo sdng ché ma tao ra lién két cuc
dai mot nira voi cac té bao biéu hién an khdng nguyén (vi du, khang nguyén két hop
khéi v, nhe BCMA), khi dugc x4c dinh bing, vi du thir nghiém lién két FACS. Do
vay, su lién két giam hodc yéu hon dugc quan sat théy voi gia tri ECsg tdng, hodc gia
tri ndng d6 hiéu qua tdi da mot nira.

Theo mot phuong 4n, lién két giam c6 thé dugc x4c dinh khi ndng do thu thé
khang nguyén khdm hodc khéang thé twong tmg ECsy cao cho phép su lién két véi

lugng t6i da mot nira cua céc t€ bao dich.

Bién thé trinh tw ciia cac thu thé khang nguyén kham

Cac thu thé khang nguyén khadm hodc sang ché c6 thé dé cap dén mot hoic nhiéu
su thay thé, thém vao va/hodc x6a axit amin & cac ving khung va/hogc ving CDR ciia
cac mién bién dbi chudi ning va chudi nhe so véi céc trinh ty dong mam tuong mg
ma céc mién lién két khang nguyén riéng biét ciia cac khéang thé trong mg c6 ngudn
gbc tir d6. Céc dot bién nhu vay c6 thé dwoc x4c dinh d& dang biang cach so sanh cac
trinh ty axit amin dugc boc 10 trong ban mo ta nay vai cac trinh ty dong mém c6 sin
tir, vi du, céc co s& dit liéu cong khai v& trinh ty khang thé. Cac thu thé khéng nguyén
kham theo sang ché c6 thé bao gdbm mién lién két khang nguyén c6 ngudn gdc tir bat
ky trong sb cac trinh ty axit amin ving CDR hoic viing bién ddi minh hoa dugc boc 16
trong ban mo ta nay, trong d6 mdt hodc nhiéu axit amin trong mot hodc nhidu ving
khung va/hodc vung CDR dugc djt bién thanh (c4c) gdc twong tmg cia trinh tw dong
mam ma khang thé twong tng c6 ngudn gbc tir d6, hozc thanh (c4c) gbc twong ting cua
trinh ty dong mam ngudi khac, hodc sy thay thé axit amin bao toan cua (c4c) géc dong
mam tuong Gng (nhitng thay ddi trinh tw nhu vy duge goi chung & day 1a “dot bién
dong mam”). Ngudi ¢6 kién thire trung binh trong linh vyc, khoi dAu bang cac trinh tu
ving bién dbi chudi ning va chudi nhe dugc bdc 16 trong ban md td nay, c6 thé dé

dang tao ra nhiéu khang thé ma bao gom mdt hogc nhiéu dot bién dong mam riéng biét
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hodc t6 hop cta chiing. Theo céc phuong 4n xé4c dinh, tht ca cac gdc khung va/hodic
CDR trong céc mién Vi vvhodc Vi duogc giy dot biét ngugc trd lai cac goe dugce tim
thdy & trinh ty dong mam ban dAu ma mién lién két khang nguyén nguyén iy ¢6 ngudn
gbc tir d6. Theo cac phuong 4n khac, chi cac gbc xac dinh dugc dot bién nguoc trd lai
trinh ty dong mam ban dau, vi du, chi cac géc d6t bién tim théy trong 8 axit amin dau
tién cia FR1 hodc trong 8 axit amin cudi cing cia FR4, hodc chi cic gbc dot bién tim
thdy trong CDR1, CDR2 hodc CDR3. Theo cic phuong 4n khac, mdt hodc nhiéu trong
s6 cac gbe khung va/hoic gbec CDR duge dot bién thanh (cac) gdc twong ung cua trinh
tu dong mam khac (tirc 13, trinh tu dong mam khac véi trinh tu dong mim ma mién
lién két khang nguyén ban dau c6 ngudn gbc tir d6). Ngoai ra, céc mién lién két khang
nguyén c6 thé chira td hop bit ky clia hai hoidc nhidu d6t bién dong mam trong céc
vung khung va/hodc ving CDR, vi dy, trong d6 cac gdc riéng biét xac dinh dugc dot
bién thanh gdc twong mg cua trinh tuw dong mam cu thé trong khi céc gbc xac dinh
khac ma khéc véi trinh ty dong mam ban diu duge duy tri hodc dugce dot bién thanh

gbc trong tmg cla trinh ty dong mam khéc.

Céc d3c tinh sinh hoc cilia thu thé khang nguyén kham va khang thé twong \rng

Sang ché @& cap dén thu thé khang nguyén kham véi cac mién lién két khang
nguyén c6 ngudn gde tir cac khang thé ma lién két v6i BCMA ngudi véi 4i luc cao (vi
du, céc gia tri Kp nanomol hodc du¢i nanomol).

Theo céc phuong 4n xéac dinh, sdng ché dé cap dén cac thu thé khang nguyén
kham véi cac mién lién két khang nguyén c6 ngudn gdc tir cdc khang thé twong tng
ma chung lién két v6i BCMA nguoi (vi dy, & nhiét 49 25°C) véi Kp nho hon khoang 5
nM khi dugc do béng cdng hudng plasmon bé mit. Theo céc phuong &n xac dinh, cac
khang thé twong tng gén két BCMA vé6i Kp nhé hon khoang 20 nM, nhé hon khoang
10 nM, nho6 hon khoang 8 nM, nhé hon khoang 7 nM, nhé hon khoang 6 nM, nhé hon
khoang 5 nM, nho hon khoang 4 nM, nhé hon khoang 3 nM, nhd hon khoang 2 nM,
nhoé hon khoang 1 nM, nhé hon khoang 800 pM, nhé hon khoang 700 pM, nhé hon
khoang 500 pM, nho hon khoang 400 pM, nhé hon khoang 300 pM, nhd hon khoang
200 pM, nho hon khoang 100 pM, nho hon khoang 50 pM, hoédc nhé hon khoang 25

pM khi duge do bing cong huéng plasmon bé mat.
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Séang ché ciing dé cap dén céac thy thé khang nguyén kham véi cic mién lién két
khang nguyén c6 ngudn gbe tir cac khing thé twong tng ma ching gén két BCMA voi
thoi gian ban phan ly (t%%) dai hon khoang 10 phut hodc dai hon khodng 125 phut khi
duoc do béng cdng huodng plasmon bé mat & nhiét d6 25°C. Theo c4c phuwong 4n xac
dinh, cac khang thé twong tmg gin két BCMA véi t% dai hon khoang 3 phut, dai hon
khoang 4 phut, dai hon khoang 10 phut, dai hon khoang 20 phut, dai hon khoang 30
phut, dai hon khoang 40 phut, dai hon khoang 50 phut, dai hon khoang 60 phut, dai
hon khoang 70 phut, dai hon khoang 80 phut, dai hon khoang 90 phut, dai hon khoéang
100 phut, dai hon khoang 110 phut, hogc dai hon khoang 120 phut, khi dugc do bang
cong hudng plasmon bé mit & nhiét do 25°C.

Sang ché ciing d& cap dén cac thu thé khang nguyén khdm véi cac mién lién két
khang nguyén c6 ngudn gbc tir cac khing thé twong tng ma lién két dic hiéu véi cac
dong té bao cua ngudi ma ching biéu hién BCMA n6i sinh (vi du, NCI-H929, MOLP-
8 hoiic OMP-2), khi dugc xé4c dinh bang thir nghiém lién két FACS.

Sang ché cing d& cap dén té bao thiét ké biéu hién thu thé khang nguyén kham
dic hiéu BCMA ma (i) dugc kich hoat bdi té bao biéu hién BCMA, va/hodc (ii) thé
hién su rc ché phat trién khdi u & chudt bi suy gidm mién dich mang md ghép ngoai

lai da u tuy xuong & nguoi.

Tao ra cic mién lién két khiang nguyén

Céc mién lién két khang nguyén cua thu thé khang nguyén kham theo séng ché,
cac mién nay ddc hi€u véi cac khang nguyén cu thé (vi dy, BCMA), c6 thé dugc tao ra
bing cong nghé tao ra khang thé bat ky da biét trong linh vuc. Theo c4c phuong 4n X4c
dinh, mét hoic nhiéu trong s6 cac thanh phén riéng biét (vi du, cdc chudi ning va
chudi nhe) ciia cac khang thé tuong tng theo sang ché c6 ngudn gdc tir cac khang thé
kham, dugc 1am gidng nhu cia ngudi hodc cac khing thé nguoi diy di. Cac phuong
phép tao ra cac khang thé nhu vay la da biét trong linh vyc. Vi du, mot hodc nhiéu
trong s6 cac chudi niang va/hodc chudi nhe co thé duge tao ra sit dung cong nghé
VELOCIMMUNE™, Stt dung cong nghé VELOCIMMUNE™ (hodc cong nghé tao ra
khang thé nguoi bit ky khac), cac khang thé kham 4i luc cao v6i mdt khang nguyén cu
thd (vi dy, BCMA) dAu tién dwoc phan l4p c6 ving bién dbi ciia ngudi va ving 6n dinh

cua chudt. Cac khang thé dugc dinh rd diac diém va dugc chon vé cac dic tinh mong
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mudn, bao gém ai luc, tinh chon loc, epitope, v.v.. Nhu da thao luan trong ban mo ta
nay, cac vung bién dbi ctia ngudi nay (hoic CDR) sau d6 c6 thé duoc sap hop vio

trong cac mién lién két khang nguyén cua cac thu thé khang nguyén kham.

Polynucleotit va vecto

Sang ché ciing dé cap dén céc polynucleotit va vecto ma hoa cac thu thé khang
nguyén kham dugc thdo luén trong ban mo ta nay.

Theo cac phuong an khéac nhau, polynucleotit c6 thé bao gdm caset biéu hién
hodc vecto biéu hién (vi du, plasmit dé dua vao trong té bao chu vi khuén, hodic vecto
virut nhu vecto baculovirut cho sw chuyén nhim cia té bao chii con trung hoic
plasmit hodc vecto virut nhu lentivirut cho sy chuyén nhi®m cua té bao chi dong vat
c6 vi).

Theo cac phuong an khac nhau, cac polynucleotit va/hodc vecto bao gdm phén tir
axit nucleic bao gém trinh tu nucleotit cia SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO: 83, SEQ ID
NO: 85, SEQ ID NO: 87 hodac SEQ ID NO: 89. Theo cac phuong &n khac nhau, cac
polynucleotit va/hodc vecto bao gbm trinh tu nucleotit ma héa trinh ty axit amin SEQ
ID NO: 82, SEQ ID NO: 84, SEQ ID NO: 86, SEQ ID NO: 88, hodc SEQ ID NO: 90.
Theo cac phuong 4n khac nhau, cic polynucleotit va/hodc vecto bao gbm trinh tu
nucleotit ma hoa trinh tu axit amin SEQ ID NO: 97, SEQ ID NO: 98, SEQ ID NO: 99
hodc SEQ ID NO: 100.

Phwong phap thiét ké cac té bao mién dich biéu hién cic thu thé khang nguyén
kham

Sang ché d& cap dén cac phuong phép tao ra té bao mién dich dung cho liéu phép
diéu tri mién dich bao gém budc dua, ex vivo, vao trong cac té bao mién dich nay, céac
polynucleotit hodc vecto mi héa mot trong s6 cac thu thé khang nguyén kham dic hidu
BCMA m0 t4 trong ban mo ta nay.

Sang ché ciing dé cap dén cac té bao mién dich chira polynucleotit hodc vecto
lentivirut ma hoa cho mot trong sé cac thu thé khdng nguyén kham dic hiéu BCMA
théo luén trong ban md ta nay. Theo mét sé phuong 4n, céc té bao mién dich nay duoc
st dung cho liéu phap didu tri mién dich (vi du, diéu tri ung thu).

Sang ché ciing dé cdp dén cac phuong phap lam bién @i gen cac té bao mién
dich dé khién cho céc té bao nay thich hop hon trong phwong phap di ghép. Theo khia
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canh thir nhét, t& bao mién dich c6 thé duoc tao ra chira allen 1n, vi du, bang cach lam
bit hoat it nhit mot gen bidu hién mot hodc nhidu thanh phin cta té bao T thu thé
(TCR) nhu dugc md ta trong WO 2013/176915, ching c6 thé dwgc két hop véi su bat
hoat ctia gen ma héa hodc didu hoa sy biéu hién HLA hoic protein p2m. Do d6, nguy
co héi chitmg manh ghép chdng lai vat chu va thai bo ghép dugc giam thiéu dang ké.
Theo khia canh khac cua sang ché, t& bao mién dich c6 thé dugc thao tac thém khién
cho céc té bao nay hoat dong hon hodc han ché su can kiét, b%lng cach bt hoat cac gen
ma hoéa cho cac protein ma ching tic dong nhu la “diém kiém tra mién dich” ma
ching téc dong & dang céc tac nhan didu hoa sy kich hoat té bao T, nhu PD1 hoic
CTLA-4.

Céc té bao mién dich thiét ké

Céc t& bao mién dich chira thu thé khang nguyén kham theo sang ché (hodc céac té
bao mién dich thiét ké) 1a dbi twong khéc theo sang ché. Trong mot sb trudng hop, té
bao mién dich 12 t& bao gdy mién dich. Trong mot sb trudng hop, té bao mién dich 13
té bao T. Trong mdt s trudng hop, té bao mién dich 13 lymphd bao T dugc chon tir
lympho bao T giy viém, lympho bao T gy doc té bao, lymphd bao T diéu hoa, hoic
lymphd bao T hd trg. Trong mot sé trudmg hop, té bao mién dich 12 lympho bao T giy
doc té bao CD8+.

Theo mdt sb phuong an, té bao mién dich thiét kélatébao T nguoi chira thu thé
khang nguyén kham bao gbm, tir dAu tan cing N dén dau tan cing C: (a) mién lién két
phéi tir ngoai bao bao gdbm mién doan bién dbi chudi don khang BCMA (scFv) bao
gbm ving bién d6i chudi nhe (LCVR) va ving bién dbi chudi nang (HCVR); (b) mién
ban 1&; (c) mién xuyén mang; va (d) mién té bao chit bao gdm mién ddng kich thich va
mién tin hiéu.

Theo mot s6 phuong 4n, mién scFv cta té bao T ngudi thiét ké bao gdm cip trinh
tu axit amin LCVR/HCVR bao gﬁ“)m céc trinh ty axit amin cua cac trinh ty SEQ ID
NO: 10/2, 26/18, 42/34, 58/50, hodc 74/66. Trong mot sb truong hop, mién ban 18 bao
gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO: 97. Trong mdt s6 trudong hop, mién xuyén mang
bao gbm trinh tur axit amin SEQ ID NO: 98. Trong mot s6 truong hop, mién ddng kich
thich 12 mién ddng kich thich 4-1BB. Trong mdt s6 trudong hop, mién ddng kich thich
4-1BB bao gdm trinh tu axit amin SEQ ID NO: 99. Trong mot s6 truong hop, mién tin
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hiéu 12 mién tin hiéu CD3zeta. Trong mot s6 trudng hop, mién tin hiéu CD3zeta bao
gdm trinh ty axit amin SEQ ID NO: 100.

Theo cac phuong 4n khac nhau, t& bao T ngudi thiét ké bao gdm thu thé khang
nguyén kham bao gom trinh ty axit amin SEQ ID NO: 82, SEQ ID NO: 84, SEQ ID
NO: 86, SEQ ID NO: 88, hodc SEQ ID NO: 90.

Twong dwong sinh hoc

Sang ché dé cap dén cac thu thé khang nguyén kham va té bao thiét k& biéu hién
thu thé khang nguyén kham, cic thu thé niy c6 cac trinh tu axit amin ma ching thay
dbi so v6i cac trinh tu axit amin clia cac phan t minh hoa dugc bc 1 trong ban md ta
ndy nhung van gitt duoc kha ning lién két BCMA, kich hoat té bao mién dich biéu
hién cac thu thé khang nguyén kham khi c6 mit té bao bidu hién BCMA, hoic kiém
ché su phat trién hodc dap Gng ting sinh clia cac té bao khdi u biéu hién BCMA. Céc
phén tr bién thé nhu vay c6 thé bao gém mot hodc nhiéu sy thém, x6a hodc thay thé
céc axit amin khi so sanh v6i trinh tu gc, nhung thé hién hoat tinh sinh hoc co ban
twong duong v6i hoat tinh sinh hoc ctia cac phéan tir lién két khang nguyén nhi gia da
mé ta. |

Theo mdt phuong an, hai té bao mién dich thiét ké biéu hién thu thé khéng
nguyén kham theo sang ché 13 tuong dwong sinh hoc néu nhu khong c6 su khac nhau
¢6 ¥ nghia trén 14m sang vé d6 an toan, do tinh khiét va hiéu luc cia chiing.

Theo mdt phwong 4n, hai t& bao mién dich thiét ké 13 twong duong sinh hoc néu
nhu mot bénh nhan c6 thé chuyén d6i mot hoic nhidu 14n gifta san phim tham chiéu va
san phim sinh hoc ma khong 1am gia ting nguy co v& tac dung bat 1o, bao gdm sy
thay dbi c6 ¥ nghia trén 1am sang vé tinh sinh mién dich, hodc tinh hiéu qua gidm, so
v6i liéu phép diéu tri lién tuc ma khong c6 su chuyén ddi nay.

Theo mot phuong 4n, hai t& bao mién dich thiét ké 1a twong duong sinh hoc néu
nhu c4 hai déu tac dong theo co ché hoic céc co ché tac dong chung trong diéu kién
hoiic cac diéu kién sir dung, trong chimng muc cac co ché nay 1a da biét.

Tuong duong sinh hoc c6 thé dugc chung minh bing cac phuong phép in vivo va
in vitro. Cac phép do vé teong duong sinh hoc bao gi‘)m, vi du, (a) thr nghiém in vivo
trén nguoi hodc cac dong vat c6 vu khéac, trong do néng do cua té bao thiét ké duge do

trong mau, huyét tuong, huyét thanh hoac dich sinh hoc khac & dang ham vé thoi gian;
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(b) thir nghiém in vitro ma da dugc hiéu chinh béng va dugc du doan mdt cach hop ly
tir dit liéu kha dung sinh hoc in vivo & ngudi; (c) thit nghiém in vivo & ngudi hodc
dong vat c6 va khéc trong d6 tdc dung dugc ly rd rang thich hop cua té bao thiét ké
(hodc dich ctia n6) duoc do & dang ham vé thoi gian; va (d) trong thir nghiém 14m sang
c6 dbi chiing ma ching minh dj an toan, tinh hi¢u qua hodc kha dung sinh hoc hodc
tuong duong sinh hoc ctia mot té bao thiét ké.

Céc bién thé twong duong sinh hoc cua té bao thiét ké minh hoa dugc néu & day
c¢6 thé duge céu tric bé“mg cach, vi du, tao ra cac thay thé cac nhau ddi véi céc géc
hodc céc trinh tu ho#ic x6a bo cac géc hodc trinh ty tdn cung hodc bén trong khong can
thiét cho hoat tinh sinh hoc.

Tinh chon lgc loai va kha nang phan @ng chéo cia loai

Theo céc phwong 4n xé4c dinh theo sang ché, cc mién lién két khang nguyén
duoc d& cp lién két v6i BCMA ngudi, nhung khong lién két véi BCMA tir cac loai
khac. Sang ché ciing d& cap dén cic mién lién két khang nguyén ma lién két voi
BCMA ngudi va véi BCMA tir mét hozic nhidu loai khong phai nguoi.

Theo céc phwong 4n xé4c dinh theo sang ché, cdc mién lién két khdng nguyén
duoc dé cap lién két voi BCMA ngudi va c6 thé lién két hodc khong lién két, tiy timg
truong hop, v4i mot hodc nhiéu BCMA ctia chu6t nhat, chudt céng, chudt lang, chudt
df“)ng, chudt nhay, lon, meéo, cho, tho, dé, clru, bo, ngua, lac da, khi dudi dai, khi dudi

soc, khi nau hoac tinh tinh.

Kich hoat va nhén rong cac té bao mién dich thiét ké

Trudce hogc sau khi 1am bién dbi gen ctia té bao thiét ké (vi du, té bao T), ngay ca
néu cac té bao mién dich bién ddi gen theo sang ché duoc kich hoat va ting sinh khong
phu thudc vao céc co ché lién két khang nguyén, cac té bao mién dich, dic biét 1a té
bao T theo sang ché c6 thé duoc kich hoat va nhan rong thém thudng st dung cic
phuong phép nhu duge md ta, vi du, trong patent My cac s6 6,352,694; 6,534,055;
6,905,680; 6,692,964; 5,858,358; 6,887,466; 6,905,681; 7,144,575; 7,067,318;
7,172,869; 7,232,566; 7,175,843; 5,883,223; 6,905,874; 6,797,514; 6,867,041; va cong
bb don yéu ciu cip patent M§ s6 20060121005. Cac té bao T c6 thé dugc nhan rong in

vitro hodc in vivo.
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Thong thuong, cac té bao T theo séng ché dwoc nhan rong bing cach tiép xuc véi
tac nhén kich thich phitc CD3 TCR va phan tu ddng kich thich trén bé mit cta céc té
bao T dé tao ra tin hiéu kich hoat di v6i té bao T. Vi du, cic hoa chit nhu thé mang
ion canxi A23187, phorbol 12-myristat 13-axetat (PMA), hodc c4c lectin phdn bao nhu
phytohemagglutinin (PHA) ¢6 thé duoc st dung dé tao ra tin hiéu kich hoat d6i voi té
bao T.

D&i véi céc vi du khong gi6i han, cac quan thé té bao T c6 thé dugce kich thich in
vitro nhu bing cach tiép xtc véi khang thé khang CD3, hodc doan ndi khang nguyén
cda nd, hoic khang thé khéng CD2 dugc ¢d dinh trén bé mit, hodic b%lng cach tiép xuc
v6i tac nhan kich hoat protein kinaza C (vi du, bryostatin) cung v6i thé mang ion
canxi. D& ddng kich thich phan tir phu trg trén bé mit ciia cac té bao T, phébi tir ma lién
két phan tir phu trg dugc sit dung. Vi dy, quan thé t& bao T c6 thé dugc tiép xic véi
khang thé khang CD3 va khang thé khang CD28, trong c4c diéu kién thich hop @€ kich
thich dap tmg ting sinh cua cac té bao T. Cac didu kién thich hop trong nubi cdy té bao
T bao gdm mdi trudng thich hop (vi dy, méi trudng thiét yéu t6i thiéu hodc moi truong
RPMI 1640 hoic X-vivo 5, (Lonza)) c¢6 thé chira cac yéu td cin thiét cho dap ung ting
sinh va kha nang séng sot, bao gdm ca huyét thanh (vi du, huyét thanh thai bd hoic
nguoi), interleukin-2 (IL-2), insulin, IFN-g, 1L-4, 1L-7, GM-CSF, IL-10, IL-2, 1L-15,
TGFp, va TNF-0 hodc cac chit phu gia khic bét ky cho su sinh trudng té bao da biét
d6i v6i ngudi ¢6 kién thirc trung binh trong linh vue. Céc chét phu gia khéac cho sy
sinh truéng té bao bao gém, khong bi gidi han &, chét hoat dién, plasmanate, va c4c tac
nhan khir nhu N-axetyl-xystein va 2-mercaptoethanoi. Moi trudng co thé chira RPMI
1640, AIM-V, DMEM, MEM, a-MEM, F-12, X-Vivo 1, va X-Vivo 20, Optimizer, c6
bd sung céc axit amin, natri pyruvat, va cc vitamin, khong dugc bd sung huyét thanh
hodc ¢6 bd sung lwvong huyét thanh (hodc huyét twong) hoic lugng hocmon x4c dinh
va/hodc lugng (cac) xytokin du cho su sinh truéng va nhén rong té bao T. Cac khang
sinh, vi dy, penicillin va streptomycin, chi dugc bao gdm trong cac nudi cay thuc
nghiém, khong duoc bao gdm trong cic nudi cdy t& bao ma dé truyén vao trong dbi
tuong. Cac té bao dich dugc duy tri trong céac diéu kién can thiét dé hd trg cho su sinh
trudng, vi dy, nhiét do thich hop (vi dy, 37°C) va moi truong khi quyén thich hop (vi
du, khong khi cong thém 5% O,). Céc té bao T ma di dugc tiép xtic véi cac thoi gian
kich thich thay dbi c6 thé thé hién cac dic tinh khic nhau.
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Theo phuong 4n cu thé khac, cac t€ bao néu trén c6 thé dugc nhan rong bang
cach dong nudi cay voi md hodc té bao. Céac t€ bao néu trén cé the cling dugc nhén
rong in vivo, vi du trong mau cuia doi twong sau khi dua t€ bao néu trén vao trong doi

tuong.

Cac &rng dung tri li€u

Sang ché d& cap dén ché phdm chira té bao thiét ké (vi dy, té bao T) biéu hién thy
thé khang nguyén kham theo sang ché va thé mang dugc dung. Trong mdt sd truong
hop, t& bao thiét ké tao ra thudc, dic biét trong liéu phap didu tri mién dich. Trong mot
s truong hop, té bao thibt ké dwoc sir dung dé diéu tri ung thu (vi dy, bénh da u tuy
xuong). Trong mét s6 trudng hop, té bao thiét k& dugc str dung trong san xuét thude
diing cho liéu phap didu tri mién dich va/hosc diéu tri ung thu (vi dy, ung thu biéu hién
BCMA).

Sang ché @& cap dén cac phuong phap bao gdm bude ding cho d6i tuong can
thiét ché phdm trj liéu chira t& bao thiét ké (vi dy, té bao T) biéu hién thu thé khang
nguyén kham nhu d3 thao ludn trong ban mo ta nay. Ché phim tri ligu c6 thé chira té
bao biéu hién thy thé khang nguyén kham bét ky nhu duwgc boc 16 trong ban mo ta nay
va chit mang dugc dung, chit pha lodng hoic thé mang. Nhu dugc sir dung & day,
cach dién dat “dbi twong cén thiét” nghia 1a ngudi hodc dong vat khong phai ngudi ma
thé hién mot hoic nhiéu triéu ching hodc du hiéu vé ung thu (vi duy, dbi tuong biéu
hién khéi u hodc dang bi loai ung thu bat k¥ trong sb cac ung thu duge néu trong ban
md ta nay), hodc theo cich khac, dbi twong ma s& hudng loi tir sy e ché hodc giam
hoat tinh BCMA hoic loai b céc té bao BCMA+ (vi du, cac té bao da u tiy xuong).

Té bao thiét ké theo sang ché 13 hitu dung, khong ké cac muc dich khéc, trong
diéu tri bénh hoic r6i loan bét ky trong d6 su kich thich, sy kich hoat va/hodc huéng
dich dap tmg mién dich s& c6 lgi. Cu thé, té bao thiét k& theo sang ché co thé dugc st
dung trong didu tri, phong ngira va/hodc cai thién bénh hodc rdi loan bit ky c6 lién
quan dén hoic duoc trung gian bédi sy biéu hién cia BCMA hoic hoat tinh hodc su
tang sinh cta té bao BCMA+. Té bao biéu hién BCMA ma c6 thé dugc trc ché hoic
tidu diét sir dung té bao thiét ké theo sang ché bao gdm, vi du, té bao da u tiy xwong.

Té bao thiét ké theo sang ché c6 thé duogc sit dung dé diéu tri bénh hoic rbi loan

lién quan véi su biéu hién ctia BCMA bao gbm, vi dy, ung thu bao gf‘)m bénh da u tuy
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xuong hodc cac ung thu té bao B hoic tuong bao khic, nhu bénh ting globulin dai
phan t¢ Waldenstrom, u lympho Burkitt, va u lympho t€ bao B 16n lan téa. Theo mot
s& phuong 4n, bénh hoic rbi loan biéu hién BCMA 14 bénh Castleman, u lympho
trong bao lymphd, u lymphd dang nang, u lymphd té bao vo, u lymphd ving ria, u
lymphd Hodgkin, u lympho khong Hodgkin, hodc bénh bach cu lympho bao man
tinh. Theo c4c phwong 4n x4c dinh theo sang ché, té bao thiét ké hitu dung trong diéu
tri cho bénh nhan bi bénh da u tdy xuwong. Theo cidc phuong 4n li€én quan khic theo
sang ché, cac phuong phap dugc dé cap bao gdm budce dung té bao thiét ké nhu dugc
bdc 10 trong ban mo ta nay cho bénh nhédn 1a ngudi bi bénh da u tuy xuwong. Céac
phuong phép phan tich/chén doan da biét trong linh vie, nhu phwong phap quét khbi
u, V.v.., ¢6 thé dugc st dung dé x4c dinh xem liéu bénh nhan c6 bi bénh da u tay
xuong hodc ung thu dong té bao B khac hay khong.

Sang ché ciing d& cap dén cac phuong phap dé diéu tri bénh ung thu con lai & ddi
tuong. Nhu duogc st dung & day, thudt ngit “ung thu con lai” nghia la su tdn tai hodc
su tdn luu cia mot hodc nhidu té bao ung thu ¢ déi twong sau khi diéu tri bang liéu
phap chéng ung thu.

Theo céac khia canh xéc dinh, sang ché dé cap dén phuong phép diéu tri bénh
hoic r6i loan lién quan dén sy biéu hién ctia BCMA (vi du, bénh da u tity xwong) bao
gbm viéc ding mot quin thé té bao thiét ké dugc mo ta & phan khéac trong ban md ta
nay cho dbi tugng sau khi dbi tugng dd dugc x4c dinh 1a bi bénh da u tuy xwong. Vi
du, sang ché dé cap dén phuwong phap diéu tri bénh da u tily xwong bao gbm buéde ding
cac té bao mién dich thiét ké cho d6i tuong bi bénh 1 ngay, 2 ngdy, 3 ngly, 4 ngay, 5
ngay, 6 ngay, 1 tudn, 2 tuln, 3 tudn hodc 4 tuln, 2 thang, 4 thang, 6 thang, 8 thang, 1
nam, hodc 1au hon sau khi dbi tuong da tiép nhén licu phép diéu tri mién dich hodc héa
tri liéu khac.

Viée didu tri thao ludn trong ban mo ta nay c6 thé 1a cai thién, chita khoi hodic du
phong. Viée diéu tri c6 thé 1a mot phan cua lidu phap didu tri mién dich tw than hodc
mot phén ctia liéu phap diéu tri mién dich di ghép. Thuét ngit tu than c6 nghia 13, té
bao, dong té bao hodc qu?m thé té bao su dung trong diéu tri cho db6i tuong bi bénh co
ngudn gdc tir d6i twong bi bénh hodc tir dbi twgng cho tuwong thich khang nguyén bach
cdu ngudi (Human Leucocyte Antigen - HLA). Thuat ngit di ghép c6 nghia 13, t bao,
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dong té bao hoic qu?m thé té bao st dung trong diu tri cho d6i tugng bi bénh khong
c6 ngudn gbc twr ddi twrong bi bénh ma co ngudn gbe tir d6i tugng cho.

Cac té bao ma c6 thé dugc stt dung véi cac phuong phap da néu dugc mo ta
trong ban mo ta nay. Diéu trj ¢6 thé dugc st dung dé diéu tri cho d6i tuong dugce chan
doan bi tinh trang ung thu tién 4c tinh hodc 4c tinh dugc dic trung boi cac té bao biéu
hién BCMA, nhét 12 bdi sy du thira cac té bao biéu hién BCMA. Céc tinh trang nhu
véy dugc tim thdy trong cac bénh ung thu, nhu bénh da u tiy xuong.

Céc loai ung thu cin dugc diéu tri bing cac té bao thiét ké theo sang ché bao
gbm, khong bi gi6i han &, bénh da u tdy xuong, bénh ting globulin dai phén ti
Waldenstrom, u lymphd Burkitt, va u lympho té bao B 16n lan tda, cling nhu cac ung
thu t€ bao B hodc ung thu twong bao khac. Theo mot sé phuong 4n, té bao thiét ké co
thé duoc st dung dé didu tri bénh hodc rbi loan biéu hién BCMA, nhu bénh
Castleman, u lympho tuong bao lymphd, u lymphd dang nang, u lympho té bao vo, u
lympho viing ria, u lymphd Hodgkin, u lymphd khong Hodgkin, hodc bénh bach cau
lympho bao man tinh.

Ché phim va cac phuong phap theo séng ché c6 thé duge st dung @é diéu tri cho
dbi twong ma da dugc xac dinh 12 c6 t& bao hoic md biéu hién BCMA, hodc bi nghi
ngd c6 té bao hodc mod biéu hién BCMA. Vi dy, cac dbi twong hudng loi tir viée diéu
tri theo sang ché bao gdém céc d6i twong bi bénh da u tiy xuong.

Viéc ding t& bao hodc quin thé té bao theo sang ché c6 thé dugce thuc hién theo
phuong thire thich hgp bét k¥, bao gdm theo dudng khi dung, tiém, tiéu hoa, truyén,
chy hoic ghép. Ché phim mo ta trong ban md ta nay co thé duogc dung cho ddi tugng
bi bénh theo duong dudi da, trong da, trong khdi u, trong hach, trong tuy, trong co,
theo dudng tiém tinh mach hodc trong mach bach huyét, hodc theo dudng trong phiic
mac. Theo mot phuong an, ché phim té bao theo sang ché t6t hon dugc ding theo
duong tiém tinh mach.

Viéc ding t& bao hodc quan thé té bao c6 thé bao gdbm budc ding tir 10* @én 10°
té bao trén kg thé trong, t6t hon tir 10° dén 10° té bao/kg thé trong bao gOm tat ca céc
gié tri s6 nguyén vé s lugng té bao bén trong cac khoang nay. Té bao hodc quén thé té
bao ¢6 thé duoc diung trong mdt hodc nhidu lidu. Theo mot sb phuong 4n, lugng hi¢u
qué cta té bao duoc ding & dang lidu don. Theo mdt s6 phuong 4n, lugng hiéu qua
cta té bao dugc ding ¢ dang nhiéu hon mot lidu trong mot giai doan thoi gian. Vige
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xé4c dinh thoi gian ding nim trong su ddnh gid clia thay thudc 1am sang va tiiy thude
va tinh trang 14m sang ciia di tuong bi bénh. Té bao hoic quan thé té bio c6 thé thu
dwoc tir ngudn bit ky, nhu ngin hang méu hoic d6i tugng cho. Trong khi nhu ciu
riéng biét c6 sy thay ddi, viéc x4c dinh cac khoang clia lugng hidu qué ctia mdt loai té
bao x4c dinh dbi v6i mot bénh hoic tinh trang cu thé ndm trong pham vi hiéu biét cua
ngudi c6 kién thire trung binh trong linh vuc. Luong hiéu qué nghia 12 lugng ma tao ra
loi ich tri liéu hodc du phong. Liéu luong dwoc ding s& phu thudc vao tudi, strc khoe
va thé trong cuia dbi tuong nhén, loai diéu tri déng thoi néu c6, tAn suét didu tri va ban
chét cua tac dung mong mudn.

Theo mdt phuong an, lugng hiéu qua cia té bao hodc ché phdm chura céc té bao
nay dugc dung theo dudng ngoai tiéu héa. Pudng dung nay co thé 1a duong tinh mach.
Trong mot s6 truong hop, viéc diung co thé duogc thuc hién truc tiép bﬁng cach tiém
vao bén trong khéi u.

Theo céc phuong an x4c dinh cua séng ché, té bao dugc ding cho ddi tuong bi
bénh cing v6i (vi du, trude khi, ddng thoi hoic tiép sau) nhiéu phuong thite diéu tri
thich hop bét ky, bao gdm nhung khong bi gi6i han & viéc diéu tri bang cic tic nhan
nhu lidu phap diéu tri khang virut, cidofovir va interleukin-2, Cytarabine (con dugc
biét 14 ARA-C) hodic didu tri bing natalizumab ddi vé6i cac ddi tuong bi MS hodc didu
tri béng efaliztimab cho cac ddi tuong bi bénh Véy nén hoic cac diéu tri khac ddi véi
cac d6i twong bi PML. Theo cac phuong 4n khéc, t& bao T theo sang ché c6 thé dugce
st dung Kkét hop v6i hda tri li¢u, xa tri, cic tdc nhan uc ché mién dich, nhu
cyclosporin, azathioprine, methotrexate, mycophenolate, vd FK506, cac khing thé,
hoic c4c tac nhan triét tiéu mién dich khac nhu CAMPATH, céc khang thé khang CD3
hodc cac liéu phéap didu tri khang thé khac, xytoxin, fludaribine, xyclosporin, FK506,
rapamycin, axit mycoplienolic, steroit, FR901228, xytokin, va xa tri.

Theo mot phwong an khéc, ché phdm té bao theo séng ché duoc dung cho d6i
tugng bi bénh cing véi (vi du, truée khi, ddng thoi hodc tiép sau) liéu phap ghép tiy
xuong, li€¢u phap triét ti€u té bao T st dung céc tic nhan hoa tri liéu nhu, fludarabine,
lifu phap xa tri chum tia ngoai (external-beam radiation therapy - XRT),
cyclophosphamide, hoic cac khang thé nhu OKT3 hoic CAMPATH. Theo phuong 4n
khac, ché phadm té bao theo sang ché dugc ding sau liéu phép triét tiéu té€ bao B nhu
cac tdc nhAn ma ching phan tng vdi CD20, vi dy, Rituxan. Vi du, theo mot phuong
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an, cac dbi tuong trai qua phuong phap didu tri chuén bing hoa tri liéu liéu cao, tiép
theo bang phwong phéap ghép té bao gbc trong mau ngoai vi. Theo cc phuong 4n x4c
dinh, sau khi ghép, cac ddi twong tiép nhan truyén t€ bao mién dich dwgc nhan rong
theo sang ché. Theo mot phuwong 4n bd sung, cac t& bao nhan rong dugc dung trudc
hodc sau phiu thuit. Theo cac phuong an xic dinh, cac phuong tién bét ky (vi du,
phau thuat, héa tri liéu, hodc liéu phép xa tri) c6 thé dugce s dung dé giam thiéu ganh
ning khdi u truée khi ding t& bao min dich nhan rong theo sang ché. Theo mot
phuong 4n, viéc giam thiéu ganh ning khdi u true khi ding té bao thiét ké theo séang
ché c6 thé 1am giam tiém &n vé, hodc du phong, hoi ching giai phong xytokin hodc

con bao xytokin, tic dung phu ma c6 thé két hop vdi liéu phap diéu tri té bao T CAR.

Liéu phap diéu trj phoi hop

Sang ché dé cap dén cac phuong phap bao gbm viéc ding té bao thiét ké hozc
qun thé té bao chira cac thu thé khdng nguyén kham bét ky dwge md ta trong ban md
ta nay két hop v6i mot hodc nhiéu tic nhan tri liéu bd sung. Cac tac nhéan tri liu bd
sung minh hoa ma cé thé dugc két hop véi hodc duge dung két hop véi té bao hodc
quin thé té bao theo sang ché bao gbém, vi dy, tdc nhéan chéng khéi u (vi dy, tic nhan
héa tri liu bao gdm melphalan, vincristine (Oncovin), cyclophosphamide (Cytoxan),
etoposide (VP-16), doxorubicin (Adriamycin), doxorubicin liposom (Doxil),
obendamustine (Treanda), hodc cac tic nhan khac bat ky dugc biét ¢6 hiéu qua trong
viéc diéu tri khéi u tuong bao & dbi tugng.). Theo mat s6 phuong an, tic nhan tri liéu
th hai bao gE”)m cac steroit. Theo mdt s& phuong 4n, tac nhan tri liéu tht hai bao gf‘)m
cac liéu phap tri li€u hudéng dich bao gém thalidomide, lenalidomide, va
bortezomib, day 1a cac liéu phéap didu tri dwoc phé chudn dé diéu tri céc ddi twong bi
bénh méi duge chin doan. Lenalidomide, pomalidomide, bortezomib, carfilzomib,
panobinostat, ixazomib, elotuzumab, va daratumumab la vi du vé tac nhan tri liéu tha
hai hiéu qua trong diéu tri bénh u tly tai phat. Theo cac phuong an xé4c dinh, tic nhén
trj liéu thtr hai 13 phac d6 bao gdm liéu phap xa tri hoic ghép té bao gbc. Theo cac
phuong &n x4c dinh, tdc nhéan tri liu thir hai c6 thé 13 tac nhan diéu hoa mién dich.
Theo cac phuong an xac dinh, tdc nhén tri li¢u tht hai co thé 1a chit tc ché
proteasome, bao gdm bortezomib (Velcade), carfilzomib (Kyprolis), ixazomib

(Ninlaro). Theo céc phuong an x4c dinh, tac nhan tri liéu thtr hai c6 thé 1a chat trc ché
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histone deaxetylaza nhu panobinostat (Farydak). Theo cac phwong 4n x4c dinh, tac
nhén tri lidu thtt hai c6 thé 13 khang thé don dong, thé lién hop thudc - khang thé,
khang thé dic hiéu kép lién hop véi tdc nhan chéng khéi u, chét wc ché diém kiém tra
hodc td hop cia chiing. Céc tac nhan khic ma c6 th8 duoc dung thuén loi két hop véi
cac phan tir lién két khang nguyén theo sang ché bao gbm céc chét (rc ché xytokin, bao
gdm céc chét trc ché xytokin phén tir nhd va cac khang thé ma ching lién két véi
xytokin nhu IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-9, IL-11, IL-12, IL-13, IL-17,
IL-18, hodc v6i cac thu thé twong tng cta ching. Dugc phdm theo sang ché (vi duy,
dugc phim chua té bao thiét ké hoic quén thé té bao nhu dugc bdc 19 trong bén mo ta
ndy) c6 thé ciing dugc ding nhu mot phén cia phac 6 tri liéu bao gbm mot hozc
nhiéu tb hop tri liéu dugc chon tir khang thé don dong khac véi cic khang thé dugc mod
ta trong ban mo ta nay, chung cé thé twong tac v6i khang nguyén khac trén bé mit
twong bao, khang thé dic hidu kép, khang thé ndy c6 mot nhanh lién két véi khang
nguyén trén bé mit t& bao khdi u va nhanh kia lién két v6i khang nguyén trén té bao T,
thé lién hop thube - khang thé, khang thé dac hiéu kép lién hop v6i tic nhan chéng
khéi u, chét tc ché diém kiém tra, vi du, di8m kiém tra ma n6 nham vao, PD-1 hoic
CTLA-4, hoic td hop ctia ching. Theo c4c phuong 4n xac dinh, chét e ché diém kiém
tra c6 thé dugc chon tir cdc chdt wc ché PD-1, nhu pembrolizumab (Keytruda),
nivolumab (Opdivo), hodc cemiplimab (REGN2810). Theo céc phuong 4n xé4c dinh,
chit (tc ché diém kiém tra c6 thé dugc chon tir cac chit tc ché PD-L1, nhu
atezolizumab (Tecentriq), avelumab (Bavencio), hodc Durvalumab (Imfinzi)). Theo
cac phuong an xéc dinh, chét e ché diém kiém tra c6 thé duge chon tir cac chét @
ché CTLA-4, nhu ipilimumab (Yervoy).

Sang ché ciing d& cap dén cac lidu phap diéu tri két hop bao gdm té bio thiét ké
bat ky hodc quan thé té bao duge néu trong ban md ta nay va chét trc ché ctia mot hoic
nhiéu trong s6 VEGF, Ang2, DLL4, EGFR, ErbB2, ErbB3, ErbB4, EGFRVIII, cMet,
IGFIR, B-raf, PDGFR-a, PDGFR-B, FOLH1 (PSMA), PRLR, STEAP1, STEAP2,
TMPRSS2, MSLN, CA9, uroplakin, hodc xytokin bét ky trong sb cac xytokin néu trén,
trong d6 chét trc ché 1a aptamer, phén tir d6i nghia, ribozyme, siARN, khang thé peptit,
nanobody hodc doan khang thé (vi du, doan Fab; doan F(ab'),; doan Fd; doan Fv;
scFv; doan dAb; hodc cac phén tir thiét ké khac, nhu diabody, triabody, tetrabody,
minibody va céc don vi nhén biét tbi thiéu). Theo mot s& phwong 4n, té bao thiét ké
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hodc quin thé té bao theo sang ché co thé ciing duge dung nhu mot phan cia phac dd
didu tri ma ciing bao gdm ca xa tri va/hodc héa tri liéu thong thudng.

(Céc) thanh phin c6 hoat tinh tri liéu bd sung c6 thé duge ding ngay trudc, dong
thdi v6i hodc ngay sau khi ding té bao thiét ké theo sang ché; (dbi v6i cac muc dich
ctia sang ché nay, cac phac dd ding nhu vay dugce xem 13 diing té bao thiét ké “két hop
v61” thanh ph?ln ¢6 hoat tinh tri liéu b sung).

Sang ché d& cap dén dugc phdm trong d6 té bao thiét ké hodc quan thé té bao
theo sang ché dugc ddng phdi ché véi mot hodc nhiéu thanh phan c¢6 hoat tinh trj liéu

b6 sung nhu dwgc mb ta trong ban mo ta ndy & phin khac bat ky.

Phac d6 sir dung

Theo c4c phuong an xac dinh theo sang ché, nhidu liéu té bao thiét ké c6 thé
dwoc ding cho dbi twong trong mot tién trinh thdi gian x4c dinh. Cac phuong phap
theo khia canh nay cua sang ché bao gdm viéc 1an lugt ding cho d6i tuong nhiéu lidu
té bao. Nhu dugc sir dung & day, “lan luot ding” nghia 13, m&i mot lidu duge ding cho
dbi tegng tai mot thoi diém khac theo thoi gian, vi dy, vao ngay khac dugc tach biét
bdi mot khodng thoi gian xéc dinh trude (vi du, gio, ngay, tudn hogc thang). Sang ché
dé cap dén cac phuong phép bao gém budce 1an lugt dung cho dbi tuong bi bénh mot
lidu don dAu tién, tiép theo bing mot hodc nhiéu lidu thi hai, va ty ¥ tiép theo bing
mot hodc nhiéu lidu thi ba.

Thuét ngit “liéu dAu tién,” “lidu thir hai,” va “liéu thir ba,” dé chi trinh ty vé thoi
gian ding té bao thiét ké theo sang ché. Do véy, “liéu dau tién” 14 liéu ma dugc dung
khi b4t diu phac d didu tri (cling dwoc goi 12 “lidu co $6”); “liéu thir hai” 13 lidu dugc
dung sau lidu ddu tién; va “liéu thir ba” 14 lidu dugc ding sau lidu thir hai. C4c lidu dau
tién, thtr hai, va thir ba tit ca c6 thé chira cling luong té bao thiét ké, nhung thudng c6
thé khac nhau v& tin suit ding. Tuy nhién, theo cic phwong 4n xé4c dinh, lwong té bao
thiét k& duoc chira trong cac lidu dAu tién, thr hai va/hodic thir ba 13 khac nhau (vi du,
dugc didu chinh ting hodc gidm khi thich hop) trong tién trinh diéu tri. Theo cac
phuong 4n x4c dinh, hai hodc nhidu (vi du, 2, 3, 4, hogc 5) liéu dugc ding khi bét diu
phac @b diéu tri & dang “liéu nap” tiép theo bing cac liéu tiép sau dugc ding trén co s&

tan xuat gidm (vi du, “céc liéu duy tri”).
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Theo mdt phuong d4n minh hoa cta sang ché, mdi mét lidu thtr hai va/hoic thit ba
dugc dung tir 1 dn 26 (vi du, 1, 1%, 2, 2%, 3, 3%, 4, 4%, 5, 5%, 6, 6%, 7, 7", 8, 8%,
9, 9%, 10, 10%, 11, 11%, 12, 12Y%, 13, 13, 14, 14'%, 15, 15', 16, 16%, 17, 172, 18,
18%, 19, 19%, 20, 20%, 21, 21%, 22, 22, 23, 23'%, 24, 24'%, 25, 25", 26, 2672, hodc
hon) tudn sau liéu ngay trudc d6. Cau “lidu ngay trudc d6,” nhu dugc st dung & day,
nghia 13, trong trinh tu nhidu 14n ding, lidu ma duge ding cho d6i turong bi bénh trudc
khi ding lidu ngay tiép theo trong trinh ty khong c6 liéu nao xen vao gitta.

Céac phuong phap theo khia canh nay theo sang ché c6 thé bao gdm viéc ding
cho déi twong bi bénh sé lwong lidu thir hai vi/hodc thir ba bt ky. Vi duy, theo cac
phuong an xéc dinh, duy nhit mot liéu thtr hai dugc ding cho dbi twgng bi bénh. Theo
c4c phuong 4n khéc, hai hodc nhiéu (vi du, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, hodc nhiéu hon) lidu thu
hai duge ding cho dbi tuong bi bénh. Tuong tu, theo cic phuong 4n xac dinh, chi duy
nh4t mot liéu thir ba duoc ding cho ddi twong bi bénh. Theo cac phuong 4n khac, hai
hogc nhidu (vi dy, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, hodc nhidu hon) lidu thit ba duge ding cho déi
tuong bi bénh.

Trong cac phuong an lién quan dén nhidu lidu tht hai, mdi mét liéu thi hai c6
thé dugc ding véi tudn sudt twong ty nhu cic lidu tht hai khac. Vi du, mdi mot lidu
thit hai c6 thé duge ding cho dbi trong bi bénh tir 1 dén 2 tuan sau liéu ngay trude do.
Tuong tu, trong cidc phuong an li€n quan dén cac lidu thir ba, mbi mot lidu thit ba c6
thé dugc ding véi tudn suét twong tu nhu cac lidu thit ba khac. Vi dy, mdi mét lidu thix
ba ¢6 thé duge dung cho d6i tuong bi bénh tir 2 dén 4 tudn sau lidu ngay trudc do.
Theo céch khac, tudn suit ma cac lidu thir hai va/hodc lidu tht ba duge ding cho d6i
tuong bi bénh véi tudn sult niy co thé thay dbi theo tién trinh cta phac @6 diéu tri.
Tudn sudt ding c6 thé cling duoc diéu chinh trong tién trinh didu tri béi thay thubc 1am

sang tiiy thudc vao nhu cau ctia timg d6i twong bi bénh sau thim khdm 14m sang.

Vi du thwc hién sang ché

Céc vi du sau duogc dua ra dé cung cdp cho ngudi co kién thirc trung binh trong
linh vuc su bdc 10 va md ta déy da vé cach thuc hién va st dung céc phuong phép va
ché phim theo sang ché, va khong du dinh dé gi6i han pham vi ma céc tac gia sang
ché nhim t6i. Céc nd luc dugc dua ra @& dam bao do tinh chinh v& cac con sb dugce st

dung (vi dy, lugng, nhiét d9, v.v..) nhung mot s6 sai sb va do léch trong thuc nghiém
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cin duoc tinh dén. Trir khi duoc chi rd theo cach khac, cac phin 1a phan theo trong
luong, trong lwong phan tr 13 trong lugng phan tir trung binh, nhiét d6 1a do bach

phén, va ap suat 1a tai hodc cap ap suat khi quyen.

Vi du 1: Tao ra cac khang thé khang BCMA

Céc khang thé khang BCMA thu dugc bing cach giy mién dich chudt bién dbi
gen bang khang nguyén BCMA nguoi (vi dy, hBCMA, SEQ ID NO: 101), hogc bang
cach gdy mién dich chudt bién ddi gen chira ADN ma héa cdc ving bién d6i chudi
ning va chudi nhe kappa ciia globulin mién dich ngudi bing khang nguyén BCMA
nguoi.

Sau khi gy mién dich, cac t& bao lach dugc thu hoach tir m&i mot chudt va (1)
dwoc dung hop véi cac té bao u tity clia chudt dé bao ton kha nang séng sét clia ching
va tao ra cac té bao lai va duoc sang loc vé tinh dic hiéu BCMA hoic (2) duoc phan
loai té bao B (nhu dwgc md ta trong cong bd don My s6 US 2007/0280945A1) st dung
doan BCMA ngudi 1am tac nhan phan tng phén loai ma n6 lién két va nhan dang cac
khang thé phan tmg (cac té bao B duong tinh khang nguyén).

Céc khang thé kham v6i BCMA dau tién dugc phan 1ip ¢6 ving bién dbi cua
ngudi va ving bn dinh cua chudt. Cac khang thé duogc dinh rd dic diém va dugc lya
chon v& cac dic tinh mong mubn, bao gém ai luc, tinh chon loc, v.v.. Néu cin thiét,
céc ving 6n dinh cta chudt dugc thay thé bang ving 6n dinh mong mudn cia ngudi,
vi du ving én dinh kiéu hoang dai hodc ving én dinh IgG1 dugc 1am bién dbi hogc
ving én dinh IgG4, dé tao ra khang thé khang BCMA ngudi day di. Trong khi ving
dn dinh Iwa chon c6 thé thay dbi tuy theo viéc st dung cu thé, cac dic tinh lién két
khang nguyén ai lyc cao va tinh ddc hi¢u hudng dich tap trung vao ving bién ddi.

Cic trinh tw axit amin viing bién doi chudi ning va chubi nhe va trinh tw axit
nucleic cia cdc khdng thé khdng BCMA: Bang 1 dua ra cic bd nhan dang trinh ty
axit amin cta cac ving bién ddi chudi ning va chudi nhe va CDR ciia c4c khang thé
khang BCMA lya chon theo sang ché. Cac bd nhan dang trinh tu axit nucleic tuong

ung dugc dua ra trong bang 2.
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Bang 1: Cac b§ nhén dang trinh ty axit amin

Trinh ty SEQ ID NO:
Ky hiéu
khang thé | HCVR | HCDR1 | HCDR2 | HCDR3 | LCVR | LCDR1 | LCDR2 | LCDR3
mAbl16711 2 4 6 8 10 12 14 16
mAbl16716 | 18 20 22 24 26 28 30 32
mAbl16732 | 34 36 38 40 42 44 46 48
mAb16747 | 50 52 54 56 58 60 62 64
mAb21581 | 66 68 70 72 74 76 78 80
Bang 2: Cac bd nhin dang trinh ty axit nucleic
Trinh tw SEQ ID NO:
Ky hiéu

khang thé HCVR | HCDR1 | HCDR2 | HCDR3 | LCVR | LCDR1 | LCDR2 | LCDR3

mAb16711 1 3 5 7 9 11 13 15

mAb16716 17 19 21 23 25 27 29 31

mAbl16732 33 35 37 39 41 43 45 47

mAb16747 49 51 53 55 57 59 61 63

mAb21581 65 67 69 71 73 75 77 79

Vidu 2: Tao ra cac thu thé khang nguyén kham dic hi¢u BCMA

S4u khang thé khang BCMA (mAb16711, mAb16716, mAb16732, mAb16747,
va mAb21581) duge dinh dang lai thanh cc doan bién ddi chudi don VL-VH (ScFv)
va dugc dua vao trong ciu tric thu thé khang nguyén kham (CAR) ma chu tric ndy sir
dung mién ban 1& va mién xuyén mang CD8a, mién ddng kich thich 4-1BB, va mién
kich thich CD3¢. Cac CAR dac hiéu BCMA dugc tach dong vao trong vecto biéu hién
lentivirut (hé biéu hién Lenti-X™ Bicistronic (Neo), Clontech Cat# 632181) va céc hat
lentivirut duoc tao ra thong qua hé Lenti-X Packaging Single-Shot (VSV-G) (Clontech
Cat # 631276) theo cac hudéng din clia nha san xut. Céc té bao Jurkat dugc thiét ké dé
biéu hién gen chi thi luciferaza NFAT (Jurkat/NFATLuc cl. 3C7) sau d6 dugc tai nap
bang cac ciu tric CAR khéc st dung cac dia duge phu trude RetroNectin® (Clontech,
Cat# T110a) theo cac huéng din ctia nha sén xuét. Sau khi lya chon trong it nht 2

tudn trong 500 pg/ml G418 (Gibco, Cat # 11811-098), cac dong té bao CAR-T sau day
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duoc tao ra; Jurkat/NFATLuc cl. 3C7/BCMA 16716 VL-VH CART, Jurkat/NFATLuc
cl. 3C7/BCMA 16711 VL-VH CART, Jurkat/NFATLuc cl. 3C7/BCMA 16732 VL-
VH CART, Jurkat/NFATLuc cl. 3C7/BCMA 16747 VL-VH CART, Jurkat/NFATLuc
cl. 3C7/BCMA 21581 VL-VH CART. Cac trinh tu nucleotit ctia cac ciu tric CAR st
dung dé tao ra cac dong té bao CAR-T, nhu dugc minh hoa trén Fig. 1, dugc thé hién
trong cac trinh ty SEQ ID NO: 81 (mAbl16711 VL/VH), 83 (mAb16716 VL/VH), 85
(mAb16732 VL/VH), 87 (mAb16747 VL/VH), va 89 (mAb21581 VL/VH). Sau dong
té bao CAR-T ndy duoc st dung d8 danh gia su biéu hién trén bé mit té bao va sy kich
hoat cac té bao CAR BCMA-T, nhu dugc thao luan trong vi du 3.

Céc thy thé khang nguyén kham chira khang BCMA VL-VH scFv, mién xuyén
mang huCD8, mién ddng kich thich 4-1BB, va mién tin hiéu CD3¢ dugc cAu tric sir
dung céc trinh tu nucleotit VL va VH cua hai khang thé khang BCMA, mAb21581 va
mAb16747 (lin luot twong tng voi cac trinh ty SEQ ID NO: 89 va 87). Déi véi dbi
chiing khong lién két, CAR tuong tu dugce thiét ké su dung trinh ty nucleotit cia scFv
khong thich hop (cdu tric CAR ciia SEQ ID NO: 91). Cdc CAR nay dugc tach dong
vao trong vecto lentivirut pLVX bang trinh ty khoi dau phién ma EFla va trinh tu
IRES:eGFP (dé theo doi cac té bao bién nap CAR) va lentivirut kiéu gia VSV dugce tao
ra.

Céc té bao T CD3+ dugc phan 14p tir cac té bao don nhan trong mau ngoai vi cla
nguoi (PBMCs), dugc kich thich bang cac vi hat CD3/CD28 cong thém 100 U/ml IL-2
ngudi tai td hop, va duoc chuyén dbi bing lentivirut & mirc MOI=5. C4c té bao bién
nap dugc nhan rdng trong 3 tudn bang céc vi hat CD3/CD28 cong thém 100 U/ml IL-2
ngudi tai td hop trude khi duge bao quan lanh cho t6i khi st dung trong thyc nghiém
in vivo. Ba dong té bao CAR-T nay dugc st dung dé danh gia hiéu qua trong viéc lam

giam ganh ning khoi u in vivo, nhu dugc thao luan trong cac vi du 4 va 5.

Vi du 3: Sw biu hién trén bé mit té bao ciia cc ciu tric CAR BCMA & cac té
bao Jurkat va su kich hoat ciia cic té bao CAR-T BCMA

Su biéu hién trén bé mit t& bao lién quan cta cac ciu traic CAR BCMA & céc té
bao Jurkat/NFATLuc dugce tiép cin bang dém té bao theo dong chay. Dé nhudbm, cac
té bao duogc cdy trong dung dich dém nhudém (PBS, khong chira canxi va magie (Irving

9240) + 2% FBS (ATCC 30-2020) & mét d6 200000 té bao trén mdi 18 trong dia day
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chit V 96 16 va dugc nhudm trong 30 phut & nhiét do 4°C bing 10 ug/ml mién ngoai
bao BCMA duogc dung hop v6i higGl-Fc (BCMA ecto-hFc) hodc protein khong lién
quan dugc dung hop véi higGl-Fe (d6i chimg Fec isotype). Sau khi 4 véi d6i ching
BCMA-hFc¢ hodc Fc isotype, cac té bao dugc rira mot 1an trong dung dich dém nhudm,
va dugc nhudm bing khang thé thtr phat duoc lién hop Alexa-Flour 647 (Jackson
ImmunoResearch, Cat # 109-606-170) & ndng d6 10 pg/ml trong 30 phit ¢ nhiét do
4°C. Sau d6, cac té bao dugce rira va ¢ dinh st dung dung dich 50% chira BD Cytofix
(BD, Cat # 554655) dugc pha lodng trong dung dich dém nhuém. Cac mau dugc cho
chay trén hé thdng dém té bao dong chay Intellicyt iQue va dugc phén tich bang
FlowJo 10.2 dé tinh toan cudng d6 huynh quang trung binh (MFI). Ty 1€ tin hi¢u trén
nhidu (S:N) duge x4c dinh bing cach iy ty 1& gitta d6i ching BCMA-hFc hogc Fe
isotype MFI trén khang thé thir phat duy nhit MFL

Hoat tinh cta cic dong CAR-T dugc danh gia trong thir nghiém sinh hoc CAR-
T/APC (t bao trinh dién khéng nguyén). D& tién hanh thir nghiém sinh hoc, 50000 té
bao CAR-T dugc bd sung vio cic dia mau tring 96 16 Thermo-Nunc (Thermo
Scientific, Cat # 136101) trong 50 ul méi truong thtr nghiém (mo6i truong RPMI voi
10% FBS va 1% P/S/G) tiép theo bang cach bd sung loat dung dich pha lodng 3 lan
cia cc té bao trinh trién khang nguyén (500000 té bao thanh 685 té bao) trong 50 ul
mdi trudng thir nghiém. Céc té bio trinh trién khang nguyén sau dugc st dung: RAJI,
Daudi, RPMI8226 (biéu hién BCMA theo kiéu ndi sinh), va HEK293 (BCMA &m).
Hbn hop té bao dugc trong 37°C, 5% C02, ti U duoc lam Am trong 5 gio. Hoat tinh
luciferaza NFAT dugc xac dinh sir dung Promega One-Glo (Cat# E6130) va thiét bi
doc dia Perkin Elmer Envision. Céc don vi luciferaza tuong d6i (RLU) duoc tao ra va
dwoc v& dd thi trong phdn mém GraphPad Prism st dung phuong trinh logistic 4 tham
s theo duong cong dap ung 8 diém. Piéu kién APC bang 0 ddi v6i mdi mot dudng
cong dap ung liéu lugng ciing duge bao gbm trong phan tich & dang nbi tiép cua loat
dung dich pha loang gép 3 1an va dugc trinh bay & dang lidu lugng thap nhét. Hoat tinh
CAR-T dugce x4c dinh bang cach 13y ty 1é cia RLU cao nhit & dudng cong trén tri sd
thdp nhit va dugc trinh bay & dang tin hiéu:nhiéu (S:N) trong bang 4.

Bang 3 ching minh ring, cic CAR-T 16747 va 21581 c6 su biéu hién bé mit
twong tu v6i ty 16 S:N nim trong khoang tir 209-273, CAR-T 16716 biéu hién & mirc
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gép 44 14n cao hon mic co s8, trong khi sy bidu hién CAR 16732 va 16711 thdp hon
nhiéu véi S:N 1an lugt 1a 13 va 4.

Bang 4 ching minh ring, tét ca 6 dong té bao CAR BCMA-T dugc kich hoat boi
céc té bao RAJL, Daudi va RPMI8226. Khong c6 dong té bao CAR-T nao duge kich
hoat béi HEK293. CAR BCMA 16747 c6 su kich hoat manh nhét trong thtr nghiém
sinh hoc CAR-T/APC trong khi CAR 16711 c6 hoat tinh yéu nhét bat luan té bao trinh
dién khang nguyén biéu hién BCMA nhu thé ndo. Sau cung, su twong quan gifta sy
biéu hién CAR (bang 3) va hoat tinh CAR (bang 4) dugc quan sét. ’
Bang 3: Su lién két FC-BCMA hoa tan trén cic dong té bao CAR BCMA-T

58/112

Dong té bao S:N S:N
(BCMA-hFc¢) (Isotype-hFc¢)

Jurkat/NFATLuc cl. 3C7 1,5 0,8
Jurkat/NFATLuc cl. 3C7/16716 VL-VH CART 44,0 1,1
Jurkat/NFATLuc cl. 3C7/16711 VL-VH CART 3,7 1,2
Jurkat/NFATLuc cl. 3C7/16732 VL-VH CART 13,1 1,0
Jurkat/NFATLuc cl. 3C7/16747 VL-VH CART 209,2 1,3
Jurkat/NFATLuc cl. 3C7/21581 VL-VH CART 224.5 1,2

Bang 4: Sw kich hoat ciia CAR BCMA-T trong thir nghiém sinh hoc CAR-T/APC

Té bao trinh Hoat tinh CAR-T cuec dai
dién khang
nguyén
Khong ¢6 | 16716 16711 16732 16747 21581
CAR
RAJI 1,2 16,3 7,9 16,8 38,9 26.9
Daudi 1,0 6,4 2,6 4,9 14,0 8,0
RPMIS8226 0,8 6,6 1,8 52 12,5 12,3
HEK293 0,9 0,8 0,9 0,8 0,9 0,9

Vi du 4: Céc té bao CAR-T huéng dich BCMA lam giam sy phat trién ciia cic
khéi u biéu hién BCMA (OPM-2) in vivo & miu khdi u ghép khac loai

Pé x4c dinh hiéu quéa in vivo clia té bao T thu thé khang nguyén kham (CAR)

huéng dich BCMA, nghién ctru v& khéi u ghép khéc loai dugc tién hanh & chudt st

dung té bao da u tiy xwong ngudi OPM-2, cic té bao nay biéu hién mirc BCMA cao.

Cdy ghép va do cdc khdi u ghép khdc loai: Vao ngay 0, chugt NOD.Cg-

Prkdc®12rg™™/Sz] (NSG) suy giam mién dich dugc ding theo dwong tinh mach

2x10° t& bao khéi u da u tay xuong ngudi BCMA™ OPM-2 ma ching duge thiét ké dé
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cling biéu hién luciferaza dom dém (té bao OPM-2-luciferaza). Vao ngay 21, chudt
dugc tiém theo dudng tinh mach béng 2x10° t& bao T bidu hién CAR ddi chimg hoic
CAR khéng BCMA (dugc xéc dinh béi tAn suét t& bao biéu hién GFP, day 1 chi d4u
cla cdc t& bao ma ching di dugc tai nap bang CAR). Chudt (n=5 mdi nhém) dugc
ding 2x10° scFc CAR T khong lién quan (scFv CAR déi ching), 2x10° CAR T khéng
BCMA ma héa 21581 scFv CAR, hoic 2x10° CAR T khéng BCMA ma héa 16747
scFv. Su phat trién cua khéi u dugc danh gia cho t6i ngay 61 bang cach x4c dinh su
phat huynh quang sinh hoc khéi u (BLI) ¢ dong vat dugc gdy mé. Pé lam d6i chung
duong, mot nhém chudt (n=5) chi dugc dung té bao OPM-2-luciferaza, nhung khong
dung céc té bao T. P& do cac mirc BLI co s&, mot nhom chudt (n=5) khong duge diéu
tri va khong tiép nhan cac khéi u hozc té bao T.

Xdc dinh sy phdt trién cia khéi u ghép khdc lodi: Phép ghi hinh dnh BLI dugce st
dung dé x4c dinh ganh ning khdi u. Chudt dugc tiém theo dudng trong phiic mac bing
150 mg/kg chét nén luciferaza D-luciferin dugc tao huyén phu trong PBS. Nam phit
sau 14n tiém nay, viéc ghi hinh 4nh BLI cta chu6t duge tién hanh trong diéu kién gay
mé b%mg isoflurane st dung hé théng Xenogen IVIS. Viéc thu hinh dnh dugc thuc hién
béng truong quan sat tai D, d§ cao dbi tuong 1,5 cm, va muc phén khoang trung binh
v6i thoi gian 16 sang ty dong duoc xéc dinh bing phan mém Living Image Software.
Céc tin hiéu BLI dugc trich xuét st dung phdn mém Living Image software: cic ving
mong mudn dugc v& xung quanh mdi mot khdi u va cudong do photon duge ghi lai &
dang p/s/cm2/sr.

Trong khi cac khdi u BCMA* OPM-2-luciferaza phat trién tang din & chudt tiép
nhan céc té bao scFv CAR T khong lién quan, cac té bio CAR T md héa cho 21581
scFV CAR lam giam géanh nang khdi u xudng mirc co s & phin 16n déng vat va té bao
CAR T m3 hoa cho 16747 scFv CAR lam giam ganh ning khéi u xubng mirc co so &

tht ca cac dong vat. Két qua duge thé hién trong bang 5a dudi day.

Bang Sa: Kich thwoe khéi u trung binh (theo phat quang) tai cic thoi diém khac

nhau
Diéu tri bing CAR T Phat quang [p/s/cm2?/sr]
5 ngay sau khi cdy ghép
(trung binh £ SEM)
Khong c6 khdi u (BLI co s) 6,22E+05 £ 2,77E+04
Khoéng c6 CART (d6i ching duong) 5,62E+05 + 2,75E+04
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CAR T d6i ching (scFv khong lién quan) 2x10° té bao

5,95E+05 + 2,40E+04

CAR khang BCMA (21581 scFv) 2x10° té bao

6,07E+05 £ 3,97E+04

CAR khang BCMA (16747 scFv) 2x10° té bao

5,54E+05 + 2,80E+04

Diéu tri bing CART Phat quang [p/s/cm2?/sr]
11 ngay sau khi ciy ghép
(trung binh £ SEM)
Khong c6 khéi u (BLI co 56) 6,90E+05 + 3,64E+04

Khong c6 CAR T (d6i chimg dwong)

6,22E+05 + 3,34E+04

CAR T d6i chttng (scFv khong lién quan) 2x10° té
bao

6,80E+05 + 2,76E+04

CAR khang BCMA (21581 scFv) 2x10° t€ bao

7,13E+05 + 2,90E+04

CAR khang BCMA (16747 scFv) 2x10° t€ bao

6,30E+05 + 2,42E+04

Diéu tri bing CAR T Phat quang [p/s/cm2%/sr]

20 ngay sau khi ciy ghép
(trung binh £ SEM)
Khong c6 khdi u (BLI co s0) 7,59E+05 + 5,82E+04
Khong c6 CAR T (d6i chimg duong) 2,32E+06 + 2,94E+05

CAR T d6i chimg (scFv khéng lién quan) 2x10° té
bao

2,80E+06 + 5,26E+05

CAR khang BCMA (21581 scFv) 2x10° t bao

3,06E+06 + 4,42E+05

CAR khang BCMA (16747 scFv) 2x10° té bao

2,53E+06 + 2,22E+05

Piéu tri bang CART Phat quang [p/s/cm2?/sr]

26 ngay sau khi ciy ghép
(trung binh £ SEM)
Khong c6 khdi u (BLI co 56) 5,51E+05 £ 2,51E+04
Khong c6 CAR T (d6i chimg dwong) 5,96E+06 + 8,74E+05

CAR T d6i ching (scFv khong lién quan) 2x10° té
bao

8,03E+06 £+ 1,41E+06

CAR khang BCMA (21581 scFv) 2x10° t€ bao

6,76E+06 + 1,34E+06

CAR khiang BCMA (16747 scFv) 2x10° t bao

6,96E+06 + 3,39E+05

Piéu trj bing CART Phat quang [p/s/cm2?/sr]
31 ngay sau khi ciy ghép
(trung binh + SEM)
Khong c6 khéi u (BLI co s6) 6,62E+05 + 3,35E+04

Khong c6 CAR T (dbi ching duong)

1,58E+07 + 4,84E+06

CAR T dbi chimg (scFv khong lién quan) 2x10° té
bao

1,57E+07 + 3,05E+06

CAR khang BCMA (21581 scFv) 2x10° t€ bao

1,44E+07 £ 2,12E+06

CAR khang BCMA (16747 scFv) 2x10° té bao

1,01E+07 £ 5,46E+05

Piéu trj bing CART

Phat quang [p/s/cm2*/sr]
34 ngay sau khi cay ghép
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(trung binh £ SEM)

Khong c¢6 khéi u (BLI co sé)

4,57E+05 + 1,04E+04

Khong c6 CAR T (dbi chirg dwong)

3,36E+07 + 1,27E+07

CAR T dbi chung (scFv khéng lién quan) 2x10° té
bao

3,00E+07 £+ 2,82E+06

CAR khang BCMA (21581 scFv) 2x10° t& bao

2,05E+07 £ 3,56E+06

CAR khang BCMA (16747 scFv) 2x10° t bao

8,31E+06 + 9,79E+05

Diéu tri bing CAR T

Phat quang
[p/s/em2?/sr] 38 ngay
sau khi ciy ghép
(trung binh £ SEM)

Khong c6 khbi u (BLI co s)

6,60E+05 + 3,13E+04

Khong c6 CAR T (ddi ching duong)

3,91E+07 £ 6,87E+06

CAR T ddi chiing (scFv khong lién quan) 2x10° t& bao

4,25E+07 £+ 5,08E+06

CAR khang BCMA (21581 scFv) 2x10° té bao

2,19E+07 + 7,88E+06

CAR khang BCMA (16747 scFv) 2x10° té bao

1,90E+06 + 1,20E+06

Piéu tri bang CART Phat quang
[p/s/cm2?/sr] 40 ngay
sau khi cdy ghép (trung
binh + SEM)
Khéng c6 khoi u (BLI co s6) 5,39E+05 + 9,67E+03
Khéng c6 CAR T (d6i chiing duong) DPong vét dugc giy chét
nhe nhang
CAR T dbi chimg (scFv khong lién quan) 2x10° té Pong vat dugc giy chét
bao nhe nhang

CAR khang BCMA (21581 scFv) 2x10° té bao

1,13E+07 + 4,84E+06

CAR khang BCMA (16747 scFv) 2x10° té bao

8,71E+05 + 2,80E+05

Piéu tri baing CAR T

Phat quang
[p/s/cm2?/sr] 47 ngay
sau khi cAy ghép (trung
binh + SEM)

Khong c6 khbi u (BLI co s0)

7,73E+05 £ 1,91E+04

Khéng c6 CAR T (d6i ching dwong)

Dong vat dugc gay chét

nhe nhang
CAR T dbi chung (scFv khong lién quan) 2x10° té Dong vat dugc gay chét
bao nhe nhang
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CAR khing BCMA (21581 scFv) 2x10° té bao

3,17E+07 £ 3,11E+07

CAR khang BCMA (16747 scFv) 2x10° & bao

8,85E+05 + 3,72E+04

Piéu tri bang CAR T Phat quang
[p/s/cm2?/sr] 54 ngay
sau khi cAy ghép
(trung binh + SEM)
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Khong c6 khoiu (BLI co s6) 7,49E+05 + 1,95E+04
Khong c6 CAR T (ddi ching duong) Pong vat duoc giy chét
nhe nhang
CAR T d6i chimg (scFv khéng lién quan) 2x10° t bao | Dong vat dugc gy chét
nhe nhang
CAR khang BCMA (21581 scFv) 2x10° té bao 4,34E+07 + 4,29E+07
CAR khang BCMA (16747 scFv) 2x10° té bao 8,24E+05 + 5,48E+04
Diéu tri bing CART Phat quang [p/s/cm2?/sr]
61 ngay sau khi ciy ghép
(trung binh = SEM)
Khong c¢6 khdi u (BLI co s6) 6,18E+05 + 2,77E+04
Khong c6 CAR T (d6i chiing duong) Dong vat dugce gay chét
nhe nhang
CAR T dbi chimg (scFv khong lién quan) 2x10° té Pong vat dugc giy chét
bao nhe nhang
CAR khang BCMA (21581 scFv) 2x10° té bao 6,41E+05 + 4,07E+04
CAR khang BCMA (16747 scFv) 2x10° té bao 5,40B+05 + 2,93E+04

Thuc nghiém khac dugce tién hanh nhu dugc thao luidn & trén, ngoai trir chudt
dugc tiém theo duong tinh mach béng 2x10° té bao T biéu hién CAR dbi ching hodc
CAR khang BCMA vao ngay 22 (thay vi ngay 21), va sy phat trién cia khéi u duge
danh gia cho téi ngay 56 (thay vi ngay 61).

Trong khi cac khdi u BCMA" OPM-2-luciferaza phat trién tang dan & chudt tiép
nhan cac té bao scFv CAR T khong lién quan, t& bio CAR T ma héa cho cic scFV
CAR 21581 va 16747 1am giam ganh ning khéi u xudng mutc co s& & tAt ca cac dong

vat. Két qua dugc thé hién trong bang 5b dudi day.

Bang 5b: Kich thwéc khdi u trung binh (theo phat quang) tai cac thoi diém khac

nhau
Diéu tri bing CART Phat quang [p/s/cm2?/sr]
14 ngay sau khi ciy ghép
‘ (trung binh £ SEM)
Khong c6 khdi u (BLI co s6) 6,72E+05 + 1,50E+04
Khong c6 CAR T (d6i ching duong) 7,93E+05 + 8,18E+04
CAR T dbi ching (scFv khong lién quan) 2x10° t& 7,09E+05 + 2,13E+04

bao
CAR khang BCMA (21581N scFv) 2x10° té bao 7,87E+05 + 1,20E+05
CAR khang BCMA (16747P scFv) 2x10° t& bao 8,93E+05 + 9,05E+04

Piéu tri bing CAR T Phat quang [p/s/cm2?/sr]
20 ngay sau khi cay ghép
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(trung binh + SEM)

Khong c¢6 khdi u (BLI co s0)

5,32E+05 + 3,64E+04

Khong c6 CAR T (ddi chimg dwong)

3,07E+06 + 3,01E+05

CAR T di chtng (scFv khong lién quan) 2x10° t&
bao

2,91E+06 + 2,46E+05

CAR khang BCMA (21581N scFv) 2x10° té bao

2,57E+06 + 8,27E+05

CAR khang BCMA (16747P scFv) 2x10° té bao 3,13E+06 + 5,97E+05
Diéu tri bang CAR T Phat quang [p/s/cm2?/sr]
23 ngay sau khi cay ghép

, (trung binh £ SEM)

Khong c6 khoi u (BLI co s6) 5,56E+05 + 4,29E+04

Khong c¢6 CAR T (dbi chimg dwong)

1,01E+07 + 1,28E+06

CAR T dbi chimg (scFv khong lién quan) 2x10° té
bao

8,37E+06 + 1,38E+06

CAR khang BCMA (21581N scFv) 2x10° té bao

1,00E+07 £ 3,92E+06

CAR khang BCMA (16747P scFv) 2x10° té bao

8,26E+06 + 1,59E+06

Piéu tri bing CART Phat quang [p/s/cm2?/sr]
27 ngay sau khi ciy ghép
(trung binh £ SEM)
Khong c6 khdi u (BLI co sd) 5,18E+05 + 2,87E+04

Khoéng c6 CAR T (d6i ching duong)

1,67E+07 + 1,54E+06

CAR T dbi chimg (scFv khong lién quan) 2x10° té
bao

1,47E+07 + 2,36E+06

CAR khang BCMA (21581N scFv) 2x10° té bao

1,59E+07 + 6,36E+06

CAR khang BCMA (16747P scFv) 2x10° té bao

1,03E+07 + 1,71E+06

Piéu tri bing CART Phat quang [p/s/cm2?/sr]
30 ngay sau khi ciy ghép
(trung binh £ SEM)
Khong c6 khdi u (BLI co s6) 5,18E+05 + 1,29E+04

Khong c6 CAR T (d6i ching duong)

1,93E+07 £ 3,10E+06

CAR T dbi chung (scFv khong lién quan) 2x10° té
bao

2,03E+07 = 2,48E+06

CAR khang BCMA (21581N scFv) 2x10° t bao

7,21E+06 + 1,97E+06

CAR khang BCMA (16747P scFv) 2x10° té bao

1,16E+07 £ 3,6 1E+06

Piéu tri bing CART Phat quang [p/s/cm2?/sr]
34 ngay sau khi ciy ghép
(trung binh £ SEM)
Khong c6 khdi u (BLI co s0) 5,66E+05 + 3,76E+04

Khong c6 CAR T (d6i ching duong)

3,69E+07 + 6,27E+06

CAR T ddi chiing (scFv khong lién quan) 2x10° té
bao

4,07E+07 £ 4,13E+06

CAR khang BCMA (21581N scFv) 2x10° t& bao

5,74E+05 + 1,24E+04
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CAR khang BCMA (16747P scFv) 2x10° t& bao

1,66E+06 + 9,09E+05 |

Diéu tri bing CAR T

Phat quang [p/s/cm2*/sr]
38 ngay sau khi cay ghép
(trung binh £ SEM)

Khong c6 khdi u (BLI co s6)

5,43E+05 + 3,32E+04

Khong c6 CAR T (dbi chimg duong)

Pong vat dugc gay chét
nhe nhang

CAR T ddi chimg (scFv khong lién quan) 2x10° té
bao

5,87E+07 + 5,72E+06

CAR khang BCMA (21581N scFv) 2x10° té bao

5,39E+05 + 1,58E+04

CAR khang BCMA (16747P scFv) 2x10° té bao

5,55E+05 + 5,02E+04

Piéu tri bing CAR T Phat quang [p/s/cm2?/sr]
44 ngay sau khi ciy ghép
(trung binh £ SEM)
Khong c6 khdi u (BLI co sé) 6,42E+05 + 3,33E+04
Khéng ¢6 CAR T (ddi ching dwong) Pong vat dugc giy chét
nhe nhang
CAR T dbi ching (scFv khong lién quan) 2x10° té Pong vat dugc giy chét
bao nhe nhang

CAR khang BCMA (21581N scFv) 2x10° té bao

6,68E+05 + 3,09E+04

CAR khang BCMA (16747P scEv) 2x10° té bao

5,39E+05 + 2,25E+04

Piéu tri bing CAR T

Phat quang [p/s/cm2*/sr]
56 ngay sau khi cay ghép
(trung binh £ SEM)

Khéng c6 khoi u (BLI co s6)

8,10E+05 + 5,92E+04

Khoéng c6 CAR T (ddi ching dwong)

Pong vét dugc giy chét

nhe nhang
CAR T dbi chung (scFv khong lién quan) 2x10° té Dong vat dugce gy chét
bao nhe nhang

CAR khang BCMA (21581N scFv) 2x10° té bao

6,37E+05 £ 2,71E+04

CAR khang BCMA (16747P scFv) 2x10° t& bao

7,13E+05 + 4,17E+04
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Vi du 5: Cac té bao CAR-T hwéng dich BCMA lam giam sy phat trién ciia cac
khéi u biéu hién BCMA (MOLP-8) in vivo & mau khéi u ghép khac loai

Pé xac dinh hiéu qua in vivo cia té bao T chira thu thé khéang nguyén kham

(CAR) huéng dich BCMA, nghién ctru v& khéi u ghép khac loai duge tién hanh &

chudt str dung cac té bao da u tiy xuwong & ngudi MOLP-8, cac té bao nay biéu hién
mitc BCMA thép.

Cdy ghép va do cdc khoi u ghép khdc lodi: Vao ngay 0, chudt NOD.Cg-

Prkdc™112rg™™/Sz] (NSG) suy giam mién dich dugc ding theo dudng tinh mach
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2x10° té bao khéi u da u tiy xuwong ngudi BCMA* MOLP-8 dugc thiét ké dé ciing
biéu hién luciferaza dom dém (té bao MOLP-8-luciferaza). Vao ngay 12, chudt dugc
tiém theo dudng tinh mach bing 2x10° t& bao T biéu hién CAR ddi ching hosic CAR
khang BCMA (dugc xac dinh boi tAn suét cia té bao bidu hién GFP, day 1a chi déu cua
cac té bao ma chung da duoc tai nap bing CAR). Chudt (n=5 mdi nhém) dugc dung
2x10° scFv CAR T khong lién quan (scFv CAR déi ching), 2x10° CAR T khang
BCMA mai hoa cho 21581 scFv CAR, hodc 2x10° CAR T khang BCMA ma hoéa cho
16747 scFv. Sy phat trién ctia khéi u dugc danh gia trong sudt thuc nghiém bang cach
do su phat huynh quang sinh hoc cua khéi u (BLI) & dong vat duge gy mé. Dé lam
ddi ching duong, mdt nhom chudt (n=5) chi duoc dung té bao MOLP-8-luciferaza,
nhung khong ding cic t& bao T. P& do cac muc BLI co s¢, mot nhém chudt (n=5)
khong duoc didu tri va khong tiép nhan khéi u hodc té bao T.

Xdc dinh sw phdt trién ciia khoi u ghép khdc loai: Viéc ghi hinh anh BLI dugc st
dung dé x4c dinh ganh ning khdi u. Chuot duoc tiém theo dudng trong phuc mac béng
150 mg/kg chit nén luciferaza D-luciferin dugc tao huyén phu trong PBS. Nam phut
sau 14n tiém nay, viéc ghi hinh dnh BLI ctia chudt dugc tién hanh trong didu kién gy
mé béng isoflurane st dung hé théng Xenogen IVIS. Viéc thu hinh anh dugc thuc hién
bang trudng quan st tai D, do cao d6i tugng 1,5 cm, va mic phan khoang trung binh
véi thoi gian 10 sang tu dong dugce xdc dinh bang phin mém Living Image Software.
Céc tin hiéu BLI dugc trich xuét sit dung phin mém Living Image software: cic ving
mong mudn dugc v& xung quanh mdi mot khdi u va cuong dd photon dwgc ghi lai &
dang p/s/cm2/sr.

Trong khi cac khdi u BCMA" MOLP-8-luciferaza phat trién ting dan & chudt
tiép nhan céc t& bao scFv CAR T khéng lién quan, té bao CAR T ma héa cho 21581
scFV CAR va 16747 scFv CAR lam giam ganh nang khdi u xubng mirc co s& & tat ca

cac dong vat. Két qua dugc thé hién trong bang 6 dudi day.

Bang 6: Kich thwéc khéi u trung binh (theo phat quang) tai cac thoi diém Kkhac

nhau
Diéu trj bing CART Phat quang [p/s/cm2?/sr]
12 ngay sau khi ciy ghép
(trung binh £ SEM)
Khong c6 khdi u (BLI co sé) 6,8 1E+05 + 3,46E+04
Khong c6 CAR T (ddi chimg duong) 1,51B+06 + 7,81E+04
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CAR T dbi chiing (scFv khong lién quan) 2x10° t& bao

1,72E+06 + 1,33E+05

CAR khang BCMA (21581 scFv) 2x10° té bao

1,46E+06 = 1,01E+05

CAR khéng BCMA (16747 scFv) 2x10° t€ bao

1,32E+06 + 5,86E+04

Diéu trj bing CAR T Phat quang [p/s/cm2?/sr]

18 ngay sau khi ciy ghép
(trung binh £ SEM)
Khong c6 khéi u (BLI co 50) 7,61 E+05 + 2, 73E+04
Khong c6 CAR T (dbi chimg duong) 2,01E+07 + 8,14E+05

CAR T dbi chimg (scFv khong lién quan) 2x10° té
bao

2,11E+07 + 3,02E+06

CAR khang BCMA (21581 scFv) 2x10° t bao

5,37E+06 + 9,01E+05

CAR khéng BCMA (16747 scFv) 2x10° té bao

6,98E+06 + 9,57E+05

Diéu tri bing CART Phat quang [p/s/cm2?/sr]
25 ngay sau khi ciy ghép
(trung binh £ SEM)
Khong c6 khbi u (BLI co 50) 7,20E+05 + 2,31E+04

Khong c6 CAR T (ddi chiing duong)

5,93E+07 + 7,71E+06

CAR T d6i chimg (scFv khong lién quan) 2x1 0° té
bao

6,40E+07 £ 1,71E+07

CAR khang BCMA (21581 scFv) 2x10° t€ bao

7,50E+05 + 4,63E+04

CAR khang BCMA (16747 scFv) 2x10° t€ bao

6,77E+05 + 7,41E+04

Diéu tri bang CART

Phat quang [p/s/cm2?/sr]
32 ngay sau khi cay ghép
(trung binh £ SEM)

Khong c6 khoi u (BLI co s&)

6,85E+05 + 3,99E+04

Khong c6 CAR T (ddi ching duong)

Dong vat dugce gay chét

nhe nhang
CAR T d6i chung (scFv khong lién quan) 2x10° té Dong vat dugce gay chét
bao nhe nhang
CAR khang BCMA (21581 scFv) 2x10° & bao 6,28E+05 + 3,75E+04

CAR khang BCMA (16747 scFv) 2x10° té bao

6,82E+05 + 2,35E+04

Vi du 6: Céc té bao CAR-T diic hi¢u BCMA trung gian cho sy phén giai té bao

ctia cac té bao biéu hién BCMA

Té bao T CD3+ dugc phan lap tir céc té bao don nhan trong mau ngoai vi clia

nguoi (PBMCs), dugc kich thich béng cac vi hat CD3/CD28 cdng thém 100 U/ml IL-2

ngudi tai td hop, va dugc chuyén dbi bang lentivirut & mitc MOI=5, nhu dugc thao

luén & trén trong vi du 2. Céc té bao bién nap dugc nhan rong trong 3 tudn bang céac vi
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hat CD3/CD28 cong thém 100 U/ml IL-2 nguoi tai t6 hop trude khi thiét 1ap thir
nghi€ém phan huy té bao.

Pé x4c dinh kha ning phan huy té bao cua céc t& bao T chira thu thé khang
nguyén kham (CAR) hudng dich BCMA, thit nghiém phén huy té bao dwoc tién hanh
st dung cac té bao CAR-T nhan rong va céc dong té bao khdi u dich khac nhau ma thé
hién cac mic BCMA thay d6i. Vao ngay 21 nhan rong, cac té bao CAR-T nhén rong
dugc ddng nudi cdy ba 1an theo céc ty 1& khdc nhau véi cac dong té bao dich BCMA+
d4nh diu béng calcein. Mdi mot dong té bao dich duoc thu hoach va téi tao huyén phu
& mat d6 2x10%/mL trude khi bd sung thubc nhudm calcein-AM & ndng d6 8 uM trong
35 phat & nhiét do 37°C. Sau danh d4u bing calcein, cic té bao dich dugc rira hai lan
8 loai b6 calcein du. Sau 6, céc té bao T va té bao dich duge dong nudi cdy trén dia
day tron 96 15 theo cac ty 1& khac nhau va dugc nudi céy & nhiét do 37°C trong 2,5 gid
khi 16p ndi trén bé mat nudi cy duge thu hoach. Pé 1am déi chimg am, cc té bao dich
duoc déng nuoi céy v6i té bao T dugce sinh ra nhd st dung CAR tuong ty dugc thiét
ké @8 chtra scFv khong lién quan ma n6 khong nhén dang BCMA. Dbi v6i d6i ching
am CAR bb sung, céc té bao T khong dugce tai nap va nhan rong tir cing d6i tuong cho
¢6 stc khoe binh thudng dwoc st dung. Déi voi d6i chung dé tiéu diét qua trung gian
té bao CAR-T dic hiéu khang nguyén, cac dong té bao dich bach ciu dong tiy man
tinh K562 duoc st dung 1am dong té bao nay 1a 4m tinh trong biéu hién BCMA. Dé
x4c dinh xem liéu calcein ¢6 dugc giai phong tuy nhién hay khong tir cdc dong té bao
dich H-929 vA MOLP-8, mdi mot dong t& bao dugc nudi cdy khong c6 mit cac té bao
CAR-T. Pé x4c dinh sy giai phén calcein ti da co thé, cac dong té bao dich dugc nudi
cy va phan giai nhd st dung moi trudong t6i wu c6 bd sung dé chira 1% chit tiy
Triton™ X-114. Trong 16p ndi trén bé mat, cac muc calcein tuong dbi dugc xac dinh
nho¢ st dung thiét bi doc dia Viktor X4 va ty 1& % hoat tinh gay doc té bao duoc tinh
toan & dang ((murc tin hiéu calcein — mirc gidi phong calcein tu nhién) / (mdc giai
phong calcein t6i da — mirc gidi phéng calcein ty nhién))*100.

Nhu duoc thé hién trong cac bang 7A dén 7C duéi day, cac moi trudng nudi cly
chira té bio CAR+ T nhim dich BCMA dugc tao ra nho st dung 21581 va 16747 scFv
d4 cam Ung manh su phan giai t bao cia cac té bao dich H-929 va té bao dich MOLP-
8. So v6i té bao H-929, mirc hoat tinh gy ddc té bao thip hon dugc quan sat thdy ddi
vé6i cac té bao MOLPS. Két qua nay duoc gidi thich bing c4c murc biéu hién H-929 cao
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hon cuia khing nguyén BCMA so véi cic té bao MOLP-8. D6i v6i mdi mdt nudi ciy té
bio CAR-T huéng dich BCMA, mirc hoat tinh gdy doc té bao 16n nhét duge quan sat
thiy dbi véi céc t& bao H-929, va céc té bao CAR-T hudng dich BCMA dugc thiét ké
v&i 16747 scFv di tao ra mic hoat tinh gy doc té bao 16n nhit dbi véi ca hai dong té
bao dich. Ca hai t& bao T khéng duoc tai nap va dugc nhan rong (MOI 0), va cac té
bao CAR-T khong lién quan (17363), khi dugc ddng nudi cay véi cac té bao dich & ty
18 tbi da 50 t& bao T trén mot t& bao dich, da khong gy ra bét ky su phéan giai t& bao
ndo cua cac té bao dich MOLP-8 va H-929. Két qua nay ching t6 rang, su phan giai té
bao chi dugc quan sat thay khi cAu trac CAR chira scFv nhin dang BCMA (vi duy, tir
mAb21581 va mAb16747). Ngoai ra, cic té bio CAR-T huéng dich BCMA da chimg
to hoat tinh gay doc t& bao khong dang ké ddi voi cac té bao K562 ma khong c6 su
biéu hién caa BCMA cho théy réng, su biéu hién cia BCMA can thiét cho su phan

giai t€ bao can duoc quan sat.

Bang 7A: Sy phan giai té bao CAR-T dinh hwéng BCMA

Té bao CAR-T / té bao dich

Ty 1¢ te 21581/
bio T MOLPS 21581/ H929 16747 / MOLPS 16747 / H929
thue
hién: té | trung | d0léch | trung | dléch | trung | d6léch | trung | dd léch
bao dich | binh | chudn | binh | chudn | binh | chudn | binh | chuén
50 9,1 2,0 22,3 0,7 14,0 1,5 29,3 1,8
25 3,7 0,8 10,0 0,9 10,9 2,0 19,4 3.4
12,5 1,6 0,6 3,9 1,4 8,2 0,9 9,3 3,2
6,25 0,6 0,5 1,7 0,7 5,8 1,3 4.2 2,6
3,13 -1,5 0,3 0,0 1,1 2,2 0,9 2.9 2,4
1,56 0,3 0,5 -0,9 2.4 0,2 0,7 1,8 2,3
0,78 -1,3 2,2 -0,7 0,5 -2,9 0,5 0,9 1,7

SD: d6 1éch chuin

Bang 7B: Sw phan giai té bao CAR-T dinh hwéng BCMA

Té bao CAR-T / té bao dich

Ty 1é té 17363 HPV16/ | 17363 HPV16

bao T th},rc MOLPS / H929 21581 / K562 16747 / K562
hién: te
bao dich

trung | doléch | trung | doléch | trung do 1éch | trung | do léch
binh chuan binh | chuan binh chuan binh chuin

50 -3,1 1,7 -0,8 1,2 2,0 1,1 3,5 1,4

SD: d6 léch chuin
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Bang 7C: Sy phin gidi té bao CAR-T dinh hwéng BCMA

Té bao CAR-T / té bao dich
Ty 1é té bao CAR Neg té bao T / Lo
T thye MOLPS CAR Neg té bao T / H929
hién: té bao i .
dich trung binh | d9 1&ch chuan | trung binh | do léch chuan
50 -1,4 2,0 -0,5 1,5

SD: dd léch chuén

Vi du 7: Hoat tinh gay déc té bao Ex Vivo ciia cac té bao CAR-T hwéng dich
BCMA & tiy xwong c6 nguon gbc tir bénh nhan bi bénh da u tiy xwong

Céc té bao T CD3+ dugc phan 1ap tir cac té bao don nhan trong mau ngoai vi clia
ngudi (PBMCs), duge kich thich bang c4c vi hat CD3/CD28 cong thém 100 U/ml IL-2
ngudi tai td hop, va duge chuyén ddi bang lentivirut & mic MOI=5, nhu dugc thao
ludn & trén trong vi du 2. Céc té bio tai nap dugc nhan rong trong 3 tudn bang cac vi
hat CD3/CD28 cong thém 100 U/ml IL-2 ngudi tai td hop trude khi thiét 1ap thir
nghiém hoat tinh gy doc té bao.

Khi thu hoach, cac t& bao CAR-T nhan rdng duoc rira va tai tao huyén pht trong
moi trudng day da (RPMI c6 bd sung 10% FBS, 100 U/mL penicillin, 100 pg/mL
streptomycin, va 292 pg/mL L-glutamin). Ty xwong tir cac d6i twong bi bénh da u
tuy xuong dugc gid dong va téi tao huyén phti trong moi trudong day di. Céac té bao mo
dém HS-5 dugc cdy vao dia day bing 96 16 & mat do 10000 té bao trén mdi 15 va dugce
4 qua dém. Céc té bao T va tiy xwong ngudn gbc tir ddi tugng bi bénh duge b sung
vao céc 18 chira mé dém theo céc ty 16 E:T khac nhau (chuén do 2 14n bat dau & ty 18
E:T=10:1) va dugc nudi cdy & nhiét d6 37°C trong 12 gid. Pé lam ddi ching am tinh
CAR, céc té bao T khong tai nap va dugc nhan rong tir cing d6i twong co strc khoe
binh thuong duoc st dung.

Sau 12 gio, su sdng sét clia cac nguyén bao da u tiy xuwong dugc xac dinh sir
dung thiét bj dém té bao theo dong chay. Té bao dugc nhudm dung dich hdn hop cia
cac khang thé lién hop huynh quang (khang CD4, khang CD8, khang CD16, khang
CD45, khang CD90, khang CD138, va khang SlamF7) trong dung dich dém nhu¢m
BD Horizon Brilliant trong 30 phut & nhiét d¢ 4°C. Té bao dugc rira mét lan trong
PBS va duge nhudm bang thube nhudm té bao chét c6 thé ¢b dinh LIVE/DEAD trong
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20-30 phut & 4°C, tiép theo bang hai lan rtra trong PBS va dugc tai tao huyén phu
trong dung dich dém lanh Miltenyi AutoMacs. Cac hat CountBright dugc bd sung vao
mAu dé xac dinh sd luong t& bao tuyét d6i & mdi 16. Cac mau duogc phan tich trén hé
théng dém té bao dong chay BD FortessaX20. Cac nguyén bao da u tiy xwong song
sot duoc gitt ¢ dang CD4-/CD8-/SlamF7+/CD138+ don sbéng sot. Ty 1& % sbng s6t
dugc tinh toan & dang sb luong tuyét dbi cac nguyén bao da u tiy xuong sdng trong
mAu didu tri duge chuén hoa theo cac té bao da u tily xwong séng & dbi ching khong
duoc didu tri.

Céac nudi ciy chua céc t& bao CAR+ T nhim dich BCMA dugc tao ra st dung
mAb21581 VH/VL dd cam ung manh sy phin giai té bao dic hiéu dich cia cic
nguyén bao da u tiy xuong tir 2 dbi tuong bi bénh méi duge chan doén va 1 d6i tuong
tai phat. O ty 16 E:T 1a 10:1, 87 dén 94% sb nguyén bao da u tiy xwong dugc phan
giai. Cac té bao T khong tai nap va nhan rong (MOI 0) d& phan giai 34-0% sd nguyén
bao da u tiy xuong. Két qua nay chimg minh kha ning cta cac té bao CAR+ T nhim
dich BCMA phan giai mot cach hiéu qua cac nguyén bao da u tuy xuwong ngudn gdc tir
db6i tugng bi bénh theo cach dic hiéu dich. Két qua duogc thé hién trong bang 8 dudi
day.

Bang 8: Ty 1€ % nguyén bao da u tiy xwong song sot trong qua trinh phan giai té

bao ciia té bao CAR-T dinh huéng BCMA

Nhin dang miu MM453 MM511 MM455
Tinh trang bénh | méi dwgc chin doan | mai dwoc chin doan tai phat
% ngtlyen bao da 5% 18% 90%
u tuy xuwong
BCMA ABC trén
MM 12302 2631 46925
T 16 té bao T:té | CAR Tlf ;::) CAR | TébaoT B((:Jill}&- TI? gjl"
bao dich BCMA-T . BCMA-T | doi chirng .
chirng T chirng
10 7 66 11 85 13 156
5 15 66 19 91 32 155
2,5 23 90 28 82 81 148
1,25 49 77 37 92 81 104
0,625 82 92 56 92 98 112
0,312 108 92 100 100 98 102
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Sang ché khong bi gi6i han trong pham vi clia cic phuong 4n cu thé duoc mé ta
trong ban mo ta nay. Thuc vay, nhiing thay d6i theo sang ché ngoai phan mé ta trong
ban mo ta ndy s& trd nén rd rang ddi véi ngudi cé kién thire trung binh trong linh vuc
tir phan mé ta & trén. Nhing thay d6i nhu vy duoc dy dinh nim trong pham vi cia

phin yéu ciu bao ho kém theo.
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YEU CAU BAO HO

1. Thu thé khang nguyén kham dic hiéu khang nguyén trudng thanh té bao B (BCMA)
bao gbm, tir dau tan cing N dén dau tan cing C:

(a)  mién lién két phdi tir ngoai bao bao gdbm mién lién két khang nguyén
khang BCMA

(b)  mién ban 1& tir CDS;

()  mién xuyén mang tir CD8; va

(d)  mién té bao chét bao gdm mién ddng kich thich tir 4-1BB va mién tin
hiéu tir CD3zeta;

trong d6 mién lién két phdi tir ngoai bao 14 mién doan bién dbi chudi don
(scFv) khang BCMA bao gdm ving bién dbi chudi nhe (LCVR) va ving bién dbi
chudi ndng (HCVR) dugc lién két boi doan ndi,

trong d6 LCVR bao gdm cdc mién LCDR1-LCDR2-LCDR3 lan lugt dugce

néu trong SEQ ID NO: 60-62-64 va HCVR bao gém mién HCDR1-HCDR2-HCDR3
14n luot dugc néu trong SEQ ID NO: 52-54-56.

2. Thu thé khang nguyén kham theo diém 1, trong d6 doan nbi bao gdm trinh ty axit
amin dugc chon tr nhém gém ¢6 cac trinh ty SEQ ID NO: 93-96.

3. Thuy thé khang nguyén kham theo diém 1 hozc 2, trong d6 LCVR bao gbm trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 58 va HCVR bao goém trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 50.

4. Thy thé khang nguyén kham theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3, trong
do:

(a) mién ban 18 bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 97;

(b)  mién xuyén mang bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:
98;

(c) mién ddng kich thich bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 99; hodc

(d)  mién tin hiéu bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 100.
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5. Thu thé khang nguyén kham theo didm 1, trong d6 thu thé khang nguyén kham bao
gbm trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 88.

6. Phén tir axit nucleic dugc phan 1dp ma hod thu thé khang nguyén kham theo diém

bat ky trong s cac diém tir 1 dén 5.

7. Phan tir axit nucleic duoc phén l4p theo diém 6, trong d6 phan tir axit nucleic bao

gdm trinh tw nucleotit néu trong SEQ ID NO: 87.
8. Vecto bao gdm phan tir axit nucleic nhu duge xéac dinh trong diém 6 hodc 7.

9. Vecto theo diém 8, trong d6 vecto 1a vecto ADN, vecto ARN, plasmit, vecto

lentivirut, vecto adenovirut hodc vecto retrovirut.

10. Té bao bao gdm phén tir axit nucleic nhu duge x4c dinh trong diém 6 hodc 7 hodc

vecto nhu dugce xac dinh trong diém 8 hoac 9.
11. Té bao theo diém 10, trong d6 té bao nay la té bao T clia ngudi.

12. Té bao thiét ké bao gdm thy thé khang nguyén kham nhu dugc xac dinh trong diém

bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 5.

13. Té bao thiét ké theo diém 12, trong do:

(@)  t& bao thiét ké 1a té bao mién dich;

(b)  té bao thiét ké 1a t& bao midn dich va té bao mién dich 12 té bao tdc
dong mién dich;

(c)  tébao thiét ké 1a t& bao lympho T; hodc

(d)  té bao thiét ké 1a t& bao lymphd T va té bao lymphd T Ia t& bao
lympho T gay viém, té bao lympho T gy doc té bao, té bao lympho T didu hoa hoic té
bao lymphd T hd tr.

14. Té bao thiét ké theo diém 13, trong d6 t& bao thiét ké nay 1a té bao lymphd T gay
doc té bao CD8+.

15. Quan thé té bao thiét ké, trong d6 quan thé nay thu dugc bang cach:

(a).  cung cip quan thé t& bao mién dich, ma da thu dugc tr d6i tuong;
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(b) dua phén t& axit nucleic mad hoa thu thé khang nguyén kham nhu
duoc xac dinh trong diém bit ky trong s6 cac diém tir 1 dén 5 vao té bao mién dich;

() nudi cdy té bao mién dich trong céac diu kién dé bidu hién phan tir
axit nucleic; va

(d)  phan 1ap té bao mién dich bidu hién thu thé khang nguyén kham & bé

mit t€ bao.

16. Dugc phim bao gdm mét trong so:

(@) tébao T ciia ngudi dugce cai bién di truyén va chit mang dugc dung,
trong d6 té bao T ctia ngudi dugc cai bién di truyén bao gdm thy thé khang nguyén
kham nhu dugc x4c dinh trong diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 5; hoic

(b)  té bao thiét ké nhw dugc x4c dinh trong diém 12 va chit mang dugc
dung; hoac

(c)  té bao thiét ké nhu dwoc x4c dinh trong diém 13 va chit mang dugc
dung; hodc

(d)  té bao thiét ké nhu duge x4c dinh trong diém 14 va chét mang dugc

dung.

17. Phuong phap thiét ké quan thé té bao dé biéu hién thu thé khang nguyén kham, bao
gdm céc bude:

(@)  cung cip quin thé té bao mién dich;

(b) dua phan tr axit nucleic md hod thu thé khang nguyén kham nhu
dugc xac dinh trong diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 5 vao té bao mién dich;

(c) nudi cdy t& bao mién dich trong céc diéu kién dé biéu hién phan tir
axit nucleic; va

(d)  phan 1ap t& bao midn dich biéu hién thu thé khang nguyén kham & bé

mit t€ bao.

18. Phuong phap theo diém 17, trong d6 phuong phép nay con bao gbm buéc thu 14y

quén thé t& bao mién dich tir d6i twong.
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<120> Thu thd khang nguyén kham dic hiéu khang nguyén trudng thanh té bao
B (BCMA) va dugc phdm chta ching

<130> 10455W001

<160> 101

<170>

<210> 1

<211> 366

<212> ADN

<213> trinh ty nhén tao

<220>

<223> téng hop

<400> 1

caggtgcagc tggtggagtc ggggggaggc

tcctgtgcag cctctggatt caccttcagt

ccaggcaagg ggctggagtg ggtggcagtt

gcagagtccg tgaagggccg attcatcatc

ctgcaaatga acagcctgag agctgaggac

tcagaagcag ctggcccaaa ttggttcgac

tcctca

<210> 2

<211> 122

<212> PRT

<213> trinh ty nhén tao

<220>

<223> tdng hop

<400> 2

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

Gly Ile His Trp Val Arg Gln Ala

35 40
Ala Val Ile Leu His Asp Gly Ser
50 55

Lys Gly Arg Phe Ile Ile Ser Arg

65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala

85
Thr Lys Arg Tyr Ser Glu Ala Ala

gtggtccagc
acctatggca
atattacatg
tccagagaca
acggctctat
ccctggggece

Gly
10
Gly

Val
Ser Phe
25
Pro

Gly Lys

Ser Asn Tyr
Ser
75

Thr

Asp Asn

Glu Asp
90
Pro

Gly Asn

FastSEQ dung cho méi trudng Windows Version 4.0

ctgggaggtc
ttcactgggt
atggaagtag
attccaagaa
attactgtac
agggaaccct

cctgagactc
ccgccaggcet
taactactat
cacactgtat
gaaaaggtat
ggtcaccgtc

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala

Trp

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Leu

Phe

Pro
Ser
30

Glu
Glu
Thr
Tyr

Asp

Gly
Thr
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Pro

Arg
Tyr
Val
vVal
Tyr
80

Cys

Trp

60

120
180
240
300
360
366
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100 105
Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 3

<211> 24

<212> ADN

<213> trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 3
ggattcacct tcagtaccta tggc

<210> 4

<211> 8

<212> PRT

<213> trinh ty nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 4
Gly Phe Thr Phe Ser Thr Tyr Gly
1 5

<210> 5

<211> 24

<212> ADN

<213> trinh ty nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 5
atattacatg atggaagtag taac

<210> 6

<211> 8

<212> PRT

<213> trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 6

Ile Leu His Asp Gly Ser Ser Asn
1 5

<210> 7

110

24

24
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<211>
<212>
<213>

45
ADN

<220>

<223> tbéng

<400> 7

hop

trinh ty nhén tao

45923

acgaaaaggt attcagaagc agctggccca aattggttcg acccc

<210> 8
<211> 15
<212> PRT
<213>

<220>

<223> tdng

<400> 8

hop

trinh ty nhén tao

Thr Lys Arg Tyr Ser Glu Ala Ala Gly Pro Asn Trp Phe Asp Pro

1

<210> 9

<211> 321
<212> ADN
<213>

<220>
<223> tdng
<400> 9

gacatccaga
atcacttgtc
gggaaagccc
aggttcagcg
gaagattttg
gggaccaaag

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

10
107
PRT

<220>

<223> tbng

<400> 10

Asp Ile Gln Met Thr Gln

1

Asp Arg Val Thr Ile Thr

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln

35

5

hop

tgacccagtc
gggcgagtcg
ctaagctcct
gcagtggatc
ctacttacta
tggatatcaa

hop

5

20

trinh ty nhédn tao

tccatcctcec
gggaattagc
gatccatgct
tgggacagat
ttgtcaacag
a

trinh ty nhén tao

40

10

gtgtctgcat
agctggttag
gcatccagtt
ttcactctca
gctatcagtt

10

ctgtaggaga
cctggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
tcccattcac

30

45

15

cagagtcacc
gcagaagcca
ggtcccatca
cctgcagcct
tttcggcect

Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly

15

Cys Arg Ala Ser Arg Gly Ile Ser Ser Trp
25
Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile

45

60

120
180
240
300
321
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His Ala Ala
50

Ser Gly Ser

65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> 11
<211> 18
<212> ADN
<213> trinh

<220>

Ser Ser

Gly Thr

Ala Thr
85

Pro Gly
100

tuy nhéan

<223> tdéng hop

<400> 11

cggggaatta gcagctgg

<210> 12
<211> 6
<212> PRT

Leu
Asp
70

Tyr

Thr

tao

<213> trinh ty nhé&n tao

<220>

<223> tdéng hop

<400> 12

Arg Gly Ile Ser Ser Trp

1

<210> 13
<211> 9
<212> ADN

5

<213> trinh ty nhén tao

<220>

<223> téng hop

<400> 13
gctgcatcc

<210> 14
<211> 3
<212> PRT

<213> trinh ty nhan tao

<220>

<223> tbng hop

<400> 14

Gln
55

Phe
Tyr

Lys

Ser
Thr
Cys

Val

45923

Gly Val
Leu Thr

Gln Gln

90
Asp Ile
105

Pro
Ile
75

Ala

Lys

Ser Arg Phe Ser Gly
60
Ser Ser Leu Gln Pro
80
Ile Ser Phe Pro Phe
95

18
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Ala Ala Ser

1

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

15
27
ADN

<220>
<223> tdng

<400> 15

hop

trinh tuy nhén tao

caacaggcta tcagtttccc attcact

<210> 16
<211> 9

<212> PRT
<213>

<220>
<223> tbng

<400> 16

hop

trinh ty nhén tao

45923

Gln Gln Ala Ile Ser Phe Pro Phe Thr

1

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

17
360
ADN

<220>
<223> tbéng

<400> 17

gaggtgcagc
tcctgtgcag
ccagggaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
ggggataact

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

18
120
PRT

<220>
<223> tbdng

<400> 18

5

hop

tggtggagtc
cctctggatt
gactggagtg
tgaagggccyg
acagcctgag
ggaactggtt

hop

trinh tu nhén tao

tgggggaggc
cacctttagc

ggtctcagct
gttcaccatc
agccgaggac
cgacccctgg

trinh ty nhén tao

ttggtacagc
agctatgtca
attattggta
tccagagaca
acggccgtat

ggccagggaa

ctggggggtc
tgagttgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtgc
ccctggtcac

cctgagactce
ccgccaggct
cacatattac
cacgctgtat
gaaaagagcc
cgtctecctca

27

60

120
180
240
300
360

80/112



Glu Val Gln

Ser Le

u Arg

Val Met Ser

Ser Al
50

Lys Gl

65

Leu Gl

35
a Ile

y Arg

n Met

Ala Lys Arg

Gly Thr Leu

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

<220>
<223>

<400>

115

19
24
ADN

Leu
Leu
20

Trp
Ile
Phe
Asn
Ala

100
Val

Val
Ser
vVal
Gly
Thr
Ser
85

Gly

Thr

trinh ty nhén

tdng hop

19

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu

Asp

Val

tao

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg

Asn

Ser

ggattcacct ttagcagcta tgtc

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

<220>
<223>

<400>

20
8
PRT

trinh tu nhén tao

tdéng hop

20

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg
Ala

Trp

Ser
120

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Val

1

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

<220>

21
24
ADN

5

trinh tu nhén tao

<223> tbng hop

<400>

21

attattggta gtggtggtag caca

<210>

22

45923

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp

Glu

Asn
105

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp

90
Trp

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Phe

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Asp

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Val

Pro

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Trp
110

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Gly

Gly
Tyr
Val
val
Tyr
80

Cys

Gln

24

24
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<211> 8
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 22

téng hop

trinh ty nhén tao

Ile Ile Gly Ser Gly Gly Ser Thr

1

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

23
39
ADN

<220>
<223> téng

<400> 23

5

hop

trinh ty nhén tao

45923

gcgaaaagag ccggggataa ctggaactgg ttcgacccc

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

24
13
PRT

<220>
<223> tbdng

<400> 24

hop

trinh tyu nhén tao

Ala Lys Arg Ala Gly Asp Asn Trp Asn Trp Phe Asp Pro

1

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

25
321
ADN

<220>
<223> téng
<400> 25

gacatccaga
atcacttgtc
gggaaagccec
aggttcagceg
gaagattttg
gggaccaaag

<210> 26
<211> 107

5

hop

tgacccagtc
gggcgagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttacta
tggatatcaa

trinh ty nhén tao

tccatcttce
gggtattagc
gatctatgct
tggggcggat
ttgtcaacag
a

10

gtgtctgcat
agctggttag
gcatccagtt
ttcactctca
gctaaaagtg

ctttaggaga
cctggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
tcccattcac

cagagtcacc
gcggaaacca
ggtcccatca
cctgcagcecct
tttcggcect

39

60

120
180
240
300
321
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45923 83/112

<212> PRT
<213> trinh ty nhédn tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 26
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Leu Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Trp
20 25 30
Leu Ala Trp Tyr Gln Arg Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Ala Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ala Lys Ser Val Pro Phe
85 90 95
Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Val Asp Ile Lys
100 105

<210> 27

<211> 18

<212> ADN

<213> trinh ty nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 27
cagggtatta gcagctgg 18

<210> 28

<211> 6

<212> PRT

<213> trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 28
Gln Gly Ile Ser Ser Trp
1 5

<210> 29

<211> 9

<212> ADN

<213> trinh ty nhédn tao

<220>
<223> tdéng hop



<400> 29
gctgcatcc

<210> 30
<211> 3
<212> PRT
<213>

<220>
<223> tbng hop
<400> 30
Ala Ala Ser

1

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

31
27
ADN

<220>
<223> téng hop

<400> 31

caacaggcta aaagtgtccc

<210> 32
<211> 9
<212> PRT
<213>

<220>
<223> tdng hop

<400> 32

trinh ty nhédn tao

trinh ty nhén tao

attcact

trinh ty nhén tao

45923

Gln Gln Ala Lys Ser Val Pro Phe Thr

1 5

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

33
351
ADN

<220>
<223> tbéng hop

<400> 33

gaagtgcagc tggtggagtc
tcctgtgcag cctctggatt
ccagggaagg gcctggagtg
gcggactctg tgaagggccg

trinh ty nhén tao

tgggggaggc
cacctttgat

ggtctcaggt
attcaccatc

ttggtacagc
gattatgcca
atcagttgga
tccagagaca

ctggcaggtc
tgcactgggt
atagtggtaa
acgccaagaa

cctgagactc
ccggcaagct
catgggatat
ctccctgttc

27

60

120
180
240
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45923 85/112

ctgcaaatgc acagtttgag agctgaggac acggcctttt attactgtge aaaagtccgt 300
ctaactgcct ttgacttttg gggccaggga accctggtca ccgtctecte a 351

<210> 34

<211> 117

<212> PRT

<213> trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> téng hop

<400> 34
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr
20 25 30
Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ser Gly Ile Ser Trp Asn Ser Gly Asn Met Gly Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Phe
65 70 75 80
Leu Gln Met His Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Phe Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Lys Val Arg Leu Thr Ala Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110
Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 35

<211> 24

<212> ADN

<213> trinh ty nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 35
ggattcacct ttgatgatta tgcc 24

<210> 36

<211> 8

<212> PRT

<213> trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 36
Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr Ala
1 5

10



45923

<210> 37

<211> 24

<212> ADN

<213> trinh ty nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 37
atcagttgga atagtggtaa catg

<210> 38

<211> 8

<212> PRT

<213> trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 38
Ile Ser Trp Asn Ser Gly Asn Met
1 5

<210> 39

<211> 30

<212> ADN

<213> trinh tyu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 39
gcaaaagtcc gtctaactgc ctttgacttt

<210> 40

<211> 10

<212> PRT

<213> trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 40
Ala Lys Val Arg Leu Thr Ala Phe Asp Phe
1 5 10

<210> 41

<211> 321

<212> ADN

<213> trinh ty nhén tao

<220>

11

24

30

86/112



: 45923 87/112

<223> tdng hop

<400> 41

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcce ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgcc ggacaagtca gagcattggc aactatttaa attggtttca gcagaaacca 120
gggaaagccc ctaaactcct catctatact gcatccagtt tgcagaatgg agtcccatca 180
aggttcactg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag tctgcaacct 240
gaggattttg taatttacta ctgtcaacag agtttcagta ccccgtatac ttttggccag 300
gggaccaagc tggagatcaa a 321

<210> 42

<211> 107

<212> PRT

<213> trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 42
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Thr Ser Gln Ser Ile Gly Asn Tyr
20 25 30
Leu Asn Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Thr Ala Ser Ser Leu Gln Asn Gly Val Pro Ser Arg Phe Thr Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Val Ile Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Phe Ser Thr Pro Tyr
85 90 95
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 43

<211> 18

<212> ADN

<213> trinh tu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 43
cagagcattg gcaactat 18

<210> 44

<211> 6

<212> PRT

<213> trinh tuy nhén tao

<220>
<223> téng hop

12



45923

<400> 44
Gln Ser Ile Gly Asn Tyr
1 5

<210> 45

<211> 9

<212> ADN

<213> trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 45
actgcatcc

<210> 46

<211> 3

<212> PRT

<213> trinh ty nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 406
Thr Ala Ser
1

<210> 47

<211> 27

<212> ADN

<213> trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 47
caacagagtt tcagtacccc gtatact

<210> 48

<211> 9

<212> PRT

<213> trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 48
Gln Gln Ser Phe Ser Thr Pro Tyr Thr
1 5

<210> 49

13

27
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<211> 354
<212> ADN
<213> trinh ty nhén tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 49
caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc
tcctgtgcag cctctggatt caccttcagt
ccagggaagg ggctggagtg ggtttcatac
gcagactctg tgaagggccg attcaccatc
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac
gggaactacg gtatggacgt ctggggccaa
<210> 50
<211> 118
<212> PRT
<213> trinh ty nhdn tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 50
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
Tyr Ile Ser Trp Ile Arg Gln Ala
35 40
Ser Tyr Ile Ser Ser Ser Gly Ser
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85
Ala Arg Glu Gly Gly Asn Tyr Gly
100
Thr Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 51
<211> 24
<212> ADN
<213> trinh tu nhén tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 51

ggattcacct tcagtgacta ctac

<210>

52

45923

ttggtcaagc
gactactaca
attagttcta
tccagggaca
acggccgtat

gggaccacgg

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp

Glu

Met
105

Gly
10

Gly
Gly
Ile
Asn
Asp

90
Asp

14

Leu
Phe
Lys
Lys
Ala
75

Thr

Val

ctggagggtc
tcagctggat

gtggtagttc
acgccaagaa
attactgtgc
tcaccgtctc

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Trp

Lys
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Val

Gly

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Ser

Tyr

Gln
110

cctgagactc
ccgccaggcet
cataaagtac
ctcactgtat

gagagaggga

ctca

Gly
15

Asp
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Gly

Gly
Tyr
val
Val
Tyr
80

Cys

Thr

60

120
180
240
300
354

24
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

45923

8
PRT
trinh ty nhén tao

tdng hop

52

Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

53

24

ADN

trinh ty nhén tao

tdng hop

53

attagttcta gtggtagttc cata

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

<220>
<223>

<400>

54

8

PRT

trinh ty nhédn tao

tdng hop

54

Ile Ser Ser Ser Gly Ser Ser Ile

1

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

<220>
<223>

<400>

5

55

33

ADN

trinh ty nhédn tao

téng hop

55

gcgagagagg gagggaacta cggtatggac gtc

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

<220>
<223>

56
11
PRT
trinh ty nhén tao

tdng hop

15

24

33
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45923

<400> 56

Ala Arg Glu Gly Gly Asn Tyr Gly Met Asp Val
1 5 10

<210> 57

<211> 321

<212> ADN

<213> trinh ty nhan tao

<220>

<223> tdng hop

<400> 57

gacatccaga tgacccagtc tccatcttcc gtgtctgceat

atcacttgtc gggcgagtca gggtattaac aactggttag

gggaaagccc ctaagctcct gatctatgct gcaaccagcet

aggttcagcg gcagtgggtc tgggacagat ttcactctca

gaagattttg caacttacta ttgtcaacag gctaacagtt

gggaccaagc tggagatcaa a

<210> 58

<211> 107

<212> PRT

<213> trinh tuy nhan tao

<220>

<223> tbng hop

<400> 58

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val
1 5 10

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln

20 25
Leu Val Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
35 40
Tyr Ala Ala Thr Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ala

85 90
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 59

<211> 18

<212> ADN

<213> trinh ty nhén tao

<220>

<223> téng hop

16

ctgtaggaga
tctggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
tccctceccac

Ser
Gly
Pro
Ser
60

Ser

Asn

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Ser

Ser
Asn
30

Leu
Phe

Leu

Phe

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcect
ttttggccag

Val Gly
15
Asn Trp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80

Pro Pro
95

60

120
180
240
300
321
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45923

<400> 59
cagggtatta acaactgg

<210> 60

<211> 6

<212> PRT

<213> trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 60
Gln Gly Ile Asn Asn Trp
1 5

<210> 61

<211> 9

<212> ADN

<213> trinh tuy nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 61
gctgcaacc

<210> 62

<211> 3

<212> PRT

<213> trinh ty nhédn tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 62
Ala Ala Thr
1

<210> 63

<211> 27

<212> ADN

<213> trinh tuy nhén tao

<220>
<223> tbdng hop

<400> 63
caacaggcta acagtttccc tcccact

<210> 64
<211> 9

17

18

27
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45923

ttggtccagc
aacttttgga
atgaaccaag
tccagagaca
acggctgtgt
gactttgact

Gly Gly Leu
10

Ser Gly Phe

25

Pro

Gly Lys

Glu Lys Tyr
Ala
75

Thr

Asp Asn

Glu Asp

90

Ser Thr Ser

105
Val

Thr Val

<212> PRT
<213> trinh tu nhé&n tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 64
Gln Gln Ala Asn Ser Phe Pro Pro Thr
1 5
<210> 65
<211> 375
<212> ADN
<213> trinh ty nhén tao
<220>
<223> téng hop
<400> 65
gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc
tcctgtgcag cctctggatt cacctttagt
ccagggaagg ggctggagtg ggtggccaac
gtggactctg tgaagggccg attcaccatc
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac
gaatattgta ttagtaccag ctgctatgat
gtcaccgtct cctca
<210> 66
<211> 125
<212> PRT
<213> trinh ty nhén tao
<220>
<223> téng hop
<400> 66
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
Trp Met Thr Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Ala Asn Met Asn Gln Asp Gly Ser
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85
Ala Arg Asp Arg Glu Tyr Cys Ile
100
Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
115 120

18

ctggggggtc
tgacctgggt
atggaagtga
acgccaagag
attactgtgce
actggggcca

Val Gln Pro

Thr Phe Ser
30
Leu Glu
45

Val

Gly

Tyr
60
Lys

Asp

Ser Ser

Ala Val Tyr

Cys Tyr Asp
110
Ser

125

Ser

cctgagactc
ccgccaggcet
gaaatactat
ctcactgtat
gagagatcgg
gggaaccctg

Gly
15
Asn

Gly
Phe

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Asp Phe

60

120
180
240
300
360
375
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45923

<210> 67

<211> 24

<212> ADN

<213> trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 67
ggattcacct ttagtaactt ttgg

<210> 68

<211> 8

<212> PRT

<213> trinh tu nhéan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 68
Gly Phe Thr Phe Ser Asn Phe Trp
1 5

<210> 69

<211> 24

<212> ADN

<213> trinh tu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 69
atgaaccaag atggaagtga gaaa

<210> 70

<211> 8

<212> PRT

<213> trinh tuy nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 70
Met Asn Gln Asp Gly Ser Glu Lys
1 5

<210> 71

<211> 54

<212> ADN

<213> trinh ty nhé&n tao

19

24

24
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45923

95/112

<220>
<223> téng hop

<400> 71
gcgagagatc gggaatattg tattagtacc agctgctatg atgactttga ctac 54
<210> 72
<211> 18
<212> PRT
<213> trinh ty nhén tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 72
Ala Arg Asp Arg Glu Tyr Cys Ile Ser Thr Ser Cys Tyr Asp Asp Phe
1 5 10 15
Asp Tyr
<210> 73
<211> 324
<212> ADN
<213> trinh ty nhan tao
<220>
<223> tdéng hop
<400> 73
gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgcc gggcaagtca gagcattagc agctatttaa attggtatca gcagaaacca 120
gggaaagccc ctaagctcct gatctatgct gcatccagtt tgcatagtgg ggtcccatca 180
aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag tctgcaacct 240
gaagattttg caacttacta ctgtcaacag agttacagta cccctccgat caccttcgge 300
caagggacac gactggagat taaa 324
<210> 74
<211> 108
<212> PRT
<213> trinh ty nhén tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 74
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr
20 25 30
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu His Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

20



Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

65 70

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Pro

85

Ile Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys

100

<210> 75

<211> 18

<212> ADN

<213> trinh tu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 75
cagagcatta gcagctat

<210> 76

<211> 6

<212> PRT

<213> trinh ty nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 76
Gln Ser Ile Ser Ser Tyr
1 5

<210> 77

<211> 9

<212> ADN

<213> trinh tuy nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 77
gctgcatcc

<210> 78

<211> 3

<212> PRT

<213> trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> téng hop

<400> 78
Ala Ala Ser
1

45923

105

90

21

75

95

80

18
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<210>
<211>
<212>
<213>

79
30
ADN

<220>

<223>

<400> 79

téng hop

trinh ty nhén tao

caacagagtt acagtacccc tccgatcacc

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

80
10
PRT

<220>
<223> tdng

<400> 80

hop

trinh ty nhdn tao

45923

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Pro Ile Thr

1

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

81
1404
ADN

<220>
<223>

BCMA 16711

5

(VL-VH)

trinh ty nhén tao

10

ScFv CAR-T

30

(16711 _VK_v2 (ngudi) . (G4S)3 doan nbi.16711 VH.mién ban 1& hCD8a

/TM.hCD137

<400> 81

gacatccaga
atcacttgtc
gggaaagccc
aggttcagcg
gaagattttg
gggaccaaag
ggaagtcagg
agactctcct
caggctccag
tactatgcag
ctgtatctgc
aggtattcag
accgtctcct
tcccaaccac
actagaggac
ggagtattgc

tgacccagtc
gggcgagtcg
ctaagctcct
gcagtggatc
ctacttacta
tggatatcaa
tgcagctggt
gtgcagcctc
gcaaggggct
agtccgtgaa
aaatgaacag
aagcagctgg
caactaccac
tctcectceag
tcgattttgce
tgctctcact

tccatcectcce
gggaattagc
gatccatgcect
tgggacagat
ttgtcaacag
aggcggcggt
ggagtcgggg
tggattcacc
ggagtgggtg
gggccgattc
cctgagagct
cccaaattgg
tcctgctece
acccgaagct
ttgcgacatt
tgttattact

(4-1BB) .hCD3 zeta)

gtgtctgcat
agctggttag
gcatccagtt
ttcactctca
gctatcagtt
ggatctggag
ggaggcgtgg
ttcagtacct
gcagttatat
atcatctcca
gaggacacgg
ttcgacccect
cgccceccccaa
tgtcgeccceceg
tatatctggg
ctttattgca

22

ctgtaggaga
cctggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
tccecattcac
gcggtggaag
tccagcctgg
atggcattca
tacatgatgg
gagacaattc
ctctatatta
ggggccaggyg
cacctgctcc
ccgcecggagyg
ccccacttge

aacggggcag

cagagtcacc
gcagaagcca
ggtcccatca
cctgcagcect
tttcggceccect
cggtggcggg
gaggtccctg
ctgggtccge
aagtagtaac
caagaacaca
ctgtacgaaa
aaccctggtc
aactattgca
tgctgttcac
aggtacttgc
aaagaaactc

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
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ctgtatatat
tgtagctgcc
aggagcgcag
ctaggacgaa
gggggaaagc
aagatggcgg
cacgatggcc
atgcaggccc

<210> 82

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 82

Asp
1

Asp
Leu
His
Ser
65

Glu
Thr
Gly
Ser
Ala
145
Gln
Gly
Ser
Arg
Ala
225
Thr

Pro

Ile
Arg
Ala
Ala
50

Gly
Asp
Phe
Gly
Gly
130
Ala
Ala
Ser
Arg
Ala
210
Ala

Val

Thr

467
PRT
trinh ty nhadn tao

Gln
val
Trp
35

Ala
Ser
Phe
Gly
Gly
115
Gly
Ser
Pro
Ser
Asp
195
Glu
Gly

Ser

Ile

BCMA 16711
(16711 VK v2 (nguodi)
/TM.hCD137

Met
Thr
20

Tyr
Ser
Gly
Ala
Pro
100
Gly
Gly
Gly
Gly
Asn
180
Asn
Asp
Pro

Ser

Ala

tcaaacaacc
gatttccaga
acgcccccgce
gagaggagta
cgagaaggaa
aggcctacag
tttaccaggg
tgccececteg

(VL-VH)

atttatgaga
agaagaagaa
gtacaagcag
cgatgttttg
gaaccctcag
tgagattggg
tctcagtaca
ctaa

45923

ccagtacaaa
ggaggatgtg
ggccagaacc
gacaagagac
gaaggcctgt
atgaaaggcg
gccaccaagg

ScFv CAR-T

(4-1BB) .hCD3 zeta)

Thr
Ile
Gln
Ser
Thr
Thr
85

Gly
Ser
Val
Phe
Lys
165
Tyr
Ser
Thr
Asn
Thr

245
Ser

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr
Thr
Gly
Val
Thr
150
Gly
Tyr
Lys
Ala
Trp
230
Thr

Gln

Ser
Cys
Lys
Gln
55

Phe
Tyr
Lys
Gly
Gln
135
Phe
Leu
Ala
Asn
Leu
215
Phe

Thr

Pro

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr
Cys
Val
Gly
120
Pro
Ser
Glu
Glu
Thr
200
Tyr
Asp

Pro

Leu

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu
Gln
Asp
105
Gly
Gly
Thr
Trp
Ser
185
Leu
Tyr
Pro

Ala

Ser

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln
90

Ile
Ser
Arg
Tyr
Val
170
Val
Tyr
Cys
Trp
Pro

250
Leu

23

Val
Arg
Ala
Pro
Ile
75

Ala
Lys
Gln
Ser
Gly
155
Ala
Lys
Leu
Thr
Gly
235
Arg

Arg

ctactcaaga
aactgagagt
agctctataa
gtggccggga
acaatgaact
agcgccggag
acacctacga

. (G4S)3 doan nbdi.16711

Ser
Gly
Pro
Ser
60

Ser
Ile
Gly
Val
Leu
140
Ile
Val
Gly
Gln
Lys
220
Gln

Pro

Pro

VH.

Ala
Ile
Lys
45

Arg
Ser
Ser
Gly
Gln
125
Arg
His
Ile
Arg
Met
205
Arg
Gly

Pro

Glu

ggaagatggc
gaagttcagc
cgagctcaat
ccctgagatg
gcagaaagat
gggcaagggyg
cgcccttcac

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1404

mién ban 1& hCD8a

Ser
Ser
30

Leu
Phe
Leu
Phe
Gly
110
Leu
Leu
Trp
Leu
Phe
190
Asn
Tyr
Thr

Thr

Ala

Val
15

Ser
Leu
Ser
Gln
Pro
95

Gly
Val
Ser
Val
His
175
Ile
Ser
Ser
Leu
Pro

255
Cys

Gly
Trp
Ile
Gly
Pro
80

Phe
Ser
Glu
Cys
Arg
160
Asp
Ile
Leu
Glu
Val
240
Ala

Arg
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Ala Ala
275

Tyr

Pro

Ile
290
Ser

Asp
Leu Leu
305
Leu

Tyr Ile

Glu Glu Asp

Glu Leu
355
Gly

Cys

Gln
370
Glu

Lys

Glu
385
Gly

Tyr

Gly Lys

Leu Gln Lys

Gly Glu Arg
435
Thr Ala
450

Pro

Ser

Pro
465

Arg

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

83
1398
ADN
trinh

<220>
<223>

BCMA 16716

260

Gly Gly Ala

Ile Trp Ala

Val Ile Thr

310

Phe Lys Gln
325

Gly Cys

340

Arg

Ser

Val Lys

Gln Asn Gln

Asp Val Leu

390

Pro Arg Arg

405
Lys

Asp Met

420
Arg

Arg Gly

Thr Lys Asp

ty nhédn tao

(VL-VH

(16716 VK(ngu01)

doan nbéi.16716 _VH nguoi)
hCD3 zeta

(4-1B

<400> 83

gacatccaga
atcacttgtc
gggaaagccce
aggttcagcg
gaagattttg
gggaccaaag
ggaagtgagg
agactctecct
caggctccag
tattacgcag
ctgtatctgce

agagccgggg

Val
Pro
295
Leu
Pro
Cys
Phe
Leu
375
Asp
Lys
Ala
Lys

Thr
455

His
280
Leu
Tyr
Phe
Arg
Ser
360
Tyr
Lys
Asn
Glu
Gly

440
Tyr

45923

265

Thr Arg Gly

Ala Gly Thr

Cys Lys Arg

315

Met Arg Pro
330

Phe Pro

345

Arg

Glu

Ser Ala

Asn Glu Leu

Arg Arg Gly
395
Gln Glu
410

Tyr

Pro

Ala
425
His

Ser

Asp Gly

Asp Ala Leu

ScFv CAR-T

B).

tgacccagtc
gggcgagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttacta
tggatatcaa
tgcagctggt
gtgcagcctc
ggaagggact
actccgtgaa
aaatgaacag
ataactggaa

)
(G4s)3
(
)

tccatcttcc
gggtattagc
gatctatgct
tggggcggat
ttgtcaacag
aggcggcggt
ggagtctggg
tggattcacc
ggagtgggtc
gggccggtte
cctgagagcc
ctggttcgac

gtgtctgcat
agctggttag
gcatccagtt
ttcactctca
gctaaaagtg
ggatctggag

ggaggcttgg
tttagcagct

tcagctatta
accatctcca

gaggacacgg
ccctggggcec

24

270

Leu Asp Phe

285
Cys Gly Val
300
Gly

Arg Lys

Val Gln Thr

Glu Glu Glu
350
Ala Pro
365

Leu

Asp

Asn
380
Arg

Gly

Asp Pro

Gly Leu Tyr

Glu Ile Gly
430
Leu Tyr Gln
© 445
Met

His Gln

460

ctttaggaga
cctggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
tcccattcac
gcggtggaag
tacagcctgg
atgtcatgag
ttggtagtgg
gagacaattc
ccgtatatta
agggaaccct

Ala Cys

Leu Leu
Leu
320
Gln

Lys

Thr
335
Gly Gly

Ala Tyr

Arg Arg

Glu Met
400
Asn Glu
415
Met Lys

Gly Leu

Ala Leu

.mién ban 1& hCD8a/TM.hCD137

cagagtcacc
gcggaaacca
ggtcccatca
cctgcagcct
tttcggccct
cggtggcggg
ggggtccctg
ttgggtccgce
tggtagcaca
caagaacacg
ctgtgcgaaa
ggtcaccgtc

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
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45923 100/112

tcctcaacta ccactcectge tccccgecce ccaacacctg ctccaactat tgcatcccaa 780
ccactctccc tcagacccga agcttgtcge cccgeccgecg gaggtgetgt tcacactaga 840
ggactcgatt ttgcttgcga catttatatc tgggccccac ttgcaggtac ttgcggagta 900
ttgctgctct cacttgttat tactctttat tgcaaacggg gcagaaagaa actcctgtat 960
atattcaaac aaccatttat gagaccagta caaactactc aagaggaaga tggctgtagc 1020
tgccgatttc cagaagaaga agaaggagga tgtgaactga gagtgaagtt cagcaggagc 1080
gcagacgccc ccgcgtacaa gcagggccag aaccagctct ataacgaget caatctagga 1140
cgaagagagg agtacgatgt tttggacaag agacgtggcc gggaccctga gatgggggga 1200
aagccgagaa ggaagaaccc tcaggaaggc ctgtacaatg aactgcagaa agataagatg 1260
gcggaggcct acagtgagat tgggatgaaa ggcgagcgcc ggaggggcaa ggggcacgat 1320
ggcctttacc agggtctcag tacagccacc aaggacacct acgacgccct tcacatgcag 1380
gccctgeccece ctcecgctaa 1398

<210> 84

<211> 465

<212> PRT

<213> trinh tu nhén tao

<220>

<223> BCMA 16716 (VL-VH) ScFv CAR-T
(16716_VK(ngudi). (G4S)3
doan néi.16716 VH(ngudi).mién ban 1&é hCD8a/TM.hCD137
(4-1BB) .hCD3 zeta)

<400> 84
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Leu Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Trp
20 25 30
Leu Ala Trp Tyr Gln Arg Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Ala Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ala Lys Ser Val Pro Phe
85 90 95
Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Val Asp Ile Lys Gly Gly Gly Gly Ser
100 105 110
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu Val Gln Leu Val Glu
115 120 125
Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys
130 135 140
Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Val Met Ser Trp Val Arg
145 150 155 160
Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser Ala Ile Ile Gly Ser
165 170 175
Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile
180 185 190
Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu
195 200 205
Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Lys Arg Ala Gly Asp
210 215 220
Asn Trp Asn Trp Phe Asp Pro Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val

25



225
Ser

Ile
Ala
Tyr
Leu
305
Ile
Asp
Leu
Gly
Tyr
385
Lys
Lys
Arg

Ala

Arg
465

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

Ser
Ala
Gly
Ile
290
val
Phe
Gly
Arg
Gln
370
Asp
Pro
Asp

Arg

Thr
450

85
13

<220>

Thr
Ser
Gly
275
Trp
Ile
Lys
Cys
Val
355
Asn
Val
Arg
Lys
Arg

435
Lys

89

ADN
trinh ty nhén tao

Thr
Gln
260
Ala
Ala
Thr
Gln
Ser
340
Lys
Gln
Leu
Arg
Met
420
Gly

Asp

Thr
245
Pro
Val
Pro
Leu
Pro
325
Cys
Phe
Leu
Asp
Lys
405
Ala
Lys

Thr

230
Pro

Leu
His
Leu
Tyr
310
Phe
Arg
Ser
Tyr
Lys
390
Asn
Glu

Gly

Tyr

Ala
Ser
Thr
Ala
295
Cys
Met
Phe
Arg
Asn
375
Arg
Pro
Ala
His

Asp
455

Pro
Leu
Arg
280
Gly
Lys
Arg
Pro
Ser
360
Glu
Arg
Gln
Tyr
Asp

440
Ala

45923

Arg
Arg
265
Gly
Thr
Arg
Pro
Glu
345
Ala
Leu
Gly
Glu
Ser
425
Gly

Leu

Pro
250
Pro
Leu
Cys
Gly
Val
330
Glu
Asp
Asn
Arg
Gly
410
Glu

Leu

His

235
Pro

Glu
Asp
Gly
Arg
315
Gln
Glu
Ala
Leu
Asp
395
Leu
Ile
Tyr

Met

Thr
Ala
Phe
Val
300
Lys
Thr
Glu
Pro
Gly
380
Pro
Tyr
Gly

Gln

Gln
460

Pro
Cys
Ala
285
Leu
Lys
Thr
Gly
Ala
365
Arg
Glu
Asn
Met
Gly

445
Ala

Ala
Arg
270
Cys
Leu
Leu
Gln
Gly
350
Tyr
Arg
Met
Glu
Lys
430

Leu

Leu

<223>

BCMA 16732
(16732 _VK_v2 (ngudi) .

(VL-VH)

(G4s) 3

ScFv CAR-T

240
Pro Thr
255
Pro Ala

Asp Ile

Leu Ser

Leu Tyr
320
Glu Glu
335
Cys Glu

Lys Gln

Glu Glu

Gly Gly
400
Leu Gln
415
Gly Glu

Ser Thr

Pro Pro

doan nbi.16732 VH(ngudi).mién ban 1& hCD8a/TM.hCD137
(4-1BB) .hCD3 =zeta)

<400> 85

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcactg
gaggattttg
gggaccaagc
ggaagtgaag
agactctcct

tgacccagtc
ggacaagtca
ctaaactcct
gcagtggatc
taatttacta
tggagatcaa
tgcagctggt
gtgcagcctc

tccatcctcce
gagcattggc
catctatact
tgggacagat
ctgtcaacag
aggcggceggt
ggagtctggg
tggattcacc

ctgtctgcat
aactatttaa
gcatccagtt
ttcactctca
agtttcagta
ggatctggag

ggaggcttgg
tttgatgatt

26

ctgtaggaga
attggtttca
tgcagaatgg
ccatcagcag
cccegtatac
gcggtggaag
tacagcctgg
atgccatgca

cagagtcacc
gcagaaacca
agtcccatca
tctgcaacct
ttttggccag
cggtggcggg
caggtccctg
ctgggtccgg

60

120
180
240
300
360
420
480

101/112



45923 102/112

caagctccag ggaagggcct ggagtgggtc tcaggtatca gttggaatag tggtaacatg 540
ggatatgcgg actctgtgaa gggccgattc accatctcca gagacaacgc caagaactcc 600
ctgttcctge aaatgcacag tttgagagct gaggacacgg ccttttatta ctgtgcaaaa 660
gtccgtctaa ctgcctttga cttttgggge cagggaaccce tggtcaccgt ctcctcaact 720
accactcctg ctccccgece cccaacacct gctccaacta ttgcatccca accactctce 780
ctcagacccg aagcttgtcg ccccgeccgec ggaggtgetg ttcacactag aggactcgat 840
tttgcttgcg acatttatat ctgggcccca cttgcaggta cttgcggagt attgctgctc 900
tcacttgtta ttactcttta ttgcaaacgg ggcagaaaga aactcctgta tatattcaaa 960
caaccattta tgagaccagt acaaactact caagaggaag atggctgtag ctgccgattt 1020
ccagaagaag aagaaggagg atgtgaactg agagtgaagt tcagcaggag cgcagacgcc 1080
cccgegtaca agcagggcca gaaccagctc tataacgagc tcaatctagg acgaagagag 1140
gagtacgatg ttttggacaa gagacgtggc cgggaccctg agatgggggg aaagccgaga 1200
aggaagaacc ctcaggaagg cctgtacaat gaactgcaga aagataagat ggcggaggcc 1260
tacagtgaga ttgggatgaa aggcgagcgc cggaggggca aggggcacga tggectttac 1320
cagggtctca gtacagccac caaggacacc tacgacgccc ttcacatgca ggccctgececc 1380
cctcgctaa 1389

<210> 86

<211> 462

<212> PRT

<213> trinh ty nhén tao

<220>

<223> BCMA 16732 (VL-VH) ScFv CAR-T
(16732_VK_V2(ngudi).(G4S)3
doan ndi.16732 VH(ngudi).mién ban 1& hCD8a/TM.hCD137
(4-1BB) .hCD3 zeta)

<400> 86
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Thr Ser Gln Ser Ile Gly Asn Tyr
20 25 30

Leu Asn Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile

35 40 45
Tyr Thr Ala Ser Ser Leu Gln Asn Gly Val Pro Ser Arg Phe Thr Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

65 70 75 80

Glu Asp Phe Val Ile Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Phe Ser Thr Pro Tyr

85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Gly Gly Gly Gly Ser
100 105 110

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

115 120 125
Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys
130 135 140

Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr Ala Met His Trp Val Arg

145 150 155 160

Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser Gly Ile Ser Trp Asn

165 170 175

Ser Gly Asn Met Gly Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile

180 185 190

27



45923

103/112

Ser Asn Ala Ser Leu Phe Leu Gln His

200
Tyr

Asn Met
205

vVal

Arg Asp
195

Glu

Lys Ser Leu

Ala
210
Phe

Arg Thr Ala Phe

215
Gln

Asp Tyr Cys Ala Lys Leu Thr

220
Thr

Arg

Ala
225
Thr

Asp Phe Trp Gly Thr

230
Arg

Gly Val
235

Ala

Leu val Thr
240

Ser

Ser Ser

Thr Pro Ala Pro Pro Pro Thr

245
Leu

Thr Ile Ala
255

Gly

Pro Pro
250

Gln Glu Ala Cys
265

Phe

Ser Pro
260

Thr

Pro Leu

Ala Ala
270

Tyr

Arg Arg Pro Gly

Ala Val His
275

Leu

Arg Gly Leu Asp Ala

280
Gly

Ile
285
Ser

Cys Asp Ile Trp

Ala Pro Ala Thr

290
Leu

Gly Cys Val
295

Gly

Leu Leu Val Ile

300
Leu

Leu Leu

Thr
305
Gln

Tyr Cys Lys Arg

310
Pro

Leu Ile Phe
315

Gln

Arg Lys Lys Tyr Lys

320

Pro Phe Met Val Gln Thr Thr Cys

330
Gly

Arg Glu Glu
325

Pro

Asp Gly
335
Phe Arg
340

Arg

Ser Cys Arg Glu Glu Glu Glu

345
Pro

Gly Glu Leu Val

350
Gly

Cys

Phe Ala Ala
360

Leu

Ser Ser
355

Tyr

Lys Asp Ala Gln

365
Glu

Tyr Lys Gln Asn

Gln Glu Asn
375

Arg

Leu Asn Leu
370

Asp

Gly Glu
380

Gly

Arg Arg Tyr Asp Val

Leu
385
Arg

Lys Arg Pro Glu Met

395
Glu

Arg Gly Pro
390

Glu

Asp Gly Lys Arg
400
Gln Lys
405

Tyr

Lys Asn Pro Gly Asn Leu Gln

410
Met

Leu Tyr Lys Asp

415
Met Ala Glu Ala Arg
420

His

Ser Glu Ile Gly

425
Gln

Lys Gly Glu Arg

430
Ala

Arg

Gly Lys Gly
435

Tyr

Asp Gly Leu Thr

445
Pro

Tyr Leu Ser Thr

440
Met

Gly Lys

Thr
450

Asp Ala His Gln Ala

455

Asp Leu Pro

460

Leu Arg

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

87
1392
ADN
trinh tu nhédn tao
<220>
<223> BCMA 16747 (VL-VH) ScFv CAR-T
(16747 VK(ngudi). (G4S)3

doan ndi.16747 _VH(ngudi)
(4-1BB) . )

.mién ban 1& hCD8a/TM.hCD137
hCD3 zeta

<400> 87

gacatccaga
atcacttgtc
gggaaagccc
aggttcagcg
gaagattttg
gggaccaagc

tgacccagtc
gggcgagtca
ctaagctcct
gcagtgggtc
caacttacta
tggagatcaa

tccatcttcecce
gggtattaac
gatctatgct
tgggacagat
ttgtcaacag

aggcggceggt

gtgtctgcat
aactggttag
gcaaccagct
ttcactctca
gctaacagtt

ggatctggag

28

ctgtaggaga
tctggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
tcccteccac

gcggtggaag

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcct
ttttggccag

cggtggcggyg

60

120
180
240
300
360



45923 104/112

ggaagtcagg tgcagctggt ggagtctggg ggaggcttgg tcaagectgg agggtccctg 420
agactctcct gtgcagcctc tggattcacc ttcagtgact actacatcag ctggatccge 480
caggctccag ggaaggggct ggagtgggtt tcatacatta gttctagtgg tagttccata 540
aagtacgcag actctgtgaa gggccgattc accatctcca gggacaacgc caagaactca 600
ctgtatctgc aaatgaacag cctgagagcc gaggacacgg ccgtatatta ctgtgcgaga 660
gagggaggga actacggtat ggacgtctgg ggccaaggga ccacggtcac cgtctcctca 720
actaccactc ctgctccccg cccecccaaca cctgctccaa ctattgcatc ccaaccactc 780
tccctcagac ccgaagcttg tcgccccgec geccggaggtg ctgttcacac tagaggactce 840
gattttgctt gcgacattta tatctgggcc ccacttgcag gtacttgcgg agtattgctg 900
ctctcacttg ttattactct ttattgcaaa cggggcagaa agaaactcct gtatatattc 960
aaacaaccat ttatgagacc agtacaaact actcaagagg aagatggctg tagctgccga 1020
tttccagaag aagaagaagg aggatgtgaa ctgagagtga agttcagcag gagcgcagac 1080
gccceccgegt acaagcaggg ccagaaccag ctctataacg agctcaatct aggacgaaga 1140
gaggagtacg atgttttgga caagagacgt ggccgggacc ctgagatggg gggaaagccg 1200
agaaggaaga accctcagga aggcctgtac aatgaactgc agaaagataa gatggcggag 1260
gcctacagtg agattgggat gaaaggcgag cgccggaggg gcaaggggca cgatggcectt 1320
taccagggtc tcagtacagc caccaaggac acctacgacg cccttcacat gcaggccctg 1380
ccccecteget aa 1392

<210> 88

<211> 463

<212> PRT

<213> trinh tu nhéan tao

<220>

<223> BCMA 16747 (VL-VH) ScFv CAR-T
(16747 VK (nguoi) . (G4S)3
doan nbdi.16747 VH(ngudi).mién ban 1é& hCD8a/TM.hCD137
(4-1BB) .hCD3 zeta)

<400> 88
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Asn Asn Trp
20 25 30
Leu Val Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Ala Ala Thr Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ala Asn Ser Phe Pro Pro
85 90 95
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Gly Gly Gly Gly Ser
100 105 110
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gln Val Gln Leu Val Glu
115 120 125
Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys
130 135 140
Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Tyr Ile Ser Trp Ile Arg
145 150 155 160
Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser Tyr Ile Ser Ser Ser
165 170 175
Gly Ser Ser Ile Lys Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile

29



Ser Arg
Ala
210
Gly

Arg

Tyr
225
Thr Thr

Ser Gln

Gly Ala
Ala
290
Thr

Trp

Ile
305
Lys Gln

Cys Ser

Val Lys
Gln
370
Leu

Asn

Val
385
Arg Arg

Lys Met

Arg Gly

Lys Asp

450

<210>
<211>

89
1431

Asp
195
Glu
Met
Thr
Pro
vVal
275
Pro
Leu
Pro
Cys
Phe
355
Leu
Asp
Lys
Ala
Lys

435
Thr

180
Asn

Asp
Asp
Pro
Leu
260
His
Leu
Tyr
Phe
Arg
340
Ser
Tyr
Lys
Asn
Glu
420
Gly

Tyr

<212>
<213>

<220>
<223>

ADN
trinh

BCMA 21581

Ala
Thr
Val
Ala
245
Ser
Thr
Ala
Cys
Met
325
Phe
Arg
Asn
Arg
Pro
405
Ala
His

Asp

tu nhén

(VL-VH)
(21581 VK(ngudi). (G4S)3 doan nbi.21581

Lys
Ala
Trp
230
Pro
Leu
Arg
Gly
Lys
310
Arg
Pro
Ser
Glu
Arg
390
Gln
Tyr

Asp

Ala

tao

Asn
Val
215
Gly
Arg
Arg
Gly
Thr
295
Arg
Pro
Glu
Ala
Leu
375
Gly
Glu
Ser

Gly

Leu
455

Ser
200
Tyr
Gln
Pro
Pro
Leu
280
Cys
Gly
Val
Glu
Asp
360
Asn
Arg
Gly
Glu
Leu

440
His

45923

185
Leu

Tyr
Gly
Pro
Glu
265
Asp
Gly
Arg
Gln
Glu
345
Ala
Leu
Asp
Leu
Ile
425

Tyr

Met

ScFv CAR-T

Tyr
Cys
Thr
Thr
250
Ala
Phe
val
Lys
Thr
330
Glu
Pro
Gly
Pro
Tyr
410
Gly

Gln

Gln

Leu
Ala
Thr
235
Pro
Cys
Ala
Leu
Lys
315
Thr
Gly
Ala
Arg
Glu
395
Asn
Met

Gly

Ala

Gln
Arg
220
Val
Ala
Arg
Cys
Leu
300
Leu
Gln
Gly
Tyr
Arg
380
Met
Glu
Lys

Leu

Leu
460

Met
205
Glu
Thr
Pro
Pro
Asp
285
Leu
Leu
Glu
Cys
Lys
365
Glu
Gly
Leu
Gly
Ser

445
Pro

190
Asn

Gly
Val
Thr
Ala
270
Ile
Ser
Tyr
Glu
Glu
350
Gln
Glu
Gly
Gln
Glu
430

Thr

Pro

Ser Leu

Gly Asn
Ser
240
Ala

Ser

Ile
255
Ala Gly

Tyr Ile

Leu Val

Ile Phe
320
Asp Gly
335
Leu Arg

Gly Gln

Tyr Asp

Pro
400
Asp

Lys

Lys
415

Arg Arg

Ala Thr

Arg

VH (ngudi) .G4S doan nbi_v2.mién ban 1é& hCD8a/TM.hCD137

(4-1BB) .hCD3 zeta)

<400> 89

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagtg
gaagattttg

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttacta

tccatcctcce
gagcattagc
gatctatgct
tgggacagat
ctgtcaacag

ctgtctgcat
agctatttaa
gcatccagtt
ttcactctca
agttacagta

30

ctgtaggaga
attggtatca
tgcatagtgg
ccatcagcag
ccccteecgat

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
tctgcaacct
caccttcggce

60

120
180
240
300
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caagggacac
gggggaagtg
ctgagactct
cgccaggctc
aaatactatg
tcactgtatc
agagatcggg
ggaaccctgg
cccccaacac
cgccecgecg
atctgggccc
tattgcaaac
gtacaaacta
ggatgtgaac
cagaaccagc
aagagacgtg
ggcctgtaca
aaaggcgagc
accaaggaca

<210> 90
<211> 47

<212>
<213>

<220>

<223>

6

PRT
trinh ty nhén tao

BCMA 21581

gactggagat
aggtgcagcet
cctgtgcagce
cagggaaggg
tggactctgt
tgcaaatgaa
aatattgtat
tcaccgtctc
ctgctccaac
ccggaggtgce
cacttgcagg
ggggcagaaa
ctcaagagga
tgagagtgaa
tctataacga
gccgggaccce
atgaactgca

gccggagggy
cctacgacgc

(VL-VH)

(21581 VK(nguoi) .
VH (ngudi) .G4S doan nbi_v2.mién ban 1é hCD8a/TM.hCD137

(4-1BB) .hCD3 zeta)

<400> 90

Asp
1
Asp
Leu
Tyr
Ser
65
Glu
Ile
Ser
Glu
Cys

145
Arg

Ile
Arg
Asn
Ala
50

Gly
Asp
Thr
Gly
Ser
130
Ala

Gln

taaaggcggce
ggtggagtct
ctctggattc
gctggagtgg
gaagggccga
cagcctgaga
tagtaccagc
ctcaggaggc
tattgcatcc
tgttcacact
tacttgcgga
gaaactcctg
agatggctgt
gttcagcagg
gctcaatcta
tgagatgggg
gaaagataag
caaggggcac
ccttcacatg

45923

ggtggatctg

gggggaggct
acctttagta

gtggccaaca
ttcaccatct
gccgaggaca
tgctatgatg
ggaggcagca
caaccactct
agaggactcg
gtattgctgc
tatatattca
agctgccgat
agcgcagacg
ggacgaagag
ggaaagccga
atggcggagg
gatggccttt
caggccctge

ScEFv CAR-T

Gln Met Thr Gln Ser

Val
Trp
35

Ala
Ser
Phe
Phe
Gly
115
Gly
Ala

Ala

Thr
20

Tyr
Ser
Gly
Ala
Gly
100
Gly
Gly

Ser

Pro

5
Ile

Gln
Ser
Thr
Thr
85

Gln
Gly
Gly

Gly

Gly
165

Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr
Gly
Ser
Leu
Phe

150
Lys

Cys
Lys
His
55

Phe
Tyr
Thr
Gly
Val
135
Thr

Gly

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr
Cys
Arg
Gly
120
Gln

Phe

Leu

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu
Gln
Leu
105
Gly
Pro

Ser

Glu

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln
90

Glu
Gly
Gly

Asn

Trp
170

31

(G4S)3 doan ndi.21581

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Ser
Ile
Ser
Gly
Phe

155
vVal

gaggcggtygg
tggtccagcc
acttttggat
tgaaccaaga
ccagagacaa
cggctgtgta
actttgacta
ctaccactcc
ccctcagacc
attttgcttg
tctcacttgt
aacaaccatt
ttccagaaga
cccecgegta
aggagtacga
gaaggaagaa
cctacagtga
accagggtct
cccctegeta

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Ser
Tyr
Lys
Glu
Ser
140

Trp

Ala

Ala
Ile
Lys
Arg
Ser
Ser
Gly
val
125
Leu

Met

Asn

Ser
Ser
30

Leu
Phe
Leu
Thr
Gly
110
Gln
Arg

Thr

Met

aagcggtggce
tggggggtcc
gacctgggtc
tggaagtgag
cgccaagagc
ttactgtgcg
ctggggccag
tgctcceccge
cgaagcttgt
cgacatttat
tattactctt
tatgagacca
agaagaagga
caagcagggc
tgttttggac
ccctcaggaa
gattgggatg
cagtacagcc

a

Val
15

Ser
Leu
Ser
Gln
Pro
95

Gly
Leu
Leu

Trp

Asn
175

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro
80

Pro
Gly
Val
Ser
Val

160
Gln

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1431
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Asp
Ile
Leu
Tyr
225
Gly
Pro
Leu
His
Leu
305
Tyr
Phe
Arg
Ser
Tyr
385
Lys
Asn
Glu

Gly

Tyr
465

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

Gly
Ser
Arg
210
Cys
Thr
Ala
Ser
Thr
290
Ala
Cys
Met
Phe
Arg
370
Asn
Arg
Pro
Ala
His

450
Asp

<220>

<223>

<400> 91
gacatccaga tgacccagtc tccatcctcce ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60

91
1437
ADN
trinh

Ser
Arg
195
Ala
Ile
Leu
Pro
Leu
275
Arg
Gly
Lys
Arg
Pro
355
Ser
Glu
Arg
Gln
Tyr
435

Asp

Ala

Glu
180
Asp
Glu
Ser
Val
Arg
260
Arg
Gly
Thr
Arg
Pro
340
Glu
Ala
Leu
Gly
Glu
420
Ser

Gly

Leu

Lys
Asn
Asp
Thr
Thr
245
Pro
Pro
Leu
Cys
Gly
325
vVal
Glu
Asp
Asn
Arg
405
Gly
Glu

Leu

His

ty nhén

Tyr
Ala
Thr
Ser
230
Val
Pro
Glu
Asp
Gly
310
Arg
Gln
Glu
Ala
Leu
390
Asp
Leu
Ile
Tyr

Met
470

tao

Tyr
Lys
Ala
215
Cys
Ser
Thr
Ala
Phe
295
Val
Lys
Thr
Glu
Pro
375
Gly
Pro
Tyr
Gly
Gln

455
Gln

HLA-A2/HPV16E7 (11-19)

Val
Ser
200
Val
Tyr
Ser
Pro
Cys
280
Ala
Leu
Lys
Thr
Gly
360
Ala
Arg
Glu
Asn
Met
440
Gly

Ala

45923

Asp
185
Ser
Tyr
Asp
Gly
Ala
265
Arg
Cys
Leu
Leu
Gln
345
Gly
Tyr
Arg
Met
Glu
425
Lys

Leu

Leu

Ser
Leu
Tyr
Asp
Gly
250
Pro
Pro
Asp
Leu
Leu
330
Glu
Cys
Lys
Glu
Gly
410
Leu
Gly

Ser

Pro

17363 ScFv
(d6i chtng khéng lién quan)
(17363 _ULC-VK(1) (ngudi) .G4Sx3_4.17363_VH(ngudi) .
G4S_V2.mién ban 1& hCD8a/TM.hCD137 (4-1BB).hCD3 zeta)

32

vVal
Tyr
Cys
Phe
235
Gly
Thr
Ala
Ile
Ser
315
Tyr
Glu
Glu
Gln
Glu
395
Gly
Gln
Glu

Thr

Pro
475

Lys
Leu
Ala
220
Asp
Gly
Ile
Ala
Tyr
300
Leu
Ile
Asp
Leu
Gly
380
Tyr
Lys
Lys
Arg
Ala

460
Arg

(VL-VH)

Gly
Gln
205
Arg
Tyr
Ser
Ala
Gly
285
Ile
Val
Phe
Gly
Arg
365
Gln
Asp
Pro
Asp
Arg

445
Thr

Arg
190
Met
Asp
Trp
Thr
Ser
270
Gly
Trp
Ile
Lys
Cys
350
Val
Asn
Val
Arg
Lys
430
Arg

Lys

CAR-T

Phe
Asn
Arg
Gly
Thr
255
Gln
Ala
Ala
Thr
Gln
335
Ser
Lys
Gln
Leu
Arg
415
Met

Gly

Asp

Thr
Ser
Glu
Gln
240
Thr
Pro
val
Pro
Leu
320
Pro
Cys
Phe
Leu
Asp
400
Lys
Ala

Lys

Thr

107/112



atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagtg
gaagattttg
caagggacac
ggaggctcag
ctgagactct
cgccaggctc
acatactacg
acactgtatc
aaagattctt
ggcctaggga
ccecegeccecce
gcttgtcgcec
atttatatct
actctttatt
agaccagtac
gaaggaggat
cagggccaga
ttggacaaga
caggaaggcc

gggatgaaag
acagccacca

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

92
478
PRT

<220>
<223>

gggcaagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttactc
gactggagat
aggtgcagct
cctgtgcagce
cagggatggg
cagactccgt
tgcaaatgaa
cgtataggag
ccacggtcac
caacacctgc
ccgececgecgyg
gggccccact
gcaaacgggg
aaactactca
gtgaactgag
accagctcta
gacgtggccg
tgtacaatga
gcgagcgccg
aggacaccta

HLA-A2/HPV16E7 (11-19)

gagcattagc
gatctatgct
tgggacagat
ctgtcaacag
taaaggtgga
gttggagtct
ctctggattc
actggagtgg
gaagggccgg
cagcctgaga
ctcgtcgagg
cgtctcctca
tccaactatt
aggtgctgtt
tgcaggtact
cagaaagaaa
agaggaagat
agtgaagttc
taacgagctc
ggaccctgag
actgcagaaa

gaggggcaag
cgacgccctt

trinh ty nhén tao

1736

45923

agctatttaa
gtttccattt
ttcactctca
acttacagta
ggcggtagtg
gggggaggct
acctttagca
gtctcagtta
ttcaccatct
gccgaagaca
gcctactact
ggaggtggtg
gcatcccaac
cacactagag
tgcggagtat
ctcctgtata
ggctgtagct
agcaggagcg
aatctaggac
atggggggaa
gataagatgg

gggcacgatg
cacatgcagg

3 ScFv

(d¢bi chiing khéng 1lién quan)
(17363 _ULC-VK(1) (ngudi).G4Sx3_4.17363_VH(nguoi).
G4S_V2.mién ban 1& hCD8a/TM.hCD137 (4-1BB).hCD3 zeta)

<400> 92
Asp Ile
1
Asp Arg
Leu Asn
35
Ala
50
Gly

Tyr

Ser
65
Glu Asp

Ile Thr

Ser Gly

Glu Ser

Gln
Val
Trp
Val
Ser
Phe

Phe

Gly
115
Gly

Met Thr Gln

5
Thr Ile
20
Tyr Gln

Ser Ile

Gly Thr

Ala Thr
85

Gly Gln
100
Gly Gly

Gly Gly

Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Gly

Ser

Leu

Ser Pro

Cys Arg

Pro
40
Ser

Lys

Gln
55
Phe Thr

Ser Cys

Thr Arg

Gly Gly
120

Val Gln

Ser Leu
10

Ser

Ser

Ala
25
Gly

Gln

Lys Ala

Gly Val Pro

Thr Ile
75
Thr

Leu

Gln Gln

90
Glu

Leu Ile

105
Gly

Gly Ser

Pro Gly Gly

33

(VL-VH)

attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcaactc
cccctecgat
gcggaggcgg
tggtacaacc
gttatgccat
ttagtggtag
ccagagacaa
cggccgtata
actacggaat
gaagtactac
cactctccct
gactcgattt
tgctgctctce
tattcaaaca
gccgatttcc
cagacgcccc
gaagagagga
agccgagaag
cggaggccta
gcctttacca
ccctgccecccce

CAR-T

Ser Ala

Ser Ile
30
Pro Lys
45
Ser Arg
60
Asn Ser

Tyr Ser

Lys Gly

Ser
Ser
Leu
Phe
Leu
Thr

Gly

110

Glu Val Gln

125
Leu

Ser Arg

acagaaacca
ggtcccatca
tctgcaacct
caccttcggce
aagtggtgga
tggggggtcc
gacctgggtc
tggtagtgaa
ttccaaaaac
ttactgtgtg
ggacgtctgg
cactcctgcet
cagacccgaa
tgcttgcgac
acttgttatt
accatttatg
agaagaagaa
cgcgtacaag
gtacgatgtt
gaagaaccct
cagtgagatt
gggtctcagt
tcgctaa

Val
15
Ser

Gly
Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80
Pro Pro
95
Gly Gly

Leu Leu

Leu Ser

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1437
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Cys
145
Arg
Ser
Ile
Leu
Tyr
225
Gly
Thr
Gln
Ala
Ala
305
Thr
Gln
Ser
Lys
Gln
385
Leu
Arg
Met

Gly

Asp
465

130
Ala

Gln
Gly
Ser
Arg
210
Arg
Leu
Thr
Pro
Val
290
Pro
Leu
Pro
Cys
Phe
370
Leu
Asp
Lys
Ala
Lys

450
Thr

<210> 93
<211> 5

<212>

<213> tr

<220>

<223>

<400> 93

Ala
Ala
Ser
Arg
195
Ala
Ser
Gly
Pro
Leu
275
His
Leu
Tyr
Phe
Arg
355
Ser
Tyr
Lys
Asn
Glu
435
Gly

Tyr

PRT

inh

Ser
Pro
Glu
180
Asp
Glu
Ser
Thr
Ala
260
Ser
Thr
Ala
Cys
Met
340
Phe
Arg
Asn
Arg
Pro
420
Ala
His

Asp

Gly
Gly
165
Thr
Asn
Asp
Ser
Thr
245
Pro
Leu
Arg
Gly
Lys
325
Arg
Pro
Ser
Glu
Arg
405
Gln
Tyr

Asp

Ala

tu nhéan

doan nbi

Phe
150
Met
Tyr
Ser
Thr
Arg
230
Val
Arg
Arg
Gly
Thr
310
Arg
Pro
Glu
Ala
Leu
390
Gly
Glu
Ser

Gly

Leu
470

tao

135
Thr

Gly
Tyr
Lys
Ala
215
Ala
Thr
Pro
Pro
Leu
295
Cys
Gly
Val
Glu
Asp
375
Asn
Arg
Gly
Glu
Leu

455
His

Phe
Leu
Ala
Asn
200
Val
Tyr
Val
Pro
Glu
280
Asp
Gly
Arg
Gln
Glu
360
Ala
Leu
Asp
Leu
Ile
440

Tyr

Met

45923

Ser
Glu
Asp
185
Thr
Tyr
Tyr
Ser
Thr
265
Ala
Phe
Val
Lys
Thr
345
Glu
Pro
Gly
Pro
Tyr
425
Gly
Gln

Gln

Ser
Trp
170
Ser
Leu
Tyr
Tyr
Ser
250
Pro
Cys
Ala
Leu
Lys
330
Thr
Gly
Ala
Arg
Glu
410
Asn
Met

Gly

Ala

34

Tyr
155
Val
Val
Tyr
Cys
Tyr
235
Gly
Ala
Arg
Cys
Leu
315
Leu
Gln
Gly
Tyr
Arg
395
Met
Glu
Lys

Leu

Leu
475

140
Ala

Ser
Lys
Leu
Val
220
Gly
Gly
Pro
Pro
Asp
300
Leu
Leu
Glu
Cys
Lys
380
Glu
Gly
Leu
Gly
Ser

460
Pro

Met
Val
Gly
Gln
205
Lys
Met
Gly
Thr
Ala
285
Ile
Ser
Tyr
Glu
Glu
365
Gln
Glu
Gly
Gln
Glu
445

Thr

Pro

Thr
Ile
Arg
190
Met
Asp
Asp
Gly
Ile
270
Ala
Tyr
Leu
Ile
Asp
350
Leu
Gly
Tyr
Lys
Lys
430
Arg

Ala

Arg

Trp
Ser
175
Phe
Asn
Ser
Val
Ser
255
Ala
Gly
Ile
Val
Phe
335
Gly
Arg
Gln
Asp
Pro
415
Asp

Arg

Thr

val
160
Gly
Thr
Ser
Ser
Trp
240
Thr
Ser
Gly
Trp
Ile
320
Lys
Cys
vVal
Asn
Val
400
Arg
Lys

Arg

Lys
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Gly Gly Gly Gly Ser
1 5

<210> 94

<211> 10

<212> PRT

<213> trinh tuy nhén

<220>
<223> doan nbi

<400> 94
Gly Gly Gly Gly Ser
1 5

<210> 95

<211> 15

<212> PRT

<213> trinh ty nhén

<220>
<223> doan nbi

<400> 95
Gly Gly Gly Gly Ser
1 5

<210> 96

<211> 18

<212> PRT

<213> trinh tu nhan

<220>
<223> doan nbi

<400> 96

Gly Ser Thr Ser Gly
1 5

Lys Gly

<210> 97

<211> 45

<212> PRT

<213> trinh ty nhén

<220>
<223> mién ban 1&

<400> 97

45923

tao

Gly Gly Gly Gly Ser
10

tao

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

10

tao

Ser Gly Lys Pro Gly Ser Gly Glu Gly Ser Thr

10

tao

35
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Thr Thr Thr Pro Ala
1 5
Ser Gln Pro Leu Ser
20

Gly Ala Val His Thr

35

<210> 98

<211> 24

<212> PRT

<213> trinh ty nhéan

<220>

<223> mién T™ -

<400> 98

Ile Tyr Ile Trp Ala

1 5

Ser Leu Val Ile Thr
20

<210> 99

<211> 42

<212> PRT

<213> trinh tyu nhén

<220>

<223> 4-1BB

<400> 99

Lys Arg Gly Arg Lys

1 5

Arg Pro Val Gln Thr
20

Pro Glu Glu Glu Glu

35

<210> 100

<211> 112

<212> PRT

<213> trinh tu nhén

<220>

<223> cd3-Zeta

<400> 100

Arg Val Lys Phe Ser

1

5

Gln Asn Gln Leu Tyr

20

Asp Val Leu Asp Lys

Pro Arg Pro

Leu Arg Pro

45923 111/112

Pro Thr Pro Ala Pro Thr Ile Ala
10 15

Glu Ala Cys Arg Pro Ala Ala Gly

25 30

Arg Gly Leu Asp Phe Ala Cys Asp

40

tao

Pro Leu Ala

Leu Tyr Cys

tao

Lys Leu Leu
Thr Gln Glu

Gly Gly Cys
40

tao

Arg Ser Ala
Asn Glu Leu

Arg Arg Gly

45

Gly Thr Cys Gly Val Leu Leu Leu
10 15

Tyr Ile Phe Lys Gln Pro Phe Met

10 15
Glu Asp Gly Cys Ser Cys Arg Phe
25 30
Glu Leu

Asp Ala Pro Ala Tyr Lys Gln Gly
10 15

Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr

25 30

Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys

36



Pro
Asp
Arg

Thr

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

Arg
50

Lys
Arg

Lys

<220>

<223>

<400>

35

Arg Lys Asn Pro

Met Ala Glu Ala

70

Gly Lys Gly His

85

Asp Thr Tyr Asp

101
184
PRT
trinh ty nhén tao

101

Met Leu Gln

1
Leu

Pro
Val
Ile
65

Asn
Leu
Ile
Glu
Pro
145

Thr

Ile

Leu
Pro
Lys
50

Ile
Ser
Gly
Ile
Asp
130
Leu

Asn

Glu

His
Leu
35

Gly
Ser
Glu
Met
Leu
115
Cys
Pro

Asp

Lys

100

BCMA nguoi

Met
Ala
20

Thr
Thr
Leu
Pro
Ala
100
Pro
Ile
Ala
Tyr

Ser
180

Gln
55

Tyr
Asp

Ala

(TNFRSF17)

Ala
5
Cys
Cys
Asn
Ala
Leu
85
Asn
Arg
Lys
Met
Cys

165
Ile

Gly
Ile
Gln
Ala
Val
70

Lys
Ile
Gly
Ser
Glu
150

Lys

Ser

Gln
Pro
Arg
Ile
55

Phe
Asp
Asp
Leu
Lys
135
Glu

Ser

Ala

40
Glu

Ser
Gly

Leu

45923

Gly
Glu
Leu

His
105

Protein

Cys
Cys
Tyr
40

Leu
Val
Glu
Leu
Glu
120
Pro
Gly

Leu

Arg

Ser
Gln
25

Cys
Trp
Leu
Phe
Glu
105
Tyr
Lys

Ala

Pro

Leu
Ile
Tyr

90
Met

Tyr
Gly
75

Gln

Gln

Asn
60

Met
Gly

Ala

NP _001183.2

Gln
10

Leu
Asn
Thr
Met
Lys
90

Lys
Thr
vVal

Thr

Ala
170

37

Asn
Arg
Ala
Cys
Phe
75

Asn
Ser
Val
Asp
Ile

155
Ala

Glu
Cys
Ser
Leu
60

Leu
Thr
Arg
Glu
Ser
140

Leu

Leu

45
Glu

Lys
Leu

Leu

Tyr
Ser
vVal
45

Gly
Leu
Gly
Thr
Glu
125
Asp

Val

Ser

Leu
Gly
Ser

Pro
110

Phe
Ser
30

Thr
Leu
Arg
Ser
Gly
110
Cys
His
Thr

Ala

Gln
Glu
Thr

95
Pro

Asp
15

Asn
Asn
Ser
Lys
Gly
95

Asp
Thr
Cys

Thr

Thr
175

Lys
Arg
80

Ala

Arg

Ser
Thr
Ser
Leu
Ile
80

Leu
Glu
Cys
Phe
Lys

160
Glu
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