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dich va viéc sir dung ching d€ chan doan va/hodc diéu tri cac bénh khac nhau.

FIG. 1A
ID ndéi bd CDR1 CDRZ CDR3
312557 SEQ ID NO:1 GFTFDDYA TSWNSGST AKDSRGYGDYRLGGAY
308261 SEQ ID NO:2 GFTFDDYA ISWNSGSI AKDSRGYGDYRLGGAY
308159 SEQ ID NO:3 GFTFDDYA ISWNSGST AKDSRGYGDY SRGGAY
308160 SEQ ID NO:4 GEFTFDDYA ISWNSGSI AKDSRGYGDYSLGGAY
308256 SEQ ID NO:5 GFTFDDYA ISWNSGEST AKDSRGYGDYSLEGAY
312585 SEQ ID NO:6 GFTFANYA ISWNSGST AKDSRGYGDYSRGGAY
312614 SEQ ID NO:7 GFTFNNYA ISWNSGST AKDSRGYGDYSRGGAY
312583 SEQ ID NO:8 GFTFADYA ISWNSGST AKDSRGYGDYSRGGAY
312586 SEQ ID NO:9 GETFDNYA ISWNSGSI AKDSRGYGDY SRGGAY
312624 8O ID NOG:10 GI'TI'DNY A TSWNSGST AKDSRGYGDY SRGGAY
312578 SEQ ID NO:11 GFTFDDYA ISWNSGST AKDSRGYGDYSRGGAY
312620 SEQ ID NO:12 GFTFDDYA ISWNSGST ARKDSRGYGSYSRGGAY
3126341 SEQ ID NO:13 GEFTFHNYA ISWNSGSI AKDSRGYGDYSLGGAY
312579 SEQ ID NO:14 GE'FDDYA ISWNSGS L AKDSRGYGDY SRGGAY
312630 ang ID NO:15 GITTDNYA TSWNSGST AKDSRGYGNDYSTIGGAY
312570 SEQ ID NO:16 GFTFDDYA TITSWNSGST AKDSRGYGDYRLGGAY
312567 SEQ ID NO:17 GFTFDDYA ISWNSGSI AKDSRGYGDYRLGGAY
312558 SEQ ID NoO:18 GFTFDDYA ISWNSGSI AKDSRGYGDYRLGGAY
FIG. 1B
312325 SEQ ID NO:19 [ QSVSSN GAS QQYNNWPWT
308502~ SEQ ID NO:20 GEFTVSSYG | IRGSDGST AKQGENDGPFDH
hoéa tri hai
308902 SREQ ID NO:21 | GFTVSSYG | IRGSDGST AKQGENDGPFDH
FIG. 1C

304703 SEQ ID NO. 22 | GGSISSGGHY IIHYSGST JARWRHDIFAAYPYYYYGNHN
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Tai liéu tham khao chéo
Sang ché yéu ciu huéng quyén wu tién cia Don Patent My tam thoi s6 62/394,360,
ndp ngay 14, thang 9, ndm 2016 va DPon Paten My tam thoi s6 62/491,908, ndp ngay 28,

thang 4, nim 2017, cac don ndy dugc dua toan bo vao day b%lng cch vién dan.
Tinh trang k§ thuit cia sang ché

Hé mién dich cia co thé sit dung 1am hang rao bao vé chéng lai bénh viém, ton
thuong va bénh ung thu. Hai hé théng riéng biét nhung li€n quan dén nhau, hé mién dich
t& bao va thé dich, ciing hoat dong dé bao vé co thé. Hé mién dich thé dich 6 trung gian 12
yéu t tan duoc, goi 1a khang thé, cac khang thé nay trung hoa céc san pham dugce nhan
dang 1a céc chét ngoai lai béi co thé. Nguoc lai, hé mién dich t& bao bao gém té bao, nhu

té bao T va dai thuc bao, ching s& loai bd va trung hoa céac chét xAm nhap ngoai lai.

Sy hoat héa t& bio T 1a quan trong d& kich thich dap tmg mién dich. Céc t€ bao T
bidu hién su dic hiéu mién dich va didu khién hiu hét dap tmg mién dich té bao. Mic du
té bao T khong tiét ra khang thé, cin phai c6 chiing dé tiét khang thé boi lympho bao B. Su
hoat héa té bao T doi hoi sy tham gia ctia mot s6 phéan tr bé mit t& bao, nhu phitc thu thé
t& bao T, va phan tt CD4 hodc CD8. Thu thé t€ bao T (TcR - T cell receptor) dic hiéu
khang nguyén gdm c6 heterodime lién két boi disulfua, glycoprotein mang véi cac chubi,
alpha va beta (o va ), hodc gamma va delta (y va 8). TcR dugc gén két khong-cong hoa

tri voi phitc cia céc protein khong bién thé, ky hiéu 1a CD3.

Té bao T dugc biét 1a gy ra céc tic dong chéng khéi u tiém nang trong nhiéu mod
hinh thi nghiém. Céc khang thé c6 kha ning tap hop hiéu qua té bao T chong lai té bao u
d4 c6 & dang khang thé dic hiéu kép, vi du khang khang nguyén lién quan dén khéiu (TAA
- khang nguyén lién két khéi u) va chit van protein mang té bao T, nhu phitc TCR/CD3 va
CD28. C4c khang thé dic hiéu kép nay c6 kha ning hoat héa té bao T, bt ké tinh ddc hiéu

TCR cua chung, gay ra su ly gidi ddc hi€u cac té bao mang TAA tuong Gng.

Tuy nhién, trong khi khang thé dic hiéu kép khang-CD3 ¢c6 thé chuyén huéng su ly
giai do & bao T dén cac té bao 4c tinh, cac thir nghiém 1am sang véi cdc bsAb dua trén
CD3 d3 thé hién doc tinh cao & cac bénh nhéan. Su hoat héa té bao T khong dic hiéu tir

bsAb c6 thé xay ra theo cach doc 14p v6i khang nguyén do turong tac thu thé Fc/Fc (FcR),
1
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hodc theo cach phu thudc khang nguyén khi khéng nguyén dugc bidu hién trén ca té bao
binh thudng va té bao u. C4 hai co ché c6 thé c6 vai trd dbi v6i doc tinh quan sat dugc
trong cac nghién ctru 14m sang truée ddy. (Xem vi dy, Link va ddng tac gia (1998) Int. J.
Cancer 77(2):251-6; Durben va ddng tac gia Molecular Therapy (2015); 23 4, 648-655).
Do hoi chitng giai phong xytokin thu duoc, da co nhiéu tré ngai dang ké v6i viéc phat trién

cac khang thé nay v6i muc dich diéu tri bénh.

Tuwong tac ciia thu thé té bao T (TCR - T cell receptor) v6i phéi tir peptit-MHC clia
né xé4c dinh hoat tinh cua té bao T. Dic diém gén két cua twong tac ndy da dugc nghién
olru rét chi tiét va thé hién 12 kidm soét chirc ning té bao T. D manh va ban chat ciia twong
tac TCR-peptit/MHC x4c dinh liéu té bao T gy ra chirc ning hiéu ung hozc bi bét hoat va
Joai bo. Céc khang thé khang CD3 hoat hoa té bao T bang cach thay ddi cAu hinh ciia chudi
CD3¢ va phu thudc vao epitop co thé c6 hoiic tac dong chi van hodc d6i khang 1én té bao
T (Yoon va ddng téc gia, 1994 Immunity 1:563-569). V& mit tic dung phy déng ké cta
nhidu chét chit van té bao T, c6 thé uu tién duy tri tdc dong chéng u tiém ning trong khi
van lam giam sy giai phong cac xytokin tién viém. Tuy nhién, khang thé khang-CD3 chu
van mot phan c6 thé thay dbi chudi CD3¢ cén lam sang khién cho con dudng truyén tin
hiéu khong hidu qua, va hau hét céc khang thé khang-CD3 1a chat chit van hoan toan abi
v6i ca hai con dudng. Chua rd rang 12 liéu cc chirc ndng hiéu ing nay c6 thé tach riéng
khong. Nhidu khang thé khang-CD3 da biét (vi du SP-34, UCHT1, OKT3) c6 4i lyc KD
nam trong khoang tir 1-50nM, tuy nhién c6 thé khong tdi uu cho st dung diéu tri.

Khang thé dic hi¢u CD3, va khang thé dic higu kép c6 ngudn gdc tir d6 dugc dé
xuét boi sang Aché.

Cackhang thé CD3 dugc bdc 19, vi du, trong cac Patent My $65,585,097; 5,929,212;
5,968,509; 6,706,265; 6,750,325; 7,381,803; 7,728,114. Khang thé dic hiéu kép co tinh
dac hiéu gén két CD3 duoc boc 10, vi dy, trong céc Patent My sb 7,262,276; 7,635,472;
7,862,813; va 8,236,308, mdi tai lidu duge dua vao day b?mg céch vién dn.

Ban chét k§ thuit ctia sang ché

Ché phim va phuong phap st dung né dugce d2 xuét v6i ho khang thé ho gin ma
gén két v&i va hoat hoa su truyén tin hiéu qua CD3, vi du hoat héa té bao CD3" T. Ho
khang thé bao gdm tap hop trinh ty CDR nhur x4c dinh trong day. Ho khéang thé nay mang
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lai mdt s6 loi ich gop phén dé tng dung 1am (c4c) chét diéu tri 14m sang. Céc khang thé
trong ho nay bao gbm cac khéng thé c6 khoang 4i luc gin két, cho phép lua chon trinh t
dic hiéu véi ai lyc mong mubn. Kha ning dé tinh chinh ai huc 13 c6 tAm quan trong dic
biét dé didu khién mtre hoat héa CD3 & mot c4 thé dugc didu tri, va bing cach d6 lam giam
ddc tinh.

Theo mét sb phuong an, khang thé khang-CD3 ¢6 4i lyc (KD) ddi véi CD3 nam
trong khoang tir 106 dn khoang 107!!. Khang thé khang-CD?3 ¢6 4i lyc (KD) 1a 50nM hodc
hon, 100nM hodic hon, 500nM hodic hon, hodc 1uM hofc hon c6 thé dwgc mong mubn dé
bét chudce gidng hon twong tic TCR/MHC va tdi thidu hoa sy gidi phong xytokin ddc tinh
trong khi van duy tri sy ly giai t€ bao u hiéu qua. Theo mot sd phuong 4n, khang thé khang-
CD3 ¢6 dic trung 13 hodic dugc lya chon vi xu huéng gidm sy giai phong xytokin, khi gén
két véi té bao T c6 hiéu luc, vi du d& giai phong IL-2 va IFNy. Céc khang thé ¢6 thé dugc
chon dé str dung diéu tri ma t61 wru hoa su diét t€ bao u va giam su giai phong xytokin, vi
du khang thé ma, trong ho trinh tr khang thé md ta trong day, gy giai phong xytokin it
hon mdt nira so v6i mirc quan sat duge cua khang thé trong ho trong thit nghiém so sénh,
va 6 thé it hon, vi du it hon va bing khoang 25% mitc t6i da quan sat dugc clia khéng thé
trong ho trong thir nghiém so sanh. Theo mot s6 phuong 4n, khang thé dic hidu kép hodc
da dic hidu dugc d& xuét, ching bao gdm it nhat viing bién ddi chudi nang tir ho khang thé
va c6 thé bao gdm viing bién di chudi ning va chudi nhe dé xuét trong ddy. Khéng thé
dic hidu kép bao gdm it nhét ving bién ddi chudi nang ciia khang thé dic hiéu véi protein
khong phai 1a CD3, va c6 thé bao gdm ving bién dbi chudi ngng va chudi nhe. Theo mot
s6 phuong an nhu vay, khéng thé thtr hai gan két dc hiéu véi khang nguyén lién két khéi
u, khang nguyén dich, v/ dy integrin, v.v., khang nguyén gay bénh, protein diém kiém soét,
va tuong tu. Céc dinh dang khic nhau cua khang thé dic hiéu kép nam trong pham vi cua
sang ché, bao gdm ma khong han ché & polypeptit chudi don, polypeptit hai chudi,

polypeptit ba chudi, polypeptit bon chubi, va nhiéu chudi.

MBi khéng thé dic hiéu CD3 bao gdm ving chirc nang VH, bao gom trinh tw CDRI,
CDR2 va CDR3 trong ving khung VH cta ngudi. Céc trinh ty CDR trong ho 2 ¢6 thé dugc
dit, vi duy, trong ving quanh cac géc axit amin 26-33; 51-58; va 97-112 cia CDR1, CDR2
va CDR3, 1an luot, cta trinh ty ving bién déi duge néu vi du néu trong SEQ ID NO:1-18.
Nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& hiéu ring trinh ty CDR c6 thé & vi tri
khéc nhau néu trinh tr ving khung khéc nhau dugc chon, mdc du thong thuong trét tu cua
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céc trinh tu s& dugc giit nguyén.

Trinh tr CDR ctia khéng thé ho 2 c6 thé ¢6 cong thire trinh tur sau. X chi axit amin

bién ddi, co thé 12 cac axit amin cu thé dugc chi ra sau day.
CDRI1
Gt Fo T3 Fs Xs X¢ Y7 As
trong do:

X5 ¢6 thé 13 axit amin bét ky; theo mot s6 phuong an X5 1a D, A hodc H; theo mot
s6 phuong 4n Xs 1a D.

X6 c6 thé 12 axit amin bét ky; theo mot s6 phuong an Xs 12 D hodc N; theo mot 56

phuong an Dg 1a D.

Theo mot s6 phuong 4n, trinh tw CDR1 cuia khéng thé khang-CD3 ho 2 bao gbm
trinh tu dwgc néu trong bat ky trong s6 SEQ ID NO:1-18, gbe 26-33.

CDR2
Ir S» Wy Ne Ss» Ge Sr I

Theo mot sb phuong 4n, trinh ty CDR2 ciia khéng thé khang-CD3 ho 2 bao gbm

trinh tu duoc néu trong bat ky trong sé SEQ ID NO:1-18, céc goc 51-58.
CDR3
A1 K2 D3 Se» Rs» Ge» Y72 Gg» Xo» Yio» Xur» Xi2» Giz» Gi» Ars» Yie»

trong do:

KXo ¢6 thé 12 axit amin bat ky, theo mot s6 phuong 4n Xg» 1a D hogc S; theo mdt sd
phuong én Xy~ 12 D;

X1~ ¢6 thé 12 axit amin bit k¥, theo mdt sd phuong 4n X11» 1 R hodc S;

X1+ ¢6 thé 12 axit amin bt k¥, theo mot sb phuong 4n X12» 12 L hoac R.

Theo mot s& phuong 4n, trinh ty CD3 cua khang thé khang-CD3 ho 2 ¢6 cong thirc
AKDSRGYGDY Xi» X12» G G A'Y trong d6 X11» va X12» nhu duge xéac dinh & trén.
Theo mét sé phuong 4n, trinh ty CDR3 ctia khang thé khang-CD3 ho 2 bao gdm trinh tu
duoc néu trong bét ky trong s6 SEQ ID NO:1-18, céac gdc 97-112. Theo mot sb phuong 4n,
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vung chirc ning VH gin két CD3 cua khang thé ho 2 dugc cip v6i ving chic ning ving

bién @di ciia chudi nhe. Theo mét sé phuong an nhu vay, chudi nhe 13 chudi nhe c6 dinh.

Theo mét sb phuong an, chubi nhe bao gém vung chirc nang VL c6 trinh ty CDRI,
CDR2 va CDR3 trong ving khung VL ciia ngudi. Trinh ty CDR ¢6 thé 13 trinh tr cia SEQ
ID NO:19. Theo mdt sé phuong 4n, trinh ty CDR1 bao gbm cac gbc axit amin 27-32; 50-
52: 89-97 1an lugt cia CDR1, CDR2, CDR3.

Theo mdt s6 phuong 4n, trinh ty CDR cua khdng thé theo sang ché 12 trinh ty c6 d0
turong dong it nhét 12 85%, d6 trong dong it nhét 13 90%, d6 trong dong it nhét 12 95%, do
trong dong it nhét 13 99% so véi trinh tu CDR hodc tip hgp trinh tu CDR trong SEQ ID
NO:1-18. Theo mdt sb phuong 4n, trinh ty CDR theo sang ché bao gff)m mot, hai, ba hodc
nhidu axit amin thé so véi trinh tr CDR hoiic tap hop trinh tw CDR trong trinh tyr bét ky
trong SEQ ID NO:1-18. Theo mot s6 phuong 4n, (c4c) axit amin thé 12 mot hodc nhiéu vi
tri 5 hodic 10 cua CDR1, vi tri 2, 6 hodc 7 cua CDR2, vi tri 1, 8, 9 hodc 10 cia CDR3, so

v6i cdng thitc ho 2 dugc néu trén.

Theo mdt s6 phuong an, khang thé dic hidu kép theo sang ché bao gbm ving bién
di ghn két CD3 md ta trong ddy, cap doi v6i chudi nhe. Theo mot s& phuong 4n, chudi
nhe bao gdm trinh ty ving bién ddi néu trong SEQ ID NO:19, hodc ving bién dbi bao gdm
tap hop trinh tw CDR trong SEQ ID NO:19 va trinh tu ving khung. Céc trinh tu Fe khac
nhau hitu dung, bao gdm nhung khong gi6i han & IgG1, 1gG2a, IgG2b, 1gG3, 1gG4 cua
ngudi, v.v. Theo mot s6 phuong 4n, nhanh th hai ciia khang thé dic hiéu kép bao gdbm
ving bién dbi ma gin két dic hiéu voi khang nguyén lién két khdi u. Theo mdt s6 phuong
4n, nhanh thir hai ctia khéng thé dic hiéu kép bao gdm viing bién d6i ma gin két dic hiéu
v6i BCMA. Theo mét s phuong 4n, nhénh khang-BCMA 1a ving bién doi chudi don, v
du nhu trinh bay trong Fig.2B. Theo mot sd phuong 4n, nhanh khang-BCMA bao gdm
trinh ty viing bién dbi néu trong SEQ ID NO:20; hoc trinh tw ving bién dbi tiép d6i néu
trong SEQ ID NO:21. Trinh ty Fc cia nhanh khang-BCMA ¢6 thé 13, ma khong han ché,
IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgG4 cua ngudi, v.v. Trinh tw CDR ¢6 thé 1a trinh tw nim trong
SEQ ID NO:20. Theo mdt sé phuong 4n, trinh tir CDR bao gbm cac gbc axit amin 26-33;
51-58; 97-108 14n Iuot cia CDR1, CDR2, CDR3.

Theo cac phuong an khic, sang ché @ xuét dugc phdm, bao gdm it nhat ving chirc

nang VH gén két CD3 theo sang ché, vi du khéng thé dic higu don, diac hiéu kép, v.v. hodc
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protein gidng khang thé bao gdm it nhét ving chirc ning VH gin két CD3 theo séng ché;
va ta dugc duge dung. Duoc pham ndy c6 thé dugc 1am dong kho, treo trong dung dich,

v.v. va ¢6 thé dugc dé xuat 1a ché pham li€u don vi.

Theo mdt sb phuong 4n, sang ché @ xuit phuong phép didu tri bénh ung thu,
phuong phép nay bao gdm st dung cho c4 thé cin dugc didu tri liéu c6 hiéu qué cia khang
thé dic hiéu don, dic hiéu kép, v.v theo sang ché. Khi khang thé 13 diic higu kép, vi tri gén
két khang nguyén tht hai c6 thé gén két dic hiu khang nguyén khdi u, protein diém kiém
so4t, v.v. Theo cac phuong 4n khac nhau, bénh ung thu duoc chon tr nhém gdm c6 ung
thu budng trimg, ung thu vu, da day - rudt non, ung thu no, ung thu du va b, ung thu
tuyén tién liét, ung thu Két trang, ung thu phéi, bénh bach clu, u lympho, ung thu mo Kkét,
ung thu biéu mo, u té bao than kinh, ung thu biéu mo té bao vay, u t& bao mam, bénh di
cin, u khong biét hoa, u tinh seminom, u melanin, u tiy, u nguyén bao than kinh, u té bao

hdn hop, va bénh tao u do céc chét gy viém.

Theo mot s6 phuong 4n, sang ché d& xuit phuong phap dé diéu tri bénh viém,
phuong phép nay bao gdm str dung cho ca thé cAn dugc didu tri liéu c6 hiéu qua cia khang
thé dic hidu don, dic hiéu kép, v.v. theo sang ché. Khi khéng thé 1a dc hiéu kép, vi tri gin
két khang nguyén thir hai c6 thé gin két dic hiéu khang nguyén giy bénh, vi du vi khuén,
virut hodc ky sinh trung.

Theo cic phuong én khdic, sng ché dé xuét phuong phép d8 san xuét khang thé ddc
hiéu kép theo sang ché bao gém budc biéu hién trinh ty khang thé, vi du mot hodc nhiéu
chudi nhe mé héa trinh ty, mot hodc nhiéu chudi ning ma hoéa trinh tu, trong té bao chu
don. Theo cac phuong 4n khac nhau, té bao chii ¢6 thé 12 t€ bao nhan khong dién hinh hoic

nhan dién hinh, nhu t€ bao dong vat c6 vu.
Mo ta van tat cac hinh vé

Séang ché dugc hidu r5 nhat tir phan mod ta chi tiét sau day dugc xem xét cung voi
hinh vé kém theo. Patent hodc don chira it nhat mot hinh v& mau. Cac ban sao cua patent
hodc cong bd don patent ndy v6i cac hinh v& mau s& duoc cung cép bdi Co quan khi duge
yéu cAu va cén phai tra phi. Nhin manh rﬁng, theo thuc hanh thong thudng, cac nét khac
nhau cua hinh vé& 12 khong phéng dai. Nguoc lai, cic kich thude cua c4c nét khac nhau tuy

y dugc phong to hodc thu nhé cho rd. Trong myc hinh v& 13 céac hinh v€ sau.

FIG.1A-1C. FIG.1A thé hién sip xép ctia ving CDR1, CDR2 va CDR3 cuia khang
6

6/80



45997 7180

thé trong ho khang thé 2 ctia SEQ ID NO:1-18, ma gan két dic hiéu véi CD3 ngudi, twong
ting v6i cac gbe 26-33; 51-58; va 97-112. FIG.1B thé hién ving CDR1, CDR2 va CDR3
ctia chudi nhe ¢ dinh (SEQ ID NO:19); va trinh ty khang-BCMA vi du (SEQ ID NO:20
va SEQ ID NO:21). FIG.1C cung cAp trinh ty CDR ctia khang thé khang-CD3 dbi chimg
(SEQ ID NO:22), ID 304704.

FIG.2A-2E. M6 hinh gian lugc cua khang thé dic hiéu kép cua nguoi. FIG.2A
khang thé dic hiéu kép khang-CD3:khéng-khing nguyén—khéi u v6i chudi nhe chung (tong
cong 3 chudi duy nhét). FIG.2B khang thé dic hiéu kép khang-CD3:khang-khéng nguyén-
kh&i u v6i 2 chudi nhe duy nhét (tdng 4 chudi duy nhét). FIG.2C khang thé dic hiéu kép
khang-CD3:khéng-khang nguyén-khéi u v6i chudi ving chirc ning gén két khang nguyén
khdi u chi c6 chudi ning (3 chudi duy nhét). FIG.2D khang thé dic hi¢u kép khang-
CD3:khang-khéng nguyén-khéi u vGi viing chic nang gin két khang nguyén khéi u scFv
(tdng 3 chudi duy nhét). FIG.2E khang thé diic hiéu kép khang-CD3:khéang-khang nguyén-
khéi u v6i ving chirc ning gin két khang-CD3 scFv (tbng 3 chudi duy nhét)

FIG.3. Bang s6 liéu khang-CD3 ho 2 tdng két tinh chét ciia khéng thé khang-CD3
trong dinh dang dic hiéu don va dic hiéu kép. Cot 1 thé hién s ID trinh tw clia trinh ty VH
khang-CD3. Cot 2 thé hién gia tri MFI ctia sy gdn két té bao Jurkat cla khang-CD3 dic
hiéu don gbc. Cot 3 thé hién gi4 tri MFI ctia s gin két t€ bao T cyno ctia khang-CD3 ddc
hiéu don gbc. Cot 4 thé hién tén clia khang thé dic higu kép aCD3:aBCMA. Cot 5 thé hién
mirc picogam ctia IL-2 dugc gidi phong bai té bao T pan dugc kich thich boi khang thé dac
hiéu kép gén két protein BCMA dugc bao 1én nhya & liéu dugc chi ra. Cot 6 thé hién muc
picogam ctia IL-6 dugc giai phong bai té bao T pan dugc kich thich béi khang thé dic hiéu
kép gén két protein BCMA duge bao 1én nhya & liéu duge chi ra. Cot 7 thé hién muc
picogam ctia IL-10 dugc gii phong béi t€ bao T pan duge kich thich boi khang thé dic
hiéu kép gén két protein BCMA dugc bao 1én nhya & liéu dugc chi ra. Cot 8 thé hién mirc
picogam cua IFN-y duoc giai phong bdi té bao T pan dugc kich thich béi khang thé dac
hiéu kép gén két protein BCMA dugc bao 1én nhya & liéu duge chi ra. Cot 9 thé hién mic
picogam cua TNFa dugc giai phong béi té bao T pan dugc kich thich boi khang thé dac
hiéu kép gin két protein BCMA dugc bao 1én nhya § lieu dugc chi ra. Cot 10 thé hién gia
tri ECso cua sy phan giai té bao u U266 do khang thé dic hiéu kép trong su c6 mit cla té
bao T pan cia nguoi. Cot 11 thé hién phén trim ly giai té bao u U266 trong sy c6 mit cua
Khang thé dic hiéu kép va té bao T pan ciia ngudi & liéu 333ng/mL khéng thé dac hidu kép.
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Cot 12 thé hién 4i luc gin két protein ciia nhanh khang-CD3 ctia khéng thé dic hiéu kép
do dugc boi Octet. Cot 13 thé hién gia tri MFI cia sy gin két té bao Jurkat ctia khéng thé
dac hiéu kép.

FIG.4. Su ly giai té bio u do khang thé dic hiéu kép. Bay khang thé dic higu keép
aCD3_fam2:aBCMA, mdi khang thé v6i nhanh khang-CD3 duy nhét va nhanh khéng-
BCMA chung, duge thir nghiém v& kha ning diét t€ bao u U266 BCMA+ thong qua viéc
di hudng t& bao phdi T hoat héa. Trong thir nghiém nay, té bao U266 biéu hién BCMA
duoc phdi hop véi t& bao T pan hoat héa véi ty 1¢ E:T 10:1 clng v6i viée bd sung khang
thé dic hiéu kép. Truc-x thé hién ndng d6 ctia khang thé stir dung va truc-y thé hién mic %

phén gi4i cia t& bao u 6 gits sau khi bd sung khang thé.

FIG.5. Hoat tinh diét U266 dic hiéu kép ty 1& vi mirc gidi phong IL-2. Su so sanh
hoat tinh ly giai té bao u do khang thé dac hiéu kép véi muc giai phong IL-2 xytokin duge
trinh bay trong bidu dd timg diém. M&bi tuong quan gifta mirc tao ra IL-2 va sy ly giai té
bao u U266 1a R?>= 0,37.

FIG.6. Hoat tinh diét U266 dic hiéu kép ty 1€ véi mirc gidi phong IFN-y. Su so sanh
hoat tinh ly giai té bao u do khang thé ddc hiéu kép véi mirc gidi phong IFN-y xytokin duge
trinh bay trong bidu @b timg diém. M&i twong quan gilta mirc giai phong IFN-g va sy ly
gii t& bao u U266 1a R*= 0,53.

FIG.7. Hoat tinh diét U266 ddc hiéu kép ty 1& véi &i lyc gin két khang-CD3. Sy so
sénh hoat tinh ly gidi té bao u U266 do khang thé dac higu kép v6i 4i lyc gin két khang-
CD3 dugc trinh bay trong bidu dd timg diém. Mdi twong quan giita gia tri EC50 cta sy diét
U266 va i luc gén két protein 1a R*=0,93.

FIG.8A-8D. Su ly gidi t& bao u do khéng thé dic hiéu kép. Khang thé dic hiéu kép
aCD3_F1F:aBCMA dugc thir nghiém vé kha nang diét ba té bao u BCMA+ khéc nhau va
mot dong té bio BCMA-am tinh thong qua viée dbi huéng € bao phdi T hoat héa. Trong
fhir nghiém nay, t& bao u dugc tron véi té bao T pan hoat hoa véi ty 1¢ E:T 10:1 cung véi
vide bd sung khang thé dic hidu kép. FIG.8A thé hién sy diét té bao RPMI-8226, FIG.8B
thé hién su diét té bao NCI-H929, FIG.8C thé hién sur diét té bao U-266, va FIG.8D thé
hién su diét t6 bao K562, mdt ddi chimg am. Truc-x chi ndng do khang thé st dung va truc-

v chi mitc % ly gidi ciia té bao u 6 gidr sau khi bd sung khéng thé.

FIG.9A-9D. Su giai phong IL-2 do khang thé dic hidu kép. Mirc giai phong xytokin
8
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IL-2 duoc do sau khi dé nghi t& bao T clia ngudi duge nubi cdy véi céc dong té bao u khac
nhau va lidu ting din cta khéng thé dic hiéu kép aCD3_F1F:aBCMA. FIG.9A thé hién
su giai phong IL-2 dugc kich thich bai té bao RPMI-8226, FIG.9B thé hién sy gidi phong
IL-2 duoc kich thich bai té bao NCI-H929, FIG.9C thé hién sy giai phong IL-2 dugc kich
thich bdi t& bao U-266, va FIG.9D th hién sy gidi phong IL-2 duogc kich thich bdi té bao
K562, mot d6i chirng am.

FIG.10A-10D. Su giai phong IFN-y do khéang thé dic hiéu kép. Muc giai phong
xytokin IFN-y dugc do sau khi d8 nghi té bao T clia ngudi dugc nudi cAy v6i cac dong té
bio u khéc nhau va lidu ting din cia khang thé dic hiéu kép aCD3_F1F:aBCMA.
FIG.10A thé hién sy giai phong IFN-y duogc kich thich béi té bao RPMI-8226, FIG.10B
thé hién su gidi phéng IFN-y dugc kich thich béi té bao NCI-H929, FIG.10C thé hién su
giai phong IFN-y dugc kich thich boi té bao U-266, va FIG.10D thé hién sy giai phong
IFN-y dugc kich thich boi té bao K562, mot di chimg am.

M0 ta chi tiét sang ché
Dé gitp hiéu séng ché, mot sb thuat ngit duge dinh nghia sau day.

Tru6c khi mo ta chit hoat dong va phuong phép, can hiéu ring sang ché khong bi
han ché & phuong phéap, san phém, thiét bi va yéu t6 cu thé dugc md ta, do cac phuong
phap, thiét bi va ché phim duong nhién c6 thé, thay d6i. Ciing cAn hiéu rang thuat ngit st
dung trong day 1a chi vi muc dich md ta cac phuong 4n cu thé, va khong nham giéi han

pham vi clia séng ché ma pham vi nay dugc gioi han chi béi bd yéu cau bao ho dinh kém.

Phai luu ¥ rang nhu sit dung trong déy va trong yéu cAu bao hd dinh kém, dang s6
it "mot", va "nay" bao gﬁ‘)m s6 nhiéu trir khi duoc quy dinh khac. Do dd, vi dy, nhéc dén
"mot dugc chit dugc xem xét" 1a dé chi mot hodc hdn hop cac hop chét, va nhéc dén
"phuong phép nay" bao gdm nhic dén cac bude va phuong phép trong duong da biét dbi

véi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vyc ndy, va tuong tu.

Trir khi dugc dinh nghia khéc, tAt c4 cac thuat ngit k§ thuit va khoa hoc st dung
trong day c6 y nghia gidng nhu dugc hiéu chung béi nguoi c6 hiéu biét trung binh trong
linh vuc cua sang ché. T4t ca cac cong bd dugc dé cép trong day dugc dua vao day bang
céch vién din v6i muc dich mé ta va boc 1 cac thiét bi, ché pham va phuong phép dugc

mo ta trong cong b6 va co6 thé dugc st dung két hop véi sang ché dang dugc mo ta.
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Khi dé cap dén mot khoang gia tri, hiéu rﬁng mdi gié tri xen k&, dén mot phﬁn muoi
ciia don vi ctia giéi han dudi trir khi duge quy dinh khac, nam giita giéi han trén va gidi
han duéi ciia khoang va gia tri dugc néu khac bét ky hoiic gia tri xen giita trong khoang
dugc néu 13 ndm trong sing ché. Gié tri trén va gia tri dudi cia cac khodng nho hon nay
doc 1ap c6 thé nam trong cac khoang nho hon cling thugc pham vi sang ché, dbi tugng to
gi6i han loai trir cu thé bat ky trong khoang dugc néu. Trong d6, khoang dugce néu bao gdm
mdt hodc ca hai gidi han, cac khoang khong bao gdm ca hai gi6i han trén va duéi ciing

ndm trong pham vi sang ché.

Trong phdn md ta sau day, cac gia tri cu thé dugc néu dé khién d& hiéu hon séng
ché. Tuy nhién, 18 rang 1a v6i nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh virc ndy sang ché c6
thd duoc thuc hanh ma khong c6 mot hodc nhiéu chi tiét cu thé nay. Trong céc trudng hop
khac, khong mé ta cdc dic diém va quy trinh da biét 1 véi ngudi c6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc nay 8 tranh khién cho sang ché kho hiéu.

Néi chung, cac phuong phap thong thuong dé téng hop protein, nudi cy té bao tai
t6 hop va phan tach protein, va cac k¥ thuét tai tb hop ADN trong pham vi cua linh vuc
sang ché dugc st dung trong sang ché. Céc k¥ thuat nhu vay dugc giai thich day du trong
y van, xem, vi dy, Maniatis, Fritsch & Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory
Manual (1982); Sambrook, Russell va Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory
Manual (2001); Harlow, Lane va Harlow, Using Antibodies: A Laboratory Manual:
Portable Protocol No. I, Cold Spring Harbor Laboratory (1998); va Harlow va Lane,
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory; (1988).

Dinh nghia

Thuét ngit “bao gbm” c6 nghia 1a doi hoi c6 cac thanh phan dugc dé cap trong ché
phidm/phuwong phép/kit, nhung cic thanh phin khac ciing c6 thd c6 dé tao ra ché
phim/phuong phap/kit v.v. trong pham vi cia sang ché.

Thuét ngit “vé co ban chi ¢6”, c6 nghia la gi6i han pham vi cia ché pham hodc
phuong phap dugc md ta & cac nguyén liéu hodc budce dugc néu ma khong anh huéng vé
mit vét chit dén (cac) dic diém co ban va méi cla sang ché.

Thuét ngit “chi ¢6”, c6 nghia loai trir khéi che pham, phuong phép, hodc kit thanh

phén, budc hodc yéu td bét ky khong dugc néu trong yéu cau bao hd.

10



45997 11/80

Thuét ngit "viéc diéu tri", "didu tri" va trong tw dugc sir dung trong day dé chi chung
viéc thu dugce hiéu qua dugc ly va/hodc sinh 1y mong mubn. Hiéu qua nay c6 thé 13 phong
bénh hoan toan hodc mot phén phong bénh hojc triéu ching ctia n6 va/hodc c6 thé 13 chira
bénh mdot phﬁn hodc hoan toan chita tri bénh va/hodc tac dung phu cla bénh. "Viée didu
tri" nhu duoc sir dung trong day bao ham viéc didu tri bat ky bénh ¢ dong vat c6 vii, va bao
gbm: (a) phong bénh khong xay ra & mot d6i tugng ma c6 thé d& méc bénh ndy nhung chua
dugc chin doan 13 méc bénh; (b) ché bénh, tic 13, 1am cham lai sy phét trién cua bénh;
hodc (c) thuyén gidm bénh, tirc 13, ddy 1i bénh. Tac nhan diéu tri ¢6 thé dugc st dung
trudc, trong hodc sau khi xuét hién bénh hoic tdn thuong. Viéc diu tri bénh dang dién ra,
trong d6 viéc didu tri nay 6n dinh hodc 1am giam céc triéu chimg 1am sang khong mong
mudn cta bénh nhén, 1 dugc quan tAm dic biét. Viéc diéu tri dugc mong mubn thuc hién
truéc khi hoan toan mat chirc ning clia cdc md bi tAn cong. Lidu phap muyc tiu cd thé dugc
sit dung trong giai doan triu chimg ciia bénh, va trong mot s6 trudng hop 14 sau giai doan

triéu chimg cua bénh.

"Luong c6 hi¢u qua diéu tri" 12 dé chi lugng tac nhan hoat dong can dé tao ra loi ich
didu tri cho d6i twong. Vi du, "lugng c6 hiéu qua diéu tri" 12 luong ma tao ra, cai thién hodc
ndi cach khac 1a gy ra su cai thién vé triéu ching bénh hoc, qua trinh tién trién bénh hoic

didu kién sinh Iy lién quan dén bénh hogc cai thién kha nang chong lai bénh.

Thuat ngit “dbi twong,” “c4 thé,” va “bénh nhan” dugc st dung thay thé cho nhau
trong day d& chi dong vt c6 vi duge dénh gid dé diéu trj va/hodc dang dugc diéu tri. Theo
mot phuong an, dong vat c6 v 1a nguoi. Thuéat ngir “dbi tuong,” “ca thé,” va “bénh nhan”
bao gém, khong gidi han 6, cac ca thé mic bénh ung thu, ca thé c6 bénh ty mién, c6 bénh
nhiém tring gy bénh, va turong tu. Déi tugng c6 thé 12 ngudi, nhung ciing bao gdm dong
vat ¢6 va khac, cu thé 13 dong vat c6 vl hitu dung 1am mo hinh thi nghiém cho bénh ¢

ngudi, vi du chudt nhat, chudt cong, v.v.

Thuét ngit “bénh ung thu,” “bénh ting sinh,” va “khdi u” duge st dung thay thé cho
nhau trong day dé chi cac t& bao biéu hién su phat trién khong kiém soat, tw phat, sao cho
chiing biéu hién sy phat trién kiéu hinh bt thuong c6 dac trung 1a sy mat kiém soat dang
ké su tang sinh té bao. Té bao dugc quan tim dé phat hién, phén tich, hodc diéu tri trong
sang ché bao gbm té bao tién ung thu (v dy, lanh tinh), c tinh, tién di cin, di cin, va
khong-di can. Da biét bénh ung thu cia hau hét cac m6. Thuat ngit “ganh ning ung thu”
dé chi lugng té bao ung thu hodc thé tich ung thu & mot dbi twong. Viéc lam giam ganh
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ning ung thu do do dé chi viéc 1am giam sb luong té bao ung thu hoic thé tich ung thu &
d6i twong. Thuat ngit “t& bao ung thu” nhu duge st dung trong day d8 chi té bao bat ky ma
12 t& bao ung thu hoic c6 ngudn gbc tir té bao ung thu vi du dong té bao ung thu. Nhidu
kiéu bénh ung thu da dugc biét rd v6i ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh virc ndy, bao
gbm khdi u rén nhu ung thu biéu mo, ung thu mod két, u nguyén bao dém, u melanin, u
lympho, u tiy, v.v., va bénh ung thu hé tudn hoan nhu bénh bach cAu, bao gém cu thé bénh
bach ciu té bao B, bénh bach ciu t& bao T, v.v. Vi du vé bénh ung thu bao gbém nhung
khong gidi han &, ung thu budng trimg, ung thu vi, ung thu két trang, ung thu phdi, ung
thu tuyén tién liét, ung thu té bao gan, ung thu da day, ung thu tuy, ung thu cd, ung thu
budng trimg, ung thu gan, ung thu bang quang, ung thu dudng niéu, ung thu tuyén giap,

ung thu than, ung thu bi€u mo, u melanin, ung thu dau va co, va ung thu néo.

"Pdc tinh té bao do té bao phu thudc khing thé" va "ADCC (Antibody-dependent
cell-mediated cytotoxicity)" dé chi mot phan ing qua trung gian té bao trong d6 céc té bao
gay doc té bao khong dic hiéu biéu hién thu thé Fe, nhu té bao diét ty nhién, bach ciu trung
tinh, va dai thuc bao, nhan dang khang thé gén két trén té bao dich va gay ly giai té bao
dich. Hoat tinh ADCC c6 thé dugc danh gia boi cac phuong phéap, nhu phuong phép duge
mb ta trong Patent My s 5,821,337. ADCP dé chi su thuc bao do t€ bao phu thudc khang
the.

"Té bao hiéu tng" 1 bach cau biéu hién mot hodc nhiéu thu thé viung c6 dinh va

thuc hién chirc néng hi¢u Ung.

"Xytokin" 1a protein dugc giai phong bdi mt té bao dé tic dong lén té bao khéc 14
chét trung gian gitra cac té bao. Xytokin dugc quan tim bao gdm, khong gi6i han &, xytokin

dugc giai phong tir cac t& bao T hoat héa, vi du IL-2, IFNy, v.v.

"Khong sinh mién dich" d& chi mot vat liéu khong bt dau, kich thich hogc ting dap
{ing mién dich trong d6 dép Ung mién dich nay bao gbm dap tmg mién dich thich tng

va/hodc dap ing mién dich ty nhién.

Thuat ngit "dugc phan tach" c6 nghia 1a vét liu duge 14y tir moi trudng tu gbc cna
n6 (vi du, moi trudong tu nhién néu né c6 trong tu nhién). Vi dy, polynucleotit hodc
polypeptit c6 trong tw nhién c6 trong mdt dong vt sdng 12 khong duge phén tach, nhung
ciing polynucleotit hodc polypeptit nay, dugc tach tir mot s& hodc tht ca cac vat lidu cing

tdn tai trong hé tu nhién, 13 dugc phén tach. Polynucleotit nay c6 thé 12 mot phan ciia vecto
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va/hoic cac polynucleotit hodc polypeptit nay c thé 1a mot phan ctia ché pham, va van 12
dugc phan tach trong d6 cac vecto hodc ché phim nay khong phai 1a mot phin ciia moi

trueong ty nhién cua no.

"T4 dugc duge dung” c6 nghia 12 t4 dugc hitu dung trong bao ché dugc phém thuong
13 an toan, khong ddc, va dugc mong mudn, va bao gém ta dugc ma chép nhin duogc dé sir
dung trong thu y cling nhu sir dung lam thubc cho ngudi. Céc t4 dugc nhu vay c6 thé 13

rén, 16ng, ban rén, hoic, trong trudng hop ché phdm sol khi, 12 dang khi.

"Mubi va este dugc dung" c6 nghia 1a mudi va este ma dugc dung va cb dic diém
duoc ly mong mudn. Mudi nhu vay bao gdm mubi ¢6 thé dugc tao ra khi cac proton axit
c6 trong hop chét c6 thé phan mg v6i bazo v6 co hodc hiru co. Mudi vd co thich hgp bao
gém cac mudi dugc tao ra véi kim loai kiém, v/ du natri va kali, magie, canxi, va nhom.
Mudi hitu co mubi thich hgp bao gbm céc mudi dugc tao ra véi bazo hiru co nhu bazo
amin, vi du, etanolamin, dietanolamin, trietanolamin, trometamin, N metylglucamin, va
twong tr. Mudi nhu vy cling bao gdm mudi cong axit tao ra v6i axit vo co (vi du, axit
clohydric va bromhydric) va axit hitu co (vi dy, axit axetic, axit xitric, axit maleic, va axit
alkan- va aren-sulfonic nhu axit metansulfonic va axit benzensulfonic). Este dugc dung
bao gdm este tao ra tir nhém carboxy, sulfonyloxy, va phosphonoxy c6 trong hop chét, vi
du, C1.¢ alkyl este. Khi c6 hai nhom axit, mudi hoic este dugc dung c6 thé 13 mono-axit-
mono-mubi hoic este hoic di-mudi hoic di-este; va twong ty khi c6 nhiéu hon hai nhém
axit, mot sb hoic tAt ca cac nhom nay c6 thé duogc mudi hoa hoic este héa. Cac hop chét
dugc ké tén trong sang ché c6 thé c6 & dang khong mudi héa hoic khong este hoa, hodc &
dang mudi hoa va/hoic este hda, va viée ké tén céac hop chét nay dugc dy tinh 12 bao gém
cd hop chét gbc (khong mubi hoa va khong este hoa) va mubi va este dugc dung cia no.
Ciing nhu vay, mot s& hop chét dugc ké tén trong sang ché c6 thé c6 & nhiéu hon mdt dang
ddng phan 1ap thé, va viét k& tén céc hop chét nay dugc dy tinh 1a bao gdm tét ca cac dong
phéan 1ap thé don va tht ca cac hdn hop (hodc 1a raxemic hodc khéc) cua cac ddng phan 1ap

thé nay.

Thuét ngit "dugc dung", "dung nap v& sinh 1Iy" va cac cach di2n dat vé mit ngit phap
khac cta ching, khi @ cap dén ché phim, chét mang, chat pha lodng va chét phan tng,
dugc st dung thay thé cho nhau va thé hién 13 cdc nguyén liéu c6 thé st dung cho hodc
trén ngudi ma khong tao ra tic dong sinh ly khong mong mudn bat ky & mirc dd ma cAm
stt dung ché phim.

13



45997 14/80

“DP0 tuong dbng” gifta hai trinh ty dugc xac dinh béi do tuwong ddng trinh tu. Néu
hai trinh tu, dugc so sanh v6i nhau, khac nhau & @6 dai, d0 twong ddng trinh tur tot hon 12
lién quan dén phén trim cia cic gbc nucleotit cia trinh tur ngén hon ma gidng hét véi cac
gbc nucleotit ctia trinh ty dai hon. D9 tuong ddng trinh tw c6 thé dugc xac dinh thong
thuong bang cach st dung cac chuong trinh may tinh nhu chuong trinh Bestfit (Wisconsin
Sequence Analysis Package, Phién ban 8 cho Unix, Genetics Computer Group, University
Research Park, 575 Science Drive Madison, Wis. 53711). Bestfit st dung thuét toan do
tuong ddng cuc bd ciia Smith va Waterman, Advances in Applied Mathematics 2 (1981),
482-489, d& tim c4c doan c6 do twong ddng trinh tw cao nhét giita hai trinh ty. Khi sir dung
Bestfit hodc céc chuong trinh sép xép trinh tu khéc dé x4c dinh liéu mat trinh ty cu thé vi
du ¢6 do twong ddng 95% véi trinh tu dbi chimg cla séng ché hay khong, cac thong sb
duogc uu ti€n diéu chinh sao cho phﬁn tram d¢ tuong déng duogc tinh trén toan bo chiéu dai
clia trinh t di chimg va sao cho cho phép do chénh 1éch cita d6 twong ddng ti da dén 5%
tdng sb nucleotit trong trinh tu d6i chimg. Khi stt dung Bestfit, thong sb6 duoc coi 1a tuy
chon tét hon 13 duoc dua vé gid tri dwoc thiét 14p sin (“m3c dinh”). D9 1éch xuét hién trong
phép so sanh gita trinh ty dugc néu va trinh ty duge mo ta trén theo sang ché vi du c6 thé
1a do su thém, x0da, thé, xen hodc tai td hop. Viéc so sanh trinh ty nhu vy t5t hon 12 ¢6 thé
duoc thuc hién bdi chuong trinh “fasta20u66” (phién ban 2.0u66, Thang Chin 1998 cua
William R. Pearson va trudng Dai hoc Virginia; cling xem W. R. Pearson (1990), Methods
in Enzymology 183, 63-98, vi du dinh kém va http://workbench.sdsc.edu/). V6i muc dich

nay, c6 thé sir dung thiép 1ap thong s6 “mic dinh”.

"Bién th&" d& chi cac polypeptit c6 trinh ty axit amin khac & mt mirc d so v6i trinh
tu polypeptit tu nhién. Thong thudng, cac bién thé trinh t axit amin s& c6 it nhét d6 twong
ddng trinh tu khoang 80%, tét hon 13, it nhit khoang 90% twong dong vé trinh tw. Bién thé
trinh tu axit amin c6 thé c6 axit amin thé, x6a, vi/hodc xen & mot s6 vi tri nhét dinh trong

trinh tu axit amin d6i chimg.

Thuét ngit “vecto,” nhu dugc st dung trong day, dugc dung dé chi phan tir axit
nucleic ¢6 kha nang van chuyén axit nucleic khac dén noi ma n6 da gin két vao. Mot kiéu
vecto 13 “plasmit”, d& chi mt nit thit ADN vong mach ddi ma doan ADN b sung co thé
duge gin vao do. Kidu vecto khac 13 vecto virut, trong d6 cadc doan ADN b sung c6 thé
dugc ndi vao trong hé gen virut. Mot sb vecto nhit dinh c6 kha ning tu sao chép trong té

bao chit ma chiing duge dua vao do (vi du, vecto vi khuan c6 ngudn goc vi khuan dugc sao
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chép va vecto dong vat c6 va thé bd sung). Céc vecto khac (vi dy, vecto dong vat co vi
khong phai thé bd sung) c6 thé dugc nhap vao trong hé gen cla t& bao chu khi dua vao té
bao chu, va bang cach d6 dugc sao chép cing véi h¢ gen cla thé chu. Hon nita, mot s6
vecto nhét dinh c6 kha ning didu khién sy biéu hién clia gen ma ching lién két diéu khién
vao d6. Cac vecto nhu vay dugc goi trong diy 1a “vecto biéu hién tai td hop” (hoic don
gian 13, “vecto t4i t& hop”). N6i chung, vecto bidu hién dé img dung trong k§ thugt ADN
t4i td hop thuong & dang plasmit. Theo séng ché, “plasmit” va “vecto” co thé dugc st dung

thay thé cho nhau do plasmit 14 dang dugc st dung thong dung nhét cta vecto.

Thuat ngit “té bao chi” (hogc “té bao chi téi td hop™), nhu dugc st dung trong ddy,
dugc ding dé chi té bao da dugc bién ddi gen, hoic co thé dugc bién ddi gen bang cach
dua polynucleotit ngoai sinh vao, nhur plasmit hodc vecto tai t6 hop. Nén hiéu rang thuat
ngit nay dugc dung dé chi khong chi té bao quan tAm cu thé ma con dén thé hé con cua té
bao nay. Do ¢6 thé xay ra mot s6 bién dbi nhat dinh trong céc thé hé tiép theo hogc do dot
bién hodic do tac dong mdi trudng, thé hé con nhu vay c6 thé khong, thuc té 13, gidng hét
vé6i té bao gbe, nhung van nam trong pham vi cta thuat ngir “t& bao chu” nhu dugc st dung

trong day.

“Ai lyc gin két” thuong d& chi d6 manh cua tdng céc tuong tac khong cong hoa tri
gitta vi tri gin két don ctia mot phén tir (vi du, mot khang thé hodc phan ti gin két khac)
va déi tac g'fm két ctia n6 (vi du, khang nguyén hodc thu thé). Ai luc cia phén tir X véi dbi
tic Y clia n6 thuong c6 thé dugc thé hién béi hing s phan ly (Kd). Ai luc ndy c6 thé do
dugc bing cac phuong phap thong thuong da biét trong linh vuc nay, bao gbm cac phuong
phap md ta trong day. Khang th8 4i luc thip gén két khang thé (hozc thu thé) yéu va c6 xu
huéng d& phan ly, trong khi d6 khang thé 4i luc cao gén két khang nguyén (hogc thu thé)

chit hon va gitr su gin két 1au hon.

Trir khi ¢6 quy dinh khéac, thuét ngit "thé lién hop" nhu dugc mo ta va yéu cAu bao
hd trong day duge dinh nghia 13 phén ti di loai tao thanh béi su gén cong hoa tri mot hodc
nhidu manh khéang thé véi mot hodc nhiéu phéan t& polyme, trong d6 phén ti di loai la tan
duoc trong nudc, tic 13 tan dugc trong cac dich sinh ly nhu mau, va trong do6 phan tr di
loai nay khong c6 thé két tu c6 chu tric bat ky. Thé lién hop duge quan tdm 13 PEG. Trong
phan dinh nghia néu trén, thuét ngit "thé két tu c6 cAu trac" dé chi (1) thé két tu bt ky cia
cac phén tr trong dung dich nudc c6 céu triic hinh cAu hoidc céu triic v6 hinh cAu, sao cho
phan tir di loai 1a khong c6 chu triic mixen hodc nhil twong bt ky, va khong duoc gén vao
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16p lipit kép, nang hodc liposom; va (2) thé két tua bat ky clia cac phan tir & dang ran hoic
khong tan, nhu hé nén hat sic k¥, ma khong giai phong phan tir di loai vao trong dung dich
khi tiép xtic v6i pha nuée. Do d6, thuét ngit "thé lién hop" nhur x4c dinh trong day bao gbm
phéan tir di loai dugc dé cép trén trong chét két tia, chit ling cin, cht nén c6 thé in mon
sinh hoc hodc chit rén khac ma c6 kha ning giai phong phén tir di loai vao trong dung dich

long khi hydrat hoa chét rin nay

Thust ngit "cht danh ddu" khi dugc sir dung trong day dé chi mot hop chét hodc
ché phim c6 thé phat hién duge ma dugc lién hop truc tiép hodc gian tiép v6i khang thé.
Chét danh dAu ban than n6 c6 thé 12 phat hién dugc béi chinh né (vi dy, chit danh diu dong
vi phong xa hodc chét danh ddu huynh quang) hodc, trong truong hop chét danh déu 13
enzym, c6 thé xtc tac su bién ddi héa hoc cta hop chét co chét hodc ché phim ma c6 thé
phét hién.

Thuét ngit "pha rin" c6 nghia 13 chét nén khong phai 1a nu¢c ma khang thé clia sang
ché ¢6 thé bam dinh vao d6. Vi du vé pha rin bao gbm trong day bao gdm pha rin cAu tao
mdt phin hodc hoan toan tir thuy tinh (vi du, thiy tinh c6 15 dugc didu chinh), polysaccarit
(vi du, agaroza), polyacrylamit, polystyren, rugu polyvinyl va silicon. Theo mot sb phuong
4n nhét dinh, phu thudc vao ndi dung, pha rén c6 thé bao gdm 15 clia dia thit nghiém; trong
trudng hop khéc nd 1a cot tinh ché (vi du, cot sic ky 4i lyc). Thuét ngir ndy ciing bao gbdbm
pha rin khéng lién tuc chira cac hat riéng biét, nhu pha rin dugc mo ta trng Patent My sb
4,275,149.

Khéng thé, ciing goi 12 globulin mién dich, thudng bao gdm it nhét mot chudi ning
va mot chudi nhe, trong d6 ving chirc ning dAu amin cta chudi nang va chudi nhe la bién
ddi vé trinh tu, do d6 thudng dugc goi 1a ving bién dbi viing chirc ning, hodc ving chirc
ning ning bién ddi (VH) hoic nhe bién d6i (VH). Hai ving chirc ndng nay thuong lién két
d8 tao ra ving gén két dac hiéu, mic du ciing dugce ban ludn ky trong day, cling c6 thé thu
duoc s gin két dic hiéu véi trinh ty bién dbi chi c6 chudi ning, va nhiéu loai cAu hinh
khong ty nhién ctia khang thé da duoc biét va stir dung trong linh vuc nay.

Khang thé hozc phén tir gin két khang nguyén “chirc nang” hogc “c6 téc dung sinh
hoc” (bao gdm khang thé chi gdm chudi nang va phan tir giong khang thé gdm ba chudi
ddc hiéu kép (TCA) trong day) 1a mot khang thé hodc phan tir gén két khang nguyén gy

ra mot hodc nhiéu tdc dung ty nhién ciia nd vé cau trac, di€u hoa, hoa sinh hoac sinh ly. Vi
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du, khang thé chirc nang hoic phén tir gin két khac, vi du TCA, ¢c6 thé c6 kha ning gén két
dic hiéu khang nguyén va sy gin két 1an huot c6 thé gay ra hoic bién dbi mot hién tuong
t€ bao hoic phan ti nhu truyén tin hiéu ti nap hodc tac dung enzym. Khang thé chirc ning
hodc phan tir gin két khac, vi du TCA, ciing c6 thé tic ché su hoat héa phdi tir ctia thu thé
hoic tac dung 12 chét chii van hoic chét d6i khang. Kha ning cia mdt khang thé hogic phan
tr gén két khac, vi du TCA, dé gdy ra mot hodc nhiéu tac dung tur nhién cla n6 phu thude

vao nhiéu yéu t6 khic nhau, bao gbm su glp nép dung va su td hop clia cac soi polypeptit.

Thuét ngir “khang thé” trong day dugc st dung v6i nghia rong nhit va cu thé bao
ham khang thé don dong, khang thé da dong, monome, dime, da phén tir, khang thé da dic
hiéu (vi du, khéng thé dic hiéu kép), khang thé chi gdm chudi ning, khang thé ba chudi,
Fv soi don, khang thé nano, v.v., va ciing bao gdm manh khang thé, mién 13 ching biéu
hién hoat tinh sinh hoc mong mudn (Miller va ddng tac gia (2003) Jour. of Immunology
170:4854-4861). Cac khang thé c6 thé 1a ctia chudt, clia ngudi, duge bién doi cho phit hop
véi nguoi, kham, hodc ¢6 ngudn gdc tir loi khac.

Thuét ngit khéng thé c6 thé d& chi chudi nang chidu dai day di, chudi nhe chiéu dai
ddy du, phan tir globulin mién dich nguyén ven; hodc phin hoat dong mién dich cua
polypeptit bét ky, tic 13, polypeptit chira vi tri gin két khang nguyén ma gin két dic hiéu
mién dich khéng nguyén cia dich quan tim hodc mot phan ctia né, cac dich nay bao gdm
nhung khong giéi han &, té bao ung thu hoic cac té bao ma tao ra cac khang thé ty mién
lién quan dén bénh tw mién. Globulin mién dich bdc 19 trong ddy c6 thé 1a thue typ bat ky
(vi du, IgG, IgE, IgM, IgD, va IgA), nhém bat ky (vi du, IgG1, 1gG2, IgG3, IgG4, IgAl va
IgA2) hodc phan nhém phén tir globulin mién dich, bao gdm phan nhém dugc thao tac di
truyén c6 céc phan Fc duge bién ddi ma gy ra hoat tinh té bao hiéu Ung ting hodc giam.
Globulin mién dich c6 thé c6 nguén géc tir loai bét ky. Theo mdt khia canh, globulin mién

dich phan 16n c6 ngudn gdc nguvi.

Thuét ngit “bién d6i” @8 chi thuc t& 12 mot s6 phan nhét dinh ctia ving chirc nang
bién ddi khac nhidu v& mit trinh ty giita cac khang thé va dugc sir dung trong viéc gin két
va tinh dic hiéu ciia mdi khéng thé cu thé dbi voi khang nguyén cu thé cta n6. Tuy nhién,
tinh bién dbi khong duge phan bd dbng déu trong toan bd vung chirc ning bién dbi cua
khang thé. N6 tap trung & ba doan c6 tén la ving siéu bién ddi ca trong ving chic nang
bién ddi ciia chudi nhe va chudi ning. Phan bao ton cao hon cia ving chirc ning bién dbi
duoc goi 1a ving khung (FR). Ving chirc ning bién dbi cua chudi ning va chudi nhe tu
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nhién mdi viing bao gom bén FR, chi yéu c6 céu hinh phién-beta, dugc ndi v6i ba viing
siéu bién d6i, chung tao thanh cac nit thit ni, va trong mot s trudng hop tao ra mot phén
cla, cAu trac phién-beta. Ving siéu bién ddi trong mdi sgi duge gilt voi nhau trong khoang
cach gin boi cac FR va, véi cdc ving siéu bién ddi tir s¢i khac, gop phan tao ra vi tri gin
két khang nguyén cua khang thé (xem Kabat va ddng tac gia (1991) Sequences of Proteins
of Immunological Interest, xuét ban 14n thi 5 Public Health Service, National Institutes of
Health, Bethesda, Md.). Vung chirc nang ¢b dinh 13 khong lién quan tryc tiép dén sy gin
két khang thé véi khang nguyén, nhung lai biéu hién cac chirc ning hiéu (g khac nhau,
nhu su tham gia cia khang thé trong phan tmg gy ddc t& bao do t€ bao phu thudc khang
thé (ADCC- antibody dependent cellular cytotoxicity).

Thut ngit “viing siéu bién déi” khi dugc st dung trong ddy dé chi céc gbc axit amin
cta khang thé ma c6 vai trd dé gén két khang nguyén. Ving siéu bién dbi c6 thé bao gdbm
cac gbe axit amin tir “ving xac dinh bd thé” hodc “CDR” (complementarity determining
region), va/hodc gbc tir “niit thit siéu bién ddi”. Céac gbc “ving khung” hoac “FR” la cac
gdc ving chiic nang bién dbi khong phai 1a cac gbc ving siéu bién dbi nhu x4c dinh trong
day.

Ving bién dbi duoc quan tAm bao gbm it nhéit mot trinh tw CDR tir ving bién dbi
ho 2 dugc d xuit trong day, thuong it nhét 2 trinh ty CDR, va thdng thuong hon 12 3 trinh
fir CDR. Céc k¥ hiéu CDR vi du duoc trinh bay trong ddy, tuy nhién ngudi c6 hiéu biét
trung binh trong linh vuc nay s€ hidu rdng mot sé dinh nghia cia CDR thuong dugc st
dung, bao gdm dinh nghia Kabat (xem “Zhao va ddng tac gid A germline knowledge based
computational approach for determining antibody complementarity determining regions.”
Mol Immunol. 2010;47:694—700), n6 dua trén su bién dbi trinh tu va thudng duge su dung
nhét. Dinh nghia Chothia dya trén vi tri ciia vung nut thét cdu triic (Chothia va ddng tac
gia “Conformations of immunoglobulin hypervariable regions.” Nature. 1989; 342:877—
883). Cac dinh nghia CDR khac dugc quan tim bao gbm, khong gi6i han &, cac dinh nghia
dugc boc 16 béi Honegger, “Yet another numbering scheme for immunoglobulin variable
domains: an automatic modeling and analysis tool.” J Mol Biol. 2001;309:657-670; Ofran
va dbng tac gia “Automated identification of complementarity determining regions (CDRs)
reveals peculiar characteristics of CDRs and B cell epitopes.” J Immunol. 2008;181:6230—
6235; Almagro “Identification of differences in the specificity-determining residues of

antibodies that recognize antigens of different size: implications for the rational design of
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antibody repertoires.” J Mol Recognit. 2004;17:132-143; va Padlan va ddng taic gia
“Identification of specificity-determining residues in antibodies.” Faseb J. 1995;9:133—

139., mdi tai liéu dugc dua vao diy bang cach vién dan.

Thuét ngit “khang thé don dong” nhu dugc sir dung trong day dé chi khang thé thu
dugc tir nhom khang thé gan nhu dbng nhét, tirc 13, cac khéng thé riéng biét bao gdm nhém
nay la gidng nhau ngoai trir cac dot bién c6 thé xay ra trong tu nhién c6 thé c6 & lugng nho.
Khang thé don dong c6 tinh dic hiéu cao, khang mdt vi tri khang nguyén. Hon nifa, trai
v6i cac ché pham khang th8 da dong, bao gdm cac khang thé khéc nhau khang cac yéu tb
quyét dinh (epitop) khéc nhau, mdi khang thé don dong khang mot yéu tb quyét dinh trén
khang nguyén. Ngoai tinh dic hiéu cla chung, khang thé don dong c6 thuan lgi trong d6
chiing c6 thé dugc tdng hop ma khong bi tap nhi®m béi cac khang thé khac. Tir chi rd “don
dong” chi dic didm cta khang thé 13 thu dugc tir nhém gin nhur dong nhét cac khang thé,
va khong dugc hidu 1a doi héi viéc tao ra khéng thé nay boi phuong phap cu thé bét ky.

Khéng thé trong day cu thé bao gdm khang thé “kham” trong d6 mot phan ciia chudi
ning va/hodc chudi nhe 12 gidng véi hoic twong ddng véi cac trinh ty trong Umg trong
khang thé c6 nguén géc tir mot loai cu thé hoic thudc nhém hozc phan nhém khang thé cu
thé, trong khi phan con lai cia (c4c) chudi 12 gidng v6i hoic tuong ddng véi trinh tu tuong
ung trong khang thé c6 ngudn gbc tir loai khéc hodc thudc nhém hodc phidn nhom khéng
thd khéc, ciing nhur cdc manh ctia khang thé nay, mién 1a ching biéu hién hoat tinh sinh
hoc mong muén (Patent My sb 4,816,567; va Morrison va dong téc gia (1984) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 81:6851-6855). Khang thé kham duoc quan tAm trong day bao gbdm khéng
thé “dugc bién dbi cho phi hgp v6i dong vét linh truéng” bao gdm céc trinh ty gin két
khang nguyén cua viung chirc nang bién dbi c6 ngudn gbc tir dong vat linh truong khong
phai 12 ngudi (vi dy, khi mili dai, khi khong duéi, v.v.) va trinh ty vung ¢d dinh cua nguoi.

“Chubi khang thé nguyén ven” nhur dugc st dung trong day 1a mot chudi bao gbm
ving bién dbi chidu dai ddy dii va ving ¢é dinh chidu dai dy du (Fc). Khéng thé nguyén
ven “thong thudong” bao gdm chudi nhe nguyén ven va chudi ning nguyén ven, cling nhu
vung chiric nang ¢ dinh cta chudi nhe (CL) va vung chirc ning c¢b dinh cua chudi ning,
CH1, vung ban 18, CH2 va CH3 ctia IgG dugc tiét ra. Cac isotyp khac, nhu IgM hodc IgA
c6 thé c6 ving chirc ning CH khéc. Vung chirc nang c¢b dinh c6 thé 13 viing chirc ning cb
dinh cua trinh ty ty nhién (vi du, ving chirc nang c¢b dinh cua trinh tu ty nhién cta nguoi)
hodc trinh tu axit amin bién thé cua n6. Khang thé nguyén ven c6 thé c6 mot hodc nhidu
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“chirc ning hi¢u tng” dé chi céc hoat tinh sinh hoc gén cho ving ¢b dinh Fc (ving Fc cua
trinh tu ty nhién hodc vung Fc bién thé cua trinh ty axit amin) cua mot khang thé. Vi du vé
chirc nang hiéu mg cla khang thé bao gdm gén két Clq; ddc tinh té bao phu thudc bd thé;
gén két thy thé Fc; doc tinh té bao do té bao phu thudc khang thé (ADCC); su thuc bao; va
didu hoa giam thy thé b mat té bao. Ving cb dinh bién thé bao gdm bién thé ma thay dbi

profin hiéu tmg, gén két véi thu thé Fc, va tuong tu.

Phu thudc vao trinh ty axit amin cta Fc (ving chirc nang c¢b dinh) cta chudi ning
ctia chuing, khéng thé va protein gin két khang nguyén khac nhau c6 thé dugc dé xuit 13
céc nhém khac nhau. C6 5 nhém chinh cia ving Fc chudi ning: IgA, IgD, IgE, IgG, va
IgM, va nhiéu nhém trong s6 d6 ¢6 thé con duge chia thanh “phan nhom” (isotyp), vi du,
IgG1, 1gG2, IgG3, 1gG4, IgA, va IgA2. Vung chic nang ¢b dinh Fc twong ung véi cac
nhém khac nhau cia khéng thé c6 thé 1an lugt duge goila a, 3, &, v, va p. Cac cAu trac dudi
don vi va chu hinh ba chidu ciia cac nhém globulin min dich khéc nhau da dugc biét 3.
Céac dang Ig bao gbm cac dang bién dbi viing ban 1& hoic cac dang khong c6 ving ban 18
(Roux va ddng tac gia (1998) J. Immunol. 161:4083-4090; Lund va dong tac gia (2000)
Eur. J. Biochem. 267:7246-7256; US 2005/0048572; US 2004/0229310). Chudi nhe cua
khang thé tir loai dong vét c6 xuong sdng bét ky c6 thé dinh danh cho mdt trong hai kiéu,

« va \, dya trén trinh tu axit amin ctia ving chirc nang c6 dinh cia ching.

“Ving Fc chirc nidng” ¢6 “chic ning hi¢u ing” cua vung Fe ¢6 trinh tu ty nhién.
Chitrc nang hiéu tng vi du bao gém g:fm Kkét Clq; CDG; gén két Fe-thu thé; ADCC; ADCP;
didu hoa gidm thu thé bé mit t& bao (vi du, thu thé t& bao B), v.v. Céc chirc ning hi¢u tng
nhur vy thudng doi hoi vimg Fe dé twong téc v6i thy thé, vi du thu thé FeyRT; FoyRIIA;
FeyRIIB1; FoyRIIB2; FeyRITIA; FeyRIIIB, va thu thé FeRn 4i lye thip; va co6 thé duge
danh gia béng céch sir dung céc thir nghiém khac nhau nhu boc 10, vi du, trong phﬁn dinh
nghfa trong ddy. Fc “chét” 12 Fc da duge dot bién gen dé gitt lai hoat tinh d6i v&i, vi du,

kéo dai thoi gian ban thai trong huyét thanh, nhung khong hoat héa thu thé Fc 4 lyc cao.

“Vung Fc ¢6 trinh ty ty nhién” bao gém trinh tu axit amin giéng v6i trinh tu axit
amin ctiia vung Fc tim thiy trong tu nhién. Ving Fc clia ngudi ¢6 trinh ty tu nhién bao gdm,
vi dy, ving Fc IgG1 ngudi ¢6 trinh tur tu nhién (khong-A va kiéu hinh A); ving Fc IgG2
ngudi c6 trinh tu ty nhién; ving Fe IgG3 ngudi ¢6 trinh ty tu nhién; va ving Fc IgG4 nguoi
¢6 trinh tu tu nhién, ciing nhu bién thé c6 trong tiy nhién cta nd.
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“Ving Fc bién thé” bao gbm trinh ty axit amin khac véi trinh tw axit amin cia ving
Fo c6 trinh tur tu nhién béi it nhét mot bién ddi axit amin, tét hon 13 mdt hogc nhiéu axit
amin th&. Tt hon 13, ving Fc bién thé c6 it nhit mot axit amin thé so véi ving Fc ¢6 trinh
tu tu nhién hodc véi ving Fe ciia polypeptit gbc, vi du, tir khoang mot dén khoang mudi
axit amin thé, va t&t hon 13 tir khoang mot dén khoang nim axit amin thé trong ving Fc ¢6
trinh tu tu nhién hoic trong ving Fc cla polypeptit gdc. Ving Fe bién thé trong day tot
hon 13 s& c6 do tuong dé)ng it nhét khoang 80% va&i vung Fc ¢6 trinh tu tu nhién va/hoac
véi ving Fc cua polypeptit gbc, va tbt nhét 1 d6 trong dong it nhét khoang 90% véi no,
t6t hon 12 it nhit khoang do twong ddng 95% véi no.

Trinh ty bién thé Fc c6 thé bao gdm ba axit amin thé trong ving CH2 dé 1am giam
su gén két FcyRI & vi tri theo chi s6 EU 234, 235, va 237 (xem Duncan va ddng tac gia,
(1988) Nature 332:563). Hai axit amin thé trong vi tri ghn két bd thé Cl1q & vi tri theo chi
s6 BU 330 va 331 giam sy cb dinh b thé (xem Tao va ddng téc gia, J. Exp. Med. 178:661
(1993) va Canfield va Morrison, J. Exp. Med. 173:1483 (1991)). Su thé vao IgG1 nguoi
cua cac géc IgG2 & vi tri 233-236 va géc IgG4 & vi tri 327, 330 va 331 lam giam manh
ADCC va CDC (xem, vi du, Armour KL. va dong tdc gid, 1999 Eur J Immunol.
29(8):2613-24; va Shields RL. va dong tdc gia, 2001. J Biol Chem. 276(9):6591-604). Cac
bién thé Fc khéc 1a ¢6 thé, bao gdm nhung khong gi6i han & bién thé trong d6 ving c6 kha
nang tao ra lién két disulfua bi x6a bo, hodc trong d6 mot sb géc axit amin nhét dinh bi loai
b6 & dau tan cung N cua dang Fc ty do hodc géc methionin dugc bd sung vio d6. Do do,
theo mdt phuong an cua sang ché, mot hodc nhiéu ph?m Fc cta phén tir scFc ¢6 thé bao
gbm mot hodc nhidu dot bién trong ving ban 18 d 1oai bo lién két disulfua. Theo phuong
4n khéc nira, ving ban 1& ctia Fc ¢6 thé duogc loai bd hoan toan. Theo phuong 4n khac nita,

phén tr nay c6 thé bao gbm bién thé Fc.

Hon nita, bién thé Fc c6 thé duge tao cAu tric dé loai bé hoic gén nhu lam gidm
chirc ning hiéu tng bang cach thé, x6a hodc thém céc gbc axit amin dé tac dong dén su
gfin két bd thé hodc gén két thu thé Fe. Vi dy, va khong giéi han 0, su x6a gbc co thé & vi
trf gén k&t bd thé, nhu vi tri gén két Clq. Ky thudt dé dieu ché c4c din xuét trinh ty nhu
vay cta manh Fc globulin mién dich dugc boc 10 trong Cong b6 Patent qudc té s6 WO
97/34631 va WO 96/32478. Ngoai ra, ving chirc ning Fc ¢6 thé dugc sira dbi bang cach
phosphoryl héa, sulfat hoa, axyl héa, glycosyl hoa, metyl hoa, farnesyl héa, axetyl hoa,

amit hoa, va tuong tu.
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Fc ¢6 thé & dang c6 chudi dudng tu nhién, chudi dudng ting so véi dang ty nhién
hoic chudi dudng giam so véi dang tyr nhién, hodc ¢ thé & dang khong glycosyl hoa hodc
khtr glycosyl ho6. Cac sira dbi tang, giam, loai bo hodc céc sira ddi khac cua chudi duong
c6 thé dat dugc bang cac phuong phap thong thuong trong linh vire nay, nhu phuong phép
héa hoc, phuong phép enzym hodc bing cach biéu hién n6 trong dong t€ bao san xuét dugc
thao tac di truyén. Cac dong té bao nhu vy bao gdm vi sinh vat, vi du Pichia Pastoris, va
dong t& bao ddng vat c6 v, vi du t& bao CHO, ma biéu hién tw nhién céc enzym glycosyl
hoéa. Ngoai ra, cac vi sinh vat hodc t& bao c6 thé dugce thao tac di truyén dé biéu hién enzym
glycosyl héa, hodc co thé duoc hoan lai khong thé biéu hién enzym glycosyl hoa (Xem vi
du, Hamilton, va ddng tic gia, Science, 313:1441 (2006); Kanda, va ddng tac gia, J.
Biotechnology, 130:300 (2007); Kitagawa, va ddng tac gia, J. Biol. Chem., 269 (27): 17872
(1994); Ujita-Lee va ddng tac gia, J. Biol. Chem., 264 (23): 13848 (1989); Imai-Nishiya,
va ddng tac gia, BMC Biotechnology 7:84 (2007); va WO 07/055916). Mot vi du cua té
bao duoc thao tic di truydn dé c6 hoat tinh sialyl héa bién ddi, gen alpha-2.6-
sialyltransferaza 1 d4 dugc thao tac di truyén vao trong té bao budng trimg chudt tai ma
Trung Qudc (Chinese Hamster Ovary) va vao trong té bao sf9. Khang thé duoc biéu hién
boi cac té bao da thao tac di truyén ndy do d6 dugc sialyl hoa béi san pham gen ngoai sinh.
Phuong phép khéc dé thu dugc cac phan tit Fc c6 luong gbc duong stra dbi so voi nhidu
phén i ty nhién bao gbm viéc tach nhidu phéan tir n6i trén thanh cc doan glycosyl hoa va
khong glycosyl hoa, vi du, sit dung sic ky 4i luc lectin (xem vi dy, WO 07/117505). Su ¢6
mit ciia cac gbc glycosyl hoa cu thé da dugc chi ra 1a thay dbi chirc niing ctia globulin mién
dich. Vi du, viéc loai céc chudi dudng khoi phan tir Fc khién gidm manh 4i lyc gin két véi
phin C1q cta thanh phin bd thé dau tién C1 va gidm hodc mét doc tinh té bao do té bao
phu thudc khang thé (ADCC) hodc ddc tinh té bao phu thudce bd thé (CDC - complement-
dependent cytotoxicity), bang cach d6 khong gdy ra cic dap ing mién dich in vivo khong
cAn thiét. C4c bién dbi quan trong khac bao gbm sialyl hoa va fucosyl hoa: sy c6 mét clia
axit sialic trong IgG ty 1¢ v6i hoat tinh khang-viém (xem vi du, Kaneko, va ddng tic gia,
Science 313:760 (2006)), trong khi d6 viéc loai fucoza khoi IgG dAn dén su tang hoat tinh
ADCC (Xem vi dy, Shoj-Hosaka, va dbng tac gia, J. Biochem., 140:777 (2006)).

Theo cac phuong 4n thay thé, khang thé theo sang ché ¢6 thé c6 trinh tu Fc ¢6 chic
ning hiéu g ting, vi du bang cach 1am ting kha ning gin két voi FeyRIIIA va tang hoat

tinh ADCC. Vi dy, fucoza gin véi glycan lién két v6i N & vi tri Asn-297 cua Fc can trg
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khong gian twong tac ctia Fc voi FeyRIIIA, va vige loai fucoza bang k¥ thuat thao tac trén
gbc glyco ¢6 thé lam ting su gin két voi FeyRIIIA, chuyén thanh >5 0-14n hoat tinh ADCC
so v6i dbi chimg IgG1 kiéu dai. K¥ thuat thao tac di truyén trén protein, mic du cac dot
bién axit amin trong phan Fc ctia [gG1, dé tao ra nhidu bién thé 1am ting 4i luc gén két Fc
v6i FeyRIIIA. Déng chi ¥, thé dot bién ba-alanin S298A/E333A/K334A thé hién su ting
gép 2 1an gin két v6i FeyRIIIA va chic ning ADCC. Bién thé S239D/I332E (2X) va
$239D/I332E/A330L (3X) c6 su ting déng ké 4i lyc gin két voi FeyRIIIA va sy gia tang
kha ning ADCC in vitro va in vivo. Cac bién thé Fc khac dugc xac dinh boi ndm men ciing
thé hién su gén két ting v6i FeyRIIIA va sy diét té bao u ting trong cic md hinh chudt nhit
ghép ngoai lai. Xem, vi du Liu va ddng tac gia (2014) JBC 289(6):3571-90, dugc dua cu

thé vao day bang cach vién dan.

Thuét ngtr “khang thé chira ving Fc¢” d8 chi khang thé bao gdm viing Fc. Lysin &
dhu C (gbc 447 theo hé théng danh s6 EU) ciia ving Fe c6 thé dugc loai b, vi du, trong
khi tinh ché khang thé hosic bing k§ thudt tai t6 hop axit nucleic ma hoa khang thé. Do d6,
khang thé c6 ving Fe theo sang ché c6 thé bao gom khang thé c6 hodic khong c6 K447.

“Fv” 1a manh khang thé bé nhét, n6 chira toan bd vi tri nhan dang khang nguyén va
gin két khang nguyén. Khang thé gén két CD3 theo séng ché bao gdm mot dime cua mot
chudi ning va mdt chudi nhe ving chirc ning bién dbi trong mot mbi lién két chat, khong-
cong hoa tri; tuy nhién khang thé khac, vi du dé sir dung trong chu hinh da dic hidu, c6 thé
bao gdbm VH trong sy khong c6 mit trinh tyr VL. Théim chi vung chirc nang bién dbi don
(hodc mot nira cua Fv chi gdm c6 ba ving siéu bién ddi dic hiéu véi khang nguyén) c6 kha
ning nhan dang va gin két khang nguyén, mac du 4i luc c6 thé thip hon cta hai ving chirc

nang vi tri gan ket.

Manh Fab ciing chira ving chirc nang ¢b dinh cua chudi nhe va ving chirc nang ch
dinh thtt nhit (CH1) ctia chudi ngng. Manh Fab' khic v6i méanh Fab & chd bd sung mot sb
gbc & d4u tan cung carboxy cia vung chic néng chudi ning CH1 bao gdm mot hodc nhidu
cystein tir ving ban 18 ctia khang thé. Fab'-SH trong day 1a ky hiéu cho Fab' trong d6 (céc)
gbc cystein cua ving chirc ning cb dinh mang it nhit mdt nhém thiol ty do. Manh khang
thé F(ab’)2 ban dau dugc tao ra 1a cdp cia cac manh Fab’ ma ¢6 cystein ving ban 18 giita

ching. C4c k¥ thuét ghép héa hoc khac clia méanh khang thé cling da duogc biét.

Dang “dugc bién d6i cho phu hgp v6i ngudi” cia khang thé khong phai ciua nguoi
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(vi dy, loai gdm nhim), bao gbm khang thé chudi don, 13 khéng thé kham (bao gébm khéng
thé chudi don) chira trinh tu t&i thidu c6 ngudn gbc tlr globulin mién dich khong phai cia
nguoi. Vi dy, vi du, Jones va ddng tac gia, (1986) Nature 321:522-525; Chothia va dbng
tac gia (1989) Nature 342:877; Riechmann va dong tac gia (1992) J. Mol. Biol. 224, 487-
499; Foote va Winter, (1992) J. Mol. Biol. 224:487-499; Presta va ddng tac gia (1993) J.
Immunol. 151, 2623-2632; Werther va dong tac gia (1996) J. Immunol. Methods 157:4986-
4995; va Presta va ddng tac gia (2001) Thromb. Haemost. 85:379-389. Chi tiét k§ hon,
xem Patent My sb 5,225,539; 6,548,640; 6,982,321; 5,585,089; 5,693,761; 6,407,213;
Jones va dong tac gia (1986) Nature, 321:522-525; va Riechmann va ddng tac gia (1988)
Nature 332:323-329.

Thuat ngir “khang thé chudi don” nhu dugc st dung trong déy c6 nghia 1a mét chudi
polypeptit don chira mot hodc nhidu ving chirc ning gin két khang nguyén ma gin két
epitop ctiia khang nguyén, trong d6 céc ving chitc ning nhu vay co6 ngudn gdc tir hoic c6
d6 twong ddng trinh tw v6i ving bién ddi cia chudi ning hogc chudi nhe ciia khang thé.
Cac phﬁn clia vung bién ddi nay co thé dugc ma hoa boi doan gen Vyhodc Vi, doan gen D
va Ju, hodc doan gen JL . Vung bién ddi co6 thé dugc ma hoa boi cac doan VeDJy, ViDly,
VulJi, hodc Vil dugc sép xép lai. Céac doan gen V-, D- va J-co thé c6 nguén géc tr nguoi
va dong vat khac bao gE‘)m chim, c4, ca mép, dong vat c6 vu, loai gdm nham, dong vét linh

trudng khong phai nguoi, lac da, lac da khong budu, thé va tuong tu.

Khang thé gén két CD3 theo sing ché dic biét hitu dung trong cic c4u hinh da dic
hiéu, ma bao gdm khong gi6i han & khang thé dic hiéu kép, khang thé ba chirc, v.v. Nhidu
phuong phap va c4u hinh protein di dugc biét va sir dung trong khéng thé don dong diic
hidu kép (BsMAB), khéng thé dic hiéu ba, v.v.

BsMAD thé hé thit nhit chi gdm c6 hai chudi ning va hai chudi nhe, mdi chudi tir
hai khang thé khac nhau. Hai ving Fab 1a khang hai khang nguyén. Ving Fc dugc tao
thanh tir hai chudi niing va tao ra vi tri gén két thit ba véi thu thé Fc trén té bao mién dich
(xem vi du Lindhofer va ddng tac gia, The Journal of Immunology, quyén 155, trang 219-
225, 1995). Khéng thé nay c6 thé 1a tir cing loai hoc khac loai. Vi dy, dong té bao biéu
hién khéng thé chudt cdng va chudt nht tiét ra Ab chirc ning dic hiéu kép do sy cdp doi
chudi ning va chudi nhe han ché loai. Theo cac phuong 4n khac, ving Fc dugc thiét ké dé

chi kh6p véi nhau theo céc cach cu thé.
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Céc kidu khang thé dic hiéu kép khac bao gdm céc Fab lién két héa hoc, chi gom
cac ving Fab. Hai manh Fab hodc Fab2 lién két héa hoc tao ra mdt khang thé nhan tao ma
gin két v6i hai khdng nguyén khac nhau, tao ra n6 1a mot kidu khéng thé dic hidu kép.
Manh gén két khang nguyén (Fab hodc Fab2) clia hai khang thé don dong khéc nhau dugc
san xuit va lién két boi phwong phép héa hoc nhu phuong phap thioete (xem Glennie, M J
va ddng tac gia, Journal of immunology 139, trang 2367-75, 1987; Peter Borchmann va
ddng tac gia, Blood, quyén 100, s6 9, trang 3101-3107, 2002).

Céc phuong phap khac nhau khac dé tao ra khang thé nhén tao da hoa tri da duoc
phit tridn bng céch dung hop tai t& hop céc ving chirc ning bién ddi clia hai khang thé.
Manh bién dbi chudi don (scFv - single-chain variable fragment) 14 protein dung hop cuia
ving bién ddi ciia chudi ning (VH) va chudi nhe (VL) cta globulin mién dich, dugc nbi
v6i peptit lién két ngén gdm 10 dén khoang 25 axit amin. Trinh ty lién két thuong nhiéu
glyxin dé ¢6 tinh linh dong, cling nhu serin hogc threonin d8 c6 tinh tan, va c6 thé hoic ndi
dAu thn ciing N ctia VH v6i ddu tan cing C cta VL, hodc nguoc lai. Manh bién doi chudi
don dic hiéu kép (di-scFv, bi-scFv) c6 thd duogc thao tac di truyén bang céch tao lién két
hai scFv c6 tinh diic hiéu khac nhau. Chudi peptit don c6 hai ving VH va hai vangVL dugc

tao ra, tao ra scFv hoa tri kép.

scFv tiép dbi dic hiéu kép ciing dugc goi la chét tiép hop té bao T dic hiéu kép
(BiTE). scFv dic hiéu kép c6 thé dugc tao ra véi cac peptit lién két 12 qua ngin dé hai viing
bién dbi gip vao nhau (khoang 5 axit amin), ép scFv phai dime hoa. Kiéu nay dugc goi la
khéng thé kép (Adams va ddng tac gia, British journal of cancer 77, trang 1405-12, 1998).
K§ thuat nén tang huéng dich lai 4i lyc kép (DART - Dual-Affinity Re-Targeting)
(Macrogenics, Rockville, Md.). K§ thuat dung hop protein nay stir dung hai manh bién ddi
chudi don (scFvs) ctia khang thé khac nhau trén mot chudi peptit don khoang 55 kilodalton.
SCORPION Therapeutics (Emergent Biosolutions, Inc., Seattle, Wash.) két hop hai viing
chirc ning gin két khang nguyén trong mot protein chudi don. Mot vang chirc ning gén
két 13 trén dAu dau tan cing C va vang chic ning ghn két th hai trén déu tan cing N cla

viing chirc ning hiéu ung, dya trén ving Fc globulin mién dich.

Protein giéng khing thé dic hidu kép va hoa tri bén cling bao gdm DVD-Ig ma dugc
thao tic di truyén tir hai khang thé don dong (Wu, C. va dong tic gia, Nature
Biotechnology, 25, trang 1290-1297, 2007). Pé xay dung cAu trac phan tt DVD-Ig, ving
chitc nang V ciia hai mADb dugc dung hop tiép doi boi mot trinh ty lién két ngin (TVAAP)
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vGi vung chuc nang bién dbi ctia chudi nhe ctia khang thé thir nhét (VL) & dau tin cing N,
sau d6 12 VL khang thé khac va Ck dé tao ra protein chudi nhe DVD-Ig. Tuong tu, ving
bién dbi cua chudi ning (VH) cla hai mAb dugc dung hop tiép doi béi mot trinh tyr lién
két ngn (ASTKGP) v6i khang thé thr nhat & dau tan cling N, sau d6 khang thé con lai va
viing chitc nang cb dinh ctia chudi ning dé tao ra protein chudi ngng DVD-Ig (VHI/VL1).
Tét c& ving chtrc niing cb dinh ciia chudi nhe va chudi ning duge bao tdn trong thiét ké
DVD-Ig, do chung 1a rit quan trong v6i sy hinh thanh phén tir gidng IgG day du dugc lién
két boi disulfua. Sy ddng chuyén nap cla té bao dong vat c6 vi véi vecto biéu hién ma héa
chudi nhe va chudi ning DVD-Ig din dén viéc tiét mot loai riéng phan tir gidng IgG c6
khéi lwrong phén tir khoang 200kDa. Phan tir ndy hién nay ¢6 bon vi trf gin két, 2 tir mdi
mAD.

Thuat ngit “phén tr gidng khang thé ba chudi dic hiéu kép ” hodc “TCA” duoc su
dung trong day dé chi phan tir gidng khéng thé bao gdm, vé co ban chi c6, hodc chi c6 ba
tiéu don vi polypeptit, hai trong s6 d6 bao gdm, vé co ban chi co, hodc chi c6 mot chudi
nang va mot chudi nhe cua khang thé don dong, hodic méanh gin két khang nguyén chirc
nang cua cac chudi khéang thé nay, bao gdm viing gin két khang nguyén va it nhit mot
ving chirc ndng CH. Cap chudi ning/chudi nhe ndy 6 tinh dac higu gin két v6i khang
nguyén thir nhét. Tiéu don vi polypeptit thir ba bao gbm, vé co ban chi c6, hodc chi ¢o
khang thé chi c6 chudi ning bao gbm phan Fc gbm c6 ving chirc ning CH2 va/hogc CH3
va/hoic CH4, trong su khong c6 mit cta ving chirc ndng CH1, va vung chirc nang gin két
khang nguyén ma gin két epitop cua khang nguyén thr hai hodc epitop khac cua khang
nguyén thir nhét, trong d6 viing chirc ning gin két nay c6 ngudn gbc tir hodic c6 do twong
ddng trinh ty v6i ving bién ddi ca chudi ning hodc chudi nhe cta khang thé. Cac phan
cuia vung bién d6i nay co thé dugc ma hoa béi doan gen Vuva/hodc Vi, doan gen D valJu,
hodc doan gen JL. Vung bién ddi c6 thé dugc ma héa bing cac doan gen dugc sap xép lai

VuDJu, ViDJu, Vali, hodc VLIL.

Protein TCA st dung khang thé chi c6 chudi ning” hodc “khéng thé chudi ning”
hoiic “polypeptit chudi ning” nhu dugc sit dung trong day c6 nghia 1a khang thé chudi don
bao gdm chudi ning ving c¢b dinh CH2 va/hoic CH3 va/hodc CH4 nhung khong chira vung
chtrc ning CH1. Theo mdt phuong an, khang thé chudi nang gdbm ving chirc nang ghn két
khang nguyén, it nhit mot phan cla ving ban 18 va ving chirc ning CH2 va CH3. Theo

phuong an khéc, khang thé chudi nang gdm ving chirc ning ghn két khang nguyén, it nhét
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mot phin ciia viing ban 18 va ving chirc ning CH2. Theo phuong 4n khéc, khang thé chudi
ning gdm ving chirc ning gin két khang nguyén, it nhit mot phin ciia ving ban 18 va ving
chirc nang CH3. Chudi ning khang thé trong d6 ving chirc ning CH2 va/hodc CH3 bi cét
cut cling dugc dua vao. Theo phuong an khac, chudi ning gém ving chitc ning gin két
khang nguyén, va it nhét mdt ving chirc ning CH (CH1, CH2, CH3, hodc CH4) ma khong
c6 ving ban 18. Khang thé chi ¢6 chudi ning c6 thé & dang dime, trong d6 hai chudi ning
duogc lién két disulfua véi phﬁn khéc, dugc gén cong hoa tri hodc khong cong hoa tri véi
nhau. Khang thé chudi ning c6 thé thudc phan nhom IgG, nhung khang thé thudc cac phan
nhém khéc, nhu phan nhém IgM, IgA, IgD va IgE, ciing c6 thé c6 trong day. Theo mot
phuong an cu thé, khang thé chudi ning la thuc phéan typ IgG1, IgG2, 1gG3, hoge IgG4,
dic biét 1a phan typ IgG1.

Chudi ning khéng thé chiém khoang mot phan tur cia khéng thé IgG tao ra béi loai
lac da, vi du lac da va lac da khong budu (Hamers-Casterman C., va déng tac gia Nature.
363, 446-448 (1993)). Céc khang thé nay duoc tao ra boi hai chudi ning nhung khong cé
chudi nhe. Két qua 13, phan gin két khang nguyén bién ddi duogc goi 1a ving chirc ning
VHH va né 12 vi tri gin két khang nguyén nho nhéit, nguyén ven, c6 trong tu nhién, chi dai
khoang 120 axit amin (Desmyter, A., va dong tac gia J. Biol. Chem. 276, 26285-26290
(2001)). Chudi ning khang thé ¢6 tinh dic hiéu cao va ai luc cao ¢ thé dugc tao ra khang
lai nhidu khang nguyén trong qué trinh mién dich (van der Linden, R. H., va dong tac gia
Biochim. Biophys. Acta. 1431, 37-46 (1999)) va phan VHH c6 thé dugc tach dong dé dang
va biu hién trong ndm men (Frenken, L. G. J., va ddng tac gia J. Biotechnol. 78, 11-21
(2000)). C4c mirc do biéu hién, o tan, va do 6n dinh cta ching la cao hon dang ké so véi
ctia cac manh truyén théng F(ab) hoic Fv (Ghahroudi, M. A. va ddng tac gia FEBS Lett.
414, 521-526 (1997)). C4 map ciing d4 thé hién 1a c6 ving chic ndng don gidng VH trong
khang thé ciia chung c6 tén 1a VNAR. (Nuttall va ddng tac gia Eur. J. Biochem. 270, 3543-
3554 (2003); Nuttall va ddng tac gia Function and Bioinformatics 55, 187-197 (2004);
Dooley va dbng tac gia, Molecular Immunology 40, 25-33 (2003)).

Khang thé hogc phan ti gin két khéang nguyén, bao gdm khang thé chi gdm chudi
ning va phan tr gidng khéang thé ba chudi dic hiéu kép (TCA) trong day, “ma gin két”
khéang nguyén dugc quan tdm, 1a mot khang thé hodc phan tir gin két khang nguyén voi ai
luc du sao cho khang thé hodc phan tir gin két nay hitu dung trong tic nhén chén doan

va/hodc didu tri chon dich 1a khang nguyén nay, va khéng tuong tac chéo dang ké vdi cac
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protein khac. Theo cac phuong 4n nay, mirc do gin két ctia khéng th& hodc phan tr gén két
khac vé6i khang nguyén khéng phai 13 dich s& khong qua 10% nhu xac dinh boi phéan tich
sang loc té bao hoat héa huynh quang (FACS - fluorescence activated cell sorting) hodc

két tha mién dich phong xa (RIA - radioimmunoprecipitation).
PROTEIN

Sang ché dé xut ho khang thé gin ma gin két v6i va hoat hoa con duong truyén tin
hiéu qua CD3, vi du hoat hoa té bao T CD3". Khang thé trong ho nay bao gbm tap hop
trinh tw CDR nhu xé4c dinh trong ddy, va dugc néu vi du 1a trinh ty VH dugc d& xult cua
SEQ ID NO:1-18. Ho khéng th nay mang lai mt s6 loi ich gop phan vao tinh tng dung
1a (céac) tac nhan diéu tri 14m sang. Khang thé trong ho niy bao gbm cac khing thé c6
khoéng 4i lyc gin két, cho phép lua chon trinh tu cu thé c6 4i lwc mong mudn. Kha ning
d d& tinh chinh 4i luc 12 dc biét quan trong d& kidm soat mrc hoat héa CD3 trong cé thé
dang dugc diéu tri, va bﬁng cach d6 lam giam doc tinh. Vi dy, néu chon dich cac khang
nguyén khéi u c6 do dur thép (thép hon 10.000 phan tir trén mdi té bao), du doén rang cac
chit gin két CD3 4i lyc cao (<30nM) dugc uu tién. Néu chon dich khang nguyén khéi u
c6 do du cao (nhidu hon 50.000 phan tir trén mdi té bao), chét gan két CD3 véi 4i luc
(>50nM) duge wu tién. Pénh gi4 riéng biét 4i lyc c6 thé 1a khuynh huéng ciia khéng thé dé
lam giam xytokin khi gén két véi té bao T, vi du giai phong IL-2, IFNy, v.v., trong d6 c6

thé mong mudn sy giai phong xytokin giam.

Khang thé thich hgp c6 thé duoc chon tir cac khang thé dugc néu trong day dé phat
trién va st dung, bao gbm nhung khong gi6i han & sir dung lam khang thé dic hiéu kép.
Viéc x4c dinh 4i luc cia protein dugc xem xét co thé thuc hién bing cach st dung cac
phuong phap di biét trong linh vuc ndy, vi du phép do Biacore, v.v. Cac khang thé trong
ho khang thé c6 thé ¢6 4i luc v6i CD3 voi gia tri Kd ndm trong khoang tr 10 dén khoang
10", bao gdm nhung khéng gi6i han §: tir khoang 10 dén khoang 10°'°; tr khoéng 10
dén khoang 10°%; tir khoang 10 dén khoang 10'%; tir khoang 10" dén khoang 10°1!; tir
khoang 10" dén khoang 1071%; tir khoang 10°* dén khoang 107; tir khoang 10 dén khoang
10-11; tir khoang 10 dén khoang 1071%; hoc gid tri bat ky trong cac khoang nay. Viée lya
chon 4i Iuc c6 thé duge xac nhan boi thir nghiém sinh hoc dé hoat hoa té bao T trong, Vi
du, va md hinh in vitro hodc tién 1am sang, va danh gia doc tinh c6 thé. Viéc xac dinh mirc

giai phong xytokin c6 thé dwoc dénh gia bang cach sit dung phwong phép thuén tién bét
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ky, bao gbm nhung khong gi6i han & cac thir nghi¢ém mo ta trong vi du.

Su tiép hop cta thy thé té bao T (TCR), hodc bing céch gn két phirc MH-peptit
holic khang thé khang-TCR/CD3, s& khoi dong su hoat héa té bao T. Vi du v& khang thé
khang-TCR/CD3 ma hoat héa té bao T 1a OKT3 va UCHT1. Céc khang thé khang-CD3
canh tranh chéo dé gin két voi CD3 trén té bao T va duge st dung thuong xuyén trong cac
thtr nghiém hoat héa té bao T. Khang thé khang-CD3 theo sang ché canh tranh chéo véi
OKT3 dé gin két véi CD3 ngudi. Phy thude vao &i luc gin két v6i CD3 va epitop trén
CD3, khéng thé khang-CD3 hoat hoa té bao T c6 cac két qua chirc ning khac nhau. Viéc i
in vitro t& bao T clia ngudi voi khang thé khang-CD3 4i lyc thip gay ra su hoat hoa khong
hon toan té bao T, san sinh ra IL-2 va IL-10 thép. Ngugc lai, chat gan két CD3 4i lyc cao
hoat hoa té bao T tao ra IL-2 nhiu hon dang ké va cac xytokin khac. Khang thé khang-
CD3 ai luc thép duoc coi la chit chi vAn mot phﬁn ma gy ra chon loc mot s6 chirc nang
hiéu tmg, diét khéi u tiém ning va diéu hoa ting CD69, trong khi khong gay ra dugc cac
chirc ning khéc, nhu san sinh IL-2 va IL-10. Chét gén két 4i lyc cao theo sang ché 1a chat
chti van hoan hoan hoat hoa nhiéu chtc ning hiéu Gng mién dich cua té bao T. P6 manh
ctia twong tac véi CD3 va epitop duge nhan dang tao ra su hoat hoa té bao T & chét luong
khac nhau. Sy san sinh xytokin tdi da ctia té bao T dugc hoat hoa boi khang thé khang-
CD3 4i luc thép 13 thip hon mirc hoat héa t6i da boi khang thé khang-CD3 éi lyc cao. Theo
mot s6 phuong 4n, khang thé theo sang ché gy giai phong th4p hon mot hodc ca hai IL-2
va IL-10 khi két hop véi té bao T trong thir nghiém hoat héa khi so véi khang thé khang-
CD3 dbi chiing trong clng thir nghiém, trong d6 khang thé dbi ching c6 thé 1a ID 304703
(SEQ ID NO:22) hodc khang thé ¢6 4i luc twrong duong. Murc gidi phong t6i da IL-2 va/hodc
IL-10 c6 thé thép hon khoang 75% mirc giai phéng béi khang thé doi chimng, thip hon
khoang 50% muc gidi phong boi khang thé dbi chimg, thap hon khoang 25% mic giai
phéng béi khang thé dbi chimg, va c6 thé thép hon khoang 10% muc gidi phong boi khang
thé d6i chimg.

Theo mét sé phuong 4n theo sang ché, khang thé dic hiéu kép hodc khang thé da
dic hiéu duoc d& xudt, c6 thé ¢6 cAu hinh bat ky da ban luan trong ddy, bao gbm nhung
khong gi¢i han & ba chudi dic hiéu kép. Khang thé dic hiéu kép bao gdm it nhit ving bién
dbi chudi ning cia khang thé dic hiéu véi protein khong phai la CD3, va ¢6 thé bao gom
vimng bién dbi chudi ning va chudi nhe. Theo mdt s6 phuong 4n nhu vay, khang thé thir hai

gin két dic hiéu véi khang nguyén lién két khéi u, khang nguyén dich, vi du integrin, v.v.,
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khang nguyén gy bénh, protein diém kiém soét, va tuong tw. Nhiéu dinh dang cua khang
thé dic hiéu kép 1a nim trong pham vi cua sang ché, bao gdm nhung khong giéi han &
polypeptit chudi don, polypeptit hai chudi, polypeptit ba chudi, polypeptit bbn chudi, va

nhiéu hon cta ching.

Ho khéng thé dic hiéu CD3 bao gdm ving chirc ning VH, bao gom trinh ty CDR1,
CDR2 va CDR3 trong vung khung VH cua ngudi. Trinh ty CDR ¢6 thé dugc dat, vi dy,
trong vung quanh cac gbc axit amin 26-33; 51-58; va 97-112 14n luot cia CDR1, CDR2 va
CDR3, cua trinh ty vung bién ddi dugc néu vi du néu trong SEQ ID NO:1-18. Nguoi co
hiéu biét trung binh trong linh virc ndy s& hiéu rang trinh tyr CDR c6 thé & céc vi tri khc
nhau néu trinh ty ving khung khic nhau dugc chon, mic du thuong tréat tu cia trinh tu van

dugc giit nguyén.

Trinh ty CDR cta khéang thé ho 2 c6 thé c6 cong thic trinh ty sau ddy. X chi axit

amin bién d6i, co thé 1a axit cu thé dugce néu sau day.

CDRI1
Gy Fo T3 Fs Xs X¢ Y7 Asg

trong do:

Xs c6 thé 13 axit amin bat ky; theo mot s6 phuong 4n Xs 12 D, A hodc H; theo mot

s6 phuong 4n Xs 1a D.

X6 ¢6 thé 12 axit amin bét k¥; theo mt sé phuong én Xe 12 D hoge N; theo mot s6

phuong an De 1a D.

Theo mot sé phuong 4n, trinh ty CDR1 ciia khéng thé khang-CD3 ho 2 bao gbm
trinh tu bt ky duge néu trong SEQ ID NO:1-18, cac gbc 26-33.

CDR2
Ir S» Wy Ng¢ Ss» Ge Sr Ip
Theo mdt sb phuong 4n, trinh ty CDR2 ciia khéng thé khang-CD3 ho 2 bao gbm
trinh tir bt k¥ dugc néu trong SEQ ID NO:1-18, cac gbe 51-58.
CDR3
Ay Ko D3> S¢» Rs» Ge» Y77 Gy Xo» Yo X11» X122 Gi3» Gi A1s” Y6
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trong do:

Xo» ¢6 thé 12 axit amin bt ky, theo mot sé phuong 4n Xo- 12 D hoge S; theo mot s6

phuong an Xy~ 1a D;
X11» c6 thé 12 axit amin bat ky, theo mot sb phuong an Xi1» 12 R hodc S;
X12» ¢6 thé 13 axit amin bat k¥, theo mot s& phuong 4n X12» 13 L hodc R.

Theo mot s& phuong 4n, trinh tw CD3 ctia khéng thé khang-CD3 ho 2 ¢6 cong thirc
AKDSRGYGD Y Xir» Xiz» G G A 'Y trong d6 X117 va X12» nhu duge xac dinh & trén.
Theo mot sé phuong 4n, trinh ty CDR3 ciia khang thé khang-CD3 ho 2 bao gdm trinh ty
bét ky dugc néu trong SEQ ID NO:1-18, cc gbe 97-112.

Theo mdt sé phuong 4n, ving chirc nang VH gén két CD3 dugc cdp d6i véi ving
chirc ndng vung bién dbi cta chudi nhe. Theo mdt sb phuong 4n nhu vay, chudi nhe 1a
chudi nhe ¢ dinh. Theo mdt s6 phuong 4n, chudi nhe bao gbm ving chitc ndng VL v6i
trinh ty CDR1, CDR2 va CDR3 trong ving khung VL cua nguoi. Trinh tu CDR c6 thé 12
trinh tu SEQ ID NO:19. Theo mot sb phuong an, trinh tr CDR1 bao gém cac géc axit amin
27-32; 50-52; 89-97 1an lugt cia CDR1, CDR2, CDR3.

Theo mot sé phwong 4n, trinh ty CDR ctia khang thé ho 2 c6 trinh ty ¢6 dd tuong
ddng it nhét 12 85%, dd twong ddng it nhét 1a 90%, do twong ddng it nhat 1 95%, do twong
ddng it nhat 13 99% so v6i trinh tw CDR hodc tip hop trinh ty CDR trong trinh tu bét ky
trong SEQ ID NO:1-18. Theo mot s6 phuong 4n, trinh ty CDR theo séng ché bao gdm mot,
hai, ba axit amin th& hodc nhiu hon so véi trinh ty CDR hodc tap hop trinh ty CDR trong
trinh tu bit ki trong SEQ ID NO:1-18. Theo mdt s6 phuwong 4n, (céc) axit amin thé 1a mot
hoic nhiéu vi tri 5 hodc 10 cia CDRI, vi tri 2, 6 hodc 7 cua CDR2, vi tri 1, 8, 9 hodc 10

cia CDR3, so v6i cong thirc dugce néu trén.

Trong d06, protein theo sang ché 12 khang thé dic hiéu kép, mot gbc gin két, tic 14
két hop VH/VL hodc chi VH, 1a ddc hiéu véi CD3 ngudi trong khi nhanh con lai ¢6 thé
dac hiéu véi té bao dich, bao gém té bao ung thu, nhu té bao ung thu buéng trimg, vu, da
day - rudt non, néo, du va cb, tuyén tién liét, rudt Kkét, va phéi, va tuong ty, cling nhu cac
khdi u mau nhu u té bao B, bao gdm bénh bach cau, u lympho, ung thu mo két, ung thu
biéu mo, u té bao than kinh, ung thu biéu mo té bao vay, u t& bao mam, bénh di cin, u

khong biét hoa, u tinh seminom, u melanin, u tiy, u nguyén bao than kinh, u té bao hdn
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hop, bénh tao u gay ra do céc tic nhan gy viém, va cac bénh 4c tinh khac, t€ bao bi nhiém
mAm bénh, té bao tu phan ung gay viém vi/hodc ty mién. Gbc khong phai CD3 ciing ¢6

thé dic hiéu véi protein dicu hoa mién dich, nhu s& mo ta trong day.

Khéang nguyén lién két khdi u (TAA) 1a twong d6i han ché véi té bao u, trong d6
khang nguyén dic hiéu khéi u (TSA - tumor-specific antigen) la duy nhit véi t& bao u.
TSA va TAA dac trung 1a cac phﬁn cta phén tir ndi bao duoc biéu hién trén bé mit té bao
13 mot phin clia phirc twong hop mo chinh.

Khéng nguyén biét héa dic hiéu md 1a cac phén tir ¢6 trén té bao u va phan dbi lién
két t& bao binh thudng cta chung. Khing nguyén li€n két khdi u dugc biét 13 nhan dang
b6i mADb chita bénh nim trong nhidu phan nhém khac nhau. Khéng nguyén biét hoa tao
mau 1a cic glycoprotein thuong két hop voi su gom nhom cum biét héa (CD - cluster of
differentiation) va bao gbdm CD20, CD30, CD33 va CD52. Khéng nguyén biét hoa trén bé
miit t€ bao 1a nhom da dang cua cac glycoprotein va carbohydrat dugc tim thy trén bé mat
ciia ca t& bao binh thudng va té bao u. Khéng nguyén c6 tham gia vao sy phat trién va con
dudng truyén tin hiéu biét héa thudng 12 cac yéu t6 phat trién va thy thé yéu t6 phat trién.
Yéu té phat trién 12 cac dich ctia khang thé & c4c bénh nhan ung thu bao gdm CEA, thy thé
yéu t6 phat trién biéu bi (EGFR; cfing goi 12 ERBB1)’ ERBB2 (ciing goi 1a HER2),
ERBB3, MET (ciing goi 1a HGFR), thu thé yéu tb phat trién gidng insulin 1 (IGFIR), thu
thé ephrin A3 (EPHA3), thu thé phdi tir gy chét t& bao theo chuong trinh lién quan dén
yéu t6 hoai tr md (TNF- tumor necrosis factor) 1 (TRAILRI; cfing goi 1a TNFRSF10A),
TRAILR2 (ciing goi 1a TNFRSF10B) va chét hoat héa thy thé cia phdi tir yeu t6 nhan-«xB
(RANKL; ciing goi 1a TNFSF11). Khéng nguyén c6 tham gia trong su tao mach thuong la
protein hodc yéu t6 phat trién ma trg gitp su hinh thanh hé vi mach méi, bao gbm yéu tb
pht trién ndi md mach (VEGF), thu thé VEGF (VEGFR), integrin aVp3 va integrin a5p1.
ChAt dém khdi u va chét nén ngoai bao 1 cac chu tric hd tro khong phén tan duoc cia khéi
u. Khang nguyén chét dém va chit nén ngoai bao 1a cac dich didu tri bao gdm protein hoat
hoéa nguyén bao soi (FAP) va tenascin.

Vi du vé khang thé chita bénh hiru dung trong chu hinh dic hiéu kép bao gdm, khong
giéi han &, rituximab; Tbritumomab; tiuxetan; tositumomab; Brentuximab; vedotin;
Gemtuzumab; ozogamicin, Alemtuzumab; IGN101; adecatumumab; Labetuzumab;

huA33; Pemtumomab; oregovomab; CC49 (minretumomab); ¢G250; J591; MOv18;
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MORADb-003 (farletuzumab); 3F8, ch14.18; KW-2871; hu3S193; [gN311; Bevacizumab;
IM-2C6; CDP791; Etaracizumab; Volociximab; Cetuximab, panitumumab, nimotuzumab;
806; Trastuzumab; pertuzumab; MM-121; AMG 102, METMAB; SCH 900105;
AVE1642, IMC-A12, MK-0646, R1507; CP 751871; KB004; IIIA4; Mapatumumab
(HGS-ETR1); HGS-ETR2; CS-1008; Denosumab; Sibrotuzumab; F19; va 81Cé.

Thuy thé didm kiém so4t mién dich da dugc nghién ciru tich cuc nhét trong pham vi
liéu phap mién dich ung thu 14m sang, khang nguyén lién két lympho bao-T gy doc té bao
s6 4 (CTLA4 - cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4; cling goi 1a CD152) va
protein diét té bao theo chuong trinh 1 (PD1; ciing goi 1a CD279) — ca hai I thy thé kiéu
{tc ché. Hoat tinh 14m sang cua khang thé rc ché cac thu thé nay c6 nghia 1a tinh mién dich
chéng ung thu c6 thé ting 1én & nhidu mitc va chién thuat két hop nay c6 thé dugc lap nén

mdt cach thong minh, dugc hudng din bdi can nhic vé co ché va md hinh tién 14m sang.

Hai phéi tir ctia PD1 1a phéi tir PD1 1 (PDLI; ciing goi 1a B7-H1 va CD274) va
PDL2 (ciing goi 1a B7-DC va CD273). PDL1 dugc biéu hién trén t& bao ung thu va qua su

gén két vé6i thu thé PD1 ciia n6 trén té bao T ma né tc ché sy hoat hoa/chirc ning té bao T.

Gen hoat héa lympho bao 3 (LAG3; ciing goi 1a CD223), 2B4 (cling goi 1a CD244),
yéu t6 1am yéu lympho bao B va T (BTLA; ciing goi la CD272), protein mang 3 cua té bao
T (TIM3; ciing goi 1a HAVcr2), thy thé adenosin A2a (A2aR) va ho thy th8 wc ché té bao
diét, mdi yéu t6 c6 lién quan dén su e ché hoat tinh lympho bao va trong mt sd trudng
hop giy suy giam lympho bao. Khang thé chon dich 1a cac thy thé nay c6 thé dugc st dung

trong phuong phép cua sang ché.

Téc nhan chu van phan tr ddng kich thich mién dich ciing hitu dung trong phuong
phép cua sang ché. Céc tac nhan nhu vy bao gbm chit chu van hodc CD40 va OX40.
CD40 12 protein ddng kich thich tim thiy dugc trén té bao trinh dién khang nguyén (APC
- antigen presenting cell) va doi héi phai ¢6 d8 hoat hoa céc té bao nay. Cac APC bao gbm
fhure bao (dai thyc bao va té bao dudi gai) va té bao B. CD40 1a mot phan cua ho thyu thé
TNF. Céc phan tir truyén tin hiéu hoat héa so cép ciia CD40 1a IFNy va phdi tt CD40
(CD40L). Sy kich thich qua CD40 hoat hoa dai thuc bao.

Khang thé khing CCR4 (CD194) dugc quan tam bao gdm khing thé don dong duge
bién d6i cho phut hop v6i nguoi khang thu thé C-C chemokin 4 (CCR4) v6i hoat tinh khang
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viém va chdng ting sinh tiém ning. CCR2 dugc biéu hién trén dai thuc bao gy viém c6
thé dugc tim thdy trong céc diéu kién viém khéc nhau, vi du viém khép dang thip; va da
duoc xac dinh 1a duge biéu hién trén dai thuc bao kich thich khdi u. CCR2 ciing dugc biéu
hién trén céc té bao T didu hda, va phéi tif CCR2, CCL2, 1am trung gian cho sy két tap té
bao T didu hoa vao trong khéi u. Té bao T didu hoa e ché dap tmg cia té bao T chéng

khéi u va do d6 mong muon &c ché hodc ti€u chung.
San xuat protein theo sdng ché

Mic di khang thé c6 thé dugc diéu ché bing phuong phép tbng hop héa hoc, dic
trung ching dugc tao ra bang phuong phép dung k§ thudt tai tb hop ADN, nhu biéu hién
dé)ng thoi tht ca cac chudi tao nén protein trong té bao chu tai td hop don, hodc biéu hién
ddng thdi chudi ning polypeptit va khang thé, vi du khang thé ngudi. Ngoai ra, chudi ning
va chudi nhe cua khang thé ciing c6 thé dugc bibu hién bang cach sir dung mot vecto biéu
hién don polycistron. Viéc tinh ché polypeptit cu thé dat dugc bing cach st dung k§ thuét
tinh ché protein chuln nhu séc ky 4i luc (protein A), sic ky loai trir kich thude va/hodc sdc
ky twong téc ky nuée. Dac hidu kép 1a di khac biét vé kich thude va dd ky nude dé ¢ thé

thuc hién tinh ché bang cic quy trinh chun.

Luong khéng thé va polypeptit chudi ning sinh ra trong té bao cha don c6 thé duge
t6i thiéu hoa bing cach thao tac di truyén ving ¢b dinh cta khang thé va chudi ning sao
cho viéc homodime héa dugc wu tién so vdi heterodime hoa, vi du br:ing cach dua vao cac
tuong tac tu bd sung (xem vi du WO 98/50431 vé cac kha ning, nhu chién thuat “cdu hinh
18i-khép vao-16m” (xem WO 96/27011)). Do d6 mdt khia canh khéc cua sang ché 1a dé
xuét phuong phap dé tao ra dic hiéu kép trong thé chu tai t6 hop, phuong phép nay bao
gbm budc: bidu hién trong té bao chu tai t6 hop trinh ty axit nucleic ma héa it nhét hai
chudi ning cua polypeptit, trong d6 chudi ning ciia polypeptit khac nhau trong ving ch
dinh cua ching du dé 1am giam hodc hogc ngan céan sy hinh thanh homodime nhung lam

tang su hinh thanh dic hi€u kép.

Khi protein bao gém ba chudi, vi du FlicAb, ching c6 thé dugc tao ra bing cach
bidu hién ddng thoi ba chudi (2 chudi ning va mdt chudi nhe) tao nén phén tir nay trong té
bao chu téi t6 hop don.

Pé san xuét tai to hop protein trong day, mot hodc nhiéu axit nucleic ma héa tit ca

cac chubi, vi du 2, 3 4, v.v. dugc phén tach va xen vao trong vecto sao chép dé tach dong
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tiép (khuéch dai ADN) hodc dé bidu hién. Nhidu vecto 13 c6 sén. Cac thanh phén vecto
thuong bao gé)m, nhung khong gidi han &, mot hodc nhiéu thanh ph?m sau: trinh tu tin hiéu,
gbc sao chép, mdt hodc nhiéu gen danh d4u, yéu t6 ting cudng, gen khoi d4u, va trinh tu
dung phién ma.

Theo mot phuong én uu tién, té bao chu theo phuong phap cia sing ché c6 kha ning
bidu hién mirc d6 cao c4c globulin midn dich ctia ngudi, tirc 12 it nhét 1 pg/té bao/ngay, tot
hon 13 it nhit 10 pg/té bao/ngdy va tham chi t6t hon 12 it nhit 20 pg/té bao/ngay hodc hon

ma khong can khuech dai phén tir axit nucleic ma hoa chudi don trong té bao chu nay.
Dugc pham

Mot khia canh khac ctia sang ché 12 @8 xuét duoc phém chira mot hodc nhiéu protein
theo sang ché trong hdn hop véi chit mang dugc dung thich hop. Chit mang dugc dung
nhu dugc sit dung trong day duge néu vi dy, nhung khong gidi han &, chét hd trg, chét
mang rén, nudc, chit dém, hoiic chét mang khéac dugc st dung trong linh vuc nay dé gilta

c4c thanh phan dugc, hogc hdn hop cua ching.

Dugc pham chira protein st dung phlt hgp v6i sang ché dugc didu ché dé bao quan
bang cach trdn céc protein co do tinh khiét mong mudn tlty chon véi chit mang dugc dung,
ta dugc hodc chét 4n dinh (xem, vi du Remington's Pharmaceutical Sciences xuét ban lan
thir 16, Osol, A. Ed. (1980)), nhur & dang ché pham lam dong khd hogc dung dich nudc.
Chit mang, t4 dugc, hodc chét én dinh chap nhén dugc 12 khong doc v6i ngudi dung & lidu
va ndng dd str dung, va bao gbm chat dém nhu phosphat, xitrat, va axit hiru co khac; chét
chéng oxy hoéa bao gdbm axit ascorbic va metionin; chit bao quan (nhu
octadecyldimetylbenzyl amoni clorua; hexamethonium clorua; benzalkonium clorua,
benzethonium clorua; phenol, butyl hodc rugu benzyl; alkyl paraben nhu metyl hodc propyl
paraben; catechol; resorxinol; xyclohexanol; 3-pentanol; va m-cresol); polypeptit trong
luong phén tu thap (it hon khoang 10 gbc); protein, nhu albumin huyét thanh, gelatin, hodc
globulin mién dich; polyme wa nuéc nhu polyvinylpyrolidon; axit amin nhu glyxin,
glutamin, asparagin, histidin, arginin, hogc lysin; monosaccharit, disaccarit, va carbohydrat
khac bao gdm glucoza, manoza, hodc dextrin; tic nhan chelat héa nhu EDTA; duong nhu
sucroza, manitol, trehaloza hogc sorbitol; dbi ion tao mudi nhu natri; phirc kim loai (vi du,
phirc Zn-protein); va/hodc chit hoat dong bé mit khong ion nhu TWEEN™,
PLURONICS™ hoic polyetylen glycol (PEG).
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Ché phim khéng thé khang-CD3 dugc bdc 19, vi du, trong Cong b6 Patent My s&
20070065437, toan bd tai liéu duge dua vao ddy bing cach vién din. Céc ché pham tuong
tw ¢6 thé duoc sir dung cho protein cia sing ché. Céc thanh phin chinh ctia ché phim nay
13 chét dém pH c6 tac dung trong khoang pH tir 3,0 dén 6,2, mudi, chét hoat dong bé mit,
va lugng c6 hiéu qua clia khang thé ddc hiéu kép c6 tinh dic hiéu khang-CD3.

Phuong phap sir dung

Phuong phép duoc d& xult dé diéu tri hodc lam thuyén giam bénh, bao gdm nhung
khong giéi han ¢ bénh viém, bénh tu mién, bénh ung thu tién phat hodc di cin, v.v. trong
mdt liéu phép bao gbm cho tiép xuc té bao dich v6i ché pham gin két khang nguyén theo
séng ché, cu thé trong d6 ché pham gén két khang nguyén 1a khang thé da dic hiéu thich
hop véi finh trang bénh dugc didu tri, vi du trong d6 mot gdc gén két gin két dic higu véi
khang nguyén lién két khdi u dé diéu trj té bao ung thu lién quan; gbc gin két dic hiéu véi
yéu t§ gy bénh dugce quan tim dé didu tri bénh nhiém trung lién quan, va tuong tu. Céac
phuong phap nay bao gbm str dung cho déi tuong can dugc didu tri didu tri lrong c6 hiéu
qua diéu tri hoic lidu c6 hiéu qua cta chit theo sang ché, bao gbm nhung khong gii han
& hdn hop cia chét phan tng véi duoc chét héa tri liéu, liéu phép phong xa, hoge phau

thuat.

Liéu c6 hiéu qua cua ché phﬁm theo sang ché @ diéu tri bénh thay dbi phu thudc
nhidu yéu t khac nhau, bao gdm dudng ding, vi trf dich, diéu ki¢n sinh 1y ciia bénh nhén,
bénh nhan 13 ngudi hay dong vat, cac thubc khac d sir dung, va viéc diéu tri 1a phong bénh
hay chita bénh. Thong thudng, bénh nhén la nguoi, nhung dong vat c6 vii khong phai la
ngudi cling ¢ thé dugc diéu tri, vi du dong vat thu nubi nhu chd, meo, ngua, v.v., dong vat
c6 v trong phong thi nghiém nhu thé, chudt nhét, chudt cdng, v.v., va tuong tu. Liéu diéu

tri c6 thé duge chuan hoa dé toi wu do an toan va hiu qua.

Céc mitc lidu c6 thé duge xac dinh d& dang béi béc s§ c6 chuyén mén, va c6 thé
didu chinh theo yéu cAu, vi du, yéu cdu didu chinh dap img ciia dbi twong véi lidu phap.
Luong thanh ph?m hoat dong co thé dugc két hop v6i nguyén liéu chit mang dé tao ra dang
lidu don sé& thay ddi phu thudc vao co thé chu duogc didu tri va duong dung cu thé. Dang
liéu don vi thuong chia thanh phén hoat dong véi luong nam trong khoang tir 1mg dén

khoang 500mg.

Theo mdt s6 phuong 4n, lidu diéu tri cua tac nhan nay c6 thé véi lugng nam trong
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khoang tir 0,0001 dén 100mg/kg, va thong thudng hon nam trong khoang tir 0,01 dén
5mg/kg, cla trong lugng co thé chu. Vi du, lidu c6 thé 12 1 mg/kg trong lugng co thé hoic
10mg/kg trong lugng co thé hodc ndm trong khoang tr 1-10mg/kg. Mot liéu trinh diéu tri
vi du doi hoi viée st dung mot lan mdi hai tudn tudn hodc mot 1dn mot thang hodc mot lan
mdi 3 dén 6 thang. Chét diu tri theo sang ché thuong dugc st dung nhiéu 14n. Khoang
gian liéu gitra cac lidu don c6 thé 13 hang tuan, hang théang hodc hang nim. Khoing giéin
lidu ciing c6 thé 13 khong thudong xuyén theo chi dinh bang cach do mirc trong mau cia
chét diéu tri & bénh nhan. Cach khac, vét diéu tri theo sang ché c6 thé dugc st dung & dang
ché phim giai phong duy tri, trong truong hop doi hdi dung it thuong xuyén hon. Liéu va

tAn suét st dung thay d6i phu thudc vao thoi gian ban thai ciia polypeptit 6 bénh nhén.

Trong ung dung phong bénh, cd thé st dung lidu twong dbi thip véi khoang gisin
lidu twong d6i khong thudng xuyén trong mot khoang thoi gian dai. Mot s6 bénh nhan tiép
tuc nhan viéc didu tri cho dén cudi doi. Trong tmg dung dicu tri bénh khic, d6i khi doi hoi
lidu tuong dbi cao véi khoang gidn lidu twong dbi ngin cho dén khi su phat trién ciia bénh
giam hoiic ngimg, va tét hon 12 cho dén bénh nhén thé hién sy cai thién mot phan hoic

hoan toan triéu ching bénh. Sau d6, bénh nhan c6 thé dugc sir dung phac d6 phong bénh.

Theo cac phuong 4n khéc nita, phuong phap theo sang ché bao gbm diéu tri, lAm
giam hodc ngén chin su phat trién khéi u, sy di cin khdi u hodc sy xam 14n khéi u ung thu
bao gdm ung thu biéu mo, ung thu méau nhu bénh bach cau va u lympho, u melanin, ung
thu mo két, u than kinh dém, v.v. Véi tmg dung phong bénh, dugc phém hodc thube duge
sir dung cho bénh nhan nhay cam véi, hodc noéi cach khac c6 nguy co méc bénh véi lugng
du dé loai bo hodc 1am gidm nguy co, 1am nhe mirc d ndng cuia bénh, hodc lam cham sy
phét bénh, bao gdm céc triéu chimg sinh héa, md hoc va/hogc phan {mg ciia bénh, bién

chitng ctia n6 va kiéu hinh gay bénh trung gian thé hién trong qué trinh phat trién ciia bénh.

Ché phim dé didu tri bénh c6 thé duge st dung boi dudong ding ngoai dudng tiéu
hoa, tai chd, trong tinh mach, trong khdi u, dudng miéng, dudi da, trong dong mach, trong
s, trong mang bung, trong miii hoic trong co. Puong dung dic trung 1a trong tinh mach

hoic trong khdi u, mic du cac duong khac c6 the c6 hi¢u qua twong duong.

bac trung, ché phém duge didu ché 1a thudc tiém duoc, hodc 1a dung dich hodc
huyén phu 16ng; dang rén thich hop véi dung dich trong, hodc huyén phu trong, ta dugc

16ng truge khi tiém cling co thé dugc diéu ché. Ché phim ciing c6 thé dugc nhii héa hodc
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bao nang trong liposom hogc vi hat nhu polylactit, polyglycolide, hodc copolyme dé tang
tac dung bd trg, nhu ban luin & trén. Langer, Science 249: 1527, 1990 va Hanes, Advanced
Drug Delivery Reviews 28: 97-119, 1997. Céc tic nhan theo sang ché c6 thé dugc st dung
& dang thubc cAy giai phéng cham dudi da hodc thubc ciy c6 thé dugce tao cong thirc theo
cach ma cho phép giai phong thanh phén hoat dong duy tri hodc theo xung. Dugc pham
thuong dugce tao cong thirc 1a vo khuln, gin nhu déing truong va tuin thu day dia tht ca céc
quy dinh cta thuc hanh san xuét thubc tbt (GMP - Good Manufacturing Practice) ctia Hi€p
hoi thyc phim va dugc phim Hoa Ky.

Pdc tinh chia protein mo ta trong day co thé dugc x4c dinh béi cac quy trinh dugc
chuén trong moi trudng nudi céy té bao hoic dong vat thi nghiém, vi du, bang cach x4c
dinh gi4 tri LDso (lidu gay chét 50% quén thé) hoic gi4 tri LD1oo (lidu gay chét 100% quan
thd). Ty 16 lidu gifta hidu qua gdy doc va hidu qua diéu trj 1a chi s6 didu tri. S6 ligu thu duoc
tir cac thir nghiém nubi cAy té bao va nghién ctru trén dong vat c6 thé dugc st dung trong
viéc x4y dung khoang lidu ma khong doc dé sir dung cho ngudi. Liéu cia protein mo ta
trong day t6t hon 12 ndm trong khoang tir ndng d6 tudn hoan bao gdm liéu c6 hiéu qua ma
it hodc khong gy doc. Lidu c6 thé thay d6i ndm trong khoang tir ndy phu thudc vao dang
lidu sir dung va dudng dung. Ché phim chinh xé4c, dudng ding va lidu c6 thé duoc chon

bdi bac s§ cu thé khi xem xét tinh trang cta bénh nhéan.

Dugc phim c6 thé duge st dung trong nhidu dang liéu don vi phu thudc vao phwong
phép st dung. Vi dy, dang liéu don vi thich hop cho dudng miéng bao gdm, nhung khong
gidi han 0, thube bot, thudc vién, vién tron, vién nang va vién hinh thoi. Cong nhén réng
ché phim theo séng ché khi sir dung qua dudng miéng, nén dugc bao vé khdi dudng tiéu
hoéa. Pic trung didu nay dugc thyc hién bang céach tao phtrc cac phén tir véi ché phém dé
]am ching chdng lai sy thiy phén do axit va enzym, hodc béng cach nhdi c4c phan ti trong
chit mang thich hgp, nhu liposom hodc hang rao bao v¢. Céc cach thirc bao vé tdc nhén

khoi duong tiéu hoéa da dugce biét 5 trong linh virc nay.

Céc ché phdm dé st dung thuong sé& bao gbm khang thé hoic cac chét c6 thé tiéu
dich khac dugc hoa tan trong chit mang duoc dung, t6t hon 13 dung dich cht mang. Nhiéu
dung dich chét mang cO thé dugc st dung, vi dy, nude mubi dém va tuong tu. Céc dung
dich nay 1a vo khuén va thudng khong c6 céac chét khong mong muén. Céc ché phidm nay
¢6 thé duoc tist khun bing ky thuat thong thudng, da biét 3. Ché pham c6 the chtra chét
bd trg dugc dung khi yéu ciu dé gin gidng véi diéu kién sinh ly nhu chét didu chinh d6 pH
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va chit dém, chat didu chinh ddc tinh va twong tw, vi du, natri axetat, natri clorua, kali
clorua, canxi clorua, natri lactat va tuong tu. Nong do ciia tic nhan hoat dng trong cac ché
phém nay co thé thay dbi nhiéu, va s& dugc chon trudce hét dya trén thé tich 16ng, d6 nhét,
trong luong co thé va yéu t6 twong tu phu hgp v6i duong ding cu thé dugc chon va nhu
ciu ctia bénh nhan (vi du, Remington's Pharmaceutical Science (xuét ban 14n tht 15, 1980)
va Goodman & Gillman, The Pharmacological Basis of Therapeutics (Hardman va dong
tac gia, eds., 1996)).

Ciing ndm trong pham vi clia sang ché 12 kit chira téc nhan hoat dong va ché phim
ctia no, theo sang ché va huéng dan st dung. Kit con c6 thé chtra it nhit mot chét phan tmg
khéc, vi du dugc chét hoa tri liu, v.v. Kit dic trung chira nhan thudce chi ra viée sir dung
du tinh ctia cic thanh phan trong kit. Thuét ngit nhan thudc bao gdm chit viét, hodc nguyén

liéu ghi chép cung cAp trén hodic cung vdi kit, hodc cach khéc di kem vai kit.

Ché phim c6 thé dugc st dung dé diu tri chira bénh. Ché pham duogc sir dung cho
bénh nhan véi luong di dé vé co ban tiéu té bao dich, nhu md ta & trén. Luong di dé thuc
hién viéc nay dugc xac dinh 1a "liéu c6 hidu qua didu tri", lidu nay c6 thé mang lai su ting
ty 16 sdng tdng cong. Viéc str dung riéng 1€ hodc nhiéu ché phim c6 thé dugc str dung phu
thudc vao lidu va tAn suét yéu ciu va dung nap bdi bénh nhén. Liéu cu thé yéu ciu cho viéc
diéu tri s& phu thudc vao tinh trang bénh va tién st ciia dong vat c6 vi, cling nhu céac yéu

t§ khac nhu tudi, trong luong, gidi tinh, duong dung, hiéu luc, v.v.

Séang ché duge mo ta day du, s& rd rang v6i ngudi co hiéu biét trung binh trong linh
Vuc nay rang céc thay d8i va didu chinh khac nhau c6 thé duoc thuc hién ma khong vuot
qua pham vi hodc tinh thin cla sang ché.
Vi du thwe hién sang ché
Vi du 1 Chudt cdng dugc thao tac di truyén bidu hién khang thé chi c6 chudi ning

Locut IgH nguoi duge xay dung va td hop trong nhiéu phan, chiing tham gia vao
viéc diéu chinh va ndi cac gen viung C cia chudt cbng, sau d6 chung dugc nbi kiéu xudi
dong véi ving Vu6-D-Ju ciia ngudi. Hai BAC véi cac cum riéng biét ciia gen Vu clla ngudi
sau d6 dugc bom ddng thoi véi BAC ma héa manh (Vu6 -D-Ju cua ngudi - C chudt nhét)
da ghép.

Chudt cbng bién dbi gen mang locut globulin mién dich cua chudi ning nhén tao
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trong cAu hinh chua duge sip xép lai dugc tao ra. Céc gen bao gbm ving c¢b dinh m3 héa
IgM, IgD, IgG2b, IgE, IgA va gen ting cuong 3'. RT-PCR va phén tich huyét thanh
(ELISA) chudt cbng bién ddi gen thé hién su sép xép lai c6 tinh ldp lai cua locut globulin
mién dich bién ddi gen va sy biéu hién khang thé chi gém chudi ning cua nhiéu isotyp
khac nhau trong huyét thanh. Chuot cbng bién dbi gen dugc cho bu chéo véi chudt cong
¢6 locut chudi ning va chudi nhe ngoai sinh dot bién dugc md ta trong don Patent M¥ sd
2009/0098134 A1.Phan tich cac dong vat nay chirmg minh sy bét hoat viéc biéu hién chudi
ning va chudi nhe cia globulin mién dich cta chudt cbng va mirc biéu hién cao cta khéng
thé chudi ning c6 viung bién dbi dugc ma hoa béi gen V, D, va J clia nguoi. Viée gy mién
dich chudt cbng bién dbi gen khién tao ra dap (g huyét thanh do chuén cao ctia khang thé
chudi ning dic hiéu véi khang nguyén. Céc con chudt cbng bién dbi gen bao gbm chudi

nang khang thé c6 ving VDJ cuia ngudi duge goi 1a UniRat.
Vi du 2 Chubt céng duoc thao téc di truyén biéu hién khang thé chudi nhe c6 dinh

Quy gen khang thé bién dbi gen ciia ngudi dugce tao thanh tir chudi H c6 su sép xép
lai da dang (V-D-Ji)a két hop v6i chudi L duy nhét. D6i v6i chudi L duge sip xép lai ndy,
Vk-Jk1-Ck cta nguoi, duge hop nhét vao trong dong mam chudt cdng bing cach vi tiém
ADN va dong vat bién dbi gen thu dugce dugc cho bu ching chudt céng duoc mo ta trén
ma ching nay bidu hién ty nhién chudi H ctia ngudi (Osborn va dong tdc gid, 2013). Ching

chudt cong maéi ¢6 tén 12 OmniFlic.

Gay mién dich chudt céng OmniFlic, stt dung nhiéu khang thé khac nhau, tao ra cic
mirc cao cia IgG dic hiéu khang nguyén twong ty nhu chudt cbng bién ddi gen khéc c6
mang cung locut IgH. Phén tich quy gen bang RT-PCR x4c dinh thdy su sép xép lai gen
Vg bién ddi cao & muc sao chép va protein cao. Ngoai ra, ciing xac dinh duogc chi mdt san

pham chudi L, cling dugc bi€u hién & mic do cao.

Trinh tu gén két dic hiéu khang nguyén tir OmniFlic thu dugc bang NGS va chon
tir thu vién ADN bd sung (cADN) (ndm men, E.coli, thuc khuén thé), khi sip xép trinh ty
cac ban sao chudi H khac nhau xac dinh dugc. D& biu hién trong té bao dong vat c6 vu,
cac chu tric chudi H siéu dot bién dugce chuyén nap cuing véi trinh tu Igk bién ddi gen gbe.
Trong Vk-Jk1-Ck da sip xép lai ndy, khong cho phép c6 thay dbi dot bién va ludn ludn
ciing mot chudi L duge biéu hién véi cac san phim chudi H khéc nhau dé tao ra IgG cia

nguoi don dong.
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Vi du 3 Tao ra khang thé dic hiéu khang nguyén & chudt cbng bién ddi gen,

Pé tao ra khang thé chudi ning ddc hiéu khang nguyén & chudt cbng, chudt cong

duoc thao tac di truyén dang biéu hién dugc gy mién dich trong hai ngay.

Gay mién dich v6i ving chirc ning ngoai bao tai t6 hop cia PD-L1 va BCMA. Ving
chirc ning ngoai bao tai t6 hop ciia PD-L1 va BCMA dugc mua tir R&D Systems va dugc
pha lodng véi nudc mudi vo khudn va két hop véi ta dugc. Chét khang nguyén hodc dugc
két hop v6i ta dugc Freund hoan toan (CFA) va ta dugc Freund khong hoan toan (IFA)
hoic chit h3 trg Titermax va Ribi. LAn gy mién dich tht nhat (méi) véi chét khang nguyén
trong CFA hoic Titermax dugc sir dung & chén trdi va phai. Sau 14n gAy mién dich thit nhét
v6i chit khang nguyén trong CFA, hai 1an gy mién dich nita trong IFA (ting cudng) hodc
4 14n gdy mién dich nita trong Ribi va mot 14n nita trong Titermax dugc st dung & moi
chan. Trinh tu gAy mién dich ndy gy phat trién té bao B sinh 4i luc khang thé cao. Nong
d6 chat khang nguyén 13 10 microgam trén mdi chan. Huyét thanh dugc 14y tir chudt cdng

& mau cudi cung dé xac dinh d chuan huyét thanh.

Pé tao ra khang thé khang-CD38¢ cla nguoi, chudt cbng dugc thao tac di truyén
dugc gy mién dich bang quy trinh gay mién dich dua trén ADN.

Chudt céng OmniFlic dugc gy mién dich bdi cAu trac CD3-epsilon/delta clia nguoi
va khi dudi dai & Aldevron, Inc. (Fargo, ND) st dung k¥ thuét khang thé GENOVAC.
Hach bach huyét kiét mau duge thu hoach sau 1an gay mién dich ting cudng cubi cling va
ARN dugc phan tach. Sau khi tbng hop ADN bd sung, qu§ gen khang thé chudi niang IgH
duoc xac dinh dic diém bang k¥ thuat sip xép trinh ty thé hé tiép theo (Next Generation
Sequencing) va phén mém tiéu chun co s& doc quyén cia ching t6i. Lura chon trinh tu
VH d3ic hiéu khang nguyén dugc xem xét thé hién du hiéu lya chon dic hiéu khang nguyén
dwong tinh. Vai trdm trinh ty VH ma héa FlicAb dugc lua chon d& t6 hop gen va tach dong
vao vecto biéu hién. Sau d6, khang thé IgG1 FlicAb ngudi hoan toan dugc biéu hién trong
t bao HEK dé phan tich bdi Flow va ELISA. FlicAb clia ngudi dugc kiém tra vé su gén
két v6i té bao T so cp cia ngudi va t& bao Jurkat theo dong. Ngoai ra, FlicAb cua ngudi
dugc thir nghiém bang cach sir dung protein CD3d¢ tai td hop trong ELISA. Tét ca FlicAb
¢6 su ghn két duong véi té bao T clia ngudi dugc néu trong Fig.1 va Fig.2. Cac trinh tu

dugc chon dugce xac dinh dic diém tiép trong thit nghiém hoat héa té bao T.
Vi du 4 X4c dinh dac diém khang thé
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Bang sb liéu oiia Fig.3 tdng két tinh cht ciia khéng thé khang-CD3 ho 2 & dinh dang
d3c hiéu don va dic hiéu kép. Cot 1 thé hién ID trinh tw cda trinh ty VH khang-CD3. Cot
2 thé hién gia tri MFI cua muc gén két t& bao Jurkat cia khang thé khang-CD3 dic hiéu
don gbc. Cot 3 thé hién gia trj MFI ctia mirc gan két t& bao T cyno (khi dudi dai) ciia khang-
CD3 dic hiéu don gbe. Cot 4 thé hién tén ciia khang thé dic hiéu kép aCD3:aBCMA. Cot
5 thé hién mirc picogam ctia IL-2 dugc giai phong boi té bao T pan dugc kich thich bdi
khang thé dac hiéu kép gén két protein BCMA dugc bao 1én nhya & liéu dugc chi ra. Cot
6 thé hién mirc picogam cia IL-6 dugc giai phong béi t& bao T pan duge kich thich bdi
khéng thé dic hiéu kép gén Kkét protein BCMA dugc bao 1én nhya ¢ liéu duoc chi ra. Cot
7 thé hién mitc picogam ctia IL-10 dugc giai phéng bai té bao T pan duge kich thich boi
khang thé dac hiéu kép gén Két protein BCMA dugc bao 1én nhya ¢ lidu dugc chi ra. Cot
8 thé hién mirc picogam cia IFN-y dugc gidi phong boi té bao T pan dugc kich thich boi
khéng thé dic hidu kép ghn két protein BCMA dugc bao lén nhya & liéu dugc chi ra. Cot
9 thé hién mtrc picogam ctia TNFa duge giai phong béi té bao T pan duge kich thich béi
khang thé dic hiéu kép gén két protein BCMA dugc bao 1én nhya & liéu duoc chi ra. Cot
10 thé hién gi4 tri ECso ctia sy ly giai té bao u U266 do khang thé dic hiéu kép trong sw c6
miit cta té bao T pan ctia ngudi. Cot 11 thé hién phén tram ly giai té bao u U266 trong su
¢6 mit ciia khang thé dic hidu kép va té bao T pan clia ngudi & lidu 333 ng/mL khéng thé
dic hidu kép. Cot 12 thé hién i lyc gén két protein cta nhinh khang-CD3 ciia khang thé
dic hiéu kép do dugce béi Octet. Cot 13 thé hién gid tri MFI ciia mic gén két té bao Jurkat
cua khéng thé dic higu kép.

Vi du 5 Xac dinh dic diém khéang thé dic hiéu kép

Bay khang thé dic hidu kép aCD3_fam2:aBCMA, mdi khang thé c6 nhanh khang-
CD3 duy nhét va nhénh khang-BCMA chung, dugc thir nghiém vé kha nang diét té bao u
U266 BCMA+ bing cach di huéng té bao phéi T hoat hoa. Trong thi nghiém ndy, té bao
U266 bidu hién BCMA dugc tron vé6i té bao T pan hoat héa véi ty 1¢ E:T 10:1 cing véi
viéc bd sung khéng thé dic higu kép. Thé hién trong Fig.4, truc X thé hién ndng d6 khéang

thé str dung va truc-y thé hién mirc % ly giai té bao u 6 gio sau khi bd sung khing thé.

Su so sanh hoat tinh ly giai té bao u do khang thé dic hiéu kép véi su giai phong
IL-2 xytokin dugc trinh bay trong biéu dd timg diém cta Fig.5. Mai tuong quan gifta mirc
san sinh IL-2 va muc ly giai té bao u U266 1a R?= 0,37. Su so sanh hoat tinh ly giai té bao
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u do khang thé dic hiéu kép véi su giai phéng IFN-y xytokin dugc trinh bay trong biéu do
timg diém cua Fig.6. Mbi twong quan gifta mirc san sinh IFN-y va mirc ly giai t€ bao u
U266 12 R>= 0,53. Su so sanh hoat tinh ly giai t& bao u U266 do khang thé dic hiéu kép
véi 4i luc gin két khang-CD3 dugc trinh bay trong bidu dd timg diém cua Fig.7. Mdi twong
quan gitta gi4 tri EC50 diét U266 va 4i lyc gin két protein 1a R*= 0,93.

Vi du 6 Su ly giai té baou

Khang thé dic hiéu kép aCD3_F1F:0BCMA dugc thir nghiém vé kha ning diét ba
t& bao u BCMA+ khéc nhau va mét dong té bao BCMA-4am tinh bing cach di huéng té
bao phoi T hoat héa. Trong thi nghi€ém nay, té bao u dugc tron véi té bao T pan hoat hoa
v6i ty 18 E:T 10:1 cling v6i viée bd sung khang thé dic hiéu kép. Cac két qua dugc thé hién
trong Fig.8A-6D. O A thé hién sy diét t& bao RPMI-8226, 6 B thé hién sy diét t€ bao NCI-
1929, 6 C thé hién sur diét t& bao U-266, va 6 D thé hién sw diét té bao K562, d6i ching
am. Truc x thé hién ndng do khang thé str dung va truc-y thé hién muc % ly giai cia té bao
u 6 gio sau khi b sung khang thé.

Miic gidi phong xytokin IL-2 duge do sau khi dé nghi té bao T cuia ngudi duge nudi
chy v6i cac dong té bao u khic nhau va lidu ting dan khang thé dic hiéu kép
aCD3_F1F:aBCMA. Fig.9A thé hién su giai phong IL-2 dugc kich thich boi té bao RPMI-
8226, Fig.9B thé hién sy giai phong IL-2 dugc kich thich béi t€ bao NCI-H929, Fig.9C thé
hién su giai phong IL-2 dugc kich thich boi té bao U-266, va Fig.9D thé hién sy giai phong
IL-2 duoc kich thich béi té bao K562, dbi chimg am.

Mtc giai phéng xytokin IFN-y duge do sau khi d8 nghi té bao T cia ngudi dugce
nudi cdy véi cac dong té bao u khéc nhau va lidu ting din khéng thé dic hiéu kép
aCD3 F1F:aBCMA. Fig.10A thé hién su giai phong IFN-y dugc kich thich bdi t€ bao
RPMI-8226, Fig.10B thé hién su giai phong IFN-y dugc kich thich béi té bao NCI-H929,
Fig.10C thé hién sy giai phong IFN-y dugc kich thich béi t€ bao U-266, va Fig.10D thé
hién su giai phong IFN-y dugc kich thich bédi té bao K562, d6i chimg am.

Vi du dugc dua ra dé cung cAp cho ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh virc nay
phan boc 16 va md ta toan bd vé céch tao ra va st dung sang ché, va khong nhim lam han
ché pham vi ma cic tac gia séng ché @ cap dén ciing nhu ho khong nhidm thé hién ring

c4c thir nghiém sau déy 1 tat ca hodc chi ¢6 cac thir nghiém nay dugc tién hanh. Céc nd
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Iwc d3 dugc thuc hién dé dam bao do chinh x4c véi cac s0 liu sir dung (vi du, luong, nhiét
d6, v.v.) nhung mét s sai sé thir nghiém va do léch c6 thé can tinh dén. Trir khi duge néu
khac, céc phan 12 phan v& khéi lugng, khdi lugng phan tir 12 khéi lugng phan tit trung binh,

nhiét d6 1a d6 Celsius, va ap sut 13 hogc gﬁ‘m ap suét khi quyén‘

Khi sang ché duge mo ta v& cac phuong 4n cu thé ctia né, ngudi c6 hiéu biét trung
binh trong linh vuc nay nén hiéu ring c6 thé thyuc hién cac thay doi khac nhau va céc a6i
tuong trong duong co thé duge thay thé ma khong vuot ra ngoai pham vi cua séng ché.
Ngoai ra, nhiéu phuong 4n stra ddi c6 thé dugc thuc hién dé diéu chinh tinh trang, nguyén
lidu, ché phim, quy trinh, budc quy trinh hodc cac bude quy trinh cu thé, theo muc tiéu,
tinh than va pham vi sang ché. Tét ca cac phuong 4n sira d6i nhu vy duge du tinh 12 nim

trong pham vi ctia bd yéu ciu bao hd dinh kem.
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YEU CAUBAO HOQ
1. Khang thé da dic hiéu bao gbm:
(i) gbc géin két thir nhét ma c6 tinh dic hiéu gén két véi CD33e & ngudi, bao gbm:
mién bién ddi chudi ning bao gom:
(A) trinh ty CDR1 bao gdbm GFTFDDYA (SEQ ID NO: 29), trinh ty CDR2
bao gdm ISWNSGSI (SEQ ID NO: 24), va trinh ty CDR3 bao gdm
AKDSRGYGDYRLGGAY (SEQ ID NO: 41); hoic |
(B) trinh tw CDR1 bao gdbm GFTFHNYA (SEQ ID NO: 34), trinh tw CDR2
bao gbm ISWNSGSI (SEQ ID NO: 24), vi trinh ty CDR3 bao gbm
AKDSRGYGDYSLGGAY (SEQ ID NO: 43); va
midn bién ddi chudi nhe bao gdm trinh ty CDR1 bao gom QSVSSN (SEQ
ID NO: 35), trinh tu CDR2 bao gdm GAS (SEQ ID NO: 38), va trinh tw CDR3 bao
gdm QQYNNWPWT (SEQ ID NO: 45); va
(ii) géc gén két thir hai ma c6 tinh dic hiéu gin két v6i khang nguyén lién két khoi
u (TAA) hoic khéng nguyén dac hi¢u khéi u (TSA).
2. Khang thé da dic hiéu theo diém 1, trong d6 gbc gin két thir nhit bao gdbm mién bién
d8i chudi ning bao gbm trinh ty CDR1 bao gdm GFTFDDYA (SEQ ID NO. 29), trinh tu
CDR2 bao gdm ISWNSGSI (SEQ ID NO: 24), va trinh ty CDR3 bao gbm
AKDSRGYGDYRLGGAY (SEQ ID NO: 41).
3. Khang thé da dic hiéu theo diém 1, trong d6 gbc gin két thtr nhit bao gbm mién bién
dbi chudi ning bao gdm trinh ty CDR1 bao gdm GFTFHNYA (SEQ ID NO: 34), trinh tu
CDR2 bao gdm ISWNSGSI (SEQ ID NO: 24), va trinh tw CDR3 bao gdm
AKDSRGYGDYSLGGAY (SEQ ID NO: 43).
4. Khéang thé da dic hiéu theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3, trong d6:

trinh tw CDR1, CDR2 va CDR3 trong mién bién dbi chudi nang ctia gbc gin két thir
nhét c6 mit trong viung khung VH ctia ngudi; va

rinh t CDR1, CDR2 va CDR3 trong mién bién ddi chudi nhe ciia gbc gan keét thu
nhét c6 mit trong viung khung Vkappa clia nguoi.
5. Khang thé da dic hiéu theo diém 4, trong do6:

mién bién d6i chudi ning cia gbc gin két thit nhit bao gbm trinh ty c6 do dbng nhét

trinh tu it nhét 13 95% so véi trinh tw ving khung néu trong SEQ ID NO: 1; va
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mién bién di chudi nhe cta gdc gin két thir nhét bao gbm trinh tw ¢6 do ddng nhit
trinh tu it nhét 12 95% so véi trinh ty viing khung néu trong SEQ ID NO: 19.
6. Khang thé da dic hiéu theo diém 4, trong d6:

mién bién ddi chudi nang cia gbc gin két thir nhit bao gdm trinh tu c6 do dbng nhat
trinh tu it nhét 12 95% so véi trinh ty ving khung néu trong SEQ ID NO: 13; va

min bién ddi chudi nhe ciia gbc gén két thir nhat bao gdm trinh tyr c6 d dong nhét
trinh tu it nhét 12 95% so véi trinh ty ving khung néu trong SEQ ID NO: 19.
7. Khang thé da dic hiéu theo diém 5, trong d6:

mién bién ddi chudi ning ciia gbc gin két thtr nhit bao gdm trinh tu néu trong SEQ
IDNO: 1;va

midn bién dbi chudi nhe cta gbc gin két thi nhét bao gdm trinh tu néu trong SEQ
ID NO: 19.
8. Khéng thé da dic hiéu theo diém 6, trong do:

mién bién dbi chudi ning ciia gbc gin két thtr nhéit bao gdm trinh tu néu trong SEQ
IDNO: 13; va

mién bién ddi chudi nhe cia gbc gin két thir nhit bao gbém trinh tu néu trong SEQ
ID NO: 19.
9. Khang thé da dic hiéu theo diém 1, trong d6 gbc gfin két thir hai bao gom mién bién dbi
chudi ning don, trong cAu hinh don hogc tiép doi.
10. Khang thé da dic hiéu theo diém 1, trong d6 gdc gén két thir nhét bao gbm tiéu don vi
polypeptit chudi nhe va tiéu don vi polypeptit chudi nang, va trong d6 gbc gin két thir hai
bao gdm tidu don vi polypeptit chudi ning.
11. Khéng thé da dic hiéu theo diém 10, trong d6 tiéu don vi polypeptit chudi nhe clia gbc
gén két thir nhat bao gdm viing c6 dinh chudi nhe.
12. Khéang thé da dic hiéu theo diém 10, trong d6 tiéu don vi polypeptit chudi ning cua
gbc gin két thir nhét bao gdm it nhét mot mién cd dinh cta chudi ning.
13. Khéang thé da dic hiéu theo diém 12, trong d6 tiéu don vi polypeptit chudi ning cia
gbc gin két thir nhét bao gdbm mién CH1, mién CH2, va mién CH3.
14. Khang thé da dic hiéu theo diém 13, trong d6 tiéu don vi polypeptit chudi ning cia
gbc gin két thit nhét bao gdm ving ban 18 dugc dinh vi gitra mién CH1 va mién CH2.
15. Khéng thé da dic hiéu theo diém 10, trong d6 tiéu don vi polypeptit chudi ning cla

gbc gn két thir hai bao gdm it nhit mot mién ¢6 dinh.
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16. Khang thé da dic hiéu theo diém 15, trong do6 tiéu don vi polypeptit chudi ning cta
gbc gin két thtt hai bao gdm mién CH2 va mién CH3, nhung khong c6 mién CHI.

17. Khang thé da d4c hiéu theo diém 15 hoic 16, trong d6 tiéu don vi polypeptit chudi nang
ciia gbc gén két thir hai bao gdm viing ban 18 dugc dinh vi giira gbc gin két thir hai va mién
CH2.

18. Khéng thé da dic hidu theo didm bét ky trong s6 cac diém tir 13 dén 17, trong d6 céc
mién CH2 va CH3 cia tiéu don vi polypeptit chudi ning cua gbc gin két thir nhét va cac
mién CH2 va CH3 cia tidu don vi polypeptit chudi ning cia gbc gin két thir hai cung tao
ra vung Fc.

19. Khéang thé da dic higu theo diém 18, trong d6 vung Fc bao gdm ving Fc cta IgG1 cua
ngudi co trinh ty tyr nhién.

20. Khéng thé da dic hidu theo diém 18, trong d6 vung Fc bao gbm ving Fc cua IgG1 cla
ngudi bién thé.

21. Khang thé da dic hiéu theo diém 20, trong d6 vung Fc cua IgG1 cua ngudi bién thé
duge thiét ké dé 1am giam mot hodc nhiéu chirc ning hiéu tmg.

22. Khéng thé da dic hiéu theo diém 18, trong d6 ving Fc bao gdm ving Fe clia IgG4 cla
ngudi co trinh tu ty nhién.

23. Khang thé da dic hiéu theo diém 18, trong d6 vang Fc bao gdm ving Fc cua IgG4 cua
ngudi bién thé.

24. Khéng thé da dic hiéu theo diém 23, trong d6 ving Fc ctia IgG4 ciia ngudi bién the
duge thiét ké dé 1am giam mot hodc nhiéu chirc ning hiéu tmg.

25. Khang thé da dic hiéu theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 18 dén 24, trong d6 ving
Fc duoc thiét ké @& 1am giam sy hinh thanh homodime.

26. Dugc phdm chira khéng thé da dic hiéu theo diém bét ky trong sb cac didm tir 1 dén
25.

27. Polynucleotit ma héa khang thé da dic hiéu theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1
dén 25.

28. Vecto bao gdbm polynucleotit theo diém 27.

29. Té bao bao gdm vecto theo diém 28.

30. Phuong phép san xuét khang thé da ddc hiéu theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1
dén 25, bao gdm buéc phat trién té bao theo diém 29 trong cac didu kién cho phép su biéu

hién cua khang thé da dic hiéu, va phén lap khang thé da dgc hiéu tir té bao nay.
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31. Kit dé diéu tri bénh hozic r6i loan cho c4 nhan can diéu tri, bao gém khéang thé da dic
hiéu theo diém bét ky trong sb céc diém t 1 dén 25, hodc duoc phdm theo diém 26, va
huéng dan sir dung. v

32. Kit theo diém 31, trong d6 bd kit nay con bao gbm it nhit mot chét phan g bd sung.
33. Kit theo didm 32, trong d6 it nhat mot chit phan ing bd sung bao gdm duoc chét héa
tri liéu.

34. Khéng thé da dic hidu theo diém 1, trong d6 khéng thé da ddc higu ndy 12 khang thé
dac hi¢u kép.
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FIG. 1A
ID ndi bd CDR1 CDRZ CDR3
312557 SEQ ID NO:1 GFTFDDYA | TSWNSGSI AKDSRGYGDYRLGGAY
308261 SEQ ID NO:2 GFTFDDYA | ISWNSGSI AKDSRGYGDYRLGGARY
308159 SEQ ID NO:3 GFTFDDYA | ISWNSGSI AKDSRGYGDYSRGGAY
308160 SEQ ID NO:4 GETFDDYA ISWNSGSI AKDSRGYGDYSLGGAY
308256 8EQ ID NO:5 GFTFDDYA | ISWNSGSI AKDSRGYGDYSLGGAY
312585 8EQ ID NO:6 GFTPANYA | ISWNSGSI AKDSRGYGDY SRGGAY
312614 SEQ ID NO:7 GFTFNNYA | ISWNSGSI AKDSRGYGDY SRGGAY
312583 SEQ ID NO:8 GFTFBDYA | ISWNSGSI AKDSRGYGDY SRGGAY
312586 SEQ ID NO:9 GFTFDNYA | ISWNSGSI AKDSRGYGDY SRGGAY
312624 aRQ ID NO:10 | GPFTIDNYA | TSWNSGST AKDSRGYGDY SRGGAY
312578 TSEQ ID NO:11 | GFTFDDYA | ISWNSGSI AKDIRGYGDY 3RGGAY
312620 SEQ ID NO:12 |GFTFDDYA | ISWNSGSI AKDSRGYGSYSRGGAY
3126341 SEQ ID NO:13 |GFTFHNYA | ISWNSGSI AKDSRGYGDYSLGGAY
312579 SKQ ID NO:14 |GEFIFDDYA | ISWNSGSL AKDSRGYGDY SRGGAY
312630 SRQ TD NO:15 |GFTFDNYA | TSWNSGST AKNSRGYGDY STGGAY
312570 SEQ ID NO:16 |GFTFDDYA | ISWN3GST AKD3RGYGDYRLGGAY
312567 SEQ ID NO:17 |GFTFDDYA | ISWNSGSI AKDSRGYGDYRLGGAY
312558 SEQ ID NO:18 |GFTFDDYA | ISWNSGSI AKDSRGYGDYRLGGRY
FIG. 1B
312325 SEQ ID NO:19 | QSVSSN GAS QQYNNWPHT
308902~ QEQ ID NO:20 | GFTVSSYG | IRGSDGST AKQGENDGPFDH
héa tri hai
308902 SREQ ID NO:21 | GFTVSSYG | IRGSDGST AKQGENDGPFDH
FIG. 1C
[304703 SEQ ID NO. 22 IGGSISSGGHY |IHYSGST ARWRHDIFAAYPYYYYGMDV AJ
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FIG. 4
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FIG. 5
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Gl4 trj EC50 diét t6 bao ng/ml
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<120> Khang th& da dic hiédu gdn két CD3, duoc phdm chtta khang thé nay, polynucleotit
m3 héa khang thé, vecto bao gdm polynucleotit va phuong phéap san xuldt khang thé nay

<130>

<140>
<141>

<150>
<151>

<150>
<151>

<150>
<151>

<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

TNO-0010-EP2

EP 17851217.4

2017-06-20

PCT/US2017/038377

2017-06-20

62/491,908
2017-04-28

62/394,360
2016-09-14

48

PatentIn version 3.5

1

123
PRT
Ngudi

1

Glu Val Gln

1

Ser Le

Ala Me

Ser G1

Lys Gl

65

Leu Gl

u Arg

t His

y Ile

y Arg

n Met

Ala Lys Asp

Trp Gl

y Gln

Homo sapiens

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Ser

100

Gly

Val
5

Ser

Val

Trp

Thr

Ser

85

Arg

Thr

Glu

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Gly

Leu

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Tyr

Val

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

Thr

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp

105

Val

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Tyr

Ser

Leu

Phe

Lys

Gly

Ala

75

Thr

Arg

Ser

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Leu

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Leu

Gly

Pro

Asp

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly
110

Gly

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Ala

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Tyr



<210> 2

<211>
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Glu Val Gln
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Gly

<210> 3

<211>
<212>
<213>

<400> 3
Glu Val Gln

1

115

123
PRT
Ngudi

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Asp

Gln
115

123
PRT
Nguoi

Ser Leu Arg

Ala Met His

35

Ser Gly Ile

Homo sapiens

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Ser

100

Gly

Homo sapiens

Val Glu Ser

5

Ser

Val

Trp

Thr

Ser

85

Arg

Thr

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Gly

Leu

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Tyr

Val

Leu Val Glu Ser

5

Leu Ser Cys Ala

20

Trp Val Arg Gln

Ser Trp Asn Ser

120

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

Thr
120

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp

105

Val

Gly

Ser

25

Pro

Ser

45997

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly

Ile

Leu

Phe

Lys

Gly

Ala

75

Thr

Arg

Ser

Leu

Phe

Lys

Gly

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Leu

Val

Thr

Gly

Tyr

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Leu

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Pro

Asp

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly
110

Pro

Asp

30

Glu

Asp

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Ala

Gly

Asp

Trp

Ser

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Tyr

Arg

Tyr

Val

Val

61/80



50

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Lys Asp

Trp Gly Gln
115

<210> 4
<211> 123
<212> PRT
<213> Nguoi

<400> 4
Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Ala Met His
35

Ser Gly Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Lys Asp

Trp Gly Gln
115

<210> 5
<211> 123
<212> PRT

Phe

Asn

Ser

100

Gly

55

Thr Ile Ser
70

Ser Leu Arg
85

Arg Gly Tyr

Thr Leu Val

Homo sapiens

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Ser

100

Gly

Val Glu Ser
5

Ser Cys Ala

Val Arg Gln

Trp Asn Ser
55

Thr Ile Ser
70

Ser Leu Arg
85

Arg Gly Tyr

Thr Leu Val

Arg

Ala

Gly

Thr
120

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Pro

Gly

Thr
120

Asp

Glu

Asp

105

Val

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp

105

Val

45997

Asn

Asp

90

Tyr

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Tyr

Ser

Ala

75

Thr

Ser

Ser

Leu

Phe

Lys

Gly

Ala

75

Thr

Ser

Ser

60

Lys Lys Ser

Ala Leu Tyr

Arg Gly Gly
110

Val Gln Pro

Thr Phe Asp
30

Gly Leu Glu
45

Tyr Ala Asp
60

Lys Asn Ser

Ala Leu Tyr

Leu Gly Gly
110

Leu

Tyr

95

Ala

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Ala

Tyr
80

Cys

Tyr

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Tyr

62/80



<213> Ngudi

<400> 5
Glu Val Gln

1

Ser

Ala

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Trp

Leu

Met

Gly

50

Gly

Gln

Lys

Gly

<210> 6

<211>
<212>
<213>

<400> 6
Glu Val Gln

1

Ser

Ala

Ser

Lys
65

Leu

Met

Gly

50

Gly

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Asp

Gln
115

123
PRT
Ngudi

Arg

His

35

Ile

Arg

Homo sapiens

Leu Val Glu Ser
5

Leu Ser Cys Ala
20

Trp Val Arg Gln

Ser Trp Asn Ser
55

Phe Thr Ile Ser
70

Asn Ser Leu Arg
85

Ser Arg Gly Tyr
100

Gly Thr Leu Val

Homo sapiens

Leu Val Glu Ser
5

Leu Ser Cys Ala
20

Trp Val Arg Gln

Ser Trp Asn Ser

Phe Thr Ile Ser
70

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

Thr
120

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp

105

Val

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

45997

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

Tyr

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Leu

Phe

Lys

Gly

Ala

75

Thr

Ser

Ser

Leu

Phe

Lys

Asp

Ala
75

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Leu

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Leu

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Pro

Asp

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly
110

Pro

Ala

30

Glu

Asp

Ser

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Ala

Gly

Asn

Trp

Ser

Leu

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Tyr

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr
80

63/80



Leu Gln Met

Ala Lys Asp

Trp Gly Gln
115

<210> 7
<211> 123
<212> PRT
<213> Nguoi

<400> 7
Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Ala Met His
35

Ser Gly Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Lys Asp

Trp Gly Gln
115

<210> 8
<211> 123
<212> PRT
<213> Ngudi

<400> 8
Glu Val Gln
1

Asn Ser Leu Arg Ala

85

Ser Arg Gly Tyr Gly

100

Gly Thr Leu Val Thr

Homo sapiens

Leu Val Glu
5

Leu Ser Cys
20

Trp Val Arg

Ser Trp Asn

Phe Thr Ile
70

Asn Ser Leu
85

Ser Arg Gly
100

Gly Thr Leu

Homo sapiens

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Tyr

Val

120

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Gly

Gly

Thr
120

Glu

Asp

105

Val

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp

105

Val

45997

Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys

90

95

Tyr Ser Arg Gly Gly Ala Tyr

Ser Ser

Gly Leu

Gly Phe

Gly Lys

Ile Gly

Asn Ala

75

Asp Thr

Tyr Ser

Ser Ser

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Arg

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Leu

Gly

110

Pro

Asn

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly
110

Gly Arg

Asn Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr Cys
95

Ala Tyr

Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
10

5

15

64/80



Ser Leu

Ala Met

Ser Gly

50

Lys Gly

65

Leu Gln

Ala Lys

Trp Gly

<210> 9

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Asp

Gln
115

<211> 123
<212> PRT
<213> Nguoi

<400> 9
Glu Val
1

Ser Leu

Ala Met

Ser Gly
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Lys

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Asp

Leu Ser Cys Ala
20

Trp Val Arg Gln

Ser Trp Asn Ser
55

Phe Thr Ile Ser
70

Asn Ser Leu Arg
85

Ser Arg Gly Tyr
100

Gly Thr Leu Val

Homo sapiens

Leu Val Glu Ser
5

Leu Ser Cys Ala
20

Trp Val Arg Gln

Ser Trp Asn Ser
55

Phe Thr Ile Ser
70

Asn Ser Leu Arg

Ser Arg Gly Tyr

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

Thr
120

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp

105

Val

Gly

Ser

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp

45997

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Tyr

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Tyr

Phe

Lys

Gly

Ala

75

Thr

Ser

Ser

Leu

Phe

Lys

Gly

Ala

75

Thr

Ser

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Arg

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Arg

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Leu

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Lys

Leu

Gly

Ala

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly
110

Pro

Asp

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Ala

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Ala

Tyr

Val

vVal

Tyr

80

Cys

Tyr

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Tyr

65/80



Trp Gly Gln
115

<210> 10
<211> 123
<212> PRT
<213> Ngudi

<400> 10
Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Ala Met His

35

Ser Gly Ile

Lys
65

Gly Arg

Leu Gln Met

Ala Lys Asp

Trp Gly Gln
115

<210> 11
<211> 123
<212> PRT
<213> Nguoi

<400> 11
Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Ala Met His

100

105

45997

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

Homo sapiens

Leu Val Glu
5

Leu Ser

20

Cys

Trp Val Arg

Ser Trp Asn

Phe Thr Ile

70

Ser Leu

85

Asn

Ser Arg Gly

100

Gly Thr Leu

Homo sapiens

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Tyr

Val

120

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

Thr
120

Leu Val Glu Ser Gly

5

Leu Ser Cys Ala Ala

20

Trp Val Arg Gln Ala

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp

105

Val

Gly

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

Tyr

Ser

Leu

Phe

Lys

Gly

Ala

75

Thr

Ser

Ser

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Arg

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Leu

Gly

Gly Leu Val Gln

10

Ser Gly Phe Thr Phe

25

110

Pro

Asp

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly
110

Pro

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Ala

Gly
15

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Tyr

Arg

Asp Asp Tyr

30

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

7

66/80



Ser Gly
50

Lys Gly

65

Leu Gln

Ala Lys

Trp Gly

<210> 12

35

Ile

Arg

Met

Asp

Gln
115

<211> 123
<212> PRT
<213> Nguoi

<400> 12

Glu Val
1

Ser Leu

Ala Met

Ser Gly

50

Lys Gly

65

Leu Gln

Ala Lys

Trp Gly

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Asp

Gln
115

Ser Trp Asn Ser
55

Phe Thr Ile Ser
70

Asn Ser Leu Arg

Ser Arg Gly Tyr
100

Gly Thr Leu Val

Homo sapiens

Leu Val Glu Ser
5

Leu Ser Cys Ala
20

Trp Val Arg Gln

Ser Trp Asn Ser
55

Phe Thr Ile Ser
70

Asn Ser Leu Arg

Ser Arg Gly Tyr
100

Gly Thr Leu Val

40

Gly

Arg

Ala

Gly

Thr
120

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Pro

Gly

Thr
120

Ser

Asp

Glu

Asp

105

Val

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Ser

105

Val

45997

Ile

Asn

Asp

90

Tyr

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

Tyr

Ser

Gly

Ala

75

Thr

Ser

Ser

Leu

Phe

Lys

Gly

Ala

75

Thr

Ser

Ser

Tyr

60

Lys

Ala

Arg

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Arg

45

Ala

Asn

Leu

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Leu

Gly

Asp

Ser

Tyr

Gly
110

Pro

Asp

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly
110

Ser

Leu

Tyr

95

Ala

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Ala

Val

Tyr

80

Cys

Tyr

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Tyr

67/80



<210> 13

<211> 123
<212> PRT
<213> Nguoi

<400> 13

Glu Val Gln

1

Ser

Ala

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Trp

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

<400>

Leu

Met

Gly

50

Gly

Gln

Lys

Gly

14
123
PRT
Ngudoi

14

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Asp

Gln
115

Glu Val Gln

1

Ser Leu Arg

Ala Met His

35

Ser Gly Ile

50

Homo sapiens

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Ser

100

Gly

Homo sapiens

Val

5

Ser

Val

Trp

Thr

Ser

Arg

Thr

Glu

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Gly

Leu

Ser

Ala

Gln

Ser

Ser

Arg

Tyr

Val

Leu Val Glu Ser

5

Leu Ser Cys Ala

20

Trp Val Arg Gln

Ser Trp Asn Ser

55

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

Thr
120

Gly

Ala

Ala

Gly

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp

105

Val

Gly

Ser

25

Pro

Ser

45997

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

Tyr

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Leu

Phe

Lys

Gly

Ala

75

Thr

Ser

Ser

Leu

Phe

Lys

Gly

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Leu

Val

Thr

Gly

Tyr
60

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Leu

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Pro

His

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly
110

Pro

Asp

30

Glu

Asp

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Ala

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Tyr

Gly

Tyr

Val

Val

68/80



Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Lys Asp

Cys Gly Gln
115

<210> 15
<211> 123
<212> PRT
<213> Nguodi

<400> 15

Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Ala Met His
35

Ser Gly Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Lys Asp

Trp Gly Gln
115

<210> 16
<211> 123
<212> PRT
<213> Nguoi

Phe Thr Ile Ser
70

Asn Ser Leu Arg
85

Ser Arg Gly Tyr
100

Gly Thr Leu Val

Homo sapiens

Leu Val Glu Ser
5

Leu Ser Cys Ala
20

Trp Val Arg Gln

Ser Trp Asn Ser
55

Phe Thr Ile Ser
70

Asn Ser Leu Arg
85

Ser Arg Gly Tyr
100

Gly Thr Leu Val

Homo sapiens

Arg

Ala

Gly

Thr
120

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

Thr
120

Asp

Glu

Asp

105

Val

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp

105

Val

45997

Asn

Asp

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Tyr

Ser

Ala

75

Thr

Ser

Ser

Leu

Phe

Lys

Gly

Ala

75

Thr

Ser

Ser

10

Lys Asn Ser

Ala Leu Tyr

Arg Gly Gly

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Leu

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Lys

Leu

Gly

110

Pro

Asp

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly
110

Leu

Tyr

95

Ala

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Ala

Tyr
80

Cys

Tyr

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Tyr

69/80



<400> 16

Glu Val
1

Ser Leu

Ala Met

Ser Gly

50

Lys Gly

65

Leu Gln

Ala Lys

Trp Gly

<210> 17

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Asp

Gln
115

<211> 123
<212> PRT
<213> Ngudgi

<400> 17

Glu Val
1

Ser Leu

Ala Met

Ser Gly

Lys Gly

65

Leu Gln

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Leu Val Glu Ser

Leu Ser Cys Ala
20

Trp Val Arg Gln

Ser Trp Asn Ser
55

Phe Thr Ile Ser
70

Asn Ser Leu Arg
85

Ser Arg Gly Tyr
100

Gly Thr Leu Val

Homo sapiens

Leu Val Glu Ser
5

Leu Ser Cys Glu
20

Trp Val Arg Gln

Ser Trp Asn Ser
55

Phe Thr Ile Ser
70

Asn Ser Leu Arg

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

Thr
120

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp

105

Val

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

45997

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

Leu

Phe

Lys

Gly

Ala

75

Thr

Arg

Ser

Leu

Phe

Lys

Gly

Ala

75

Thr
11

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Leu

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Lys

Leu

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Leu

Pro

Asp

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly
110

Pro

Asp

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Ala

Gly

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Tyr

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

70/80



Ala Lys Asp

Trp Gly Gln
115

<210> 18
<211> 123
<212> PRT
<213> Ngudi

<400> 18

Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Ala Met His
35

Ser Gly Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Lys Asp

Trp Gly Gln
115

<210> 19
<211> 107
<212> PRT
<213> Nguoi

<400> 19

Glu Ile Val
1

Glu Arg Ala

85

45997

90

95

Ser Arg Gly Tyr Gly Asp Tyr Arg Leu Gly Gly Ala Tyr

100

105

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

Homo sapiens

Leu Val Glu
5

Leu Ser Cys
20

Trp Val Arg

Ser Trp Asn

Phe Thr Ile
70

Asn Ser Leu
85

Ser Arg Gly
100

Gly Thr Leu

Homo sapiens

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Tyr

vVal

120

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Pro

Gly

Thr
120

Met Thr Gln Ser Pro

5

Gly Gly

Ser Gly
25

Pro Gly

Ser Ile

Asp Asn

Glu Asp
90

Asp Tyr
105

Val Ser

Leu

Phe

Lys

Gly

Ala

75

Thr

Arg

Ser

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Leu

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Leu

Gly

110

Pro

Asp

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly
110

Gly

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Ala

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Tyr

Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly

10

15

Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Asn

12

71/80



Leu Ala

Tyr Gly
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

<210> 20

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

<211> 243
<212> PRT
<213> Ngudi

<400> 20

Glu Val

1

Ser Leu

Gly Met

Ser Gly

Lys Gly

65

Leu Gln

Ala Lys

Thr Leu

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Gln

Val
115

20

Tyr Gln Gln Lys

Ser Thr Arg Ala
55

Gly Thr Glu Phe
70

Ala Val Tyr Tyr
85

Gln Gly Thr Lys
100

Homo sapiens

Leu Leu Glu Ser
5

Leu Ser Cys Ala
20

Trp Val Arg Gln

Arg Gly Ser Asp
55

Phe Thr Ile Ser
70

Asn Ser Leu Arg
85

Gly Glu Asn Asp
100

Thr Val Ser Ser

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

Gly
120

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Pro

105

Gly

45997

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Ile

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Phe

Gly

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Asp

Gly

13

Pro

Ala

60

Ser

Asn

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

His

Ser

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Gln

Val

Pro

45

Ala

Asn

Val

Arg

Glu
125

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

vVal

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gln

Gln

Ile

Gly

Ser

80

Trp

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Leu
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Leu Glu
130

Ser Cys
145

Val Arg

Gly Ser

Thr Ile

Ser Leu
210

Glu Asn
225

Val Ser

Ser

Ala

Gln

Asp

Ser

195

Arg

Asp

Ser

<210> 21
<211> 119
<212> PRT
<213> Ngudi

<400> 21

Glu Val
1

Ser Leu

Gly Met

Ser Gly
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Gly Gly Gly Leu
135

Ala Ser Gly Phe
150

Ala Pro Gly Lys
165

Gly Ser Thr Tyr
180

Arg Asp Asn Ser

Ala Glu Asp Thr
215

Gly Pro Phe Asp
230

Homo sapiens

Leu Leu Glu Ser
5

Leu Ser Cys Ala
20

Trp Val Arg Gln

Arg Gly Ser Asp
55

Phe Thr Ile Ser
70

Asn Ser Leu Arg

Val

Thr

Gly

Tyr

Lys

200

Ala

His

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gln

Val

Pro

Ala

185

Asn

Val

Arg

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

45997

Pro

Ser

Glu

170

Asp

Thr

Tyr

Gly

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Gly

Ser

155

Trp

Ser

Leu

Tyr

Gln
235

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr
14

Gly

140

Tyr

Val

Val

Tyr

Cys

220

Gly

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Ser

Gly

Ser

Lys

Leu

205

Ala

Thr

Gln

Val

Pro

45

Ala

Asn

Val

Leu

Met

Gly

Gly

190

Gln

Lys

Leu

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Arg

Ser

Ile

175

Arg

Met

Gln

Val

Gly

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

Leu

Trp

160

Arg

Phe

Asn

Gly

Thr
240

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys
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Ala Lys Gln

Thr Leu Val
115

<210> 22
<211> 128
<212> PRT
<213> Nguoi

<400> 22

Gln Leu Gln
1

Thr Leu Ser

Gly His Tyr
35

Trp Ile Gly
50

Leu Lys Ser
65

Ser Leu Lys

Cys Ala Arg

Tyr Gly Met
115

<210> 23
<211> 8
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<221> ngudn

45997

85 90 95

Gly Glu Asn Asp Gly Pro Phe Asp His Arg Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Val Ser Ser

Homo sapiens

Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln
5 10 15

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

Trp Ser Trp Ile Arg Gln His Pro Gly Lys Gly Leu Glu

Tyr Ile His Tyr Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser
55 60

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

Leu Arg Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr

Trp Arg His Asp Ile Phe Ala Ala Tyr Pro Tyr Tyr Tyr
100 105 110

Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
120 125

ty nhén tao

<223> /luu y="M& ta trinh tu nhan tao: peptit téng hop"

<220>

15
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<221>
<222>

MOD_RES
(5)..(6)

45997

<223> Axit amin bat ky

<400>

23

Gly Phe Thr Phe Xaa Xaa Tyr Ala

1

<210>
<211>
<212>

5

24
8
PRT

<213> Nguoi Homo sapiens

<400>

24

Ile Ser Trp Asn Ser

1

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

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

5

25
16
PRT
Trinh ty nhan

ngudn
/luu y="Mb ta

MOD_RES
(9)..(9)
Axit amin bit

MOD_RES
(11)..(12)
Axit amin bt

25

Ala Lys Asp Ser Arg

1

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

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

5

26
16
PRT
Trinh tyu nhén

ngudn
/luu y="Mb ta

MOD_RES
(11) ..(12)
Axit amin bat

Gly Ser Ile

tao

trinh tu nhan tao: peptit téng hop"

ky

ky

Gly Tyr Gly Xaa Tyr Xaa Xaa Gly Gly Ala Tyr

10 15

tao

trinh tu nhan tao: peptit téng hop"

ky

16
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<400> 26
Ala Lys Asp
1

<210> 27
<211> 5
<212> PRT
<213> Trinh
<220>

<221> ngudn

<223> /luu y="M6 ta

<400> 27

Ser Arg Gly Tyr Gly Asp Tyr Xaa Xaa Gly Gly Ala Tyr

5

ty nhédn tao

Thr Val Ala Ala Pro

1

<210> 28
<211> 6
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<221> ngudn

<223> /luu y="M6 ta

<400> 28
Ala Ser Thr
1

<210> 29
<211> 8
<212> PRT
<213> Ngudi

<400> 29
Gly Phe Thr
1

<210> 30
<211> 8
<212> PRT
<213> Nguoi

<400> 30
Gly Phe Thr
1

<210> 31
<211> 8
<212> PRT
<213> Ngudi

<400> 31
Gly Phe Thr
1

5

tu nhédn tao

Lys Gly Pro
5

Homo sapiens

Phe Asp Asp Tyr Ala

5

Homo sapiens

Phe Ala Asn Tyr Ala

5

Homo sapiens

Phe Asn Asn Tyr Ala

5

10

trinh ty nhadn tao:

trinh ty nhan tao:

45997

peptit tdng hop"

peptit tdng hop"

17

15
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<210> 32
<211> 8
<212> PRT
<213> Nguoi

<400> 32
Gly Phe Thr
1

<210> 33
<211> 8
<212> PRT
<213> Nguoi

<400> 33
Gly Phe Thr
1

<210> 34
<211> 8
<212> PRT
<213> Nguoi

<400> 34
Gly Phe Thr
1

<210> 35
<211> 6
<212> PRT
<213> Nguoi

<400> 35
Gln Ser Val
1 .

<210> 36
<211> 8
<212> PRT
<213> Nguoi

<400> 36
Gly Phe Thr
1

<210> 37
<211> 10
<212> PRT
<213> Nguoi

<400> 37
Gly Gly Ser
1

Homo sapiens

Phe Ala Asp Tyr Ala
5

Homo sapiens

Phe Asp Asn Tyr Ala
5

Homo sapiens

Phe His Asn Tyr Ala
5

Homo sapiens

Ser Ser Asn
5

Homo sapiens

Val Ser Ser Tyr Gly
5

Homo sapiens

45997

Ile Ser Ser Gly Gly His Tyr

5

10

18
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<210> 38
<211> 3
<212> PRT
<213> Ngudi

<400> 38
Gly Ala Ser
1

<210> 39
<211> 8
<212> PRT
<213> Ngudi

<400> 39
Ile Arg Gly
1

<210> 40
<211> 7
<212> PRT
<213> Nguoi

<400> 40
Ile His Tyr
1

<210> 41
<211> 16
<212> PRT
<213> Nguoi

<400> 41
Ala Lys Asp
1

<210> 42
<211> 16
<212> PRT
<213> Nguoi

<400> 42
Ala Lys Asp
1

<210> 43
<211> 16
<212> PRT
<213> Nguoi

<400> 43
Ala Lys Asp
1

Homo sapiens

Homo sapiens

Ser Asp Gly Ser Thr
5

Homo sapiens

Ser Gly Ser Thr
5

Homo sapiens

Ser Arg Gly Tyr Gly Asp
5

Homo sapiens

Ser Arg Gly Tyr Gly Asp
5

Homo sapiens

Ser Arg Gly Tyr Gly Asp
5

45997

Tyr Arg Leu Gly Gly Ala Tyr
10 15

Tyr Ser Arg Gly Gly Ala Tyr
10 15

Tyr Ser Leu Gly Gly Ala Tyr
10 15

19
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<210> 44
<211> 16
<212> PRT
<213> Nguoi

<400> 44
Ala Lys Asp
1

<210> 45
<211> 9
<212> PRT
<213> Nguoi

<400> 45
Gln Gln Tyr
1

<210> 46
<211> 12
<212> PRT
<213> Nguoi

<400> 46
Ala Lys Gln
1

<210> 47
<211> 20
<212> PRT
<213> Ngudi

<400> 47
Ala Arg Trp
1

Gly Met Asp

<210> 48
<211> 16
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<221> ngudn

Homo sapiens

Ser Arg Gly Tyr Gly Ser Tyr Ser Arg Gly Gly Ala Tyr
10 15

5

Homo sapiens

Asn Asn Trp Pro Trp Thr

5

Homo sapiens

45997

Gly Glu Asn Asp Gly Pro Phe Asp His

5

Homo sapiens

Arg His Asp Ile Phe Ala Ala Tyr Pro Tyr Tyr Tyr Tyr
15

5

Val
20

ty nhdn tao

10

10

<223> /luu y="Md ta trinh tu nhan tao:

<220>

<221> BIEN THE

<222> (11)..

<223> /thay

(11)
thé="Ser"

peptit téng hop"

20
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45997 80/80

<220>
<221> BIEN THE
<222> (12)..(12)

<223> /thay thé&="Arg"

<220>

<221> vI TRE

<222> (1)..(16)

<223> /luu y="Cac gbc bién thé duya vao trinh tu khéng cé sy uu tién dbi véi cac gbc
trong cadc giai thich déi véi cac vi tri bién thé"

<400> 48

Ala Lys Asp Ser Arg Gly Tyr Gly Asp Tyr Arg Leu Gly Gly Ala Tyr
1 5 10 15

2

21





