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

(19) Cong hoa xa hgi chi nghia Viét Nam (VN) (11)
CUC SO HU'U TRI TUE
1-0049185

(51  CO7K 16/08 (13) B

(21) 1-2018-05062 (22) 13/04/2017

(86) PCT/US2017/027488 13/04/2017 (87) WO 2017/180913 19/10/2017

(30) 62/322,036 13/04/2016 US; 62/331,191 03/05/2016 US; 62/412,187 24/10/2016 US;
EP17305298.6 17/03/2017 EP

(45) 25/07/2025 448 (43) 25/04/2019 373A

(73) SANOFI (FR)
54, Rue la Boétie, 75008 Paris, FR

(72) NABEL Gary J. (US); WU Lan (US); SEUNG Edward (US); WEI Ronnie (US);
BENINGA Jochen (DE); RAO Ercole (DE); LEUSCHNER Wulf Dirk (DE); BEIL
Christian (DE); LANGE Christian (DE); CORVEY Carsten (DE); YANG Zbi-Yong
(US).

(74) Cong ty TNHH Tran Hiru Nam va Pong sy (TRAN H.N & ASS.)

(54) PROTEIN LIEN KET HOA TRI BA VA DUGC PHAM CHUA CHUNG



(21) 1-2018-05062

(57) Séng ché boc 10 protein lién két dic hiéu ba trong mot va/hoidc hoa tri ba ¢6 chia bdn
chudi polypeptit ma tao thanh ba vi tri lién két khang nguyén ma lién két ddc hiéu mot hodc nhiéu
protein dich, trong d6 cip polypeptit thi nhét tao thanh protein lién két mang cac mién bién ddi
kép c6 dinh huéng lién két chéo va trong d6 cip polypeptit thi hai tao thanh protein lién két
mang mién bién d6i don 1é. Sang ché con boc 1§ phwong phap tao ra protein lién két dac hiéu ba

trong mot va/hodc hoa tri ba va sir dung protein lién két nay.

HINH 1A

U-trong-Lo



CVH140
Textbox
(57)

CVH140
Textbox
(21)    1-2018-05062

CVH140
Placed Image


49185

Vién din chéo dén cic don lién quan

Don nay yéu cau huéng quyén uu tién cia Pon Tam Thoi My S6 62/322,036, nop
ngdy 13 thang 4 nam 2016; Pon Tam Thoi My S6 62/331,191, ndp ngay 3 thang 5 nam 2016;
DPon Tam Thoi My S6 62/412,187, ndp ngay 24 thang 10 nim 2016; va Pon EP S6
EP17305298.6, ndp ngay 17 thang 3 nim 2017; ma dugc két hop & diy dé tham khao dén

toan b6 ndi dung cia ching.
Nop danh muc trinh ty trén tép vin bin ascii

Nbi dung cta viée ndp tép van ban ASCII sau day duge két hop & ddy dé tham khao
dén toan bo ndi dung ctia né: dang c6 thé doc dugce trén may tinh (CRF) ctia Danh Muc Trinh
Ty (tén t€p: 183952027140SEQLISTING.txt, ghi ngay: 11 thang 4 nam 2017, kich thudc:
200 KB).

Linh vwe k§ thuét dwge dé cip

Sang ché dé cap dén protein lién két dic hiéu ba trong mét va/hodc hoa tri ba ¢6 chira
bdn chudi polypeptit ma tao thanh ba vi tri lién két khang nguyén ma lién két dic hiéu mot
hodc nhiéu protein dich, trong dé cap polypeptit thir nhét tao thanh protein lién két mang céac
mién bién d6i kép c6 dinh huéng lién két chéo va trong d6 cip polypeptit thir hai tao thanh
protein lién két mang mién bién doi don 1é. Sang ché con dé cap dén phuong phip tao ra

protein lién két ddc hiéu ba trong mdt va/hodc hoa tr1 ba va stir dung protein lién két nay.
Tinh trang kj thuit cia sing cheé

Tri liéu sinh hoc dua trén khang thé don dong da trd thanh con duong quan trong dé
phat trién thubc moi. Cong nghé khang thé don dong mang lai sy hudng dich ddc hiéu, su
truyén tin hiéu chinh xac va/hoéac truyén tai dén quén thé té bao dac hiéu, va mang lai tic dung
sinh hoc kéo dai théng qua chirc nang Fc ctia né. N& lyc trong viée thiét ké khang thé da cho
phép phét trién khang thé dic hiéu kép két hop tinh dic hiéu cua hai khang thé don dong cho
céc tmg dung sinh hoc khac nhau, m& rong pham vi phat trién thudc khang thé. Céc khang

thé trung hoa mai duoc phat hién ¢6 pho va hidu luc dugce cai thién c6 thé mang lai nhiéu lua
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chon hon cho viéc phat trién tri liéu sinh hoc dé diéu tri cac bénh phirc tap chéng han nhu ung

thu, viém khép, va/hodc roi loan viém.
Bin chat ky thuit ciia sang che

Sang ché d& xuét protein lién két da dac hiéu (vi du-, khéng thé) ma tao thanh ba vi tri
lién két khang nguyén. Céc protein lién két nay c6 thé lién két ddc hiéu mot, hai, hogc ba dich
khang nguyén hoac protein dich.

Theo mot phuong an, sang ché d& xuét protein lién két c6 chira bdn chudi polypeptit
ma tao thanh ba vi tri lién két khang nguyén ma lién két dac hidéu mot hoic nhiéu dich khéang

nguyén hodc protein dich, trong dé chudi polypeptit thi nhét ¢6 cAu truc dugc thé hién bsi

cong thue:
Vi2-Li-Vii-L2-CL 1)
va chudi polypeptit thi hai c6 cAu tric duge thé hién béi cong thie:
Vhi1-L3-Vin-L4-Cuy [1I]
va chudi polypeptit thit ba c6 chu tric duge thé hién béi cong thic:
Visz-Cui [1IT]
va chudi polypeptit thir tu c6 chu trac duoc thé hién bdi cong thic:
Vis-C [1V]
trong do:

V11 1 mién bién ddi chudi nhe globulin mi&n dich tht nhat;

V12 1a mién bién dbi chudi nhe globulin mién dich thi hai;

V13 12 mién bién ddi chudi nhe globulin mién dich thir ba;

Vi 14 mién bién ddi chudi ning globulin mi&n dich tht nhat;

Vir 1 mién bién ddi chudi nang globulin mién dich thir hai;

Vs 12 mién bién ddi chudi nang globulin mién dich thi ba;

Ct. 1a mién khong dbi chudi nhe globulin mién dich;

Cin 12 mién khong ddi chudi nang Cyi globulin mién dich; va

Li,Ly Lsvalsla cAu ndi axit amin;

va trong d6 polypeptit c6 cong thirc I va polypeptit c6 cong thire I tao thanh cap chudi

nhe-chudi ning lién két chéo.
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Theo mdt s6 phuong an, chudi polypeptit thir hai va/hodc thir ba con chira ving Fe nbi
v61 Chi, vung Fe nay c6 chia ving ban 1& globulin mién dich va céc mién khong dbi chudi
ning globulin mién dich Cu2 va Cs.

Theo phuong 4n khac, sang ché dé xuat protein lién két co chira bon chudi polypeptit
ma tao thanh ba vi tri lién két khang nguyén ma lién két dic hiéu mot hodc nhiéu protein dich,

trong d6 chudi polypeptit thir nhét c6 chita cdu tric duge thé hién béi cong thire:
Vi2-L1-V0i-La-CL (1]
va chudi polypeptit thit hai c6 chira chu trac duoc thé hién boi cong thic:
Vi-L3-Vin-La-Cri-ban 18-Criz-Chi3 [11]
va chudi polypeptit thtr ba c6 chira cAu trac duge thé hién bdi cong thic:
Viz-Cri-ban 18-Cr-Chs [111]
va chudi polypeptit thir tu c6 chira chu trac dugce thé hién bdi cong thic:
Vi3-CL [1V]
trong do:
Vi1 12 mién bién ddi chudi nhe globulin mién dich thtr nhat;
V12 1a mién bién ddi chudi nhe globulin mién dich thir hai;
V13 1a mién bién ddi chudi nhe globulin mién dich thi ba;
Vin 12 mién bién dbi chudi ning globulin mién dich tht nht;
Vi 14 mién bién ddi chudi ning globulin mién dich th hai;
Vi 12 mién bién ddi chudi ning globulin mién dich thir ba;
CL 12 mién khéng d6i chudi nhe globulin mién dich;
Cni la mién khong doi chudi ndng C globulin mién dich

Crz 1a mién khong doi chudi ning Ciz globulin mién dich;
Cis 1a mién khong ddi chudi ning Cus globulin mién dich;
ban 1€ la vung ban 1¢ globulin mién dich ndi cdc mién Cuy va Cro; va

L1, Lo, L3 va L4 1a cau ndi axit amin;
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va trong d6 polypeptit c6 cong thirc I va polypeptit c6 cong thirc II tao thanh cp chudi
nhe-chudi ning lién két chéo.

Theo mot sb phuong 4n, protein li€én két dac hiéu ba trong mdt va ¢6 kha ning lién két
dic hiéu ba dich khang nguyén khac nhau. Theo mot s6 phuong 4n, protein lién két c6 hoa tri
ba nhung dic higu kép va c6 kha nang lién két dic hiéu ba dich khang nguyén, hai trong 36
chung gidng nhau. Theo mot s6 phuong an, protein lién két theo séng ché c6 hoa tri ba nhung
don dic hiéu va c6 kha nang lién két dic hidu ba dich khang nguyén, tt ca ching gidng hét
nhau. Theo mét s6 phuong 4n, protein lién két c6 kha ning uc ché chirc nang ctia mot hoic
nhiéu protein dich. Theo mot ) phuong an, protein li€n két ddc hiéu ba trong mot va ¢6 kha
ning lién két dic hiéu ba dich khang nguyén khéc nhau.

Theo mot sé phuong an, protein lién két theo sang ché c6 chira mot, hai, hodc ba vi tri
lien két khang nguyén ma lién két dac hiéu protein dich dugc chon tir A2AR, APRIL,
ATPDaza, BAFF, BAFFR, BCMA, BlyS, BTK, BTLA, B7DC, B7H1, B7H4 (con goi la
VTCN1), B7H5, B7TH6, BTH7, BTRP1, B7-4, C3, C5, CCL2 (con goi la MCP-1), CCL3 (con
goi 12 MIP-1a), CCL4 (con goi 1a MIP-1b), CCLS5 (con goi la RANTES), CCL7 (con goi la
MCP-3), CCLS8 (con goi 1a mep-2), CCL11 (con goi la eotaxin), CCL15 (con goi la MIP-14d),
CCL17 (con goi 1a TARC), CCL19 (con goi 1a MIP-3b), CCL20 (con goi 1a MIP-3a), CCL21
(con goi 1a MIP-2), CCL24 (con goi la MPIF-2/eotaxin-2), CCL25 (con goi la TECK), CCL26
(con goi 1a eotaxin-3), CCR3, CCR4, CD3, CD19, CD20, CD23 (con goi la FCER2, thu thé
dbi véilgE), CD24, CD27,CD28, CD38, CD39, CD40, CD70, CD80 (con goi la B7-1), CD86
(con goi 1a B7-2), CD122, CD137 (con goi la 41BB), CD137L, CD152 (con goi la CTLA4),
CD154 (con goi 1a CD40L), CD160, CD272, CD273 (con goi la PDL2), CD274 (con goi la
PDL1), CD275 (con goi 1a B7H2), CD276 (con goi la B7H3), CD278 (con goi la ICOY),
CD279 (con goi la PD-1), CDHI1 (con goi la E-cadherin), chitinaza, CLEC9, CLEC91,
CRTH2, CSF-1 (con goi 1a M-CSF), CSF-2 (cc‘mv goi 1a GM-CSF), CSF-3 (con goi 1a GCSF),
CX3CL1 (con goi 1a SCYDI1), CXCL12 (con goi la SDF1), CXCL13, CXCR3, DNGR-1,
ectonucleosit triphosphat diphosphohydrolaza 1, EGFR, ENTPD1, FCER1A, FCERI, FLAP,
FOLHI1, Gi24, GITR, GITRL, GM-CSF, Her2, HHLA2, HMGB1, HVEM, ICOSLG, IDO,
[FNa, IgE, IGFIR, IL2Rbeta, IL1, IL1A, IL1B, IL1F10, IL2, IL4, IL4Ra, IL5, TL5R, IL6,
IL7, IL7Ra, IL8, IL9, ILOR, IL10, rhIL10, IL12, IL13, IL13Ral, IL13Ra2, IL15, IL17,
IL17Rb (con goi la thy thé dbi véi 1L.25), IL18, IL22, 1123, 1L.25, 1L.27, IL33, IL35, ITGB4
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(con goi 12 b4 integrin), ITK, KIR, LAG3, LAMP1, leptin, LPFS2, MHC 16p II, NCR3LGl,
NKG2D, NTPDaza-1, 0X40, OX40L, PD-1H, thy thé tiéu cau, PROMI, S152, SISP1, SLC,
SPG64, ST2 (con goi la thy thé ddi véi 1L33), STEAP2, Syk kinaza, TACI, TDO, T14, TIGIT,
TIM3, TLR, TLR2, TLR4, TLRS, TLR9, TMEF1, TNFa, TNFRSF7, Tp55, TREMI, TSLP
(con goi 1a ddng thy thé dbi véi IL7Ra), TSLPR, TWEAK, VEGF, VISTA, Vstm3, WUCAM,
va XCR1 (con goi 1a GPRS/CCXCR1). Theo mot s6 phuong dn, mét hodc nhiéu dich khang
nguyén néu trén 1a dich khang nguyén & ngudi. Theo mot s6 phuong 4n, protein lién két theo
sang ché 1a ddc hidu ba trong mot va c6 kha nang lién két dic hiéu ba dich khang nguyén khac
nhau duoc chon tir danh myc néu trén. Theo mot s6 phuong 4n, protein lién két theo séng ché
¢6 héa tri ba nhung dac hiéu kép va cé kha nang lién két dic hiéu ba dich khang nguyén dugc
chon tir danh muc néu trén, hai trong 36 chung giéng nhau. Theo mot s6 phuong 4n, protein
lien két theo sang ché c6 hoéa tri ba nhung don dac hiéu va cé kha ning lién két dic hiéu ba
dich khang nguyén duoc chon tir danh muc néu trén, tht ca chung giéng hét nhau. Theo mot
s6 phuong 4n, protein lién két nay lién két dac hidu ba protein dich ma twong tng véi hai
protein dich trén té bao T va mot protein dich khdi u. Theo mét ) phuong an, mdt trong céac
protein dich trén té bao T 1a CD3. Theo mdt s6 phuwong 4n, mdt trong céac protein dich trén té
bao T 1a CD28. Theo mdt sb phuong an, protein dich khéi u nay 12 CD38. Theo mot s6 phuong
an, protein lién két nay lién két dic hiéu ba protein dich ma tuong mg véi hai protein dich
trén té bao T va mot protein dich dugc chon tir nhom gdm c6 A2AR, APRIL, ATPDaza,
BAFF, BAFFR, BCMA, BlyS, BTK, BTLA, B7DC, B7H1, B7H4, B7HS, B7H6, B7H7,
B7RP1, B7-4, C3, C5, CCL2, CCL3, CCL4, CCLS5, CCL7, CCL8, CCL11, CCL15, CCL17,
CCL19, CCL20, CCL21, CCL24, CCL25, CCL26, CCR3, CCR4, CD3, CD19, CD20, CD23,
CD24, CD27, CD28, CD38, CD39, CD40, CD70, CD80, CD86, CD122, CD137, CDI37L,
CD152, CD154, CD160, CD272, CD273, CD274, CD275, CD276, CD278, CD279, CDHI,
chitinaza, CLEC9, CLEC91, CRTH2, CSF-1, CSF-2, CSF-3, CX3CL1, CXCL12, CXCL13,
CXCR3, DNGR-1, ectonucleosit triphosphat diphosphohydrolaza 1, EGFR, ENTPDI,
FCERI1A, FCERI, FLAP, FOLH1, Gi24, GITR, GITRL, GM-CSF, Her2, HHLLA2, HMGB],
HVEM, ICOSLG, IDO, IFNa, IgE, IGF1R, IL2Rbeta, IL1, IL1A, IL1B, IL1F10, IL2, IL4,
IL4Ra, IL5, ILSR, IL6, IL7, IL7Ra, IL8, IL9, IL9R, IL10, rhIL10, IL12, IL13, TL13Ral,
IL13Ra2, 1115, IL17, IL17Rb, IL18, 11.22, 11.23, IL25, 11.27, IL33, 1135, ITGB4, ITK, KIR,
LAG3, LAMP1, leptin, LPFS2, MHC 16p II, NCR3LG1, NKG2D, NTPDaza-1, OX40,

5
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OX40L, PD-11, thy thé tidu cdu, PROMI, S152, SISP1, SLC, SPG64, ST2, STEAP2, Syk
kinaza, TACL, TDO, T14, TIGIT, TIM3, TLR, TLR2, TLR4, TLRS, TLR9, TMEFI, TNFa,
TNFRSF7, Tp55, TREMI1, TSLP, TSLPR, TWEAK, VEGF, VISTA, Vstm3, WUCAM, va
XCRI.

| Theo phuong 4n khac, sang ché d& xuét protein lién két c6 chira bon chudi polypeptit
ma tao thanh ba vi tri lién két khang nguyén, trong dé chudi polypeptit thi nhét c6 ciu tric

duoc thé hién béi cong thue:

Vi2-L1-Vii-La-Cr 1

va chudi polypeptit thir hai c6 chu tric duoc thé hién boi cong thire:

Vii-L3-Viz-La-Chi [IT]

va chudi polypeptit thir ba c6 cAu tric dugc thé hién béi cong thic:

Vi3-Chi (111]

va chudi polypeptit thir tu c6 cAu trac duogc thé hién boi cong thure:

Vi3-Co [1V]

trong do:

V11 1a mién bién ddi chudi nhe globulin mién dich thir nhét;

V12 12 min bién ddi chudi nhe globulin mién dich thir hai;

V13 14 mién bién ddi chudi nhe globulin mién dich thir ba;

Vi1 14 mién bién dbi chudi nang globulin mién dich thir nhét;

Vi 14 mién bién ddi chudi niang globulin mién dich thi hai;

Viss 12 mién bién ddi chudi ngng globulin mién dich thir ba;

C. 1a mién khong dbi chudi nhe globulin mién dich;

Cin 12 midn khong ddi chudi nang Cui globulin mién dich; va

Li, Lz Isvalsla ciu ndi axit amin;

trong do6 polypeptit c6 cong thire T va polypeptit c6 cong thae 11 tao thanh cap chudi
nhe-chudi ning lién két chéo;

trong do:

(a) mdi Vi1, Vizva Vizdoc lap la mién bién dbi c6 ngudn gde tir trinh tu axit amin nhur

néu trong trinh ty bat ky trong s6 cac SEQ ID NO: 2, 4, 10, 14, 18, 22, 115;
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(b) mdi Vi1, Vi va Vizdoc lap c6 chira cac ving xéc dinh tinh bd sung chudi nhe cua
mién bién ddi ¢6 chira trinh tu axit amin nhu néu trong trinh tyr bat ky trong s6 cac SEQ ID
NO: 43-59, 123-125;

(¢) mBi VL1, Viava Vis doc 1ap co chira trinh ty mién bién doi nhw néu trong trinh ty
bét ky trong sb cac SEQ ID NO:151, 153, 155, 157, 159, 161, 163, 165, va 167;

(d) mdi Vi1, Via va Via doc 1ap co6 chira vang xac dinh tinh bd sung chudi nhe ¢6 chira
frinh ftur axit amin nhu néu trong trinh tw bat ky trong s6 cac SEQ ID NO: 43-59, 123-125,
138-140, va 149; hoac

(¢) mbi Vi1, Vi2 va Vizddc 18p c6 chira ving xéc dinh tinh bd sung chudi nhe va/hodc
trinh tu mién bién doi thé hién trong cac Bang 2-5; va

trong do:

(a) mbi Vii, Vi, va Vi doc lap la mién bién ddi c6 ngudn gdc tir trinh ty axit amin

nhu néu trong trinh ty bt ky trong s6 cac SEQ IDNO: 1, 3,9, 13, 17, 21, 114;

(b) mbi Vi, Viz va Vis doc 1ap c6 chira cac ving xac dinh tinh b6 sung chudi ning
ctia mién bién ddi c6 chira trinh tu axit amin nhu néu trong trinh ty bat ky trong s6 cac SEQ

ID NO: 25-42, 120-122;

(¢) mdi Vi, Viiz, va Viz doc 1ap c6 chira trinh tur mién bién do6i nhu néu trong trinh tu

bat k§ trong sb cac SEQ ID NO:150, 152, 154, 156, 158, 160, 162, 164, va 166;

(d) mdi Vi, Viz va Vi doc 1ap c6 chira ving xac dinh tinh bd sung chudi ning c6
chtra trinh tu axit amin nhu néu trong trinh tu bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 25-42, 120-
122, va 126-128; hodc

(¢) mdi Vi, Ve va Vs doc 1ap c6 chira ving xac dinh tinh bd sung chudi ning va/hodc
trinh ty mién bién doi thé hién trong cac Bang 2-5.

Theo mot s6 phuong 4n, chudi polypeptit thir hai va/hodc thir ba con chira vang Fc nbi
v6i Chi, vung Fe nay ¢6 chira ving ban 18 globulin mién dich va cac mién khong ddi chudi
ning globulin mién dich Ciz va Cus.

Theo phuong 4n khéc, sang ché d& xuét protein lién két ¢6 chira bon chudi polypeptit
ma tao thanh ba vi tri lién két khang nguyén, trong do6 chudi polypeptit thu nhét ¢6 chira cau

tric duoe thé hién béi cong thie:

Vi2-Li-Vii-La-Co [1]

71463
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va chudi polypeptit thir hai c6 chira chu triic dugce thé hién boi cong thuc:

Vin-L3-Vi-La-Cri-ban 18-Cria-Crs (1)

va chudi polypeptit thir ba ¢ chira chu trac duge thé hién bsi cong thuc:

Vi-Cri-ban 18-Ci-Chs (111

va chudi polypeptit thir tu cé chira chu tric duge thé hién boi cong thic:
Vis-CL [IV]

trong do:

V., 1a min bién dbi chudi nhe globulin min dich thr nhat;

V1, 12 min bién dbi chudi nhe globulin mién dich thir hai;

V13 13 mién bién ddi chudi nhe globulin mién dich thir ba;

Vi 12 mién bién dbi chudi ning globulin mién dich thir nhat;

Vip 12 mién bién ddi chudi ning globulin mién dich thi hai;

Vi3 14 mién bién ddi chudi ning globulin mién dich thi ba;

Cy. 12 mién khong ddi chudi nhe globulin mién dich;

Cin 14 mién khong dbi chudi nang Cii globulin mién dich

Cip 1a mién khong d6i chudi ndng Crz globulin mién dich;

Cyss 12 mién khong ddi chudi nang Cyis globulin mién dich;
ban 1€ 1a viing ban 1€ globulin mién dich noi cdc mién Cui va Cip; va
L1, L2, L3 va Ls 1a cau ndi axit amin;

trong d6 polypeptit c6 cong thirc I va polypeptit 6 cong thire II tao thanh cap chudi

nhe-chudi ning lién két chéo;
trong do:

(a) mdi Vi1, Via va Viz doc lap la mién bién ddi c¢6 ngudn goc tir trinh tyr axit amin nhu

néu trong trinh tyr bt ky trong s cac SEQ ID NO: 2, 4, 10, 14, 18,22, 115;
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~(b) mdi Vi1, Vi2va Vizdoc lap co chira cdc ving xac dinh tinh bd sung chudi nhe cta
mién bién dbi ¢6 chia trinh ty axit amin nhu néu trong trinh tu bat ky trong sd cac SEQ ID

NO: 43-59, 123-125;

(c) mdi Vi1, Via va Viz doc 1ap c6 chira trinh ty mién bién doi nhu néu trong trinh ty

bét ky trong sé cac SEQ ID NO:151, 153, 155, 157, 159, 161, 163, 165, va 167;

(d) mdi Vi1, Viz va Visdoe 1ap ¢6 chira ving xéac dinh tinh bd sung chudi nhe c¢6 chua
trinh tur axit amin nhu néu trong trinh tw bat ky trong s cac SEQ ID NO: 43-59, 123-125,
138-140, va 149; hoac

(e) mdi Vi1, Viz va Viz de 18p c6 chira vaung xac dinh tinh bd sung chudi nhe va/hodc

trinh tw mién bién ddi thé hién trong cac Bang 2-5;
trong doé:

(a) mdi Vi, Vi, va Vi doc 1ap 12 mién bien ddi c6 ngudn goc tir trinh tu axit amin

nhu néu trong trinh tur bt ky trong s6 cac SEQ IDNO: 1, 3,9, 13,17, 21, 114;

(b) mdi Vi, Vi va Vs doc 14p c6 chira cac ving xac dinh tinh b6 sung chudi ning
ol midn bién ddi c6 chira trinh tur axit amin nhu néu trong trinh ty bét ky trong s6 cac SEQ
ID NO: 25-42, 120-122;

(c) mdi Vi, Vi, va Viz dc 18p c6 chira trinh tur mién bién doi nhu néu trong trinh tu

bét ky trong sé cac SEQ ID NO:150, 152, 154, 156, 158, 160, 162, 164, va 166;

(d) mdi Vi, Viz va Viz doc 18p c6 chira vung xéac dinh tinh bd sung chudi ning c6
chta trinh tu axit amin nhu néu trong trinh tu bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 25-42, 120-
122, va 126-128; hoac

(e) mdi Vi, Viz va Vs dc 18p c6 chira ving xac dinh tinh bd sung chudi nang va/hodc
trinh tw mién bién ddi thé hién trong cac Bang 2-5.

Theo mdt sd phuong an, mdi Vi1, Via va Vi3 doc 1ap cé chira trinh ty mién bién ddi
nhu néu trong trinh tu bét ky trong sb cac SEQ ID NO:151, 153, 155, 157, 159, 161, 163,
165, va 167; va Vui, Vi, va Vi3 mdi ddc 1ap c6 chua trinh tu mién bién d6i nhu néu trong
trinh tu bit k¥ trong s6 cac SEQ ID NO:150, 152, 154, 156, 158, 160, 162, 164, va 166. Theo
mot s6 phuong an, mdi VL1, V12 va Vis doc 1ap c6 chira ving xdc dinh tinh bd sung chudi nhe
¢6 chtra trinh tu axit amin nhu néu trong trinh tu bét ky trong sb cac SEQ ID NO:43-59, 123-
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125, 138-140, va 149; va (d) mdi Vi, Vi va Vi doc 1ap c6 chira vang xac dinh tinh bd sung
chudi ning c6 chira trinh ty axit amin nhu néu trong trinh tu bat ky trong 36 cac SEQ ID NO:
25-42,120-122, va 126-128.

Theo mot sd phuong an cua protein lién két bat ky duoc mo ta trong ban md ta nay,
() Vi ¢6 chita CDR-H1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:28, CDR-H2 c6 trinh ty axit amin
SEQ ID NO:29, va CDR-H3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:30; Vi1 ¢6 chira CDR-L1 ¢6
trinh tu axit amin SEQ ID NO:46, CDR-L2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO: 47, va CDR-
1.3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:48; Vi c6 chira CDR-H1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID
NO:34, CDR-H2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:35, va CDR-H3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ
ID NO:36; V12 ¢6 chita CDR-L1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:52, CDR-L2 ¢6 trinh tu
axit amin SEQ ID NO:53, va CDR-L3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:54; V3 ¢6 chua
CDR-HI1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:25, CDR-H2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:26,
va CDR-H3 c¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:27; va Vi3 c6 chira CDR-L1 ¢6 trinh tu axit
amin SEQ ID NO:43, CDR-1.2 ¢ trinh ty axit amin SEQ ID NO:44, va CDR-L3 c¢6 trinh ty
axit amin SEQ ID NO:45; (b) Vi ¢6 chira CDR-HI ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:31,
CDR-H2 c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:32, va CDR-H3 ¢¢ trinh tu axit amin SEQ ID
NO:33: Vi1 ¢6 chira CDR-L1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:49, CDR-L2 c¢6 trinh tu axit
amin SEQ ID NO:50, va CDR-L3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:51; Vi ¢6 chira CDR-
H1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:34, CDR-H2 c¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:35, va
CDR-H3 c¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:36; Vi2 c6 chira CDR-L1 ¢6 trinh ty axit amin
SEQ ID NO:52, CDR-L2 c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:53, va CDR-L3 ¢6 trinh ty axit
amin SEQ ID NO:54; Vi ¢6 chira CDR-H1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:25, CDR-H2
¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:26, va CDR-H3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:27; va
Vi3 ¢6 chira CDR-L1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:43, CDR-L2 ¢6 trinh ty axit amin
SEQ ID NO:44, va CDR-L3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:45; (¢) Vi1 ¢6 chura CDR-H1
¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:28, CDR-H2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:29, va CDR-
H3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:30; Vi1 ¢6 chita CDR-L1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID
NO:46, CDR-L2 c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO: 47, va CDR-L3 c¢6 trinh ty axit amin SEQ
ID NO:48: Vi ¢6 chita CDR-HI ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:34, CDR-H2 c6 trinh ty
axit amin SEQ ID NO:35, va CDR-H3 ¢ trinh tu axit amin SEQ ID NO:36; V2 c6 chtra
CDR-L1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:52, CDR-L2 c¢¢ trinh tu axit amin SEQ ID NO:53,
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va CDR-L3 ¢ trinh tu axit amin SEQ ID NO:54; Vi3 ¢6 chira CDR-HI ¢6 trinh ty axit amin
SEQ ID NO:37, CDR-H2 c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:38, va CDR-H3 ¢ trinh tu axit
amin SEQ ID NO:39; va Vi3 ¢6 chira CDR-L1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:55, CDR-
L2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:56, va CDR-L3 ¢0 trinh tu axit amin SEQ ID NO:57;
(d) Vi ¢6 chira CDR-HI1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:31, CDR-H2 c¢6 trinh ty axit amin
SEQ ID NO:32, va CDR-H3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:33; V1 c6 chira CDR-L1 cé
trinh tu axit amin SEQ ID NO:49, CDR-L2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:50, va CDR-L3
¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:51; Vi ¢6 chira CDR-HI1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ 1D
NO:34, CDR-H2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:35, va CDR-H3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ
ID NO:36; .VL2 ¢6 chita CDR-L1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:52, CDR-L2 ¢ trinh ty
axit amin SEQ ID NO:53, va CDR-L3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:54; Vus ¢6 chta
CDR-HI1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:37, CDR-H2 c6 trinh tur axit amin SEQ ID NO:38,
va CDR-H3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ 1D NO:39; va Vi3 ¢6 chira CDR-LI ¢6 trinh ty axit
amin SEQ ID NO:55, CDR-L.2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:56, va CDR-L3 ¢6 trinh tu
axit amin SEQ ID NO:57; (e) Vi ¢6 chita CDR-H1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:28,
CDR-H2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:29, va CDR-H3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID
NO:30: Vi ¢6 chira CDR-L1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:46, CDR-L2 c6 trinh tu axit
amin SEQ ID NO: 47, va CDR-L3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:48; Vi c6 chira CDR-
HI c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:34, CDR-H2 c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:35, va
CDR-H3 ¢6 frinh ty axit amin SEQ ID NO:36; Vi2 ¢6 chita CDR-L1 ¢ trinh tu axit amin
SEQ ID NO:52, CDR-L2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:53, va CDR-L3 c6 trinh ty axit
amin SEQ ID NO:54; Vi3 ¢6 chira CDR-H1 c¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:40, CDR-H2
¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:41, va CDR-H3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:42; va
Vi3 ¢6 chita CDR-L1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:58, CDR-L2 ¢6 trinh tu axit amin
SEQ ID NO:44, va CDR-L3 ¢¢ trinh ty axit amin SEQ ID NO:59; (f) Vi ¢6 chira CDR-H1
¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:31, CDR-H2 c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:32, va CDR-
H3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:33; VL1 ¢6 chita CDR-L1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID
NO:49, CDR-L2 ¢ trinh ty axit amin SEQ ID NO:50, va CDR-L3 ¢ trinh ty axit amin SEQ
ID NO:51; Vi ¢6 chira CDR-H1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:34, CDR-H2 c6 trinh tu
axit amin SEQ ID NO:35, va CDR-H3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:36; V12 c6 chira
CDR-L1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:52, CDR-L2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:53,
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va CDR-L3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:54; Vi3 ¢6 chitra CDR-H1 ¢6 trinh tur axit amin
SEQ ID NO:40, CDR-H2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:41, va CDR-H3 ¢6 trinh ty axit
amin SEQ ID NO:42; va Vi3 ¢6 chira CDR-L1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:58, CDR-
L2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:44, va CDR-L3 c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:59;
(g) Vi ¢6 chira CDR-H1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:28, CDR-H2 ¢6 trinh tyr axit amin
SEQ ID NO:29, va CDR-H3 ¢6 trinh ti axit amin SEQ ID NO:30; Vi ¢6 chira CDR-L1 cé
trinh tu axit amin SEQ ID NO:46, CDR-L2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO: 47, va CDR-
L3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:48; Vi ¢6 chira CDR-HI ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID
NO:34, CDR-H2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:35, va CDR-H3 c¢6 trinh ty axit amin SEQ
ID NO:36: Viz ¢6 chira CDR-L1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:52, CDR-L2 ¢6 trinh tu
axit amin SEQ ID NO:53, va CDR-L3 ¢¢ trinh tyr axit amin SEQ ID NO:54; Vu3 ¢6 chira
CDR-H1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:126, CDR-H2 c¢6 trinh tyu axit amin SEQ ID
NO:127, va CDR-H3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO: 128; va Vi3 ¢6 chira CDR-L1 ¢6 trinh
tu axit amin SEQ ID NO:138, CDR-L2 c¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:139, va CDR-L3 ¢6
trinh tu axit amin SEQ ID NO:140; (h) Vi ¢6 chita CDR-H1 ¢6 trinh tur axit amin SEQ ID
NO:31, CDR-H2 c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:32, va CDR-H3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ
ID NO:33; Vi ¢6 chira CDR-L1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:49, CDR-L2 c6 trinh tu
axit amin SEQ ID NO:50, va CDR-L3 ¢6 trinh fy axit amin SEQ ID NO:51; V2 ¢6 chua
CDR-H1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:34, CDR-H2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:35,
va CDR-H3 ¢6 trinh tyu axit amin SEQ ID NO:36; V2 ¢6 chita CDR-L1 ¢ trinh ty axit amin
SEQ ID NO:52, CDR-L2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:53, va CDR-L3 ¢6 trinh tu axit
amin SEQ ID NO:54; Vi3 ¢6 chira CDR-HI ¢6 trinh tur axit amin SEQ ID NO:126, CDR-H2
¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:127, va CDR-H3 ¢6 trinh tur axit amin SEQ ID NO:128; va
Vi3 ¢6 chira CDR-L1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:138, CDR-L2 ¢o6 trinh tu axit amin
SEQ ID NO:139, va CDR-L3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:140; (i) Vi c6 chira CDR-
H1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:28, CDR-H2 c¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:29, va
CDR-H3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:30; Vi1 ¢6 chira CDR-L1 c6 trinh tu axit amin
SEQ ID NO:46, CDR-L2 c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO: 47, va CDR-L3 ¢6 trinh tu axit
amin SEQ ID NO:48; Vin ¢6 chira CDR-H1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:34, CDR-H2
¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:35, va CDR-H3 ¢ trinh ty axit amin SEQ ID NO:36; Vi
¢6 chita CDR-L1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:52, CDR-L2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ
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ID NO:53, va CDR-L3 ¢ trinh tur axit amin SEQ ID NO:54; Vi3 ¢6 chira CDR-HI ¢6 trinh
tu axit amin SEQ ID NO:120, CDR-H2 c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:121, va CDR-H3
¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:122; va Vi3 ¢6 chira CDR-L1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID
NO:123, CDR-L2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:124, va CDR-L3 c6 trinh tu axit amin
SEQ ID NO:125; hodc (j) Vi ¢6 chira CDR-H1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:31, CDR-
H2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:32, va CDR-H3 ¢ trinh ty axit amin SEQ ID NO:33;
V11 ¢6 chita CDR-L1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:49, CDR-L2 ¢6 trinh tu axit amin
SEQ ID NO:50, va CDR-L3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:51; Vi ¢6 chira CDR-HI1 ¢é
trinh tu axit amin SEQ ID NO:34, CDR-H2 ¢¢ trinh ty axit amin SEQ ID NO:35, va CDR-
H3 c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:36; V12 ¢6 chira CDR-L1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID
NO:52, CDR-L2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:53, va CDR-L3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ
ID NO:54; Vi3 ¢6 chita CDR-H1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:120, CDR-H2 ¢6 trinh ty
axit amin SEQ ID NO:121, va CDR-H3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:122; va Vi3 ¢6
chira CDR-L1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:123, CDR-L2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID
NO:124, va CDR-L3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:125. Theo mot s6 phuong éan, (a) Vin
¢ chira CDR-H1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:34, CDR-H2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ
ID NO:35, va CDR-H3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:36; Vi1 ¢6 chita CDR-L1 ¢6 trinh
tu axit amin SEQ ID NO:52, CDR-L2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:53, va CDR-L3 ¢6
trinh ty axit amin SEQ ID NO:54; Vix2 ¢6 chira CDR-H1 ¢6 trinh tur axit amin SEQ ID NO:25,
CDR-H2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:26, va CDR-H3 c¢6 frinh ty axit amin SEQ ID
NO:27; V12 ¢6 chira CDR-L1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:43, CDR-L2 ¢6 trinh tu axit
amin SEQ ID NO:44, va CDR-L3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:45; Vi3 ¢6 chira CDR-
H1 c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:25, CDR-H2 c¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:26, va
CDR-H3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:27; va Vi3 ¢6 chita CDR-L1 ¢6 trinh tu axit amin
SEQ ID NO:43, CDR-L2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:44, va CDR-L3 ¢6 trinh ty axit
amin SEQ ID NO:45.

Theo mot s& phuong an, protein lién két c6 chita mot vi tri lién két khédng nguyén ma
lién két dic hiéu protein bé mit té bao T va vi tri lién két khang nguyén khiac ma lién két dic
hiéu dich khang nguyén, vi du, protein dich khéi u. Theo mdt s6 phwong én, protein lién két
¢6 chra vi tri lién két khang nguyén ma lién két dic higu CD3, vi tri lién két khang nguyén

ma lién két dic hieu CD28, va vi tri lién két khang nguyén ma lién két dic higu protein dich
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khéi u duoc chon tr nhém gdm c6 CD19, CD20, CD38, Her2, va LAMP1. Theo mt )
phuong 4n, Vin va Vi1 tao thanh vi trf lién két khang nguyén thi nhat ma lién két dic hiéu
CD3 & ngudi, Vi va Viz tao thanh vi tri lién két khang nguyén thir hai ma lién két dic hiéu
CD28 & ngudi, va Vi va Vi3 tao thanh vi trf lién két khéang nguyeén thir ba ma lién két dic
hiéu protein dich khéi u & nguoi. Theo mot s6 phuong 4n, Vi va Vi1 tao thanh vi tri lién két
khang nguyén thir nhét ma lién két dic hidu CD28 & ngudi, Vi va Via tao thanh vi tri lién
két khang nguyén tht hai ma lién két dac hiéu CD3 & ngudi, va Vis va Vi3 tao thanh vi tri
lién két thir ba ma lién két dic hidu protein dich khéi u & ngudi. Theo mdt s6 phuong an, vi
tri lién két khang nguyén lién két dic hiéu protein dich khdi u & nguoi duge chon tir nhém
gdm c6 CD19, CD20, CD38, Her2, va LAMP1. Theo mot s6 phuong 4n, vi trf lién két khang
nguyén ma lién két dac hiéu CD3 c6 chua: (a) mién bién d6i chudi nang c6 chira trinh tu axit
amin SEQ ID NO: 152 va mién bién dbi chudi nhe c¢6 chia trinh tu axit amin SEQ ID NO:
153; hoac (b) mién bién ddi chudi nang c6 chia trinh ty axit amin SEQ ID NO: 154 va mién
bién ddi chudi nhe ¢6 chira trinh ty axit amin SEQ ID NO: 155. Theo mot sd phuong 4n, vi
i lién két khang nguyén ma lién két ddc higu CD3 c6 chira sau CDR, hogc mién bién doi
chudi ning va chudi nhe, thé hién trong cac Bang 2-5. Theo mot s6 phuong 4n, vi tri lién két
khang nguyén ma lién két dac hidu CD28 c6 chira: (a) mién bién ddi chudi ning c6 chira trinh
tur axit amin SEQ ID NO: 160 v mién bién ddi chudi nhe c6 chira trinh ty axit amin SEQ 1D
NO: 161; hodc (b) mién bién ddi chudi ning c6 chira trinh ty axit amin SEQ ID NO: 162 va
mién bién d6i chudi nhe c6 chira trinh tu axit amin SEQ ID NO: 163. Theo mot s6 phuong
4n, vi trf lién k&t khang nguyén ma lién két dic hiéu CD28 c6 chita sau CDR, hodic mién bién
dbi chudi ning va chudi nhe, thé hién trong cac Bang 2-5. Theo mot s6 phurong 4n, vi tri lién
két khang nguyén ma lién két dic hiéu protein dich khi u c6 chira: (a) mién bién ddi chudi
ning c6 chira trinh tyr axit amin SEQ ID NO: 156 va mién bién ddi chudi nhe c6 chira trinh tu
axit amin SEQ ID NO: 157; (b) mién bién déi chudi ning c6 chira trinh ti axit amin SEQ ID
NO- 158 va mién bién déi chudi nhe c6 chira trinh ty axit amin SEQ ID NO: 159; (c) mién
bién ddi chudi ning c6 chira trinh ty axit amin SEQ ID NO: 164 va mién bién ddi chudi nhe
¢6 chira trinh tur axit amin SEQ ID NO: 165; (d) mién bién doi chudi ning c6 chira trinh tu
axit amin SEQ ID NO: 150 va mién bién ddi chudi nhe cé chira trinh ty axit amin SEQ ID
NO: 151; hoic (e) mién bién dbi chudi ning c6 chira trinh ty axit amin SEQ ID NO: 166 va
midn bién dbi chudi nhe ¢6 chira trinh tw axit amin SEQ ID NO: 167. Theo mdt s6 phuong
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an, vi tri lién két khang nguyén ma lién két dic hiéu protein dich khoi u c6 chira sdu CDR,
hodc mién bién d6i chudi ning va chudi nhe, thé hién trong cc Bang 2-5. Theo mot s6 phuong
&n, vi trf lién két khang nguyén ma lién két dic hiéu protein dich khéi u ¢6 chira séu CDR,
hoc mién bién déi chudi ning va chudi nhe, ctia mién lién két khang-Her2, khang-CD19,
khang-CD20, khang-CD38, hodc khéng-LAMPI thé hién trong cac Bang 2-5.

Theo phuong an khac, sang ché d& xudt protein lién két c6 chira bon chudi polypeptit
ma tao thanh ba vi trf lién két khang nguyén, trong do6 chudi polypeptit thi nhét c6 ciu tric

dugc thé hién bdi cong thire:

Vi2-Li-Vi1L2-Co (1

va chudi polypeptit thir hai c6 cAu tric duge thé hién béi cong thic:

Vii-L3-Viz-Ls-Chi [11]

va chudi polypeptit thir ba c6 cAu tric duge thé hién boi cong thurc:

Viu3-Cri [I11]

va chudi polypeptit thir tu cé chu trac dugce thé hién béi cong thuc:

Vi3-CL [IV]

trong do:

V.1 1a mién bién déi chudi nhe globulin mién dich thi nhét;

Vi 12 mién bién ddi chudi nhe globulin mién dich thir hai;

V13 14 mién bién ddi chudi nhe globulin mién dich thir ba;

Vi 12 mién bién ddi chudi niang globulin mién dich thi nhét;

Vi 1 mién bién ddi chudi nang globulin mién dich tht hai;

Vigs 12 mién bién dbi chudi niang globulin mién dich thir ba;

Co 12 mién khéng d6i chudi nhe globulin mién dich;

Cin 14 midn khong ddi chudi nang Cui globulin mién dich; va

Li, Lo, Ly vaLslacac cAu ndi axit amin;

trong dé polypeptit ¢6 cong thirc I va polypeptit ¢6 cong thirc IT tao thanh cip chudi
nhe-chudi ning lién Kkét chéo;

trong do:

(a) mdi Vi1, Viava Vi doc lap la mién bién ddi c6 ngudn gdc tir trinh ty axit amin nhu

néu trong trinh tw bit ky trong s6 cdc SEQ ID NO: 61, 63, 69, 71, 74, 76, 82, 86, 88, 94; hoac
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(b) mdi Vi1, Vi va Vizdoc 1ap c6 chira ving x4c dinh tinh bd sung chudi nhe cua mién
bidn dbi ctia it nhat 13 mot trinh ty axit amin néu trong trinh tir bt k¥ trong s6 cac SEQ ID
NO: 61, 63, 69, 71, 74, 76, 82, 86, 88, 94;

(¢) mdi Vi1, Via va Vis ddc 1ap co chira trinh tu mién bién d6i nhu néu trong trinh tur
bt ky trong sb cac SEQ ID NO:169, 171, va 173;

(d) m&i Vi1, Vi2 va Vizddc lép c6 chira ving xdc dinh tinh bd sung chudi nhe c6 chira
trinh tu axit amin dugc chon tir nhom gém ¢6 cac SEQ ID NO: 141-147, 178, va 179; hoac

(e) mdi Vi1, V12 va Vi3 ddc 1ap co chira ving xéac dinh tinh bd sung chudi nhe va/hodc
trinh tu mién bién dbi thé hién trong cac Bang 2-5; va

trong doé:

(a) mOi Vi, Vi, va Vi doc 1ép 1a mién bién ddi c6 ngudn gdc tur trinh tyr axit amin
nhu néu trong trinh ty bAt ky trong s6 cac SEQ ID NO: 60, 62, 68, 73,75, 81, 85, 87,93; hoac

(b) mdi Vi, Vi, va Vis doc 1ap c6 chira ving xac dinh tinh bd sung chudi ndng cua
midn bién dbi ctia it nhAt 1a mot trinh tu axit amin néu trong trinh ty bét ky trong 36 cac SEQ
ID NO: 60, 62, 68, 73,75, 81, 85, 87, 93;

(¢) mdi Vi, Vi, va Vs doc 1ap ¢6 chira trinh t mién bién ddi nhu néu trong trinh ty
bit ky trong s6 cac SEQ ID NO:168, 170, va 172;

(d) mdi Vi, Vi va Vi doc 1ap c6 chira ving xac dinh tinh bd sung chudi ning c6
chira trinh ty axit amin dugce chon tir nhom gém ¢6 cac SEQ ID NO: 129-137; hodc

(e) m&i Vi, Viz va Vi doe 1ap c6 chira ving xac dinh tinh b6 sung chudi ndng va/hodc
trinh ty mién bién ddi thé hién trong cac Bang 2-5.

Theo mot s6 phuong an, chudi polypeptit thir hai va/hogc thir ba con chira vimg Fc ndi
véi Chi, vang Fe nay ¢6 chira ving ban 18 globulin mién dich va cac mién khong di chudi
ning globulin mién dich Crz va Cyi.

Theo phuong 4n khac, sang ché d& xuét protein lién két c6 chira bdn chudi polypeptit
ma tao thanh ba vi trf li€n két khang nguyén, trong do chudi polypeptit thi nhét ¢6 chira cau
trac dugc thé hién bai cong thirc:

Vi2-Li-Vii-La-Co 1]

va chudi polypeptit thir hai c6 chira cAu tric dugce thé hién bai cong thire:
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Vii-L3-Vin-La-Ci-ban 18-Ci-Cins [11]

va chudi polypeptit thir ba c¢6 chira cAu tric duge thé hién boi cong thie:

Vi3-Cri-béan 18-Cin-Chi [T11]

va chubi polypeptit thir tu c6 chira cAu trac duge thé hién béi cong thic:
Vi3-CL [IV]

trong do:

Vi 2 midn bién di chudi nhe globulin mién dich thir nhat;

V|, 1a mién bién dbi chudi nhe globulin mién dich thw hai;

Vi3 1a mién bién dbi chudi nhe globulin mién dich thir ba;

Vi 12 mién bién dbi chudi ning globulin mién dich thi nhét;

Vi 12 mién bién dbi chudi nang globulin mién dich thi hai;

Vi3 12 midn bién dbi chudi nang globulin mién dich thi ba;

Cv 12 mién khong ddi chudi nhe globulin mién dich;

Cpi1 12 midn khong dbi chudi ning Cri globulin mién dich

Ciiz 12 mién khong ddi chudi ning Crz globulin mién dich;

Cis 12 mién khong doi chudi nang Cus globulin mién dich;
ban 18 12 ving ban 1é globulin mién dich ndi cac mién Ci va Cm2; va
L1, Lo, L3 va L4 12 céc cau noi axit amin;

trong d6 polypeptit c6 cong thue I va polypeptit c6 cong thirc II tao thanh cap chudi
nhe-chudi ning lién két chéo;

trong do:

(2) mi VL1, Via va Vi3 doc 1ap 1a mién bién doi c6 ngudn gdc tir trinh ty axit amin nhu
néu trong trinh tu bét ky trong sb cac SEQ ID NO: 61, 63, 69, 71, 74, 76, 82, 86, 88, 94;

(b) mdi Vi1, Viz2 va Vizdoc 1ap ¢6 chira vung xéc dinh tinh b sung chudi nhe ctia mién
bién dbi cta it nhat 14 mét trinh ty axit amin néu trong trinh tyu bét ky trong s6 cac SEQ 1D

NO: 61, 63, 69, 71, 74, 76, 82, 86, 88, 94;
17
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(c) mdi Vi1, Viava Vi dde 1ap co chia trinh ty mién bién d6i nhu néu trong trinh tu

bt ky trong sb cac SEQ ID NO:169, 171, va 173;

(d) mbi Vi1, Via va Vs doc 1ap c6 chira ving xac dinh tinh bd sung chudi nhe ¢6 chia

trinh tu axit amin dugc chon tir nhém g@)m ¢6 cac SEQ ID NO: 141-147, 178, va 179; hoac

(e) mdi Vi1, Viz va Viz doc 1ap 6 chira ving xac dinh tinh b6 sung chudi nhe va/hoic

trinh ty mién bién ddi thé hién trong cac Bang 2-5;
trong do:

(a) m6i Vi, Vi, va Vus doc 1ap 1a mién bién ddi c6 nguodn goc tir trinh ty axit amin

nhur néu trong trinh ty bat ky trong s6 cac SEQ ID NO: 60, 62, 68, 73,75, 81, 85, 87, 93;

(b) mdi Vi, Vi, va Vis doc 1ap ¢6 chira vung xac dinh tinh bd sung chudi ning cta
midn bién dbi cia it nhat 1a mat trinh tu axit amin néu trong trinh ty bét ky trong 36 cac SEQ

ID NO: 60, 62, 68, 73,75, 81, 85, 87, 93;

(¢) mbi Vi, Vi, va Viz doc 18p c6 chia trinh ty mién bién do6i nhu néu trong trinh tu

bat ky trong sb cac SEQ ID NO:168, 170, va 172;

(d) m&i Vi, Viz va Vi doc 1ap c6 chira ving xac dinh tinh bd sung chudi ning c6

chira trinh tu axit amin dugc chon tir nhém gém cd cac SEQ ID NO: 129-137;

(¢) mdi Vi, Viz va Vuz doc 1ap 6 chira vang xac dinh tinh bd sung chudi ning va/hoic

trinh ty mién bién ddi thé hién trong cac Bang 2-5.

Theo mot s6 phuong an, mdi Vi1, Vi va Vis doc 1ap c6 chua trinh ty mién bién do6i
nhu néu trong trinh ty bt ky trong s6 cac SEQ ID NO:169, 171, va 173; va mdi Vui, Vi, va
Vi3 doc 1ap cé chua trinh tyr mién bién ddi nhu néu trong trinh ty bét ky trong s6 cac SEQ ID
NO:168, 170, va 172. Theo mot 36 phuong an, mdi Vi1, Viz va Vi doc 1ap co chira ving xac
dinh tinh bd sung chudi nhe ¢6 chua trinh tu axit amin duoc chon tir nhom gém cO cac SEQ
ID NO: 141-147, 178, va 179; va mdi Vi1, Viz va Vs doc 1ap ¢6 chira ving xac dinh tinh bd
sung chudi ning c6 chira trinh ty axit amin dugc chon tir nhém gém c6 cac SEQ ID NO: 129-

137.

Theo mdt sé phuong an cua protein lién két bat ky dugc md ta trong ban md ta nay,
(2) Vi ¢6 chira CDR-HI ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:132, CDR-H2 c6 trinh tu axit

amin SEQ ID NO:133, va CDR-H3 ¢ trinh tu axit amin SEQ ID NO:134; VL1 ¢6 chira CDR-
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L1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:143, CDR-L2 c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:179, va
CDR-L3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:144; Vi ¢o chira CDR-H1 ¢6 trinh tu axit amin
SEQ ID NO:135, CDR-H2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:136, va CDR-H3 c0 trinh ty axit
amin SEQ ID NO:137; V12 ¢6 chira CDR-LI ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:145, CDR-L2
¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:146, va CDR-L3 ¢ trinh tu axit amin SEQ ID NO:147; Vi3
¢6 chita CDR-H1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:129, CDR-H2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ
ID NO:130, va CDR-H3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:131; va Vi3 c6 chira CDR-L1 ¢c6
trinh tu axit amin SEQ ID NO:141, CDR-L2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:178, va CDR-
L3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:142; (b) Vi c6 chita CDR-HI ¢6 trinh ty axit amin SEQ
ID NO:135, CDR-H2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:136, va CDR-H3 ¢6 trinh tu axit amin
SEQ ID NO:137; Vi1 ¢6 chita CDR-L1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:145, CDR-L2 ¢6
trinh tu axit amin SEQ ID NO:146, va CDR-L3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:147; Vi
6 chira CDR-H1 ¢ trinh ty axit amin SEQ ID NO:132, CDR-H2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ
ID NO:133, va CDR-H3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:134; V12 c6 chtra CDR-L1 ¢6 trinh
tu axit amin SEQ ID NO:143, CDR-L.2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:179, va CDR-L3 ¢6
trinh tu axit amin SEQ ID NO:144; Vi3 c6 chira CDR-H1 c¢6 trinh tu axit amin SEQ ID
NO:129, CDR-H2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:130, va CDR-H3 c¢0 trinh ty axit amin
SEQ ID NO:131; va Vi3 ¢6 chira CDR-L1 ¢06 trinh ty axit amin SEQ ID NO:141, CDR-L2 c6
trinh tu axit amin SEQ ID NO:178, va CDR-L3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:142; (c)
Vi1 ¢6 chira CDR-H1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:132, CDR-H2 c¢6 trinh tu axit amin
SEQ ID NO:133, va CDR-H3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:134; V1 ¢6 chita CDR-L1
c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:143, CDR-L2 c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:179, va
CDR-L3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:144; Vi ¢6 chira CDR-H1 c¢6 trinh ty axit amin
SEQ ID NO:129, CDR-H2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:130, va CDR-H3 ¢¢ trinh ty axit
amin SEQ ID NO:131; V12 ¢6 chira CDR-L1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:141, CDR-L2
¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:178, va CDR-L3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:142; Vi3
¢6 chita CDR-H1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:135, CDR-H2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ
ID NO:136, va CDR-H3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:137; va Vi3 ¢6 chira CDR-L1 c6
trinh ty axit amin SEQ ID NO:145, CDR-L2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:146, va CDR-
1.3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:147; (d) Vi1 ¢6 chira CDR-HI1 c6 trinh tu axit amin SEQ
ID NO:129, CDR-H2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO: 130, va CDR-H3 ¢6 trinh ty axit amin
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SEQ ID NO:131; Vi ¢6 chita CDR-L1 co trinh tu axit amin SEQ ID NO:141, CDR-L2 ¢6
trinh tu axit amin SEQ ID NO:178, va CDR-L3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:142; Vi
¢6 chira CDR-H1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:132, CDR-H2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ
ID NO:133, va CDR-H3 c¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:134; V12 ¢6 chira CDR-L1 c6 trinh
tur axit amin SEQ ID NO:143, CDR-L2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:179, va CDR-L3 ¢6
trinh ty axit amin SEQ ID NO:144; Vus ¢o6 chita CDR-H1 c¢6 trinh tu axit amin SEQ ID
NO:135, CDR-H2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:136, va CDR-H3 ¢6 trinh ty axit amin
SEQ ID NO:137; va Vi3 ¢6 chita CDR-L1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:145, CDR-L2 ¢o6
trinh tu axit amin SEQ ID NO:146, va CDR-L3 ¢6 trinh tur axit amin SEQ ID NO:147; (e)
Vi ¢6 chira CDR-H1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:135, CDR-H2 c¢6 trinh ty axit amin
SEQ ID NO:136, va CDR-H3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ 1D NO:137; Vi1 ¢6 chia CDR-L1
c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:145, CDR-L2 c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:146, va
CDR-L3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:147; Vi ¢6 chira CDR-H1 c¢6 trinh ty axit amin
SEQ ID NO:129, CDR-H2 c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:130, va CDR-H3 c6 trinh tu axit
amin SEQ ID NO:131; Vi2 ¢6 chira CDR-LI ¢6 trinh tur axit amin SEQ ID NO:141, CDR-L2
¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:178, va CDR-L3 ¢co6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:142; Vi3
¢6 chta CDR-H1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:132, CDR-H2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ
ID NO:133, va CDR-H3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:134; va Vi3 ¢6 chira CDR-L1 ¢6
trinh tu axit amin SEQ ID NO:143, CDR-1.2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:179, va CDR-
L3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:144; (f) Vi ¢6 chia CDR-H1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ
ID NO:129, CDR-H2 c¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:1 30, va CDR-H3 ¢06 trinh ty axit amin
SEQ ID NO:131; Vi1 ¢6 chira CDR-L1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:141, CDR-L2 ¢6
trinh tu axit amin SEQ ID NO:178, va CDR-L3 ¢c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:142; Vi
¢ chita CDR-H1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:135, CDR-H2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ
ID NO:136, va CDR-H3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:137; V12 ¢6 chita CDR-L1 ¢6 trinh
tu axit amin SEQ ID NO:145, CDR-L2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:146, va CDR-L3 ¢c6
trinh ty axit amin SEQ ID NO:147; Vi3 ¢6 chia CDR-HI c¢6 trinh ty axit amin SEQ 1D
NO:132, CDR-H2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:133, va CDR-H3 c6 trinh ty axit amin
SEQ ID NO:134; va Vi3 c6 chira CDR-L1 ¢6 trinh tyr axit amin SEQ ID NO:143, CDR-L2 ¢6
trinh tu axit amin SEQ ID NO:179, va CDR-L3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:144; (g)
Vi ¢6 chira CDR-H1 ¢6 trinh tyr axit amin SEQ ID NO:135, CDR-H2 ¢6 trinh ty axit amin
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SEQ ID NO:136, va CDR-H3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:137; Vi ¢6 chua CDR-L1
c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:145, CDR-L2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:146, va
CDR-L3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:147; Vi ¢6 chira CDR-H1 ¢6 trinh tu axit amin
SEQ ID NO:132, CDR-H2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:133, va CDR-H3 c6 trinh ty axit
amin SEQ ID NO:134; V12 ¢6 chira CDR-L1 c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:143, CDR-L2
c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:179, va CDR-L3 ¢ trinh ty axit amin SEQ ID NO:144; Vu3
¢6 chira CDR-H1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:135, CDR-H2 c¢ trinh tu axit amin SEQ
ID NO:136, va CDR-H3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:137; va Vi3 ¢6 chira CDR-L1 co
trinh ty axit amin SEQ ID NO:145, CDR-L2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:146, va CDR-
L3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:147; (h) Vi ¢6 chira CDR-H1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ
ID NO:135, CDR-H2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:136, va CDR-H3 c¢6 trinh tuir axit amin
SEQ ID NO:137; Vi1 ¢6 chira CDR-L1 ¢ trinh ty axit amin SEQ ID NO:145, CDR-L2 ¢6
trinh tu axit amin SEQ ID NO:146, va CDR-L3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:147; Vi
¢6 chira CDR-H1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:132, CDR-H2 ¢ trinh tu axit amin SEQ
ID NO:133, va CDR-H3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:134; V12 c6 chita CDR-L1 ¢6 trinh
ty axit amin SEQ ID NO:143, CDR-L2 ¢6 trinh tur axit amin SEQ ID NO:179, va CDR-L3 ¢6
trinh ty axit amin SEQ ID NO:144; Vi3 ¢6 chira CDR-H1 c6 trinh ty axit amin SEQ ID
NO:132, CDR-H2 c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:133, va CDR-H3 c¢6 trinh tu axit amin
SEQ ID NO:134; va Vi3 ¢6 chira CDR-L1 ¢4 trinh tur axit amin SEQ ID NO:143, CDR-L2 ¢6
trinh ty axit amin SEQ ID NO:179, va CDR-L3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:144; (1) Vmi
¢6 chita CDR-H1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:132, CDR-H2 ¢ trinh tu axit amin SEQ
D NO:133, va CDR-H3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:134; Vi ¢6 chira CDR-L1 ¢6 trinh
tu axit amin SEQ ID NO:143, CDR-L2 ¢ trinh tur axit amin SEQ ID NO:179, va CDR-L3 ¢6
trinh tu axit amin SEQ ID NO:144; Vi c6 chira CDR-H1 c¢6 trinh tu axit amin SEQ ID
NO:135, CDR-H2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO: 136, va CDR-H3 ¢6 trinh ty axit amin
SEQ ID NO:137; V12 ¢6 chira CDR-L1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:145, CDR-L2 ¢6
trinh tu axit amin SEQ ID NO:146, va CDR-L3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:147; Vi3
6 chita CDR-H1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:135, CDR-H2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ
ID NO:136, va CDR-H3 ¢6 trinh tur axit amin SEQ ID NO:137; va Vi3 ¢6 chira CDR-L1 ¢6
trinh tu axit amin SEQ ID NO:145, CDR-L.2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:146, va CDR-
L3 c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:147; hodc (j) Vi ¢6 chira CDR-H1 ¢ trinh ty axit amin
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SEQ ID NO:132, CDR-H2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:133, va CDR-H3 ¢6 trinh tu axit
amin SEQ ID NO:134; Vi1 ¢6 chira CDR-L.1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:143, CDR-L2
¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:179, va CDR-L3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:144; Vi
c6 chita CDR-H1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:135, CDR-H2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ
ID NO:136, va CDR-H3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:137; V12 ¢6 chita CDR-L1 ¢6 trinh
ty axit amin SEQ ID NO:145, CDR-L2 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:146, va CDR-L3 ¢6
trinh tu axit amin SEQ ID NO:147; Vus ¢6 chua CDR-H1 c¢6 trinh tu axit amin SEQ ID
NO:132, CDR-H2 c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:133, va CDR-H3 ¢6 trinh tu axit amin
“SEQ ID NO:134; va Vi3 ¢6 chira CDR-L1 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:143, CDR-L2 ¢6
trinh ty axit amin SEQ ID NO:179, va CDR-L3 ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:144. Theo
mot s phuong én, mt hogc nhiéu trong s6 Vi, Vi, Vi, Via, Vi, va Vi ¢6 chira mot, hai,

hoic ba trinh ty CDR cua khang thé thé hién trong cac Bang 2-5.

Theo mot sé phuong én, protein lién két c6 chira ba vi tri lién két khang nguyén, trong
d6 mét, hai, hodc ba trong (cac) vi tri lién két khang nguyén nay lién két dac hiéu protein dich
xytokin dugc chon tir nhém gbm c6 IL-4, IL-13 va TNFa. Theo mot s6 phuong 4n, (a) Vi
v Vi1 tao thanh vi trf lién két khang nguyén thtr nht ma lién két ddc hiéu TNFa & nguoi,
Vi va Viz tao thanh vi tri lién két khang nguyén ma lién két dac higu IL13 & nguoi, va Vis
va Vi3 tao thanh vi tri lién két khang nguyén ma lién két dic hiéu IL4 & ngudi; (b) Vi va Vi
tao thanh vi tri lién két khang nguyén thu nhét ma lién két dic hiéu TNFa & nguoi, Vi va
Vi tao thanh vi trf lién két khéng nguyén thir hai ma lién két ddc hiéu IL4 & nguoi, va Vi
va Vi3 tao thanh vi tri lién két khéng nguyén tht ba ma lién két dic hiéu IL13 & ngudi; ()
Vit va Vii tao thanh vi trf lién két khéng nguyén thir nhit ma lién két dic higu IL4 & nguoi,
Vi va Vi tao thanh vi tri li€n két khang nguyén thir hai ma lién két ddc hiéu TNFa & nguoi,
v Vs va Vi3 tao thanh vi trf lién két khang nguyén thtt ba ma lién két dic higu IL13 & nguoi;
(d) Vi va Vi1 tao thanh vi trf lién két khang nguyén thir nhat ma lién két dic hidu IL4 &
ngud, Vi va Via tao thanh vi tri lién két khang nguyén thir hai ma lién két ddc hieu IL13 &
ngudi, va Vi va Vi3 tao thanh vi trf lién két khang nguyén thir ba ma lién két dac hieu TNFa
& ngudsi; (€) Vi va VL1 tao thanh vi trf lién két khang nguyén thi nhit ma lién két dic hiéu
IL13 & ngudi, Vir va Vi tao thanh vi trf lién két khang nguyén thir hai ma lién két dac hiéu
IL4 & ngudi, va Vi va Vis tao thanh vi tri lién két khang nguyén thir ba ma lién két dac hiéu
TNFa & ngudi; hode (f) Vi va VL1 tao thanh vi tri lién két khang nguyén thi nhAt ma lién két
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dic hidu IL13 & ngudi, Vi va Viz tao thanh vi tri lién két khang nguyén th( hai ma lién két
dic hiéu TNFa & nguoi, va Vi va Vi tao thanh vi tri lién két khang nguyén thir ba ma lién
két dic hiéu IL4 & ngudi. Theo mot sd phuong 4n, vi tri lién két khang nguyén ma lién két
dc hiéu TNFa & ngudi ¢6 chira mién bién dbi chudi nang ¢6 chira trinh tyr axit amin SEQ ID
NO: 168 va mién bién déi chudi nhe c6 chira trinh ty axit amin SEQ ID NO:169. Theo mot s
phuong an, vi irf lién két khang nguyén ma lién két dac hi¢u IL4 & ngudi ¢6 chira mién bién
dbi chudi ning c6 chira trinh ty axit amin SEQ ID NO:170 va mién bién dbi chudi nhe c6
chira trinh tu axit amin SEQ ID NO:171. Theo mot 36 phuong an, vi tri lién két khang nguyén
ma lién két diac hiéu IL13 & ngudi c6 chia mién bién d6i chudi ning c6 chira trinh tur axit

amin SEQ ID NO:172 va mién bién déi chudi nhe c6 chira trinh ty axit amin SEQ ID NO:173.

Theo mot s6 phuong an cta protein lién két bat ky duge mo ta trong ban mo ta nay,
chudi polypeptit thir hai va/hodc thi ba con chira vung Fe ndi voi Cui, viung Fe nay c¢6 chua
ving ban 1& globulin mi&n dich va céc mién khong dbi chudi ning globulin mién dich Crz va
Crs. Theo mot sb phuong an, it nhét 12 mot trong sb L1, Lo, Ls hodc Ls ddc 14p ¢ chiu dai 1a
0 axit amin. Theo mot s6 phuong an, mdi L1, L2, L3 noge La ddc 1ap c6 chiéu dai it nhét 1a mot
axit amin. Theo mdt s phuong an, protein lién két dic hidu ba trong mot va c6 kha ning lién
két dic hiéu ba dich khang nguyén khac nhau. Theo mot s6 phuong 4n, protein lién két dic
hiéu ba trong mdt va c6 kha ning lién két dic hiéu ba dich khang nguyén khic nhau. Theo
mot s& phuong 4n, protein lién két c6 kha ning e ché chirc nédng ctia mot hodc nhiéu protein

dich.

Theo mét sb phuong an cia protein lién két bat ky duge mo ta trong ban md ta nay, it
nhét 14 mot trong s6 L1, Lo, L3 hodc L4 doc 1dp co chidu dai 14 0 axit amin. Theo mot sb phuong
4n, mdi L1, Lo, L3 hodc La doc 1ap ¢ chidu dai it nhat 12 mot axit amin. Theo mot 36 phuong
an, mot, hai, ba, hodc ca bdn trong s6 11, Lo, LavaLach chiéu dai nim trong khoang tur 0 dén
15 axit amin. Theo mot s6 phuong an, it nhét 12 hai trong s6 L1, Lo, LyvaLaco chiéu dai ndm
trong khoang tur 1 dén 15 axit amin. Theo mot s6 phuong 4n, (a) mdi Ly, Lo, L3 va Ls doc lap
c6 chiéu dai 1a khéng axit amin hodc c6 chua trinh tu duge chon tu nhém gém co
GGGGSGGGGS (SEQ ID NO:104), GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO:105), S, RT,
TKGPS (SEQ ID NO:106), GQPKAAP (SEQ ID NO: 175), va GGSGSSGSGG (SEQ ID
NO:148); hodc (b) mdi L1, Lo, Lz va La doc 1ap 6 chua trinh tu duge chon tur nhom gém cod

GGGGSGGGGS (SEQ ID NO:104), GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO:105), S, RT,
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TKGPS (SEQ ID NO:106), GQPKAAP (SEQ ID NO: 175), va GGSGSSGSGG (SEQ ID
NO:148). Theo mot s6 phuong an, L1 ¢6 chira trinh tu GQPKAAP (SEQ ID NO: 175), L2 ¢6
chia trinh tw TKGPS (SEQ ID NO:106), Ls c6 chira trinh tu S, va L ¢6 chira trinh ty RT; L
¢6 chira trinh ty GGGGSGGGGS (SEQ ID NO:104), L ¢6 chira trinh tr GGGGSGGGGS
(SEQ ID NO:104), Ls ¢6 chidu dai bang 0 axit amin, va La c6 chidu dai bang 0 axit amin; L,
¢6 chta trinh tr GGSGSSGSGG (SEQ ID NO:148), L c6 chia trinh ty GGSGSSGSGG
(SEQ ID NO:148), L3 ¢6 chidu dai bang 0 axit amin, va Ly ¢6 chidu dai bang 0 axit amin;
hoc Ly ¢6 chira trinh ty GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO:105), L2 €6 chiéu dai bang 0
axit amin, L3 ¢6 chira trinh tu GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO:105), va La ¢o6 chiéu

dai bang 0 axit amin.

Theo mdt s& phuwong 4n cta protein lién két bit ky duge mo ta trong ban mo ta nay,
chudi polypeptit thir hai con chira ving Fe thir nhét ndi v&i Cui, vung Fe tha nhit ndy c6 chira
vung ban 1& globulin mién dich va cac mién khong doi chudi ning globulin mién dich Cz va
Cus, trong d6 vung Fe thir nhét nay c6 chta sy thé axit amin & cdc vi tri twong Ung v6i cac vi
tri 354 va 366 cua IgG1 hogdc IgG4 & ngudi theo Chi s6 EU, trong d6 su thé axit amin la
$354C va T366W: va trong d6 chudi polypeptit thir ba con chira ving Fe th hai ndi v6i Cu,
vung Fe thtr hai ¢6 chira ving ban 18 globulin mién dich va cac mién khong ddi chudi ning
globulin mién dich Crz va Cus, trong d6 ving Fe thit hai c6 chira su thé axit amin & cac vi tri
tuong ang v6i cac vi tri 349, 366, 368, va 407 ctia IgG1 hodc IgG4 ¢ nguoi theo Chi s6 EU,
trong do su thé axit amin la Y349C, T366S, L368A, va Y407V. Theo mot s6 phuong 4n,
chudi polypeptit thir hai con chira ving Fe thir nhit ndi véi Cu, ving Fe thir nhit ndy c6 chira
ving ban 1é globulin mién dich va céc mién khong dbi chudi nang globulin mién dich Ci va
Cus, trong d6 viung Fe thir nhét nay c6 chira sy thé axit amin & céc vi tri twong ung voi cdc vi
tri 349, 366, 368, va 407 cta IgG1 hodc [gG4 ¢ ngudi theo Chi sb6 EU, trong d6 su thé axit
amin 1a Y349C, T366S, L368A, va Y407V; va trong do chudi polypeptit thir ba con chira
vung Fc thur hai ndi voi Cr, vung Fe thit hai ¢6 chira ving ban 18 globulin mién dich va cic
mién khong d6i chudi ndng globulin mién dich Cia va Cus, trong d6 ving Fe thir hai ¢6 chira
su thé axit amin & cac vi tri tuong tmg voi cac Vi tri 354 va 366 cua IgG1 hodc IgG4 & nguodi
theo Chi s6 EU, trong do su thé axit amin 1a S354C va T366W. Theo mot s6 phuong an, chudi
polypeptit thir hai con chira ving Fe thir nhét nbi voi Cui, ving Fe thir nhit ndy c6 chira ving
ban 18 globulin mién dich va céc mién khong ddi chudi ning globulin mién dich Cr va Crs,
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va trong d6 chudi polypeptit thir ba con chira vung Fe thi hai ndi voi Cni, ving Fe thir hai
nay c6 chira viung ban 1& globulin mién dich va cac mién khong doi chudi nang globulin mién
dich Cia va Cus; trong do6 cac vung Fe thu nhit va/hodc thir hai ¢6 chira sy thé axit amin &
c4c vi tri tuong tmg v6i cac vi tri 428 va 434 clia I[gG1 hogc IgG4 & nguoti theo Chi s6 EU,
trong d6 su thé axit amin 1a M428L va N434S. Theo mot s6 phuong an, mién Cus ctia chudi
polypeptit thir hai ¢6 chira sy thé axit amin & cac vi tri twong Gng véi cac vi tri 354 va 366
cua IgG1 hodc IgG4 & nguoi theo Chi s6 BU, trong do sy thé axit amin & S354C va T366W;
va trong d6 mién Cus cia chudi polypeptit thir ba c6 chira su thé axit amin & cac vi trf tuong
mg v&i cac vi tri 349, 366, 368, va 407 cta IgG1 hodc IgG4 & nguoi theo Chi sb EU, trong
d6 sy thé axit amin 12 Y349C, T366S, L368A, va Y407V. Theo mot s6 phuong 4n, mién Chs
cta chudi polypeptit thir hai c6 chira su thé axit amin & cac vi tri tuong ung vai cac vi tri 349,
366, 368, va 407 cta IgG1 hodc 1gG4 & ngudi theo Chi s6 EU, trong d6 su thé axit amin Ia
Y349C, T3668S, 1L.368A, va Y407V, va trong do mién Cp3 cta chudi polypeptit thit ba c6 chira
su thé axit amin & c4c vi tri twong Gmg véi cdc vi tri 354 va 366 cua IgG1 hodc IgG4 & nguoi
theo Chi s EU, trong do su thé axit amin 12 $354C va T366W. Theo mdt s phuong én, cac
mién Cis ctia cac chudi polypeptit thir hai va thir ba déu c6 chura sy thé axit amin & c4c vi tri
tuong tmg v6i cac vi tri 428 va 434 cua IgG1 hodc IgG4 & nguoi theo Chi s6 EU, trong d6 sur
thé axit amin 12 M428L va N434S. Theo mot sb phuong 4n, chudi polypeptit thir hai con chira
viing Fe thir nhat nbi voi Cri, viing Fe thi nhat nay ¢6 chira ving ban 12 globulin mién dich
va cac mién khong d6i chudi ning globulin mién dich Ci va Cus; trong d6 chudi polypeptit
thir ba con chira vung Fc thtr hai ndi voi Cuy, viung Fe thi hai ¢é chira vung ban 1& globulin
mién dich va cac mién khong ddi chudi nang globulin mién dich Cpz va Cus; va trong d6 chi
mot trong sb cac ving Fe thir nhét va thir hai ¢6 chia sy thé axit amin & cac vi trf tuwong tmg
v6i cac vi tri 435 va 436 cua IgG1 hodc IgG4 & ngudi theo Chi s6 EU, trong d6 su thé axit
amin 12 H435R va Y436F. Theo mot sb phuong an, céc mién Cus cta cac chudi polypeptit
tht hai va thit ba 1a cac mién Cus IgG1 & ngudi, va trong d6 chi mot trong s6 cac mién Crs
¢6 chira sy thé axit amin & céc vi tri tuong (mg v6i cc vi tri 435 va 436 cua IgG1 hodc IgG4
& ngudi theo Chi s6 EU, trong do su thé axit amin 1a H435R va Y436F. Theo mot s6 phuong
4n, chudi polypeptit thir hai con chira ving Fc thr nhit néi véi Cui, ving Fe thir nhét nay co
chira vung ban 12 globulin mién dich va cac mién khong d6i chudi ning globulin mién dich

Cip va Chs; trong d6 chudi polypeptit thir ba con chira ving Fe thir hai nbi voi Cui, ving Fe
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thir hai c6 chita ving ban 1& globulin mién dich va cdc mién khong ddi chudi ning globulin
mién dich Cia va Cus; trong d6 cc vimg Fe tha nhét va/hodc thi hai 1a vang Fe IgG4 & nguoi;
va trong d6 mdi ving Fe thir nhét va thir hai ¢6 chtra sy thé axit amin & cac vi tri twong tmg
v6i céc vi tri 228 va 409 cua IgG4 ¢ nguoi theo Chi s6 BU, trong d6 su thé axit amin 1a S228P
va R409K. Theo mét s6 phuong 4n, cac midn Cus ciia cde chudi polypeptit thir hai va thir ba
1a cAc mién Cus IgG4 & ngudi, va trong dé mdi mién Cps ¢6 chira su thé axit amin & céc vi tri
tuong tng v6i céc vi tri 228 va 409 cua IgG4 6 nguoi theo Chi sé EU, trong d6 su thé axit
amin 13 S228P va R409K. Theo mot sb phuong én, chudi polypeptit thir hai con chira ving
Fc thtt nhét n6i v6i Cui, ving Fe thi nhét nay c6 chira ving ban 1& globulin mién dich va cac
mién khong dbi chudi nang globulin mién dich Ci va Cus; trong do chudi polypeptit thir ba
con chira viing Fe thir hai ndi v6i Cui, ving Fe thir hai ¢6 chira ving ban 1& globulin mién
dich va cac mién khong dbi chudi ning globulin mién dich Crna va Cus; trong d6 cac ving Fe
tha nhit va/hodc thi hai 1a ving Fe IgG4 ¢ ngudi; va trong do mdi vung Fc thir nhat va thir
hai c6 chira su thé axit amin & cac vi tri tuong ing v6i cac vi tri 234 va 235 cua IgG4 & nguoti
theo Chi s6 EU, trong dé su thé axit amin 1a F234A va L235A. Theo mdt ) phuong an, cac
mién Cus cta cac chudi polypeptit thir hai va thir ba 1a cac mién Cus IgG4 & ngudi, va trong
d6 mdi miln Cs ¢ chira su thé axit amin & cac vi trf twong img véi cac vi tri 234 va 235 cua
TgG4 & ngudi theo Chi s6 EU, trong d6 su thé axit amin 1a F234A va 1.235A. Theo mot s6
phuong an, chudi polypeptit thir hai con chira vung Fe thir nhét ndi véi Cri, ving Fe thir nhit
nay c6 chira vung ban 18 globulin mién dich va cac mién khong ddi chudi ning globulin mién
dich Cuz va Cps; trong do chudi polypeptit thit ba con chira ving Fc thir hai n6i véi Cui, ving
Fe thit hai c6 chira ving ban 1€ globulin mién dich va cdc mién khong d6i chudi ning globulin
mién dich Cip va Cus; trong d6 cac vung Fe thar nhét va/hodc thir hai 1a ving Fc IgG1 ¢ nguoi;
va trong d6 mdi ving Fe thir nhét va thit hai c6 chira sy thé axit amin & cdc vi tri twong ting
Vi cAe vi trf 234 va 235 ctia IgG1 & ngudi theo Chi s6 EU, trong d6 sy thé axit amin 1a L234A
va 1.235A. Theo mét sb phuong an, cac mién Cis cla cac chudi polypeptit thir hai va thir ba
la cac mién Cuz IgG1 & ngudi, va trong do mdi mién Cis ¢6 chira sy thé axit amin & cac vi tri
tuong tmg v&i cac vi tri 234 va 235 cta IgGl ¢ nguoi theo Chi sé EU, trong d6 su thé axit
amin 12 1L.234A va L235A. Theo mot s& phuong an, cic ving Fe thir nhat va/hogc thi hai 1a
ving Fc IgG1 ¢ nguoi. Theo mot s6 phuong 4n, cac vung Fe thir nhét va/hodc thi hai la ving

Fc IgG4 & nguoi.
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Theo mdt s6 phuong 4n clia protein lién két bat ky duge md ta trong ban mo ta nay,
mién Cr. cta chudi polypeptit thir nhit 14 mién C|. kappa & ngudi, va mién CL ctia chudi
polypeptit th tu la mién CL lambda & ngudi; hodc mién Cy, ctia chudi polypeptit thit nhat 1a
mién CL lambda & nguoi, va mién Cp. ctia chudi polypeptit thir tu 1a mién CL kappa & ngudi.
Theo mot s6 phuong an, chudi polypeptit thir nhét c6 chira mién Cp, lambda; trong d6 mién
Cus ctia chudi polypeptit thi hai ¢ chura sy thé axit amin & cac vi tri twong Gmg v6i cac i tri
354 va 366 cta IgG1 hodc IgG4 & nguoi theo Chi s6 EU, trong d6 sur thé axit amin 12 S354C
va T366W; trong d6 mién Cus ctia chudi polypeptit thir ba c6 chira sy thé axit amin & cac vi
tri twong Umg vGi cac vi tri 349, 366, 368, 407, 435, va 436 ctia IgG1 hodc IgG4 & nguoi theo
Chi s6 EU, trong do sy thé axit amin 1a Y349C, T366S, L368A, Y407V, H435R, va Y436F;
va trong d6 chudi polypeptit thir tu c6 chira mién Cp. kappa. Theo mdt s6 phuwong én, chudi
polypeptit thir nhét c6 chira mién Cr lambda; trong d6 mién Crs ctia chudi polypeptit thir ba
¢6 chira su thé axit amin & cac vi tri twong ing vdi cac vi tri 354 va 366 cua IgG1 hodc IgG4
& nguoi theo Chi s& BU, trong do su thé axit amin 1a S354C va T366W; trong d6 mién Cis
ctia chudi polypeptit tht hai ¢6 chira sy thé axit amin & c4c vi tri twong mg véi céc vi tri 349,
366, 368, 407, 435, va 436 cua IgG1 hodc IgG4 ¢ ngudi theo Chi 36 EU, trong d6 su thé axit
amin 12 Y349C, T3668S, 1.368A, Y407V, H435R, va Y436F; va trong d6 chudi polypeptit thit
tu ¢6 chira mién Ci, kappa. Theo mot s& phuong 4n, chudi polypeptit thir nhét c6 chira mién
Ct. lambda; trong d6 mién Cus ctia chudi polypeptit thir hai c6 chira sy thé axit amin & c4c vi
tri twong (mg véi cac vi tri 354, 366, 435, va 436 cua IgG1 hodc IgG4 ¢ ngudi theo Chi s6
EU, trong d6 sy thé axit amin 1a $354C, T366W, H435R, va Y436F; trong d6 mién Cus clia
chudi polypeptit thit ba ¢6 chira su thé axit amin & cac vi tri twong Gng v6i cac vi tri 349, 366,
368, va 407 cia IgG1 hodc IgG4 & ngudi theo Chi sb EU, trong dé su thé axit amin 1a Y349C,
T366S, L368A, va Y407V, va trong d6 chudi polypeptit thir tur c6 chira mién C1, kappa. Theo
mdt s6 phuong an, chudi polypeptit thir nhét ¢6 chira mién Ci. kappa; trong d6 mién Cys cia
chudi polypeptit thi hai c6 chira su thé axit amin & cé4c vi tri twong tmg v6Gi cac vi tri 354 va
366 cua IgG1 hodc 1gG4 6 nguoi theo Chi sé EU, trong d6 su thé axit amin 1a S354C va
T366W; trong d6 mién Cus clia chudi polypeptit thir ba c6 chira sy thé axit amin & cac vj tri
twong ung voi céac vi tri 349, 366, 368, 407, 435, va 436 cua IgG1 hodc IgG4 ¢ nguoi theo
Chi s EU, trong d6 su thé axit amin 1a Y349C, T366S, L368A, Y407V, H435R, va Y436F;
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va trong d6 chudi polypeptit thir tw ¢ chira mién Ci. lambda. Theo mot s6 phuong 4n, chudi
polypeptit thir hai va/hodc thir ba ¢6 chira ving Fe 1gG1 hodc IgG4 O nguol.
Theo phuong an khac, sang ché d& xuét protein lién két c6 chita chudi polypeptit thir

nhét, chudi polypeptit th hai, chudi polypeptit thir ba va chudi polypeptit thtt tu trong do:

(a) chudi polypeptit thir nhét ¢6 chtra trinh ty axit amin SEQ ID NO: 4 hodc trinh ty
axit amin ma tuong dong it nhét 12 95% véi trinh tu axit amin SEQ ID NO: 4; chudi polypeptit
thtr hai ¢6 chita trinh ty axit amin SEQ ID NO: 3 hodc trinh ty axit amin ma tuong déng it
nhét 12 95% véi trinh tu axit amin SEQ ID NO: 3; chudi polypeptit thit ba ¢6 chira trinh ty
axit amin SEQ ID NO: 1 hodc trinh ty axit amin ma tuong dong it nhét 1a 95% véi trinh tu
axit amin SEQ ID NO: 1; va chudi polypeptit thir tur ¢6 chira trinh ty axit amin SEQ ID NO:
2 hodc trinh ty axit amin ma tuong ddng it nhéat 14 95% véi trinh tu axit amin SEQ ID NO: 2;

(b) chudi polypeptit thir nhét ¢6 chira trinh tu axit amin SEQ ID NO: 10 hodc trinh tu
axit amin ma tuong déng it nhat 12 95% véi trinh tu axit amin SEQ ID NO: 10; chudi
polypeptit thit hai c6 chia trinh ty axit amin SEQ ID NO: 9 hogc trinh ty axit amin ma tuong
ddng it nhét 1a 95% v6i trinh ty axit amin SEQ ID NO: 9; chudi polypeptit thit ba ¢6 chira
trinh tir axit amin SEQ ID NO: 1 hoc trinh tur axit amin ma tuong dbng it nhét 1a 95% voi
trinh ty axit amin SEQ ID NO: 1; va chudi polypeptit thir tu cé chira trinh tyr axit amin SEQ
ID NO: 2 hodc trinh ty axit amin ma tuong ddng it nhat 1a 95% véi trinh ty axit amin SEQ ID
NO: 2;

(c) chudi polypeptit thir nhét ¢6 chta trinh ty axit amin SEQ ID NO: 4 hodc trinh tu
axit amin ma tuong dong it nhat 12 95% véi trinh ty axit amin SEQ ID NO: 4; chudi polypeptit
thi hai ¢6 chia trinh tu axit amin SEQ ID NO: 3 hogc trinh ty axit amin ma tuong déng it
nhét 1& 95% véi trinh ty axit amin SEQ ID NO: 3; chudi polypeptit thit ba ¢6 chira trinh tur
axit amin SEQ ID NO: 13 hodc trinh tur axit amin ma tuong d@)ng it nhat 12 95% véi trinh ty
axit amin SEQ ID NO: 13; va chudi polypeptit thir tu ¢6 chira trinh ty axit amin SEQ ID NO:
14 hodc trinh ty axit amin ma twong ddng it nhat la 95% vdi trinh ty axit amin SEQ ID NO:
14;

(d) chudi polypeptit thir nhét c6 chira trinh tir axit amin SEQ ID NO: 10 hodc trinh tu
axit amin ma tuong dong it nhit 1a 95% véi trinh ty axit amin SEQ ID NO: 10; chudi
polypeptit thit hai ¢6 chira trinh tyr axit amin SEQ ID NO: 9 hoac trinh ty axit amin ma tuong
ddng it nhét 1a 95% véi trinh ty axit amin SEQ ID NO: 9; chubi polypeptit thir ba c6 chira
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trinh tur axit amin SEQ ID NO: 13 hogc trinh ty axit amin ma twong ddng it nhat 1a 95% véi
trinh ty axit amin SEQ ID NO: 13; va chudi polypeptit thit tu ¢6 chira trinh tu axit amin SEQ
ID NO: 14 hodc trinh tu axit amin ma tuong dong it nhét 1a 95% véi trinh ty axit amin SEQ
ID NO: 14;

(e) chudi polypeptit thi nhét c6 chira trinh ty axit amin SEQ ID NO: 4 hodc trinh tu
axit amin ma tuong dong it nhit 1a 95% véi trinh tu axit amin SEQ ID NO: 4; chudi polypeptit
thir hai ¢6 chta trinh tu axit amin SEQ ID NO: 3 hodc trinh tu axit amin ma tuong dong it
nhit 12 95% voéi trinh tu axit amin SEQ ID NO: 3; chudi polypeptit thir ba ¢6 chia trinh ty
axit amin SEQ ID NO: 17 hodc trinh ty axit amin ma tuong ddng it nhét 14 95% véi trinh tu
axit amin SEQ ID NO: 17; va chudi polypeptit thi tu ¢6 chira trinh tur axit amin SEQ ID NO:
18 hodc trinh ty axit amin ma tuong dong it nhét 14 95% véi trinh tu axit amin SEQ ID NO:
18

() chudi polypeptit thir nhét ¢o6 chia trinh tu axit amin SEQ ID NO: 10 hodc trinh ty
axit amin ma tuong déng it nhat 12 95% v6i trinh tu axit amin SEQ ID NO: 10; chudi
polypeptit thir hai ¢ chira trinh tu axit amin SEQ ID NO: 9 hodc trinh ty axit amin ma twong
ddng it nhét 1a 95% v6i trinh ty axit amin SEQ ID NO: 9; chubi polypeptit thir ba ¢6 chira
trinh t axit amin SEQ ID NO: 17 hofc trinh ty axit amin ma twong ddng it nhét 1 95% véi
trinh tu axit amin SEQ ID NO: 17; va chudi polypeptit thir tuw ¢6 chira trinh ti axit amin SEQ
ID NO: 18 hodc trinh tu axit amin ma tuong dong it nhét 12 95% véi trinh ty axit amin SEQ
ID NO: 18;

(g) chudi polypeptit thir nhét ¢6 chua trinh ty axit amin SEQ ID NO: 4 hodc trinh tu
axit amin ma tuong dong it nhat 12 95% véi trinh ty axit amin SEQ ID NO: 4; chudi polypeptit
thir hai ¢6 chtra trinh tu axit amin SEQ ID NO: 3 hodc trinh ty axit amin ma tuong dong it
nhét 13 95% véi trinh tu axit amin SEQ ID NO: 3; chudi polypeptit thir ba ¢6 chia trinh tur
axit amin SEQ ID NO: 21 hogc trinh tu axit amin ma tuong ddng it nhét 1a 95% véi trinh tu
axit amin SEQ ID NO: 21; va chudi polypeptit thir tu c6 chira trinh ty axit amin SEQ ID NO:
22 hodc trinh ty axit amin ma tuong ddng it nhat 1 95% véi trinh tu axit amin SEQ ID NO:
22;

(h) chudi polypeptit thir nhét c6 chira trinh tu axit amin SEQ ID NO: 10 hogc trinh tu
axit amin ma tuong ddng it nhit 1a 95% véi trinh ty axit amin SEQ ID NO: 10; chudi

polypeptit thit hai ¢6 chira trinh ty axit amin SEQ ID NO: 9 hodc trinh tu axit amin ma tuong
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ddng it nhat 12 95% vai trinh ty axit amin SEQ ID NO: 9; chudi polypeptit thit ba c6 chia
trinh tw axit amin SEQ ID NO: 21 hoiic trinh ty axit amin ma tuong dong it nhat 1a 95% véi
trinh ty axit amin SEQ ID NO: 21; va chudi polypeptit thit tu ¢é chira trinh tir axit amin SEQ
ID NO: 22 hodc trinh ty axit amin ma tuong ddng it nhét 1a 95% véi trinh tu axit amin SEQ
ID NO: 22;

(i) chudi polypeptit thi nhét ¢6 chira trinh ty axit amin SEQ ID NO: 63 hodc trinh tyr
axit amin ma tuong ddng it nhat 1a 95% véi trinh ty axit amin SEQ ID NO: 63; chudi
polypeptit thir hai c¢6 chia trinh ty axit amin SEQ ID NO: 62 hodc trinh tu axit amin ma tuong
ddng it nhat 12 95% vai trinh ty axit amin SEQ ID NO: 62; chudi polypeptit thir ba ¢6 chira
trinh tu axit amin SEQ ID NO: 60 hogc trinh tu axit amin ma tuong ddng it nhat 12 95% voi
trinh ty axit amin SEQ ID NO: 60; va chudi polypeptit thit tu ¢6 chira trinh tir axit amin SEQ
ID NO: 61 hoic trinh ty axit amin ma tuong dong it nhat 1a 95% véi trinh ty axit amin SEQ
ID NO: 61;

(j) chudi polypeptit thir nhét ¢6 chira trinh ty axit amin SEQ ID NO: 69 hoic trinh tu
axit amin ma twong dong it nhét 13 95% véi trinh ty axit amin SEQ ID NO: 69; chudi
polypeptit thir hai c6 chira trinh ty axit amin SEQ ID NO: 68 hodc trinh tyr axit amin ma tuong
ddng it nhat 1a 95% vdi trinh ty axit amin SEQ ID NO: 68; chudi polypeptit thir ba ¢6 chira
trinh tu axit amin SEQ ID NO: 60 hodc trinh tu axit amin ma tuong déng it nht 12 95% voi
trinh ty axit amin SEQ ID NO: 60; va chudi polypeptit thi tu c6 chira trinh tyr axit amin SEQ
ID NO: 61 hodc trinh ty axit amin ma twong ddng it nhat 1a 95% véi trinh tu axit amin SEQ
ID NO: 61;

(k) chudi polypeptit thir nhit ¢6 chira trinh ty axit amin SEQ ID NO: 69 hodc trinh tu
axit amin ma tuong ddng it nhét 1a 95% véi trinh tu axit amin SEQ ID NO: 69; chudi
polypeptit thit hai ¢6 chira trinh ty axit amin SEQ ID NO: 68 hoc trinh tu axit amin ma tuong
ddng it nhat 12 95% véi trinh ty axit amin SEQ ID NO: 68; chudi polypeptit thit ba ¢ chira
trinh tu axit amin SEQ ID NO: 60 hogc trinh tu axit amin ma tuong ddng it nhat 14 95% véi
trinh ty axit amin SEQ ID NO: 60; va chudi polypeptit thi tu c6 chira trinh ty axit amin SEQ
ID NO: 71 hodc trinh ty axit amin ma tuong ddng it nhét 12 95% véi trinh ty axit amin SEQ
ID NO: 71;

(1) chudi polypeptit thir nhét ¢6 chira trinh tu axit amin SEQ ID NO: 76 hodc trinh tu
axit amin ma twong dong it nhét 12 95% véi trinh ty axit amin SEQ ID NO: 76; chudi
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polypeptit thir hai ¢6 chira trinh ty axit amin SEQ ID NO: 75 hogc trinh tyr axit amin ma tuong
ddng it nhét 1a 95% vai trinh ty axit amin SEQ ID NO: 75; chudi polypeptit thit ba ¢6 chira
trinh tur axit amin SEQ ID NO: 73 hodc trinh ty axit amin ma tuong dong it nhat 1a 95% véi
trinh tu axit amin SEQ ID NO: 73; va chudi polypeptit thir tw ¢ chira trinh tu axit amin SEQ
ID NO: 74 hogc trinh ty axit amin ma twong dong it nhét 12 95% véi trinh tu axit amin SEQ
ID NO: 74;

(m) chudi polypeptit thit nhét c6 chira trinh tr axit amin SEQ ID NO: 82 hogc trinh ty
axit amin ma tuong ddng it nhit 1a 95% véi trinh ty axit amin SEQ ID NO: 82; chudi
polypeptit thir hai ¢6 chira trinh tu axit amin SEQ ID NO: 81 hogc trinh ty axit amin ma tuong
ddng it nhét 1a 95% vdi trinh ty axit amin SEQ ID NO:81; chudi polypeptit thir ba c6 chira
trinh t axit amin SEQ ID NO: 73 hoic trinh tyr axit amin ma twong dong it nhat 1a 95% voi
trinh ty axit amin SEQ ID NO: 73; va chudi polypeptit thit tu c6 chira trinh tyr axit amin SEQ
ID NO: 74 hoac trinh tu axit amin ma tuong dong it nhét 12 95% véi trinh tu axit amin SEQ
ID NO: 74;

(n) chudi polypeptit thtt nhét c6 chura trinh ty axit amin SEQ ID NO: 88 hodc trinh tu
axit amin ma twong dong it nhit 1a 95% vdi trinh tu axit amin SEQ ID NO:88; chudi polypeptit
thit hai ¢6 chira trinh tuy axit amin SEQ ID NO: 87 hodc trinh tu axit amin ma tuong ddng it
nhét 1a 95% véi trinh tu axit amin SEQ ID NO: 87; chudi polypeptit thit ba c6 chira trinh ty
axit amin SEQ ID NO: 85 hoic trinh tu axit amin ma tuong ddng it nhat 1a 95% véi trinh tw
axit amin SEQ ID NO: 85; va chudi polypeptit thir tu ¢6 chira trinh ty axit amin SEQ ID NO:
86 hodc trinh ty axit amin ma tuong dong it nhat 1a 95% véi trinh ty axit amin SEQ ID NO:
86;

(0) chudi polypeptit thir nhét c6 chura trinh tyr axit amin SEQ ID NO: 94 hodc trinh tu
axit amin ma tuong déng it nhit 12 95% v&i trinh tu axit amin SEQ ID NO: 94; chubi
polypeptit thit hai c6 chita trinh ty axit amin SEQ ID NO: 93 hoc trinh ty axit amin ma tuong
ddng it nhat 1a 95% véi trinh ty axit amin SEQ ID NO: 93; chudi polypeptit thir ba c6 chira
trinh tu axit amin SEQ ID NO: 85 hodc trinh tu axit amin ma tuong dong it nhét 14 95% voi
trinh ty axit amin SEQ ID NO: 85; va chudi polypeptit thir tu ¢6 chira trinh ty axit amin SEQ
ID NO: 86 hoac trinh ty axit amin ma tuong ddng it nhét 1a 95% véi trinh ty axit amin SEQ
ID NO: 86;
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(p) chudi polypeptit thir nhét ¢6 chira trinh ty axit amin SEQ ID NO: 69 hodc trinh tur
axit amin ma tuong ddng it nhat fa 95% véi trinh ty axit amin SEQ ID NO: 69; chudi
polypeptit thir hai ¢6 chita trinh ty axit amin SEQ ID NO: 68 hogc trinh tu axit amin ma twong
ddng it nhét 12 95% vai trinh ty axit amin SEQ ID NO: 68; chudi polypeptit thit ba ¢6 chira
trinh tu axit amin SEQ ID NO: 73 hodc trinh ty axit amin ma tuong dong it nhét 12 95% véi
trinh ty axit amin SEQ ID NO: 73; va chudi polypeptit thir trr ¢6 chira trinh ty axit amin SEQ
ID NO: 74 hodc trinh ty axit amin ma tuong ddng it nhét 12 95% véi trinh ty axit amin SEQ
ID NO: 74;

(q) chudi polypeptit thix nhét ¢6 chira trinh tu axit amin SEQ ID NO: 69 hodc trinh tur
axit amin ma twong ddng it nhat 1a 95% véi trinh tu axit amin SEQ ID NO: 69; chudi
polypeptit thit hai ¢6 chira trinh ty axit amin SEQ ID NO: 68 hogc trinh tir axit amin ma twong
ddng it nhét 12 95% véi trinh ty axit amin SEQ ID NO: 68; chudi polypeptit thir ba c6 chira
trinh tu axit amin SEQ ID NO: 85 hoéc trinh tu axit amin ma tuong ddng it nhét 12 95% véi
trinh tu axit amin SEQ ID NO: 85; va chudi polypeptit thir tu ¢6 chira trinh ty axit amin SEQ
ID NO: 86 hodc trinh ty axit amin ma tuong ddng it nhit 1a 95% véi trinh ty axit amin SEQ
ID NO: 86;

(r) chudi polypeptit thir nhét c6 chua trinh tu axit amin SEQ ID NO: 63 hodc trinh tu
axit amin ma tuong dong it nhit 1a 95% véi trinh tu axit amin SEQ ID NO: 63; chudi
polypeptit thit hai ¢ chira trinh ty axit amin SEQ ID NO: 62 hodc trinh tyr axit amin ma tuong
ddng it nhat 1a 95% véi trinh ty axit amin SEQ ID NO: 62; chudi polypeptit thir ba ¢6 chira
trinh tu axit amin SEQ ID NO: 73 hogc trinh ty axit amin ma tuong ddng it nhat 1a 95% véi
trinh tu axit amin SEQ ID NO: 73; va chudi polypeptit thir tu c6 chira trinh ty axit amin SEQ
ID NO: 74 hodc trinh ty axit amin ma tuong ddng it nhit 1a 95% véi trinh ty axit amin SEQ
ID NO: 74;

(s) chudi polypeptit thi nhat c6 chira trinh tu axit amin SEQ ID NO: 63 hodc trinh tu
axit amin ma tuong ddng it nhat 14 95% vai trinh tu axit amin SEQ ID NO: 63; chudi
polypeptit thit hai ¢ chira trinh tu axit amin SEQ ID NO: 62 hodc trinh tyr axit amin ma tuong
ddng it nhét 1a 95% vai trinh tw axit amin SEQ ID NO: 62; chudi polypeptit thit ba c6 chira
trinh tu axit amin SEQ ID NO: 85 hogc trinh ti axit amin ma tuong déng it nhat 14 95% véi
trinh tu axit amin SEQ ID NO: 85; va chudi polypeptit thir tu ¢6 chira trinh ty axit amin SEQ
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ID NO: 86 hodc trinh tyr axit amin ma tuong dong it nhat 13 95% véi trinh ty axit amin SEQ
ID NO: 86;

(t) chudi polypeptit thir nhét ¢6 chira trinh tu axit amin SEQ ID NO: 4 hodc trinh tu
axit amin ma twong dong it nhét 1a 95% v6i trinh ty axit amin SEQ ID NO: 4; chudi polypeptit
th(t hai ¢6 chira trinh tu axit amin SEQ ID NO: 3 hodc trinh tu axit amin ma tuong ddng it
nhét 13 95% véi trinh tu axit amin SEQ ID NO: 3; chudi polypeptit thir ba ¢6 chira trinh tur
axit amin SEQ ID NO: 114 hofc trinh tyr axit amin ma twong ddng it nhét 1a 95% véi trinh tu
axit amin SEQ ID NO: 114; va chudi polypeptit thir tur ¢6 chira trinh ty axit amin SEQ ID
NO: 115 hodc trinh ty axit amin ma tuong dong it nhét 14 95% véi trinh ty axit amin SEQ ID
NO: 115; hodc

(u) chudi polypeptit thir nhét ¢6 chtra trinh ty axit amin SEQ ID NO: 10 hodc trinh tu
axit amin ma tuong dong it nhat 1a 95% véi trinh ty axit amin SEQ ID NO: 10; chudi
polypeptit thit hai c6 chtra trinh tu axit amin SEQ ID NO: 9 hodc trinh tir axit amin ma tuong
ddng it nhit 13 95% v6i trinh tw axit amin SEQ ID NO: 9; chudi polypeptit thir ba c¢6 chira
rinh ty axit amin SEQ ID NO: 114 hodc trinh tur axit amin ma twong ddng it nhat 1a 95% voi
trinh ty axit amin SEQ ID NO: 114; va chudi polypeptit thit tw ¢6 chira trinh ty axit amin SEQ
ID NO: 115 hoéc trinh ty axit amin ma tuong ddng it nhat 12 95% véi trinh tu axit amin SEQ
ID NO: 115.

Theo phuong &n khac, sing ché dé xuét phan tir axit nucleic duge phan 14p c6 chia
trinh tu nucleotit ma héa cho protein hodc polypeptit li€n két ctia chung theo phuong 4n bét
ky trong 36 cac phuong 4n néu trén. Theo phuong an khac, sang ché d& xuét vat truyén bidu
hién c6 chira phén tir axit nucleic theo mot trong s6 cac phuong 4n néu trén. Theo phuong an
khéc, sang ché dé xuét té bao chi duge phan 1ap ¢6 chira phan tir axit nucleic theo phuong én
bit ky trong s6 cic phuong én néu trén. Theo phuong an khéc, sang ché d& xuit té bao chu
dugc phéan ldp cé chura vat truyén biéu hién theo phuong an bét ky trong sb cac phuong an
néu trén. Theo mot sd phuong an, té bao chi duoc phan 14p 1a té bao dong vat ¢ vii hodc té
bao con trung. Theo mdt phuong an, sang ché dé xuét hé vat truyén c6 chira mot hodc nhidu
vat truyén ma héa cho chudi polypeptit thir nhét, th hai, thit ba, va tht tu cta protein lién két
thec phuong an bét ky trong s6 cic phuong 4n néu trén. Theo mot s& phuong 4n, hé vat truyén
¢6 chira vt truyén thi nhit ma hoa cho chudi polypeptit thir nhat cta protein lién két, vat

truyén thir hai ma hoa cho chudi polypeptit thi hai ctia protein lién két, vat truyén thir ba ma
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héa cho chudi polypeptit thir ba cta protein lién két, va vat truyén thir tr ma héa cho chudi
polypeptit thir tu ctia protein lién két. Theo mot sb phuong an, hé vat truyén c6 chira vat truyén
tht nht ma hoa cho céc chudi polypeptit thir nhét va thir hai cta protein lién két, va vat truyén
thtr hai ma héa cho céc chudi polypeptit thit ba va thir tu cua protein lién két. Theo mdt sb
phuong 4n, mot hodc nhiéu vat truyén 1a vat truyén biéu hién. Theo mdt phuong &n, sing ché
dé xuét t& bao chu duge phan 1ap c6 chira hé vat truyén theo phuong 4n bét ky trong s6 cac
phuong 4n néu trén. Theo mdt phuong én, sang ché d& xuat phuong phap sén xudt protein lién
két, phuong phéap nay bao gbm budc: a) nudi chy té bao chu theo phuong 4n bét ky trong s6
céac phuong 4an néu trén trong diéu kién sao cho té bao chi bidu hién protein lién két; va b)
phan 1ap protein lién két tir té bao chu. Theo mot phuong 4n, séng ché dé xudt duge pham c6
chira protein lién két theo phuong an bét ky trong s6 cac phuong 4n néu trén va chit mang

duoc dung.

Theo phuong &n khéc, sdng ché d& xuit phuong phap ngin ngira va/hoic diéu tri bénh
ung thu & bénh nhan bao gém bude dung cho bénh nhan lugng hitu hiéu dé didu tri cta it nhit
1a mot protein lién két hogc dugc phim theo phuong dn bat ky trong sd cac phuong 4n néu
trén. Theo phuong an khac, sang ché d& xuét protein lién két hodc dugc pham theo phuong
4n bat ky trong s6 cac phuong 4n néu trén dé st dung trong viéc ngan ngira va/hodc didu tri
bénh ung thu & bénh nhan. Theo phuong an khac, sang ché d& xuét protein lién két theo
phuong an bét ky trong s6 cac phuong an néu trén dé san xuét thudc dé ngan ngira va/hoic
didu tri bénh ung thu & bénh nhan. Theo mot s6 phuong 4n, protein lién két c6 chita mot vi tri
lién két khang nguyén ma lién két dic hiéu protein bé mit t& bao T va vi tri lién két khang
nguyén khac ma lién két dac higu protein dich khdi u. Theo mét sd phuong 4n, protein lién
Iét ¢6 chira vi tri lién két khang nguyén ma lién két dac hisu CD3, vi tri lién két khang nguyén
ma lién két dic hiéu CD28, va vi tri lién két khdng nguyén ma lién két dac hiéu protein dich
khéi u dugc chon tir nhém gdm ¢6 CD19, CD20, CD38, Her2, va LAMP1. Theo mot s6
phuong 4an, it nhat 14 mét protein lién két nay duoc dung déng thoi v6i tac nhan héa tri liéu.
Theo mét sb phuong 4n, bénh nhan 1a nguoi. Theo mot s6 phuong 4n, protein lién két c6 kha
nang Uc ché chirc ning ctia mdt hodc nhiéu protein dich dugc chon tir nhém gém c6 A2AR,
APRIL, ATPDaza, BAFF, BAFFR, BCMA, BlyS, BTK, BTLA, B7DC, B7H1, B7H4, B7HS,
B7H6, B7H7, B7RP1, B7-4, C3, C5, CCL2, CCL3, CCL4, CCLS, CCL7, CCL8, CCLI11,
CCL15, CCL17, CCL19, CCL20, CCL21, CCL24, CCL25, CCL26, CCR3, CCR4, CD3,
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CD19, CD20, CD23, CD24,CD27,CD28, CD38,CD39, CD40, CD70, CD80, CD86, CD122,
CD137,CD137L, CD152, CD154, CD160, CD272,CD273, CD274, CD275, CD276, CD278,
CD279, CDHI, chitinaza, CLEC9, CLEC91, CRTH2, CSF-1, CSF-2, CSF-3, CX3CLI,
CXCL12, CXCL13, CXCR3, DNGR-1, ectonucleosit triphosphat diphosphohydrolaza 1,
EGFR, ENTPD1, FCER1A, FCER1, FLAP, FOLH1, Gi24, GITR, GITRL, GM-CSF, Her2,
HHLA2, HMGB1, HVEM, ICOSLG, IDO, IFNa, IgE, IGFIR, IL2Rbeta, IL1, IL1A, ILIB,
IL1F10, IL2, IL4, IL4Ra, IL5, ILSR, IL6, IL7, IL7Ra, IL8, IL9, ILOR, IL10, rhIL10, IL12,
IL13, IL13Ral, IL13Ra2, IL15, IL17, IL17Rb, IL18, 1L22, 123, 1125, 1027, 1133, IL35,
ITGB4, ITK, KIR, LAG3, LAMPI1, leptin, LPFS2, MHC 1ép II, NCR3LG1, NKG2D,
NTPDaza-1, 0X40, OX40L, PD-1H, thy thé tiéu cau, PROM1, S152, SISP1, SLC, SPG64,
ST2, STEAP2, Syk kinaza, TACL, TDO, T14, TIGIT, TIM3, TLR, TLR2, TLR4, TLR5,
TLRY9, TMEF1, TNFa, TNFRSF7, Tp55, TREM1, TSLP, TSLPR, TWEAK, VEGF, VISTA,
Vstm3, WUCAM, va XCRI.

Theo phuong 4n khac, sang ché d& xuit phuong phip ngin ngira va/hodc diéu tri bénh
hodc rdi loan viém & bénh nhin bao gém budc dung cho bénh nhan luong hitu hiéu dé diéu
tri cta it nhit 12 mot protein lién két hodc duoc pham theo phuong dn bét ky trong s6 cac
phuong 4n néu trén. Theo phuong an khac, sang ché d& xuét protein lién két hogc dugce pham
theo phuong an bat ky trong s cac phuong 4n néu trén dé sir dung trong viéc ngin nglra
va/hodc didu tri bénh hodc roi loan viém & bénh nhan. Theo phuong an khéc, sang ché d& xuét
protein lién két theo phuong 4n bat ky trong sb cac phuong 4n néu trén dé san xuat thubc dé
ngan nglra va/hoac diéu tri bénh hodc r6i loan viém & bénh nhan. Theo mot 36 phuong 4n,
protein li€n két c6 chira ba vi tri lién két khang nguyén ma mdi vi tri nay lién két dac hidu
protein dich xytokin dugc chon tir nhém gbm c6 IL-4, IL-13 va TNFa. Theo mot s6 phuong
an, hai trong ba vi tri lién két lién két dic hiéu protein dich xytokin dugc chon tir nhém gém
c6 IL-4, IL-13 va TNFa. Theo mot sb phuong an, it nhit 12 mét protein lién két nay dugc
ding dong thoi véi tac nhan khang viém. Theo mot s6 phuong 4n, bénh nhan 1a ngudi. Theo
mot s6 phuong an, protein lién két c6 kha ning e ché chirc ndng ctia mot hodc nhiéu protein
dich duoc chon tir nhém gém c6 A2AR, APRIL, ATPDaza, BAFF, BAFFR, BCMA, BlyS,
BTK, BTLA, B7DC, B7H1, B7H4, B7HS, B7H6, BTH7, B7RP1, B7-4, C3, C5, CCL2,
CCL3, CCL4, CCLS, CCL7, CCL8, CCL11, CCL1S, CCL17, CCL19, CCL20, CCL21,
CCL24, CCL25, CCL26, CCR3, CCR4, CD3, CD19, CD20, CD23, CD24, CD27, CD28,
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CD38, CD39, CD40, CD70, CD80, CD86, CD122, CD137, CD137L, CD152, CD154,
CD160, CD272, CD273, CD274, CD275, CD276, CD278, CD279, CDHI, chitinaza, CLEC9,
CLEC91, CRTH2, CSF-1, CSF-2, CSF-3, CX3CL1, CXCL12, CXCL13, CXCR3, DNGR-1,
ectonucleosit triphosphat diphosphohydrolaza 1, EGFR, ENTPDI1, FCERIA, FCER1, FLAP,
FOLH1, Gi24, GITR, GITRL, GM-CSF, Her2, HHLA2, HMGB1, HVEM, ICOSLG, IDO,
IFNa, IgE, IGFIR, IL2Rbeta, IL1, IL1A, IL1B, IL1F10, IL2, IL4, IL4Ra, IL5, ILSR, IL6,
IL7, IL7Ra, IL8, IL9, IL9R, IL10, rhIL10, IL12, IL13, IL13Ral, IL13Ra2, IL15, IL17,
IL17Rb, IL.18, 11.22, [L.23, IL.25, IL27, 1133, IL35, ITGB4, ITK, KIR, LAG3, LAMP1, leptin,
LPFS2, MHC 16p II, NCR3LG1, NKG2D, NTPDaza-1, 0X40, OX40L, PD-1H, thu thé tiéu
cAu, PROMI, S152, SISP1, SLC, SPG64, ST2, STEAP2, Syk kinaza, TACIL, TDO, T14,
TIGIT, TIM3, TLR, TLR2, TLR4, TLR5, TLR9, TMEF1, TNFa, TNFRSF7, Tp55, TREM1,
TSLP, TSLPR, TWEAK, VEGF, VISTA, Vstm3, WUCAM, va XCRI1.

Theo phuong an khéc, sang ché dé xuit phuong phép tinh ché protein lién két duoc

san xuat bdi té bao chu, ¢é chira bude:

(a) san xuét trong té bao chu protein lién két c6 chira bén chudi polypeptit ma tao thanh
ba vi trf lién két khang nguyén ma lién két dic hiéu mot hodc nhiéu dich khang nguyén hodc

protein dich, trong d6 chudi polypeptit thi nhét c6 chita cu trac duoc thé hién béi cong thic:

Vi2-L1-Vii-La-Cu (1]

va chudi polypeptit thi hai c¢6 chira chu trac dugc thé hién bdi cong thic:

Vi1-L3-Vi-La-Cri-ban 18-Ci-Chs [I1]

va chudi polypeptit thit ba c6 chira chu trac duoc thé hién bdi cong thie:

V3-Chi (1]

va chudi polypeptit thir tur ¢6 chia chu trac duoc thé hién bsi cong thuc:
Vi3-Co [TV]

V11 1a mién bién ddi chudi nhe globulin mién dich thr nhat;

V12 12 mién bién ddi chudi nhe globulin mién dich thir hai;

V13 12 mién bién ddi chudi nhe globulin mién dich thir ba;

Vi 12 mién bién dbi chudi ning globulin mién dich thi nhat;
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Vi 14 mién bién dbi chudi ning globulin mién dich thit hai;
Vi 1a mién bién ddi chudi nang globulin mién dich thi ba;
Cy, 1a mién khong ddi chudi nhe globulin mién dich;

Cin 1a mién khong ddi chudi nang Cri globulin mién dich

Cip2 12 mién khong d6i chudi nang Ci globulin mién dich;

Cps 12 mién khong doi chudi nang Cus globulin mién dich;
ban 18 14 vang ban 1¢ globulin mién dich no6i cac mién Cui va Ci; va
L1, Lo, L3 va L4 1a c4c cau ndi axit amin;

trong do polypeptit c6 cdng thire I va polypeptit c6 cong thire 1I tao thanh cap chudi
nhe-chudi niang chéo nhau; trong d6 chi mot trong s6 mién Cps ctia chudi polypeptit thir hai
va mién Cus ctia chudi polypeptit thir ba c6 chira syr thé axit amin & cac vi tri twong {mg véi
céc vi tri 435 va 436 cua IgG1 hodc IgG4 ¢ nguoi theo Chi s6 EU, trong d6 su thé axit amin
la H435R va Y436F;

(b) cho protein lién két duoc san xuit trong budc (a) tiép xtic v6i Protein A; va

(¢) rira giai protein lién két tir Protein A trong diéu kién thich hop dé phan lap protein
lién két ra khoi protein lién két c6 chira 0 hodc 2 mién Cus ¢6 chira su thé axit amin 12 H435R

va Y436F.

Theo mdt sb phuong 4n, mién Cp. ctia chudi polypeptit thir nhét 1a mién Cr kappa &
nguoi, va mién Cr. ctia chudi polypeptit thtr tu 1a mién Cp. lambda & nguoi; hodc mién Cp ctia
chudi polypeptit thir nhat 1a mién Cr. lambda & nguoi, va mién Cp. cua chudi polypeptit thir tu
1a mién CL. kappa & nguoi, va phuong phép nay con chira bude: (d) cho protein lién két da
duoc rira giai trong bude (¢) tiép xtic v6i mdi trudong ai luc chudi nhe kappa; va (e) ria giai
protein lién két tir moi trudong ai luc chudi nhe kappa trong diéu kién thich hop dé phan lap
protein lién két ra khoi protein lién két chi c6 chira mién Ci, lambda. Theo mdt s6 phuong én,
phuong phéap nay con chira budc, sau bude (e), (f) cho protein lién két da duoc rira giai trong
bude (e) tiép xtc véi moi truong ai luc chudi nhe lambda; va (g) rira giai protein lién két tur
moi trudng i lue chudi nhe lambda trong didu kién thich hgp dé phan 1ap protein lién két ra
khoi protein lién két chi ¢6 chira mién Cr. kappa. Theo mot s6 phuong 4n, mién Cy, cia chudi

polypeptit thir nhit 1 mién C1. kappa & ngudi, va mién Ci. clia chudi polypeptit thir tu 1a mién
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Cy lambda & ngudsi; hodc mién Ci, ctia chudi polypeptit thit nhét 1a mién Ct. lambda ¢ ngudi,
va mién Cr cua chudi polypeptit thir tur 1a mién CL kappa & ngudi, va phuong phap nay con
chtra buée: (d) cho protein lién két da dugc ria giai trong budce (c) tiép xuc voi moi truong ai
luc chudi nhe lambda; va (e) rira giai protein lién két tir mdi trudmg 4i luc chudi nhe lambda
trong didu kién thich hop dé phan 1ap protein lién két ra khoi protein lién két chi c6 chira mién
C. kappa. Theo mot s6 phuong 4n, phuong phdp nay con chira buée, sau budc (e), (f) cho
protein lién két da duoc rira giai trong bude () tiép xtic v6i moi trudong ai luc chudi nhe
kappa; va (g) rira gidi protein lién két tir moi truong i luc chudi nhe kappa trong diéu kién
thich hop dé phéan lap protein lién két ra khoi protein lién két chi ¢6 chira mién CL lambda.
Theo mdt sb phuong 4n, chudi polypeptit thi nhit ¢6 chita mién Ci. lambda; trong d6 mién
Ch3 cta chudi polypeptit thir hai ¢6 chira sy thé axit amin & céc vi tri twong Gmg voi cac vi tri
354 va 366 cia IgG1 & nguoi theo Chi s6 EU, trong do su thé axit amin 1a S354C va T366W;
trong d6 mién Cus clia chudi polypeptit thir ba c¢6 chira sy thé axit amin & cdc vi tri tuong ung
vGi cac vi tri 349, 366, 368, 407, 435, va 436 cua IgGl & nguoi theo Chi s6 EU, trong do su
thé axit amin 1a Y349C, T366S, L368A, Y407V, H435R, va Y436F; va trong do chudi
polypeptit thir tu ¢6 chira mién Cy, kappa. Theo mot s6 phurong 4n, protein lién két duoc phat
hién trong mot hodc nhidu bude trong s6 (c) va (e) bang cach sit dung sic ky tuong tac ky
nude (hydrophobic interaction chromatography - HIC). Theo mot s6 phuong 4n, cac mién
Ci3 va/hodc ving Fe cua cac chudi polypeptit thir hai va thit ba la cac mién Ci3 va/hodc ving

Fc IgG1 hodc IgG4 & nguoi.

CAn hiéu rang mot, mot vai, hodc tAt ca cac tinh chét cta cac phuong 4n khac nhau
duoc mo ta trong ban mo td nay cd thé duoc két hop dé tao thanh cac phuong an khac cta
sang ché. Cac khia canh nay va cac khia canh khéc cta sang ché s& tré nén rd rang dbi vei
nguoi co hidu biét trung binh trong linh vyc. Cac phuong 4n nay va cac phuong an khac cta

sang ché dugc md ta thém bdi phan mo ta chi tiét sang che dudi day.
M5 ta van tat cac hinh vé

Cic HINH 1A-1C thé hién hinh vé& dang so dd cna protein lién két ddc hiéu ba trong
mdt ¢ chira bdn chudi polypeptit ma tao thanh ba vi tri lién két khang nguyén ma lién két
dic hiéu ba protein dich, trong d6 cap polypeptit thir nhét mang céc mién bién ddi kép c6 dinh

hudng lién két chéo (VH1-VH2 va VL2-VL1) tao thanh hai vi trf lién két khang nguyén, va
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trong d6 cap polypeptit thir hai mang mién bién doi don 1& (VH3 va VL3) tao thanh vi trf lién
két khang nguyén don ¢é. HINH 1A thé hién protein lién két dac hiéu ba trong mot c6 chira
d6t bién "u-trong-18", trong d6 u & trén cap polypeptit thir hai ¢6 mién bién dbi don 1é. HINH
1B thé hién protein lién két dic hiéu ba trong mét ¢6 chira dot bién "u-trong-15", trong d6 u &
frén cip polypeptit thit nhit co dinh huéng lién két chéo. HINH 1C thé hién su dinh huéng
ctia midn bién ddi trén chudi polypeptit, va sy dinh huéng w15 ddi voi protein lién két thé
hién trong cac Bang 1-3. "Chudi nang A" (vi du, chudi polypeptit thir ba cia phan boc 16 nay)
ding dé chi mién bién dbi ctia chudi nang A. "Chudi nhe A" (vi du, chudi polypeptit thir tu
ctia phan boc 1§ ndy) dung dé chi mién bién dbi ctia chudi nhe A. "Chudi ndng B" (vi du, chudi
polypeptit thu hai cta phan boc 16 nay) dung dé chi mién bién dbi 1 va mién bién ddi 2 chia
chudi ning B. "Chubi nhe B" (vi du, chudi polypeptit thir nhit cua phan boc 10 nay) ding dé

chi mién bién d6i 1 va mién bién doi 2 cha chudi nhe B.

HINH 2 thé hién két qua ctia thir nghiém ELISA xdc dinh sy lién két ctia khang the
d3c hiéu ba trong mdt IgG4 khang-Her2 x CD28 x CD3 (Protein Lien K&t 1), hodc khang thé
dbi chimg isotyp, voi CD3, CD28 va Her2 & nguoi. Khang thé da duoc lién két duoc phét
hién bang cach sir dung khang thé thtr cip khang-Fab dugc lién hop peroxidaza cu cai ngua
(HRP).

Cac HINH 3A-3C thé hién két qua ctia su giét chét ddc hidu qua trung gian khang thé
ctia t& bao ung thu va Her2* bang cach st dung khang thé dac hiéu ba trong mot IgG4 khang-
Her2 x CD28 x CD3 (dugc dé cap dén trong ban md ta nay dudi dang "Protein Lién Két 1),
khéng thé dic hi¢u kép IgG4 khang-CD28 x CD3 (huCD28 x CD3), khang thé IgG1 khang-
Her2, hoic khang thé dbi chimg (IgG1 & ngudi), bang cach s dung PBMC 6 nguoi ¢ E:T=10.
HINH 3A thé hién két qua cla sy giét chét dic hidu qua trung gian khéng thé dic hiéu ba
trong mdt clia t& bao ZR-75-1. HINH 3B thé hién két qua cua su giét chét dic hidu qua trung
gian khang thé dac hiéu ba trong mdt clia t& bao AUS65. HINH 3C thé hién két qua clia phan
tich FACS xéc dinh su biéu hién bé mt & bao ciia déu hiéu chi thi dugc chi ra trén t€ bao

ZR-75-1 va AUS65.

Cic HINH 4 & 5 thé hién két qua clia su giét chét dac hiéu qua trung gian khang thé
cta té bao ung thu va Her2" bing cach sir dung khang thé dic hiéu ba trong mot [gG4 khang-
Her2 x CD28 x CD3 (Protein Lién Két 1), khang thé dic hiéu kép IgG4 khang-CD28 x CD3
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(huCD28 x CD3), khang thé IgG1 khang-Her2, hofc khéng thé déi chimg (IgG1 & ngudi).
HINH 4 thé hién két qua cia sy giét chét dac hiéu qua trung gian khang thé cua té bao ZR-
75-1 bang cach sir dung té bao don nhan mau ngoai vi & ngudi (PBMC) tir ngudi cho KP45926
& E:T=10. HINH 5 thé hién két qua cia su giét chét dic hiéu qua trung gian khang thé cua té
bao AUS65 bing cach sit dung PBMC & ngudi tir ngudi cho KP45944 ¢ E:T=10. Cac HINH
4 & 5 xdc nhan két qua giét chét t& bao twong ty nhu thé hién trén cic HINH 3A-3C béng
cach str dung PBMC tur nguoi cho khéc.

Ciic HINH 6A & 6B thé hién su hoat héa (CD69") va su ting sinh ctia té bao T &
ngudi dugc didu tri bang protein lién két dac hiéu ba trong mot IgG4 khang-Her2 x CD28 x
CD3 (HER2/CD28supxCD3mid; duoc dé cap dén trong ban mo ta nay dudi dang "Protein Lién
Két 1"), protein lién két dac hiéu ba trong mot IgG4 khéng-Her2 x CD28 x CD3 thiéu mién
lién két khéng-CD28 (HER2/ACD285,,xCD3mia), protein lién két dic hiéu ba trong mot IgG4
khang-Her2 x CD28 x CD3 thiéu mién lién két khang-CD3 (HER2/CD285uyxACD3mia),
protein lién két dic hidu ba trong mot IgG4 khang-Her2 x CD28 x CD3 thiéu ca mién lién két
khéng-CD28 va khang-CD3 (HER2/A(CD28upXxACD3mid)), khang thé don dong khang-CD3
d6i chimg, hodc khang thé IgG4 dbi chimg. HINH 6A thé hién su hoat hoa (CD69") ctia té
bao T CD4" & ngudi tir ba ngudi cho. HINH 6B thé hién sy hoat héa (CD69") ctia t€ bao T
CD8" & nguoi tir ba nguoi cho. CD28sup: khang thé siéu chit van khang-CD28. CD3mia: khang
thé khang-CD3.

Ciic HINH 7A-C thé hién IL-2, NFxB, va sy hoat hoa con dudng yéu t6 nhan cta té
bao T duoc hoat hoa (NFAT) thong qua viéc truyén tin hiéu khang-CD3 va khang-CD28, nhu
do duoc bang thir nghiém luxiferaza bang cach str dung té bao T Jurkat & nguoi véi cAu tric
ving khoi dong-luxiferaza IL-2 (HINH 7A), cAu trac vung khoi dong-luxiferaza NFkB
(HINH 7B), hoiic cAu tric ving khoi dong-luxiferaza NFAT (HINH 7C). Khang thé duoc
thir nghiém 14 céc khang thé duge md ta & trén tham chiéu dén cic HINH 6A-6D.

HINH 8 thé hién két qua cta thir nghiém ELISA x4c dinh su lién két ctia khang thé
dic hidu ba trong mot IgG4 khang-CD19 x CD28 x CD3 (duge dé cdp dén trong ban mo ta
nay duéi dang "Protein Lién Két 3"), hodc khang thé ddi chimg isotyp, voi CD3, CD28, va
CD19. Khéng thé da dugc lién két duoc phat hién bang cach sit dung khéng thé thit cap khang-
Fab duoc lién hop peroxidaza ct cai ngua (HRP).
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Céac HINH 9A-9N thé hién két qua cua sy giét chét dic hiéu qua trung gian khang thé
cua té bao u lympho GCB & ngudi CD19* bang cach st dung khang thé dac hidu ba trong mot
TgG4 khang-CD19 x CD28 x CD3 (dugc dé cép dén trong ban mo ta nay dudi dang "Protein
Lién Két 3"), hodc cac d6i chimg duoc chi ra, bang cach sir dung PBMC & nguoi lam té bao
tic dong & E:T=10. HINH 9A thé hién két qua ciia sy giét chét dic higu qua trung gian khing
thé ctia t& bao OCI-LY19. HINH 9B thé hién két qua cua phan tich FACS xac dinh sy biéu
hién bé mit & bao cta ddu hiéu chi thi duge chi ra trén té bao OCI-LY19. HINH 9C thé hién
két qua cta sy giét chét dac hiéu qua trung gian khang thé cua té bao OCI-LY19 bing cach
sir dung PBMC tir ngudi cho KP48572 & E:T=10. HINH 9D thé hién két qua cua sy giét chét
dic hidu qua trung gian khéng thé ciia té bao OCI-LY19 bang céch st dung PBMC tir ngudi
cho KP48573 & E:T=10. HINH 9E thé hién két qua cua su giét chét dac hiéu qua trung gian
khéng thé cta té bao KARPASS-422 u lympho & ngudi bang céch st dung PBMC tir ngudi
cho KP48572 & E:T=10. HINH 9F thé hién két qua ciia sy giét chét dic hiéu qua trung gian
khéng thé clia t& bao KARPASS-422 bang cach sir dung PBMC tir ngudi cho KP48573 ¢
E:T=10. HINH 9G thé hién két qua ctia sy giét chét dic hidu qua trung gian khdng thé cta té
bao MeC1 bénh bach ciu té bao B man tinh & ngudi bang cach sir dung PBMC tir nguoi cho
KP48572 & E:T=10. HINH 9H thé hién két qua cua su giét chét dac hidu qua trung gian khang
thé cua t& bao RPMI8226 da u tiiy xuong & nguoi bang cach st dung PBMC tir ngudi cho
KP48775 & E:T=10. HINH 91 thé hién két qua cta su giét chét dic hiéu qua trung gian khang
thé cia té bao Raji u lympho Burkitt & ngudi bang céch st dung PBMC tir ngudi cho KP48572
& E:T=10. HINH 9J thé hién két qua clia sy giét chét dic hiéu qua trung gian khang thé ctia
t& bao HBL1 u lympho té bao B 16n lan toa & ngudi béang cach str dung PBMC tir ngudi cho
KP48775 & E-T=10. HINH 9K thé hién két quéa cua su giét chét dic hiéu qua trung gian khang
thé ctia té bao SUDHLS$ u lympho té bao 1én bang cach sir dung PBMC tix ngudi cho KP48572
& E:T=10. HINH 9L thé hién két qua ctia sy giét chét dic hiéu qua trung gian khang thé cia
t bao SUDHLS bing céch st dung PBMC tir ngudi cho KP48573 & E:T=10. HINH 9M the
hién két qua cua sy giét chét dic hiéu qua trung gian khéng thé cﬁé té bao ARH77 u lympho
€ bao B & nguoi bing cach st dung PBMC tir nguoi cho KP48775 & E:T=10. HINH 9N thé
hién két qua cua sy giét chét dac hiéu qua trung gian khang thé cta té bao OCI-Ly3 bang cich
st dung PBMC tur nguoi cho KP48775 ¢ E:T=10.
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HINH 10 thé hién két qua cta thir nghiém ELISA xac dinh su lién két ctia khang thé
dac hiéu ba trong mot IgG4 khang-CD38 x CD28 x CD3 (Protein Lién Két 5), hodc khéng
thé ddi chimg isotyp, v6i CD3, CD28 va CD38. Khang thé da dugc lién két duge phét hién
bang cach str dung khang thé thir cip khang-Fab duoc lién hop peroxidaza cti cai ngua (HRP).

Céac HINH 11A-11D thé hién két qua cua su giét chét dic hidu qua trung gian khang
thé cua t& bao ung thu da u tiy xwong & ngudi CD38* bang cich st dung khang thé dic hidu
ba trong mot IgG4 khéng-CD38 x CD28 x CD3 (Protein Lién Két 5), khang thé dic higu kép
IgG4 khang-CD28 x CD3 (huCD28 x CD3), khang thé IgG1 khang-CD38, hoic khang thé
déi ching (IgG1 & nguoi). HINH 11A thé hién két qua cia su giét chét dic hiu qua trung
gian khéng thé cua té bao MOLP-8 bing cach sir dung PBMC & ngudi lam té bao téc dong &
E:T=10. HINH 11B thé hién két qua cua su giét chét dic hiéu qua trung gian khéng thé ctia
té bao RPMI-8226 bing cach sir dung PBMC & ngudi lam té bao tac dong & E:T=10. HINH
11C thé hién két qua cta su giét chét dic hidu qua trung gian khéng thé cta té bao KMS-12-
BM bing cach st dung PBMC & nguoi lam té bao tic dong & E:T=10. HINH 11D thé hién
két qué cua phan tich FACS xéc dinh sy biéu hién bé mt t bao ctia déu hidu chi thi dugce chi

ra trén t& bio MOLP-8, RPMI-8226, va KMS-12-BM.

Céc HINH 12A-12D thé hién két qua cla sy giét chét dic hiéu qua trung gian khang
thé cta té bao ung thu da u tiy xwong & ngudi CD38* bang cach str dung khang thé dic hiéu
ba trong mot IgG4 khang-CD38 x CD28 x CD3 (Protein Lién Két 5), khang thé ddc hidu kép
IgG4 khang-CD28 x CD3 (huCD28 x CD3), khang thé IgG1 khang-CD38, hodc khang thé
dbi chimg (IgG1 & nguoi), bing cach sir dung PBMC & ngudi lam té bao tac dong & E:T=10.
HINH 12A thé hién két qua cia su giét chét dic hiéu qua trung gian khang thé cua té bao
NCI-H929. HINH 12B thé hién két qua cta sy giét chét dic hidu qua trung gian khang thé
ctia t& bao MM.1S. HINH 12C thé hién két qua cua su giét chét dic hidu qua trung gian khang
thé coa té bao MM.1R. HINH 12D thé hién két qua cta phan tich FACS xac dinh sy biéu
hién b& mat té bao ctia diu hiéu chi thi duoc chi ra trén té bao NCI-H929, MM.1S, va MM.1R.

Cic HINH 13A-13D thé hién két qua cia su giét chét dic higu qua trung gian khang
thé cta té bao ung thu da u tiy xuong ¢ ngudi CD3 8" bang cach sir dung khang thé dic hiéu
ba trong mot IgG4 khéng-CD38 x CD28 x CD3 (Protein Lién Két 5), khang thé ddc hiéu kép
IgG4 khang-CD28 x CD3 (huCD28 x CD3), khang thé IgG1 khang-CD38, hoic khang thé
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ddi chimg (IgG1 & ngudi), bang céch sir dung PBMC & nguoi 1am té bao tac dong & E:T=10.
HINH 13A thé hién két qua cua sy giét chét dic hidu qua trung gian khang thé cua té bao
OPM-2. HINH 13B thé hién két qud cta sy giét chét dic hiéu qua trung gian khang thé cua
té bao KIMS-26. HINH 13C thé hién két qua ctia sy giét chét didc hiéu qua trung gian khang
thé ciia té bao U266. HINH 13D thé hién két qua cia phan tich FACS xéc dinh sy biéu hién
bé mit t& bao ctia dau hiéu chi thi duoc chi ra trén t& bao OPM-2, KMS-26, va U226.

Céac HINH 14A-14C thé hién két qua cta su giét chét dic hiéu qua trung gian khang
thé cta t& bao ung thu u lympho & ngudi CD38* bang cach st dung khang thé dic hidu ba
trong mot IgG4 khang-CD38 x CD28 x CD3 (Protein Lién Két 5), khang thé dic hiéu kép
IgG4 khang-CD28 x CD3 (huCD28 x CD3), khang thé IgG1 khang-CD38, hodc khang thé
dbi chiig (IgG1 & nguoi), bing cach sir dung PBMC & ngudi 1am té bao tac dong & E:T=10.
HINH 14A thé hién két qua cua sy giét chét dic hiu qua trung gian khang thé cia té bao
SUDHL-8. HINH 14B thé hién két qua cua sy giét chét dic hiéu qua trung gian khang thé
ctia t& bao OCI-LY19. HINH 14C thé hién két qua ctia phan tich FACS x4c dinh su biéu hién
bé mat t& bao cta dau hiéu chi thi duoc chi ra trén t& bao SUDHL-8 va OCI-LY19.

Cic HINH 15A-15D thé hién két qua cua sy giét chét dic hiéu qua trung gian khang
thé cta té bao ung thu ALL CD38" bang cach sur dung khéang thé dac hidu ba trong mét 1gG4
khang-CD38 x CD28 x CD3 (Protein Lién Két 5), khang thé dic higu kép IgG4 khang-CD28
x CD3 (huCD28 x CD3), khang thé IgG1 khang-CD38, hoic khang thé dbi chimg (IgG1 &
ngudi), bing cach sir dung PBMC & ngudi lam té bao tic dong & E:T=10. HINH 15A thé
hién két qua cua su giét chét dic hidu qua trung gian khang thé ctia té bao KOPN-8. HINH
15B thé hién két qua cua sy giét chét dic hiéu qua trung gian khéng thé cta té bao HAL-1.
HINH 15C thé hién két qua cta sy giét chét dic hiéu qua trung gian khang thé cua té bao
CCRF-SB. HINH 15D thé hién két qua cua phén tich FACS xac dinh sy biéu hién bé mit té
bao ctia dau hiéu chi thi dugc chi ra trén té bao KOPN-8, HAL-1, va CCRF-SB.

HINH 16 thé hién két qua cua su giét chét dic hiéu qua trung gian khang thé cia té
bao ung thu tiy xwong CD38" bing cach sir dung khang thé dic hidu ba trong mot IgG4
khang-CD38 x CD28 x CD3 (dugc dé cap dén trong ban mo ta nay dudi dang "Protein Lién
Két 5" va "Protein Lién Két 6," tury thudc vao mién lién két khang-CD28 dic higu duogc sir

dung), khang thé dic hiéu kép IgG4 khang-CD28 x CD3 (huCD28 x CD3), khang thé IgG1
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khang-CD38, khang thé IgG1 khang-CD38 dbi chimg, hodc khang thé déi chimg (IgG1 o
nguoti), bang cach sir dung PBMC tir nguoi cho PK45926 ¢ E:T=10.

Cic HINH 17A & 17B thé hién IL-2, NFB, va yéu t6 nhan ctia sy hoat hoa con
duong cua té bao T duogc hoat hoa (NFAT) thong qua viée truyén tin hiéu khang-CD3 va
khang-CD28, nhu do duoc bang thir nghiém luxiferaza bang cach sir dung té bao T Jurkat &
ngudi voi chu tric ving khoi dong-luxiferaza IL-2 (HINH 17A) hodc ciu tric ving khéi
dong-luxiferaza NFAT (HINH 17B). Khang thé dugc thir nghiém 1a khéng thé IgG4 dic higu
ba trong mdt khang-CD38 x CD28 x CD3 IgG4 (Protein Lién Két 5, duoc danh dau 1 "Tri-
Ab"), khang thé IgG4 dic hiéu ba trong mot IgG4 khang-CD38 x CD28 x CD3 thiéu mién
lien két CD28 (duoc danh dAu 1a "Tri-Ab (ACD28)), khéng thé IgG4 dic hiéu ba trong mot
ToG4 khang-CD38 x CD28 x CD3 thiéu mién lién két CD3 (dugc danh déu 1a "Tri-Ab
(ACD3)), va khang thé IgG4 dac higu ba trong mot IgG4 khang-CD38 x CD28 x CD3 thiéu
midn lién k&t CD3 va CD28 (dugc dénh diu 1a "Tri-Ab (ACD28x ACD3)). Thir nghiém

luxiferaza duoc thuc hién trong hai ban sao doi véi mdi Tri-Ab dugc chi ra.

Csic HINH 18A-18E thé hién két qua ctia nghién ctru do doc tang liéu bing cach st
dung khang thé dic hiéu ba trong mot IgG4 khang-Her2 x CD28 x CD3 (dugc dé cap dén
trong ban mo ta nay dudi dang "Protein Lién Két 1") & dong vat linh truéng khong phai 1a
ngudi (tang lidu tir 0,1, 0,5, 2,5, 5, 10, dén 100 pg/kg; con vt duge danh dau 1a "409" va
"410"). HINH 18A thé hién két qua cta i 1& phan trim té bao T CD4" tudn hoan & mdi con
Vat, 6 gio sau khi diing khang thé dac hiéu ba trong mdt khang-Her2 x CD28 x CD3. HINH
18B thé hién két qua ctia ti 1 phin tram té bao T CD8" tudn hoan & mdi con vat, 6 gid sau khi
ding khéng thé dc hiéu ba trong mot khéng-Her2 x CD28 x CD3. HINH 18C thé hign két
qua cua sy hoat héa (CD69") cua t& bao T CD4" tudn hoan 6 gio sau khi dung liéu lugng.
HINH 18D thé hién két qua ctia sy hoat héa (CD69*) clia té bao T CD8" tudn hoan 6 gi sau
khi dung liéu luong. HINH 18E thé hién sy gidi phéng xytokin viém quan sat duoc 6 gio sau
khi ding khang thé dac hiéu ba trong mot khang-Her2 x CD28 x CD3 & mdi lan dung liu

luong.

Cic HINH 19A-B thé hién hoat tinh khang-khdi u in vivo cta khéng thé ddc hidu ba
trong mét IgG4 khéng-Her2 x CD28 x CD3 (duge dé cap dén trong ban m6 ta ndy dudi dang

"Protein Lién Két 1") & m6 hinh chudt NSG dugc 1am cho gidng ngudi bang té bao méau day
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rén CD34* duoc cdy bang té bao BT474. HINH 19A thé hién sy thay ddi cua khdi lugng co
thé cta chudt duoc diéu tri béng céc nong do dugc chi ra cta protein lién két dic hiéu ba trong
mot khang-Her2 x CD28 x CD3 hogc ddi chung PBS. HINH 19B thé hién sy thay ddi cua
thé tich khéi u & chudt duge diéu tri bang cac néng do duogc chi ra cua protein lién két dic

hiéu ba trong mdt khang-Her2 x CD28 x CD3 hoéc d6i chimg PBS.

Cic HINH 20A-20H thé hién hoat tinh khang-khdi u in vivo ciia khang thé dic hiéu
ba trong mot IgG4 khang-Her2 x CD28 x CD3 (dugc dé cép dén trong ban mo ta nay dudi
dang "Protein Lién Két 1") & mo hinh chuot NSG duoc lam cho gidng ngudi bang PBMC &
nguoi dugce chy bang té bao BT474. HINH 20A thé hién tc dung cua viéc dung cac nong do
duoc chi ra cua protein lién két dic hiéu ba trong mot khang-Her2 x CD28 x CD3, cic nong
do duoc chi ra cua Herceptin, hodc dbi chimg ta duge long, 1én khéi lugng co thé ctia chudt.
HINT 20B thé hién hoat tinh khang-khdi u phy thudc liéu lugng ca protein lién két dac hiéu
ba trong mot khang-Her2 x CD28 x CD3, Herceptin hodc cac d6i chimg dugc chi ra, nhu &
con chudt cu thé. HINH 20C thé hién thé tich khdi u trung binh & chudt sau khi dung céc
noéng do dugc chi ra cta protein lién két ddc hiéu ba trong mot khang-Her2 x CD28 x CD3
hoic dbi chimg PBS. HINH 20D thé hién thé tich khdi u trung binh & chudt sau khi dung cac
ndng do duge chi ra ciia Herceptin hodc dbi chimg PBS. HINH 20E thé hién do thi cot ciia
thé tich khéi u trung binh vao ngay 34 & chudt sau khi dung céc ndng d6 duoc chi ra cla
protein lién két dic hiéu ba trong mot khang-Her2 x CD28 x CD3, céc néng dd duoc chi ra
cta Herceptin, hodc ddi chimg PBS. HINH 20F thé hién khdi luong khéi u trung binh vao
ngay 34 ¢ chudt sau khi ding cac n@)ng do dugc chi ra cia protein lién két dic hiéu ba trong
mot khang-Her2 x CD28 x CD3, céc néng do dugc chi ra cia Herceptin, hodc dbi chimg PBS.
HINH 20G thé hién t& bao CD45+, CD3+, CD4+, CD8+ ctia ngudi trong mau cua chudt khi
két thac nghién ctru. HINH 20H thé hién té bao CD45+, CD3+, CD4+, CD8+ cta nguoi ¢

lach ctia chudt khi két thic nghién ciru.

Cic HINH 21A-F thé hién két qua cia nghién ctru do ddc tang liéu bang cach str dung
khéng thé dic hiéu ba trong mot IgG4 khang-CD38 x CD28 x CD3 (Protein Lién Két 5) o
dong vat linh truéng khong phai 1a nguoi (ting liéu tir 0,1, 0,5, 2,5, 5, 10, dén 100 pg/ke).
HINH 21A thé hién su hoat hoa té bao T (CD69*) (d6 thi duong) va su tang sinh (d0 thi ct)
ciia té bao T CD4" tudn hoan sau khi dung khang thé dic hiéu ba trong mot khang-CD38 x

CD28 x CD3. HINH 21B thé hién su hoat héa té bao T (CD69") (d6 thi dudng) va sy tang
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sinh (dd thi c6t) cta t& bao T CD8* tudn hoan sau khi ding khang thé dic higu ba trong mot
khang-CD38 x CD28 x CD3. HINH 21C thé hién su giai phong IL6 & con vat tiép nhan khang
thé dac hidu ba trong mét khang-CD38 x CD28 x CD3 6 gio sau mdi 1An dung liéu lwong bai
con vét cu thé, HINH 21D thé hién sy giai phong IL10 & con vét tiép nhan khéng thé dic hiéu
ba trong mdt khang-CD38 x CD28 x CD3 6 gi¢ sau mdi l4n dung liéu lugng béi con vat cu
thé. HINH 21FE thé hién su giai phéng TNFa & con vit tiép nhan khang thé ddc hiéu ba trong
mot khang-CD38 x CD28 x CD3. HINH 21F thé hién su giai phong IFNy & con vét tiép nhan
khang thé ddc hiéu ba trong mot khing-CD38 x CD28 x CD3 6 git sau mdi lan dung liéu

lugng boi con vt cu thé.

Cac HINH 22A-22C thé hién hoat tinh khang-khdi u in vivo ctia khéng thé dac higu
ba trong mot IgG4 khang-CD38 x CD28 x CD3 (Protein Lién K&t 5) & md hinh chudt NSG
duoc lam cho gibng ngudi bang té bao mau day rdn CD34+ duoc ciy bang té bao da u tiy
xuong RPMI-8226 dugc tai nap bang CD38 va PD-L1. Dé 1am nghién ciru din duong, thi
nghiém nay xac dinh khoang liéu lugng hoat dong ddi voi Protein Lién Két 5. HINH 22A thé
hién duong cong sinh truong khdi u in vivo & cac nhém cia cac ndng do duogce chi ra cua
protein lién két ddc hidu ba trong mot khang-CD38 x CD28 x CD3 ho#ic ddi chimg. HINH
22B thé hién té bao T CD8* clia ngudi xAm nhap khdi u & chugt duge ding protein lién két
ddc hiéu ba trong mot khang-CD38 x CD28 x CD3 hodc cac d6i chimg duoc chi ra. HINH
22C thé hién té bao T CD4" ctia ngudi xAm nhép khdi u & chudt duge dung protein lién két

dac hiéu ba trong mdt khang-CD38 x CD28 x CD3 hodc cac dbi ching dugc chi ra.

Céc HINH 23A-23D thé hién hoat tinh in vivo ctia khang thé dic higu ba trong mot
IgG4 khang-CD38 x CD28 x CD3 (Protein Lién Két 5) & md hinh chudt NSG dugc 1am cho
gidng ngudi bing t& bao mau day séng CD34+ dugc ciy bang té bao RPMI-8226 dugc tai
nap bing CD38 va PD-L1. HINH 23A thé hién su thay ddi ctia khdi lugng co thé cia chudt
duoc diéu tri béng cac néng do6 dugc chi ra cia protein lién két dic hiéu ba trong mot khang-
CD38 x CD28 x CD3 hoic déi ching PBS. HINH 23B thé hién sy thay dbi ctia thé tich khéi
u & chuot duoc diéu tri bf?lng cac néng do dugc chi ra cia protein lién két dic hiéu ba trong
mdt khang-CD38 x CD28 x CD3 hodic déi ching PBS. HINH 23C thé hién thé tich khoi u ¢
m&i nhom vao ngay 19. Thé tich khdi u & tat ca cac nhom didu tri thé hién sy giam di dang
ké, ma khac biét c6 y nghia théng k& véi nhom ddi ching PBS. HINH 23D thé hién nong do

trong huyét thanh cua cac xytokin viém IFN-g, TNF, va IL-2 ¢ chudt bén gio sau liéu thi
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nhat cia cac ndng dd dugc chi ra cua protein lién két dic hiéu ba trong mot khang-CD38 x

CD28 x CD3 hodc ddi chimg PBS.

Céc HINH 24 & 25 thé hién sy hoat héa in vivo cta té bao T ¢ md hinh chudt NSG
duoc lam cho gidng ngudi bing té bao mau day séng CD34+ bing c4ch dung khang thé dic
hiéu ba trong mot IgG4 khang-CD38 x CD28 x CD3 (Protein Lién Két 5; hinh tam giéc),
khang thé dic hidu kép IgG4 khang-CD28 x CD3 (hinh vuéng), hodc khéng thé khang-CD28
IgG4 (hinh tron) bang cach x4c dinh sy ting 1én cua ti 18 phin trim cta té bao T CD69".
HINH 24 thé hién su hoat héa in vivo cla té bao T CD4*. HINH 25 thé hién su hoat héa in

vivo ctia té bao T CD8".

Csc HINH 26A-26C thé hién sy hoat héa in vivo cia t& bao T & md hinh chut NSG
dugc lam cho gidng ngudi bang t& bao mau day song CD34+ bang cach dung khang thé dic
hiéu ba trong mot IgG4 khang-CD38 x CD28 x CD3 (Protein Lién Két 5; hinh tam giac),
khang thé dac hiéu kép IgG4 khang-CD28 x CD3 (hinh vudng), hoic khéng thé khang-CD28
IgG4 (hinh tron) bang cich xac dinh ham lugng trong huyét thanh cua cic xytokin viém.
HINH 26A thé hién ham luong trong huyét thanh ctia IL-2. HINH 26B thé hién ham luong
trong huyét thanh cua TNF. HINH 26C thé hién ham luong trong huyét thanh ctia IFN-y.

Cac HINH 27A & 27B thé hién sy tinh ché cua cac protein duge chi ra bang sic ky
loai trir kich thude. HINH 27A thé hién su tinh ché cua Protein Lién Két 9-15 bang sic ky
loai trir kich thuée. HINH 27B thé hién sy tinh ché cta Protein Lién Két 16-19 bang sic ky
loai trir kich thude.

HINH 28A minh hoa protein lién két dic hiéu ba trong mot dugc dung trong cac thi
nghiém dé t6i wu héa so dd va cAu hinh tinh ché cua cac dic diém protein lién két tiiy chon
(vi dy, chubi nhe kappa/lambda, dot bién w/13, va dot bién H435R/Y436F).

HINH 28B thé hién mdi trong céc cAu hinh duoc thir nghiém.

HINH 29 thé hién sic ky dd dai dién tir sic ky twong tac ky nude phan tich (HIC),
ching to réng protein lién két dic hiéu ba trong mot cé thé phén biét dugc tir cac loai ghép
do6i khong phu hop.

Chc HINH 30A & 30B thé hién su tinh ché thanh cong ctia protein lién két ¢6 chudi
nhe lambda d6i véi nhanh CODV, chubi nhe kappa dbi v&i nhanh Fab, dot bién u trén nhanh
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CODV, d6t bién 18 trén nhénh Fab, va dot bién RF trén nhanh Fab boi Protein A sau d6 1a cdc
bude tinh ché KappaSelect (GE Healthcare). S tinh ché thanh cong cta protein lién két tir
céc loai ghép ddi khong phu hop duoc chimg minh bang sic ky tuong tic ky nude (HIC;
HINH 30A) va SDS-PAGE (HINH 30B).

M t4 chi tiét sang ché

Sang ché boc 16 protein lién két dic hiéu ba trong mot va/hodc hoa tri ba cé chira bén
chudi polypeptit ma tao thanh ba vi tri lién két khang nguyén ma lién két dic hidu véi mot
hozc nhiéu protein dich, trong d6 cdp polypeptit thir nhAt tao thanh protein lién két mang cac
mién bién ddi kép c6 dinh hudng lién két chéo va trong d6 cip polypeptit thir hai tao thanh
protein lién két mang mién bién doi don 1é.

Pinh Nghia Chung

Nhu dugce st dung trong phan bdc 16 nay, cac thudt ngfr sau déy, trir khi c¢6 chi dan
khac, dugc hidu 1a ¢6 nghia nhu sau. Trir khi ngfr canh doi hdi c6 nghia khéc, cac thuat ngir
sd it bao gdm nghia s6 nhidu va céc thuat ngit sb nhidu bao gdm nghia s6 it.

Thuat ngit "polynucleotit" nhu dung trong ban mo ta nay dung dé chi polyme axit
nucleic soi don hodc soi kép cé chiéu dai it nhét 13 10 nucleotit. Theo cac phuong 4n nhét
dinh, c4c nucleotit bao gdm polynucleotit ¢6 thé 14 ribonucleotit hodc deoxyribonucleotit hodc
dang dugc cai bién ctia mot trong hai loai nucleotit. Sy cai bién nay bao gém su cai bién bazo
chéng han nhu bromuridin, sy cai bién riboza chéng han nhu arabinosit va 2',3'-dideoxyriboza,
va sur cai bién lién két gitta cac nucleotit chang han nhu phosphorothioat, phosphorodithioat,
phosphoroselenoat, ~phosphorodiselenoat, — phosphoroanilothioat, phoshoraniladat  va
phosphoroamidat. Thudt ngit "polynucleotit" bao gdm cu thé 14 c4c dang soi don va s¢i kép
cua ADN.

"Polynucleotit dugc phan ldp" la polynucleotit c6 ngudn gdc hé gen, cADN, hodc téng
hop hodc mot s6 dang két hop ctia ching, ma: (1) khong duoc két hop véi tht ca hodc mot
phan cua polynucleotit trong dé polynucleotit duoc phén lap dugce tim thdy trong tw nhién, (2)
duoc lién két véi polynucleotit ma n6 khong dugce lién két v6i trong tu nhién, hodc (3) khong
c6 mat trong ty nhién dudi dang mot phan cta trinh tu 16n hon.

"Polypeptit dugc phan 14p" 1a polypeptit ma: (1) khong co it nhét 1a mot sd polypeptit
khac no6 thuong duoc tim thay cing, (2) vé ¢6 ban khong co6 polypeptit khac tir cung ngudn,

Vi du, tir cing lodi, (3) duoc biéu hién bai té bao tir loai khac, (4) duge tach ra tir it nhat 1a
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khoang 50 phan trdm ctia polynucleotit, lipit, carbohydrat, hodc nguyén liéu khac ma n6 dugc
két hop véi trong tw nhién, (5) khong dugce két hop (bing tuong tac cong hoa tri hodc khong
cdng hoa tri) véi mot phin ctia polypeptit ma "polypeptit duge phan 1ap" dugce két hop véi
trong tu nhién, (6) duoc két hop c6 diéu khién (bing tuong tac cong hoa tri hodc khdng cong
hoa tri) véi polypeptit ma né khong duoc két hop v6i trong tu nhién, hodc (7) khong c6 mat
trong tu nhién. Polypeptit duoc phén lap nay c6 thé duoc mi hoa bai ADN hé gen, cADN,
mARN hodic ARN khac, c6 ngudn gbc téng hop, hodc dang két hop bét ky clia chung, Tét
hon 14, polypeptit dugc phan lap vé co ban khdng co cac polypeptit hodc tap chat khac ma
duoc tim thay trong mdi truong ty nhién ctia n6 ma gay trd ngai cho viée sir dung no (tri liéu,
chin doan, phong nglra, nghién ctiru hodc viéc stir dung khac).

Céc khéng thé c6 trong tu nhién thuong c6 chira tetrame. MBbi tetrame nay thuong bao
gdm hai cap chudi polypeptit gibng nhau, mdi cdp c6 mot chudi "nhe" chiéu dai diy du
(thuong c6 khéi lugng phan tit khoang 25 kDa) va mot chudi "néng" chicu dai day du (thuong
¢6 khéi lugng phan tit khoang 50-70 kDa). Cac thudt ngit "chudi nang" va "chudi nhe" nhu
dung trong ban mo ta nay dung dé chi polypeptit globulin mién dich bit ky c6 trinh tur mién
bién dbi dt dé mang lai d§ dic hiéu dbi v6i khang nguyén dich. Phin dAu tin cing amino cua
m3i chudi nhe va chudi ning thuomg bao gdm mién bién ddi ¢6 khoang tir 100 dén 110 axit
amin hodc nhiéu axit amin hon ma thudng chiu trach nhiém vé sy x4c dinh khang nguyén.
Phén dAu tin cing carboxy clia mdi chudi thuong xac dinh mién khong d6i chiu trach nhiém
v& chtrc ning tac dong. Do do, trong khing thé c6 trong tu nhién, polypeptit globulin mién
dich chudi ning chiéu dai ddy du bao gém mién bién d6i (V) va ba mién khong ddi (Cr,
Ci, va Cms), trong dé mién Vi & dau tin cling amino cua polypeptit va mién Cs & dau tan
cung carboxyl, va polypeptit chudi nhe globulin mién dich chiéu dai diy di bao gdm mién
bién d6i (VL) va mién khong d6i (Cr), trong d6 mién Vi & dau tdn cting amino cta polypeptit
va mién Cp. & dau tin cing carboxyl.

Chudi nhe & ngudi thuong dugc phan loai la chudi nhe kappa va chudi nhe lambda, va
chudi ning & ngudi thuong duge phan loai 1a mu, delta, gamma, alpha, hoic epsilon, va lan
luot xé4c dinh isotyp khang thé 1a IgM, IgD, IgG, IgA, va IgE. IgG c6 mdt vai 16p phu, bao
gdm, nhung khong giéi han ¢, IgG1, IgG2, IgG3, va IgG4. IgM co 16p phu bao gdm, nhung
khong gi6i han &, [gM1 va IgM2. IgA dugc phan chia tuong tu vao céac 16p phu bao g@)m,
nhung khong gidi han &, IgAl va IgA2. Trong chudi nhe va chudi ning chidu dai day du,
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midn bién dbi va mién khong ddi thuong dugc két hop bing ving "J" ¢6 khoang 12 axit amin
ho#c nhidu hon, voi chudi ning cling bao g6m ving "D" ¢6 khoang 10 axit amin nita. Xem tai
liéu, vi du, FUNDAMENTAL IMMUNOLOGY (Paul, W., ed., Raven Press, 2nd ed., 1989), ma
duoc két hop & day chi dé tham khao. Cac viung bién d6i ctia mdi cdp chudi nhe/chudi ning
thuong tao thanh vi tri lién két khang nguyén. Cic mién bién dbi ctia cac khang thé c6 trong
tu nhién thuong thé hién cing mot cAu truc chung cta vung khung (FR) tuong d6i dugc bao
toan duoc két hop bdi ba ving siéu bién, con duoc goi la cac ving xac dinh tinh b sung hoic
CDR. CDR tir hai chudi ciia mdi cip thuong dugce sép xép thing hang boi ving khung, ma c6
thé 1am cho lién két véi epitop dac hiéu. Tu dau tan cung amino dén dau tan cung carboxyl,
¢4 mién bién déi chudi nhe va mién bién ddi chudi ning thudng cé chira cac mién FR1, CDR1,
FR2, CDR2, FR3, CDR3, va FR4.

Thuit ngit "bd CDR " ding dé chi nhom ctia ba CDR ¢6 mit trong ving bién dbi don
1é ¢6 kha nang lién két khang nguyén. Duong bién chinh xac ctia cdc CDR nay dugc xdc dinh
khéc nhau theo hé théng khéac nhau. Hé théng dwoc m6 ta boi Kabat (Kabat et al., SEQUENCES
OF PROTEINS OF IMMUNOLOGICAL INTEREST (National Institutes of Health, Bethesda, Md.
(1987) and (1991)) khong chi cung cAp hé thdng dénh s6 gbe 16 rang ¢ thé 4p dung duge cho
ving bién d6i bat ky ctia khang thé, ma con cung cap céc ranh giGi gbc chinh xé4c x4c dinh ba
CDR nay. Nhitng CDR nay ¢6 thé duogc goi la CDR Kabat. Chothia va cong sy (Chothia and
Lesk, 1987, J. Mol. Biol. 196: 901-17; Chothia ef al., 1989, Nature 342: 877-83) phat hién ra
ring c4c tiéu phan nhat dinh trong CDR Kabat chép nhén céc ciu hinh khung gan nhur gidng
hét, du ¢6 su da dang 16n & cép dd trinh ty axit amin. Cac tiéu phﬁn nay dugc chi dinh 1a L1,
1.2 va L3 ho#c H1, H2 va H3, trong d6 "L" va "H" 1An luot chi dinh cac ving chudi nhe va
chudi ning. Cac ving nay c6 thé dugc goi 14 CDR Chothia, ma ¢6 ranh gidi g6i 1én CDR
Kabat. Cac ranh giéi khac xéac dinh CDR gbi 1én CDR Kabat da dugc md ta boi Padlan, 1995,
FASEB J. 9: 133-39; MacCallum, 1996, J. Mol. Biol. 262(5): 732-45; va Lefranc, 2003, Dev.
Comp. Immunol. 27: 55-77. Céc dinh nghia bién CDR khac nita c¢6 thé theo chit ché mot trong
nhitng hé théng trong ban md t& ndy, nhung du sao cling s& g6i 1én cac CDR Kabat, mic du
ching co thé duoc rat ngén hoic kéo dai theo du doan hodc phat hién thyc nghiém ma cac
géc hodc nhom géc cu thé hoic tham chi toan bd CDR khong anh hudng dang ké dén viéc
lién két khang nguyén. Cac phuong phéap dugc sir dung trong ban md ta nay c6 thé sir dung

cac CDR duoc xac dinh theo hé théng bat ky, mic di cdc phuong an nhét dinh st dung CDR
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duoc x4c dinh theo Kabat hodc Chothia. Viée xdc dinh CDR dugc du doan béng cach st dung
trinh tu axit amin da dugc biét 5 trong linh vuc nay, chdng han nhu trong tai liéu Martin,
A.C. "Protein sequence and structure analysis of antibody variable domains," In Antibody
Engineering, Vol. 2. Kontermann R., Diibel S., eds. Springer-Verlag, Berlin, p. 3351 (2010).
Trinh ty axit amin cua mién bién dbi chudi ning va/hodc chudi nhe 6 thé cling dugc xem x¢ét
dé x4c dinh trinh tw cuia CDR bang cac phuong phap thong thuong khic, vi du, bing céach so
sanh vai trinh ty axit amin da biét cta ving bién d6i chudi ning va chudi nhe khac dé xac
dinh cac vung c6 kha ning si€u bién trinh tu. Céc trinh tu dugce ddanh s6 ¢6 thé duoc sép xép
thang hang bang mit, hodc bang cach st dung chuong trinh sap xép thang hang chellng han
nhu chuong trinh ctia bo chuong trinh CLUSTAL, nhu m6 té trong tai liéu Thompson, 1994,
Nucleic Acids Res. 22: 4673-80. Cac md hinh phan tir thuong duoc st dung dé phac hoa ding
céc ving khung va CDR va do d6 higu chinh cac chi dinh dya trén trinh tu.

Thuét ngit "Fc" nhu dung trong ban mo ta nay ding dé chi phéan tir ¢6 chira trinh tu
ctia méanh khong lién két khang nguyén b4t ngudn tir sy phan giai cta khang thé hodc dugc
san xuAt theo cach khac, du & dang monome hay multime, va c6 thé chira viing ban 1&. Ngudn
globulin mién dich ban dAu cua Fe tu nhién t6t hon 1a c6 nguén gbe tr nguoi va cb thé 1a
globulin mién dich bat ky, mic du I[gG1 va IgG2 duge wu tién. Céc phan tir Fe duoc tao thanh
tir polypeptit dang monome ma c6 thé duoc lién két vao dang dime hodc multime bang su két
hop cong hoéa tri (zie la, lién két disulfua) va khong cong hoa tri. Sé luong lién két disulfua
lién phan tir gitta du6i don vi dang monome cua cac phan tir Fc tu nhién nim trong khoang
tr 1 dén 4 tuy thudc vao 16p (vi du, IgG, IgA, va IgE) hoac 16p phu (vi du, 1gG1, IgG2, IgG3,
IgA1, va IgGA2). Mot vi du ctia Fe 1a dime duoc lién két disulfua c6 ngudn gdc tlr sy phan
giai papain cia IgG. Thuat ngit "Fc ty nhién" nhu dung trong ban mo ta nay la chung cho céc
dang monome, dime, va multime.

Manh F(ab) thuong bao gdm mdt chudi nhe va cic mién Vi va Ci ctia mdt chudi
ning, trong d6 phan chudi nang Vu-Cii ctia manh F(ab) khong thé tao thanh lién két disulfua
v6i polypeptit chudi ning khac. Nhu dung trong ban md ta nay, ménh F(ab) c6 thé ciing bao
gém mdt chudi nhe chira hai mién bién doi phan tach boi ciu ndi axit amin va mot chudi ning

chira hai mién bién doi phan tach boi cau noi axit amin va mién Chi.
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Manh F(ab') thuong bao gom mot chudi nhe va mot phan cia mot chudi ning ma chtra
nhiéu ving khong doi (¢ gifta cac mién Cui va Cin), sao cho lién ket disulfua gitra cac chudi

c6 thé duoc tao thanh gifta hai chudi ning dé tao thanh phan tir F(ab")s.

Thuét ngit "protein lién két" nhu ding trong ban md t4 nay dung dé chi phan ti khong
c6 trong ty nhién (hodc tai tb hop hodc duoc thiét ké) ma lién két dic hiu véi it nhét 12 mot
khang nguyén dich, va ma c6 chira bdn chudi polypeptit ma tao thanh it nhét 14 ba vi tri lién

két khang nguyén, trong d6 chudi polypeptit thi nhét ¢6 cAu tric dugc thé hién boi cong thie:
Vi2-L1-Vii-L2-Cr, 1
va chudi polypeptit thir hai c6 cAu triic duge thé hién béi cong thirc:
Vi1-L3-Viz-La-Chi [11]
va chudi polypeptit thit ba ¢6 chu tric duge thé hién béi cong thirc:
Vus- Cui [1IT]
va chudi polypeptit thi tu c6 chu tric duge thé hién béi cong thire:
Vis- CL [TV]
trong do:
V11 1a mién bién ddi chudi nhe globulin mién dich tht nhat;
V12 12 mién bién d6i chudi nhe globulin mién dich thir hai;
V15 1 mién bién ddi chudi nhe globulin mién dich thir ba;
Vi1 1 mién bién dbi chudi ning globulin mién dich thir nhit;
Vi 1a mién bién d6i chudi nang globulin mién dich thi hai;
Vi3 12 mién bién ddi chudi nang globulin mién dich thir ba;
Ct 12 mién khong d6i chudi nhe globulin mién dich;
Cu 12 mién khong ddi chudi nang Cui globulin mién dich; va
L1, L2, L3 va Ly 1a céc cau ndi axit amin;

va trong d6 polypeptit c6 cong thirc I va polypeptit c6 cong thire II tao thanh cap chudi

nhe-chudi ning lién két chéo.
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Phan t0r "tai td hop" 1a phan tir duoc diéu ché, duoc biéu hién, duoc tao ra, hodc duge
phan 1ap bing phuong thire tai t6 hop.

Mot phuong an ctia sang ché dé xuét protein lién két c6 do dic hiéu sinh hoc va mién
dich hoc véi tir mét dén ba khédng nguyén dich. Phuong an khac ctia sing ché d& xuat phéan tir
axit nucleic ¢6 chira trinh tu nucleotit ma héa cho chudi polypeptit ma tao thanh protein lién
két nay. Phuong 4n khac cta sing ché d& xuét vat truyén bidu hién c6 chira phan tir axit nucleic
¢ chira trinh fu nucleotit ma héa cho chudi polypeptit ma tao thanh protein lién két nay.
Phuong an khéac nita cia sang ché d& xuét t& bao chu ma biéu hién protein lién két nay (#rc
la, ¢6 chira phéan tir axit nucleic hodc vat truyén ma héa cho chudi polypeptit ma tao thanh
protein lién két nay).

Thuét ngit "kha nang twong hop" nhu dung trong ban mo ta nay ding dé chi kha ning
hoan dbi 14n nhau ctia cac mién bién ddi & trong dinh dang protein lién két va gitt lai su cudn
gap va ai lyc lién két cudi cing. "Kha ning tuong hop diy du" ding dé chi kha nang dé tuong
hop tht tu ctia ¢& mién Vi va mién Vi, va do do thtr ty chia mién Vi1 va mién Vi, trong
chudi polypeptit ¢6 cong thiic I hoge chudi polypeptit c6 cong thie 1T (sic la, dé dao ngugc
thir tu) trong khi gift lai kha nang thyc hién chirc nang day du ctia protein lién két nhu duoc
chtmg minh bdi sy giit lai 4i luc lién két. Hon nita, cAn luu y ring cac ky hidu Vi va Vi chi
dung dé chi vi tri cta mién trén chudi protein cu thé & dinh dang cudi cung. Vi du nhu, Vi
va Vip ¢6 thé ¢6 ngudn gde tir cc mién Vi1 va Vi2 trong cac khang thé me va duoc dat vao
cac vi tri Vi va Vi trong protein lién két. Tuong tur, Vi1 va Viz ¢6 thé ¢6 ngudn gde tir cac
mién Vi va Vin trong cac khang thé me va duoc dat & cc vi tri Vi va Vi trong protein
lién két. Do do, cac ky hiéu Vi va Vi dung dé chi vi tri hién tai va khong phai 1a vi tri ban
dAu trong khang thé me. Do d6 cac mién Vi va Vi, "c6 thé twong hop."

Thuét ngir "khdng nguyén" hodc "khang nguyén dich" hogc "dich khang nguyén" nhu
dung trong ban mo ta nay dung dé chi phan tir hogc mot phan ctia phan tr ma c6 kha nang
dugc lién két boi protein lién két, va ngoai ra c6 kha nang dugc sir dung & dong vat dé san
xuét khang thé c6 kha niang lién két voi epitop ctia khdng nguyén do. Khang nguyén dich ¢6
thé c6 mot hodc nhiéu epitop. Pi véi mdi khang nguyén dich dugce nhan dign boi protein lién
két gibng nhu khang thé, protein lién két c6 kha ning canh tranh v6i khang thé nguyén ven

ma nhén dién khang nguyén dich nay.
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Thudt ngit "Her2" ding dé chi thu thé yéu 6 tang truéng biéu bl & nguoi 2 ma la thanh
vién cua ho thy thé yéu td ting truéng biéu bi.

"CD3" 1a polypeptit yéu t6 cum biét héa 3 va 1a protein bé mit té bao T ma thuong 1a
m6t phin cta phire hop thy thé t€ bao T (TCR).

"CD28" 1a polypeptit cum biét hoa 28 va la protein bé mat t& bao T ma cung cip tin
hiéu d@)ng kich thich cho su hoat héa t& bao T va sur s6ng sot.

"CD19" 1a polypeptit cum biét hoa 19 va nam trén té bao B.

"CD20" 1a polypeptit cum biét hoa 20 va la phosphoprotein duge hoat héa-glycosyl
héa biéu hién trén bé mt cta té bao B.

"CD38" 1a polypeptit cum bidt héa 38 va 1a glycoprotein tim thiy trén bé mit clia nhidu
té bao mién dich.

"LAMPI1" la protein mang lién két lysosom 1.

"IL-4" 13 interlokin 4 va la xytokin giy ra su bi€t hoa cua té bao T tro gitip nguyén
bén.

"TL-13" 1a interlokin 13 va la xytokin dugc tiét ra bai nhiéu loai t€ bao chéng han nhu
té bao T.

"TNFa" 1a yéu t hoai tir khéi u alpha va la xytokin tham gia vao sy viém toan than.

Thuat ngit "chat an khop té bao T" dung dé chi protein lién két dinh huéng vao hé mién
dich vat chu, cu thé hon 12 hoat tinh gay doc té bao cua té bao T ciing nhu 1a dinh huéng vao
protein dich khéi u.

Thuét ngit "protein lién két don dic hiéu" dung dé chi protein lién két ma lién két dic
hiéu v&i mot dich khang nguyén.

Thuét ngit "protein lién két hoa tri mot" dung dé chi protein lién két ma c6 mot vi tri
lién két khang nguyén.

Thuat ngit "protein lién két dic hidu kép" dung dé chi protein lién két ma lién két dac
hiéu véi hai dich khang nguyén khéc nhau.

Thuét nglr "protein lién két hoa tri hai" dung dé chi protein lién két ma c6 hai vi trf lién
két.

Thuét ngit "protein lién két dic hidu ba trong mot" dung dé chi protein lién két ma lién

két dac hiéu véi ba dich khang nguyén khac nhau.
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Thuét ngit "protein lién két hoa tri ba" dung dé chi protein lién két ma c6 ba vi tri lién
két. Theo cac phuong 4n cu thé protein lién két hoa tri ba c6 thé lién két voi mot dich khéng
nguyén. Theo phuong an khéc, protein lién két hoa tri ba c6 thé lién két v6i hai dich khéng
nguyén. Theo phuong 4n khac, protein lién két hoa tri ba c6 thé lién két voi ba dich khéang
nguyeén.

Protein lién két "duoc phan 1ap" 1a protein lién két ma d3 duoc nhén dién va duoc phin
tach va/hodc duge thu hdi tir thanh phin ctia mi truong tw nhién chia né. Thanh phén tap chat
clia méi trudng tu nhién cua né 1a nguyén liéu ma gdy tro ngai cho viée s dung dé chan doan
hoic tri liu dbi voi protein lién két, va c¢6 thé bao gdm enzym, hormon, va cac chat tan 1a
protein hodc khong la protein khac. Theo mot s6 phuong 4n, protein lién két s& duoc tinh ché:
(1) dén 16n hon 95% theo khéi luong ciia khéang thé nhu duoc xac dinh bang phuong phap
Lowry, va t&t nhét a 16n hon 99% theo khéi luong, (2) dén mite d6 dit dé thu duge it nhat la
15 géc cua trinh tu axit amin dau tan cung N hodc bén trong béng cach sur dung thiét bi xé4c
dinh trinh tu cbe quay, hodc (3) dén do dong nhit bing SDS-PAGE trong diéu kién khu hodc
khong khir béng cach str dung xanh Coomassie hoac, tdt hon 13, nhuém mau bac. Protein lién
két dugc phan 1ap bao gbm protein lién két in situ & trong té bao tai to hop Vi it nhit 12 mot
thanh phan ctia m6i truong tu nhién cia protein lién két khong c6 mit.

Céc thuat ngit "vé co ban tinh khiét" hodc "vé co ban dugc tinh ché" nhu dung trong
ban mo ta nay ding dé chi hop chét hodc loai ma 12 loai chiém wu thé c6 mat (tiec la, trén co
s& mol n6 du thira hon so v6i cac loai cu thé khéc bét ky & trong hop phan). Theo mot s6
phuong an, phan doan v& co ban duge tinh ché 14 hop phin trong d6 céc loai ¢6 chira it nhit
12 khoang 50% (trén co s& mol) cua tAt cac cac loai dai phan tr c6 mét. Theo phuong an khac,
hop phén vé co ban tinh khiét c6 chita 16n hon khoang 80%, 85%, 90%, 95%, hodc 99% cla
tAt ca cc loai macro mol ¢6 mat trong hop phan. Theo phuong 4n khéc nita, cac loai nay duoc
tinh ché dén d6 ddng nhét cbt yéu (cac loai tap nhidm khong thé phét hién dugc trong hop
phin nay bang cac phuong phép phat hién thong thuong) trong d6 hop phéan nay vé co ban
g@)m ¢6 cac loai dai phan tir don l€.

Protein lién két "lam trung hoa" nhu dung trong ban mo ta nay dung dé chi phan tir ma
c6 thé phong bé hoidc vé co ban lam giam chirc nidng tac dong ctua khang nguyén dich ma no
lién két voi. Nhu dung trong ban mo ta nay, "vé co ban lam giam" c6 nghia 12 it nhit 1a giam

di khoang 60%, tbt hon 1a it nhat 1a khoang 70%, tét hon nita la it nhat 1 khoang 75%, tot

55



49185 56/463

hon nita 13 it nhét 14 khoang 80%, t6t hon nita 12 it nhit 12 khoang 85%, tot nhat 1a it nhat 1a
khoang 90% cua chirc ning tac dong ciia khang nguyén dich.

Thuét ngtt "epitop" bao gdm thé quyét dinh bét ky, t&t hon 1a thé quyét dinh polypeptit,
¢6 kha nang lién két dac hiéu voi globulin mién dich hodc thu thé t& bao T. Theo cic phuong
4n nhit dinh, thé quyét dinh epitop bao 26m nhém bé mit ¢6 hoat tinh héa hoc ciia cac phén
tor ching han nhw axit amin, chudi bén ctia duong, cac nhém phosphoryl, hodc cdc nhém
sulfonyl, va, theo cdc phuong an nhét dinh, c6 thé ¢6 dic diém cdu trac ba chiéu cu thé,
va/hodc dic diém dién tich cu thé. Epitop 13 viing ctia khang nguyén ma dugc lién két boi
khang thé hodc protein lién két. Theo cac phuong an nhét dinh, protein lién két duoc cho 1a
lién két dac hiéu khang nguyén khi né uwu tién nhan dién khang nguyén dich cua no trong hdn
hop phic cua protein va/hodc cdc dai phan tir. Theo mot s6 phurong 4n, protein lién két duge
cho 13 lién két diic hidu khang nguyén khi hing s6 phan ly can bing < 10" M, t6t hon nita 1a

khi hing s8 phan ly can bing < 10 M, va t6t nhat la khi hing s6 phan ly <107 M.

Hiang s6 phén ly (Kp) cua protein lién két c6 thé duge xac dinh, vi du nhu, bang cong
huéng plasmon bé mit. Thong thuong, phén tich cong hudng plasmon bé mit do tuong tic
lién két thoi gian thuc gitta phdi tir (khang nguyén dich trén ma tran cam bién sinh hoc) va
chét phan tich (protein lién két trong dung dich) bang cong huéng plasmon bé mat (SPR)
bing cach st dung hé théng BIAcore (Pharmacia Biosensor; Piscataway, NJ). Phén tich
plasmon bé mit cling c6 thé duoc thuc hién bing cach lam c¢b dinh chit phan tich (protein
lién két trén ma trn cam bién sinh hoc) va trinh dién phdi tir (khang nguyén dich). Thuét ngi
"Kp," nhu dung trong ban md ta nay dung dé chi hing s6 phén ly ctia twong tac gitra protein

lién két cu thé va khang nguyén dich.

Thuét ngit "lién két dic hiéu" nhu ding trong ban mé ti nay dung dé chi kha nang ctia
protein lién két hodc manh lién két khang nguyén cua ching dé lién két voi khang nguyén
chira epitop voi Kd bing it nhét 1a khoang 1x 100 M, 1x 107 M, 1 x 108 M, 1x 107 M, 1 x
10719 M, 1 x 1071 M, 1 x 1072 M, hodc 16n hon, va/hogc dé lién két voi epitop voi i luc ma

16m hon it nhét 13 hai 14n 4i luc ctia né doi véi khang nguyén khong dic hiéu.

Thudt ngit "cau ndi" nhu dung trong ban m6 ta nay dung dé chi mét hodc nhi€u goc
axit amin xen gitta cdc mién globulin mién dich dé tao ra sy di dong du cho cac mién cua

chudi nhe va chudi ning dé cuén gap vao globulin mién dich ving bien doi kép lién ket chéo.
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Cau ndi duge cai xen & ving chuyén tiép gitta cac mién bién dbi hodc giita cac mién bién doi
va khong ddi, 1an luot, & cép do trinh tu. Ving chuyén tiép gilta cac mién c6 thé duoc xéac
dinh b&i vi kich thude xép xi ctia mién globulin min dich da duoc biét r8. Vi tri chinh xéc
cua vung chuyén tiép mién c6 thé duoc xac dinh bang cach dinh vi su kéo cing peptit ma
khong tao thanh céc thanh phén ciu tric bic hai ching han nhu tAm beta hodc xoén alpha nhu
duoc chimg minh béi dit ligu thi nghiém hodc nhu co thé gia thiét bang cac k¥ thuat tao mo
hinh hedc dy doan cAu tric bac hai. Cau ndi duoc md ta trong ban mo ta nay duge dé cap dén
dudi dang L1, ma nam trén chudi nhe & gitta dau tan cung C ctia Viz va dau tan cung N cua
mién Vii; va Lo, ma nim trén chudi nhe & gitta dau tan cung C ctia Vi1 va dau tan cung N cta
mién Cr. Cau ndi chudi nang dugce biét dén duoi dang L3, ma nim & gitra dau tan cung C cla
Vi va dau tan cing N cla mién Vip; va Le, ma nim & gifta dau tan cung C clia Vi va dau

tan cung N ctia mién Cpi.

Thudt ngtt "vat truyén" nhu dung trong ban mo ta nay dung dé chi phan tir bat ky (vi
du, axit nucleic, plasmit, hodc virut) ma duge su dung dé truyén thong tin ma hoa cho té bao
chii. Thuat ngit "vét truyén" bao gom phén tir axit nucleic ma c6 kha nang vin chuyén axit
nucleic khac ma n6 dugc két nbi vai. Mot loai vat truyén la "plasmit," ma dung dé chi phéan
ttr ADN soi kép mach vong ma cac manh ADN khac c6 thé duoc cai xen vao. Loai vét truyén
khac 12 vat truyén virut, trong d6 cac manh ADN khéc ¢6 thé duoc cai xen vao hé gen virut.
Cac vat truyén nhét dinh c6 kha ning tu sao chép & té bao chit ma ching dugc dua vao (vi du,
vt truyén vi khuén c6 diém md& dau sao chép vi khuAn va vat truyén dong vat ¢6 v thé bd
sung). Cac vat truyén khac (vf du, cac vt truyén dong vat c6 va khong thude thé bd sung) co
thé duoc hop nhét vao hé gen cla t€ bao chu khi dua vao té bao cht va do do duge sao chép
cling v6i hé gen cta vat chu. Hon nita, cac vat truyén nhét dinh c6 kha ning dinh hudng sy
biéu hién cia gen ma ching dugc lién két ¢ didu khién voi. Céc vt truyén ndy duoc dé cap
dén trong ban mo ta nay dudi dang "vét truyén biéu hién tai t6 hop" (hodc don gian 1a "vat
truyén biéu hién"). Nhin chung, vét truyén biéu hién dé sir dung trong k¥ thudt ADN tai t6
hop thuong ¢ dang plasmit. Céac thuat ngir "plasmit" va "vat truyén" c6 thé duoc str dung thay
thé 14n nhau trong ban md t& nay dudi dang plasmit la dang vat truyén thuong dugc st dung
nhét. Tuy nhién, séng ché dugc du dinh 1a bao gém cac dang vat truyén biéu hién khéc, chéng
han nhu vat truyén virut (vf du, retrovirut, adenovirut va virut két hop adeno c6 khiém khuyét
sao chép), ma cé chic nang twong duong.
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Cum tir "t& bao chu tai t& hop" (hodc "té bao chi") nhur dung trong ban m6 td nay ding
dé chi t& bao ma vét truyén biéu hién tai t6 hop dugc dua vao. Té bao chu tai tb hop hoic té
bao chit duge du dinh 1 chi ding d& chi 1 bao nhat dinh cu thé, nhung ciing ding dé chi con
chéu cua té bao nay. Bi vi cac cal bién nhét dinh c6 thé xay ra & cic thé hé tiép theo do dot
bién hodc anh hudng ciia moi trudng, trén thuc té, con chéu c6 thé khong thé gibng nhét té
bao bd me, nhung cac t& bao nay van duoc bao gdm trong pham vi ctia thudt ngit "t€ bao chu"
nhu duge sir dung trong ban mo ta nay Nhiéu loai hé thong biéu hién té bao chii ¢6 thé duoc
st dung dé biéu hién protein lién két, bao gém céc hé théng biéu hién vi khuin, nim men,
baculovirut, va dong vat c6 vi (cling nhu la cac hé théng biéu hién hién thi thé thuc khuén).
Vi du vé vt truyén biéu hién vi khuén thich hop la pUC19. Dé biéu hién protein lién Kkét tai
t6 hop, té bao chu duoc bién nap hodc dugce chuyén nap voi mot hodc nhiéu vit truyén biéu
hién t4i t6 hop mang manh ADN ma hoéa cho chudi polypeptit ctia protein lién két sao cho
chudi polypeptit duge bidu hién trong t& bao chii va, t5t hon 13, duoc tiét vao mdi trudong trong

d6 té bao chii duoce nudi cdy, tir ma mdi trudng nay protein lién ket c6 the duge thu hoi.

Thuat ngiv "bién nap" nhu dung trong bian mé ta nay dung dé chi su thay dbi & dic
diém di truyén ctia té bao, va té bao da duge bién nap khi né duoc cai bién dé chira ADN moi.
Vi du nhu, té bao dugc bién nap khi n6 dugc cai bién di truyén tir trang thai ty nhién cua no.
Sau khi bién nap, ADN bién nap c6 thé tai 16 hop voi ADN ctia t& bao bang cach tich hop
theo cach vat ly vao nhidm sic thé cta té bao, hoic c6 thé duoc duy tri tam thoi dudi dang
thanh phén thé b sung ma khong dugc sao chép, hodc ¢6 thé sao chép ddc 1ap nhu plasmit.
Té bao duoc coi 1a duogc bién nap 6n dinh khi ADN dugc sao chép cung véi sy phén chia cta
t& bao. Thuat ngit "chuyén nap" nhu dung trong ban md ta nay dung dé chi su hap thu ADN
la hodc ngoai lai boi té bao, va té bao "dugc chuyén nap" khi ADN ngoai lai dugc dua vao
bén trong mang té bao. Nhiéu k¥ thuat chuyén nap da duoc biét 1d trong linh vuc. Céc k¥
thuét nay c6 thé duge st dung dé dua mot hodc nhiéu phan tir ADN ngoai lai vao trong té bao

chu thich hop.

Thuét ngft "c6 trong ty nhién" nhu ding trong ban md ta nay va ap dung cho thuc thé
ding dé chi thuc té 1a thyc thé nay c6 thé dugc tim thiy trong tw nhién va chua dugc thao tac
b&i con ngudi. Vi du nhu, polynucleotit hodc polypeptit ma c6 mat trong sinh vat (bao gdm
virut) ma co thé dugc phan 1ap tir nguén trong tu nhién va khong duoc cai bién c6 chu dinh

bdi con ngudi 1a ¢6 trong ty nhién. Tuong tu, "khong co6 trong tur nhién" nhu dung trong ban
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mo ta nay dung dé chi thue thé ma khong dugc tim théy trong tu nhién hodc ma da duoc cai
bién v& mit cAu tric hodc duoe tong hop béi con ngudi.

Nhu dung trong ban mé ta nay, hai muoi axit amin thong thudng va cac chir viét tat
clia ching tuén theo viée sir dung thong thuong. Cac chét ddng phan lap thé (vi du, D-axit
amin) ctia hai muoi axit amin thdng thudng; axit amin khong tu nhién va chét twong tu ching
han nhu axit amin dugc thé hai 14n o, o, axit amin N-alkyl, axit lactic, va axit amin khong
thong thudng khac ciing ¢ thé 13 thanh phan thich hop cho chudi polypeptit cia protein lién
két. Vi du vé axit amin khong thong thuong bao gdm: 4-hydroxyprolin, y-carboxyglutamat,
&-N,N,N-trimetyllysin, e-N-axetyllysin, O-phosphoserin, N-axetylserin, N-formylmethionin,
3-metylhistidin, S-hydroxylysin, o-N-metylarginin, va cac axit amin va axit imin twong tu
khac (vi du, 4-hydroxyprolin). Trong ky hiéu polypeptit ding trong ban m6 ta nay, huéng bén
trai 14 huéng dau tan cung amino va huéng bén phai la hudng dau tan cung carboxyl, theo
c4ch st dung va quy udce tiéu chuén.

Céc gde 6 trong ty nhién c6 thé dugc chia thanh céc 16p dua trén tinh chat chudi bén

thong thuong:
(1) ki nu6c: Met, Ala, Val, Leu, Ile, Phe, Trp, Tyr, Pro;
(2) wa nudce phén cuc: Arg, Asn, Asp, Gln, Glu, His, Lys, Ser, Thr;
(3) béo: Ala, Gly, lle, Leu, Val, Pro;
(4) béo ki nuae: Ala, Ile, Leu, Val, Pro;
(5) ua nuée trung tinh: Cys, Ser, Thr, Asn, Gln;
(6) c6 tinh axit: Asp, Glu;
(7) c6 tinh bazo: His, Lys, Arg;
(8) gbc ma anh huéng dén su dinh huéng chudi: Gly, Pro;
(9) thom: His, Trp, Tyr, Phe; va
(10) thom ki nu6e: Phe, Trp, Tyr.

Sy thé axit amin bao toan ¢6 thé bao gbém su trao ddi thanh vién cia mot trong céc 16p
nay v6i thanh vién khac cta cing 16p. Su thé khong bio toan ¢6 thé bao gém su trao d6i thanh
vién ctia mot trong cac 16p nay véi thanh vién cua 16p khac.
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Ngudi ¢6 hiéu bidt trung binh trong linh vuc c6 thé xéc dinh bién thé thich hop ciia
chudi polypeptit cua protein lién két bang cach sir dung cac k¥ thuét da duoc biét 15. Vi du
nhu, ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vyc ¢6 thé nhan dién khu vyc thich hop cua
chudi polypeptit ma cé thé duoc thay d6i ma khong phd huy hoat tinh bang cach nhim dich
cac vung khong dugc cho la quan trong d6i v6i hoat tinh. Theo cach khéac, ngudi cd hidu biét
trung binh trong linh vuc ¢6 thé nhan ra gbc va phan clia phan tr ma dugc bao toan gitra cac
polypeptit twong tu. Ngoai ra, ngay ca cac khu vuc ma ¢o thé 14 quan trong ddi v6i hoat tinh
sinh hoc hodc dbi véi cAu tric co thé 1a d6i tuong cho su thé axit amin bao toan ma khong

pha hity hoat tinh sinh hoc hodc ma khéng anh hudng bat loi dén cAu tric polypeptit.

Thuat ngit "bénh nhan" nhu ding trong ban mo ta nay bao gbm dbi tuong 1a ngudi va

dong vat.

Céc thudt ngit "viée didu tri" hotic "didu tri” nhu ding trong bin mo ta nay ding dé chi
c4 viéc diéu tri tri liéu va bién phap phong ngilra hodc ngan chan. Cac d6i tuong can diéu tri
bao gém dbi tuong bi roi loan cling nhu la dbi tuong dugce xac nhan la cé r6i loan hodc dbi
tuong trong d6 réi loan can duoc ngin ngra. Theo phuong 4n cu thé, protein lién két c6 thé
duge dung dé diéu tri cho nguoi mic ung thu, hodic nguoi d& mac ung thu, hodc lam céi thién
ung thu & ddi tuong la ngudi. Protein lién két cling ¢6 thé duge str dung dé ngin nglra bénh
ung thu & nguoi bénh. Theo phuong an cu thé, bénh ung thu 1a da u tiy xuong, bénh bach ciu
ting lympho bao cAp tinh, bénh bach cAu té bao lympho man tinh, bénh bach cau dang tiy
cip tinh, u lympho, ung thu vi chang han nhu ung thu v Her2+, u lympho té bao B trung
t4m mAm hodc bénh bach ciu ting lympho bao cép tinh té bao B, Theo phuong an khéc,
protein lién két c6 thé duoce dung dé diéu tri cho nguoi méc réi loan viém, hodc nguoi dé méic
r6i loan viém, hodc 1am cai thién roi loan viém & d6i twong 12 nguoi.

Thuat nglt "duoc phém" hogc "hop ph@m tri liéu" nhu ding trong ban mo ta nay dung
dé chi hop chét hozc hop phan c6 kha ning gay ra tac dung tri liu mong mudn khi duge dung
thich hop cho bénh nhén.

Thuat nglt "chit mang duge dung" hodc "chét mang chép nhén dugc vé mit sinh 1y"
nhu dung trong ban md ta nay dung dé chi mot hodc nhiéu nguyén lidu ché pham thich hop

dé thuc hién ho#c tang cuong su phan phéi ctia protein lién két.
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Céc thuat ngt "lwong hiru hiéu" va "luong hiru hiéu dé diéu tri" khi dung d& dé cp
dén dugc phém ¢6 chira mot hodic nhiéu protein lién két dung dé chi luong hodc lidu luong
da dé tao ra két qua tri liéu mong mudn. Cu thé hon 13, lugng hitu hiéu dé diéu tri 1a luong
ctia protein lién két du dé e ché, trong mot khoang thoi gian nao do, mot hodc nhidu quy
trinh bénh 1y xé4c dinh v& mit 1am sang kém theo tinh trang bénh can diéu tri. Lwong hitu hiéu
c6 thé thay d6i tiry thudc vao protein lién két cu thé ma duoc st dung, va cling phu thudce vao
nhiéu yéu t5 va diéu kién c6 lién quan dén bénh nhan cAn diéu tri va mac d6 nghiém trong
cua roi loan. Vi du nhu, néu protein lién két duoc dung in vivo, cac yéu tb chéng han nhu tudi,
khéi lwong, va st khoe ctia bénh nhén cling nhu 1a dudng cong dap Umg lidu luong va dit
lidu gdy doc thu duge trong hoat dong dong vat tién 1am sang s& thudc vé cac yéu td duoc
xem xét. Viée xac dinh luong hitu hiéu hogc luong hitu higu dé diéu tri cua duoc phém nhét

dinh nam trong kha ning cua nguoi cd hiéu biét trung binh trong linh vuc.

Mot phuong 4n ciia sdng ché dé xuat duge pham c6 chira chat mang duge dung va

lrong hiru hiéu dé diéu tri ctia protein lién két.
Protein Lién Két Dic Hiéu Ba Trong Mot Va/Hoic Hoéa Tri Ba

Theo mdt phuong an, protein lién két theo sang ché 1a protein lién két dic hidu ba trong
mot va/hodc hoa tri ba c6 chira bdn chudi polypeptit ma tao thanh ba vi tri lién két khang
nguyén ma lién két diac hidu mot hodc nhiéu (vi du, ba) dich khang nguyén hodc protein dich

khac nhau, trong d6 chudi polypeptit thir nhét ¢6 chira cdu tric duoc thé hién béi cong thirc:
Vi2-L1-Vii-L2-Co [1]
va chudi polypeptit thir hai c6 chira chu truc dugc thé hién bdi cong thic:
Vhi-L3-Vin-La-Chi [I1]
va chudi polypeptit thir ba ¢ chira cAu tric dugc thé hién béi cong thic:
Viu3-Ci [111]
va chudi polypeptit thtr tu c6 chira cAu truc duogc thé hién béi cong thic:
Vi3-Cp [IV]
trong do:

V11 1a mién bién déi chudi nhe globulin mién dich tht nhét;
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V12 12 mién bién ddi chudi nhe globulin mién dich thi hai;
Vi3 1a mién bién ddi chudi nhe globulin mién dich thi ba;
Vi 14 mién bién déi chudi ning globulin mién dich thir nhét;
Vi 1a mién bién ddi chudi ning globulin mién dich thi hai;
Vi3 1a mién bién ddi chudi nang globulin mién dich th ba;
CL. 12 mién khong ddi chudi nhe globulin mién dich;

Cri 12 mién khong ddi chudi ning Cri globulin mién dich; va
Ly, I, Isvalsla cAu ndi axit amin;

va trong d6 polypeptit c6 cong thire I va polypeptit ¢6 cong thire II tac thanh cip chudi

nhe-chudi nang lién ket chéo.

Theo m6t phuong én, protein lién két theo sang ché 14 protein lién két dic hidu ba trong
mot va’heac hoa tri ba ¢6 chira bbn chudi polypeptit ma tao thanh ba vi tri lién két khéng
nguyén ma lién két dic hiéu mot hodc nhiéu (vi dy, ba) dich khang nguyén hodc protein dich,

trong d6 chudi polypeptit thir nhét ¢6 chira cu tric dugce thé hién bdi cong thic:
Vi2-L1-V0i-La-CL [1]
va chudi polypeptit thir hai c6 chira chu trac duoc thé hién boi cong thie:
Vii-La-Vin-La-Ch (1]
va chudi polypeptit thir ba ¢6 chira cAu truc duge thé hién béi cong thic:
Viz-Chi [111]
va chudi polypeptit thir tu ¢6 chira chu trac duogc thé hién bai cong thuc:
Vi3-Co [IV]
trong do:
V1, 1a mién bién ddi chudi nhe globulin mién dich thi nhét;
V12 12 mién bién ddi chudi nhe globulin mién dich thir hai;
V13 12 mién bién ddi chudi nhe globulin mién dich thir ba;

Vi1 12 mién bién d6i chudi ning globulin mién dich th nhét;
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Vip 12 mién bién dbi chudi ning globulin mién dich thi hai;
Vi 12 mién bién ddi chudi nang globulin mién dich thir ba;
CL 12 mién khong ddi chudi nhe globulin mién dich;

Cin 1a mién khong ddi chudi nang Cri globulin mién dich; va
Li, Lo, Isvalygla cAu ndi axit amin;

va trong d6 polypeptit c6 cong thie I va polypeptit c6 cong thire II tao thanh cp chudi

nhe-chudi ning lién két chéo.

Theo mot phuong an, protein lién két theo sang ché 1a protein lién két dac hiéu ba trong
mot va/hodc hoa tri ba cé chira bdn chudi polypeptit ma tao thanh ba vi tri lién két khang
nguyén ma lién két dic hiéu mot hodc nhiéu (vi dy, ba) dich khang nguyén hodc protein dich

khac nhau, trong d6 chudi polypeptit thir nhét c6 chita cu trac dugce thé hién bdi cong thirc:

Vi2-L1-Vi0i-La-Cr 1]

va chudi polypeptit tht hai c6 chira cAu tric duge thé hién béi cong thuc:
Vii1-L3-Vi-La-Cri-ban 18-Cr-Crs [I1]

A va chudi polypeptit thir ba c6 chira chu trac duoc thé hién bdi cong thuc:

Vuz- Cui-ban 18-Cr-Cis [1II]
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