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Linh viee k§ thuét dwge dé cip

Céc bién thé khang thé chira mot hodc nhiéu dot bién & ving Fe, cu thé 1a bién

thé khang thé khang CD38.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

CD38 14 glycoprotein mang chuyén loai I ma thudng duogce tim thay trén té bao
tao mau va vi mirc thip & mo ran. Biéu hién ctia CD38 & té bao tao mau phu thude vao
trang thai biét héa va hoat hoa cta t& bao. Té bao tao mau biét hoa dong biéu hién
protein, mic di né bi lam mét bai té bao thanh thuc va lai duge biéu hién & lympho bao
duoc hoat héa. CD38 ciing dwoc bidu hién & té bao B, nhd d6 tuong bao bidu hién cu
thé 1a mac CD38 cao. Khoang 80% té bao NK khong hoat ddng tich cuc va bach cau
don nhén biéu hién CD38 & mtic thip, nhu cac loai té bao huyét hoc khac nhau, bao gbm
nguyén bao lympho & trung tim mam hach bach huyét, t& bao trong nang, té bao dudi
gai, héng céu, va tiéu clu (Lee and Aarhus 1993; Zocchi, Franco et al. 1993; Malavasi,
Funaro et al. 1994; Ramaschi, Torti et al. 1996). Lién quan dén m6 ran, CD38 dugc biéu
hién trong rudt bai t& bao trong biéu md va lympho bao 16p dém, bai té bao Purkinje va
dam rdi soi than kinh trong ndo, bai té bao biéu mé trong tuyén tién liét, té bao P trong
tuyén tuy, t& bao hity xuong trong xuong, té bao vdng mac & mat, va bénh sa co tron va

co van.

CD38 duoc biéu hién & sb luong 16n nhém bénh mau 4c tinh. Biéu hién quan sat
duogc cu thé 14 trong té bao 4c tinh ciia da u tiy xuong (MM) (Lin, Owens et al. 2004)
va bénh bach cau lympho man tinh (CLL) (Damle 1999), va cfing duoc bédo céo &
macroglobulin huyét Waldenstrom (Konoplev, Medeiros et al. 2005), bénh thoai hoa
tinh bot hé thdng so cAp (Perfetti, Bellotti et al. 1994), u lympho té bao vo (Parry-Jones,
Matutes et al. 2007), bénh bach cau nguyén bao lympho cap tinh (Keyhani, Huh et al.
2000), bénh bach cau dong tily cap tinh (Marinov, Koubek et al. 1993; Keyhani, Huh et
al. 2000), bénh bach céu té bao NK (Suzuki, Suzumiya et al. 2004), ung thu hach té bao
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T/NK (Wang, Wang et al. 2015) va bénh bach cau t& bao huyét twong (van de Donk,
Lokhorst et al. 2012).

Céc bénh khac, trong d6 bidu hién CD38 c¢6 thé lién quan dén, bao gdm, vi du
ung thu biéu mé phé quan cua phdi, ung thu va (phét trién tir su ting sinh 4c tinh cta
16p bidu mb trong dng dan va tiéu thily cua vi), u tuyén tuy, phét trién tir t& bao B (u tuy
noi tiét), khoi u phat trién tir biéu mé trong rudt (vi du ung thu biéu md tuyén va ung thu
bidu md té bao vay), ung thu biéu mé trong tuyén tién liét, ban biéu md trong tinh hoan,
ung thu budng trimg va u nguyén bao than kinh. Cac boc 16 khac cling goi y vai tro ctia
CD38 trong tur mién dich nhu bénh Graves va viém tuyén gidp (Antonelli, Fallahi et al.
2001), bénh tiéu dudng typ 1 va 2 (Mallone and Perin 2006) va viém té bao co tron
duong thé khi hen suyén (Deshpande, White et al. 2005). Ngoai ra, biéu hién CD38 c¢6
lién quan dén nhiém HIV (Kestens, Vanham et al. 1992; Ho, Hultin et al. 1993).

CD38 la protein da chirc ning. Chirc nang dugce gan cho CD38 bao gbm ca thu
thé trung gian trong cac sy kién két dinh va tin hiéu va hoat tinh (ecto-) enzym. La
ectoenzym, CD38 sir dung NAD* lam chét dé tao thanh ADP-riboza vong (cADPR) va
ADPR, ma con nicotinamit va axit nicotinic-adenin dinucleotit phosphat (NAADP).
cADPR da dugc thé hién 12 hoat dong nhu gen dua tin thit hai dé huy dong Ca* tir ludi
ndi chéat.

Mot s6 khang thé khang CD38 duge mb ta & tai lidu sang ché, vi du trong WO
2006/099875 A1, WO2008037257 A2, WO 2011/154453 A1, WO 2007/042309 Al,
WO 2008/047242 A1, W0O2012/092612 Al, Cotner, Hemler et al. 1981; Ausiello,
Urbani et al. 2000; Lande, Urbani et al. 2002; de Weers, Tai et al. 2011; Deckert, Wetzel
et al. 2014; Raab, Goldschmidt et al. 2015; Eissler, Filosto et al. 2018; Roepcke, Plock
et al. 2018; va Schooten 2018.

Céc khang thé CD38 ¢6 thé anh huong dén té bao khéi u biéu hién CD38 bing
mdt hodc nhiéu trong s6 cac co ché hoat dong sau day: do gay doc té bao phu thude vao
b thé (CDC), gay doc t& bao do té bao gdy ra phu thude vao khéng thé (ADCC), thue
bao do té bao phu thudc khang thé (ADCP), chét té bao theo chuong trinh, trogocytosis,
lam khuyét t& bao e ché mién dich va diéu bién hoat tinh enzym (van de Donk, Janmaat

et al. 2016; Krejcik, Casneuf et al. 2016; Krejcik, Frerichs et al. 2017; Chatterjee,

2
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Daenthanasanmak et al. 2018; van de Donk 2018). Tuy nhién, vao nam 2014, duoc dé
xudt rang, khong c¢6 khang thé CD38 duoc md ta ma c6 thé cam tng CDC, ADCC,
ADCP hiu qua ciing nhu @c ché hidu qua hoat tinh enzym CD38 (Lammerts van
Bueren, Jakobs et al. 2014).

Viée t8i wu hoa chirc ning tac dong c6 thé cai thién hiéu qua clia khéng thé diéu
tri d& didu tri ung thu hodc cac bénh khac, vi du, dé cai thién kha nang ctia khang thé dé
goi ra dap tmg mién dich véi té bao biéu hién khang nguyén. Cac nd luc nay duoc mo
ta ¢, vi duy, WO 2013/004842 A2; WO 2014/108198 Al; WO 2018/031258 Al;
Dall'Acqua, Cook et al. 2006; Moore, Chen et al. 2010; Desjarlais and Lazar 2011;
Kaneko and Niwa 2011; Song, Myojo et al. 2014; Brezski and Georgiou 2016;
Sondermann and Szymkowski 2016; Zhang, Armstrong et al. 2017; Wang, Mathieu et
al. 2018.

Bat chép cac no lyc nay va cac nd luc khac trong linh vuc, tuy nhién, can cé

khang thé tri liu CD38 v6i hiéu luc duoc diéu bién.
Ban chit ky thuit ctia sang ché

Sang ché quan tAm dén bién thé ctia khéng thé CD38 C, cu thé 14 bién thé c6 mot
hodc nhiéu dot bién & ving Fe. [t nhit 1a mét trong cac dot bién & gbc twong Gng vé6i
E430, E345 hodc S440 trong chudi ning IgG1 cua ngudi, trong do gbc axit amin dugc
danh sd theo chi s6 EU.

Vi vay, theo mot khia canh, sang ché dé cap dén bién thé khang thé gan két voi
CD38 cia ngudi, bién thé khang thé chira

(a)  ving gin két khang nguyén chita VH CDR1 ¢6 trinh ty nhu néu trong
SEQ ID NO:2, VH CDR2 ¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO:3, VH
CDR3 c¢6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO:4, VL CDRI c¢6 trinh ty nhu
néu trong SEQ ID NO:6, VL. CDR2 ¢6 trinh tu AAS, va VL CDR3 ¢6
trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO:7, va

(b)  vung Fc bién thé chtra dot bién & mot hodc nhidu gde axit amin duge chon
tir nhém tuong Gng vai E430, E345 va S440 & chudi nang IgG1 cta nguoi,

trong d6 gde axit amin duge ddnh s6 theo chi s6 EU.
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Theo mot khia canh, sang ché d& cép dén bién thé khang thé gan két véi CD38
cla ngudi, bién thé khang thé nay chira
(a)  chudining chira ving VH chita VH CDR1 ¢6 trinh ty nhu néu trong SEQ
ID NO:2, VH CDR2 c¢¢ trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO:3, VH CDR3
¢6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO:4 va vung IgG1 CH ctia nguoi voi
d6t bién & mot hodc nhibu trong sb E430, E345 va S440, gbe axit amin
duoc danh sd theo chi s6 EU;

(b)  chudi nhe chita ving VL chtta VL CDR1 ¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ
ID NO:6, VL. CDR2 ¢6 trinh tw AAS, va VL CDR3 c¢¢ trinh ty nhu néu
trong SEQ ID NO:7.

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén bién thé khang thé gin két voi CD38
ctia ngudi, bién thé khang thé nay chia
(a)  chudining chira ving VH chira SEQ ID NO:1 va vang [gG1 CH ctia nguoi
v6i dot bién & mot hodc nhidu trong sb E430, E345 va S440, trong d6 viée
danh sé gbc axit amin theo chi s6 EU, va

(b)  chudi nhe chira VL chtra SEQ ID NO:5.

Theo mdt khia canh, sang ché dé cdp dén axit nucleic phan 14p ma hoa bién thé

khang thé theo khia canh hodc phuong 4n bat ky trong ban mé ta nay.
Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén vecto biéu hién chira axit nucleic nay.

Theo mot khia canh, sdng ché dé cép dén t€ bao chu tai to hop ma san xuit bien

thé khang thé theo khia canh hodc phuong an bét ky trong ban mo ta nay.

Theo mot khia canh, sang ché d& cap dén phuong phép san xudt bién thé khang
thé theo khia canh hodc phuong 4n bat ky trong ban mé ta ndy, bao gdm nudi cay té bao
chu tai t6 hop nay trong méi truong nudi ciy va trong diéu kién thich hop dé san xuat
bién thé khang thé.

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén phuong phap ting chirc néng téc dong
cta khang thé me chtra ving Fc va ving ghn két khang nguyén gan két voi CD38,

phuong phép nay bao gbm dua vao ving Fe dot bién & mot hodc nhidu gbc axit amin
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dugc chon tr nhom tuong Gng véi E430, E345, va S440 ¢ vung Fc cia chudi nang [gG1

cua nguoi, trong do goc axit amin dugce danh so6 theo chi s6 EU;

trong d6 ving gan két khang nguyén chita VH CDRI c¢6 trinh tu nhu néu trong
SEQ ID NO:2, VH CDR2 c¢6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO:3, VH CDR3 c6 trinh
tu nhu néu trong SEQ ID NO:4, VL. CDR1 ¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO:6, VL
CDR2 ¢6 trinh ty AAS, va VL CDR3 ¢¢ trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO:7.

Theo m6t s6 phuong an cta khia canh duge mé ta trong ban md ta ndy, dot bién
o mot hoac nhiéu géc axit amin dugc chon tir nhom bao g@)m E430G, E345K, E4308,
E430F, E430T, E345Q, E345R, E345Y, S440Y va S440W, nhu, vi du, E430G.

Theo mét khia canh, séng ché d& cap dén phuong phap san xuét bién thé cta
khéng thé me chira ving Fc va viing gén két khang nguyén gin két voi CD38, bién thé
¢6 tac dong chirc nang tang khi so sénh véi khang thé me, phuong phép nay bao gém

(a) dua vao vung Fe dot bién & mot hodc nhiéu gdc axit amin duoc chon tir nhém
tuong Gmg v6i E430, E345, va S440 & ving Fe ciia chudi nang 1gG1 cua ngudi dé thu
duoc bién thé khang thé, -

(b) lwa chon bién thé khang thé bat ky c6 chiic ning tac dong tang khi so sanh

v6i khang thé me, va
(c) san xudt bién thé khang thé nay & té bao chu tai t6 hop,

trong d6 ving gin két khang nguyén chita VH CDR1 ¢6 trinh tu nhu néu trong
SEQ ID NO:2, VH CDR2 ¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO:3, VH CDR3 ¢¢ trinh
tu nhu néu trong SEQ ID NO:4, VL CDRI1 ¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO:6, VL
CDR2 ¢6 trinh tr AAS, va VL CDR3 c¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO:7.

Theo mét khia canh, séng ché dé cép dén khang thé thu dugc hodc c¢6 thé thu
dugc bang phuong phap nay.

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén dugc phim chira bién thé khang thé
nhu duoc xac dinh theo khia canh hodc phuong 4n bt ky trong ban mé ta nay, va chat
mang duogc dung.

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén bién thé khang thé theo khia canh hoédc
phuong an bat ky trong ban mé ta nay dé st dung lam thudc.

5
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Theo mdt khia canh, sang ché dé cap dén bién thé khang thé theo khia canh hodc
phuong 4n bét k¥ trong ban mé ta nay dé str dung trong viée didu tri bénh bao gdm té

bao biéu hién CD38.

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén bién thé khang thé theo khia canh hoac
phuong 4n bat ky trong ban mé ta nay dé st dung trong viée cam tmg dap tmg CDC

chéng khéi u chira té bao biéu hién CD38.

Theo mdt khia canh, séng ché @& cap dén bién thé khang thé theo khia canh hodc
phuong 4n bat ky trong ban md ta nay dé st dung trong viéc didu tri hodc ngin ngira

bénh ung thu & dbi tuong chura té bao biéu hién CD38 cua nguoi.

Theo mdt khia canh, séng ché dé cap dén bién thé khang thé theo khia canh hoac
phuong 4n bit ky trong ban md ta nay dé sir dung trong viéc didu tri hodc ngan ngra

viém khép dang thép.

Theo mdt khia canh, séng ché d& cap dén phuong phép didu tri bénh chira té bao
bidu hién CD38, bao gdm sir dung bién thé khang thé theo khia canh hogc phuong 4n
bat ky trong ban mo ta ndy cho bénh nhan can diéu tri, tiy ¥ 1a trong do bién thé khang
thé hodc duge phdm duoe st dung v6i lugng ¢ hidu qué diéu tri va/hodc trong thoi gian
da dé didu tri bénh.

Céc khia canh va phuong an nay va cac khia canh va phuong an khac theo sang

ché duge mo ta chi ti€t hon & dudi.
Mo ta van tat cac hinh vé

Fig. 1 thé hién cin chinh trinh tu axit amin stt dung phan mém Clustal 2.1 cho
cac doan IgGlm(a), IgGlm(f), IgG2, IgG3 va IgG4 Fc cua nguoi tuong ung voi g
P247 dén K447 & chudi nidng IgG1 cta ngudi, trong d6 gbc axit amin duge danh sb theo
chi 6 EU nhu néu trong Kabat. Trinh tu axit amin dugc thé hién tuong tmg véi gbe 130
dén 330 & ving hing dinh chudi ning cta bién thé alen ctia IgG1m(za) chi dinh IgG1
ctia nguoi (SEQ ID NO:64; truy nhap UniProt s6 P01857), IgG1m(f) (SEQ ID NO:65),
IgG1m(z) (SEQ ID NO:66), IgG1m(a) (SEQ ID NO:67) va IgG1m(x) (SEQ ID NO:68);
gbe 126 dén 326 cta ving hing dinh chudi ning IgG2 (SEQ ID NO:79; truy nhép
UniProt s6 P01859); gdc 177 dén 377 clia ving hing dinh chudi ndng IgG3 (SEQ ID
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NO:80; truy nhap UniProt s6 P01860), va gbc 127 dén 327 ctia ving hang dinh chudi
ning IgG4 (SEQ ID NO:81; truy nhap UniProt s6 P01861).

Fig. 2 thé hién su gn két ctia bién thé khang thé CD38 IgG1-A-E430G, IgG1-B-
E430G va IgG1-C-E430G véi té bao NALM16 bidu hién CD38 so v6i khéng thé CD38
IgG1-A, IgG1-B, IgG1-C va khang thé dbi chimg isotyp. Chi tiét hon, xem vi du 2.

Fig. 3 thé hién su gén két ctia bién thé khang thé CD38 IgG1-A-E430G, IgG1-B-
E430G va IgG1-C-E430G véi CD38 duge bidu hién trén PBMC ciia khi cynomolgus
(A) hoic té bao Daudi biéu hién ) luong ban sao cao ciia CD38 cua nguoi (B) so véi

khang thé d6i ching isotyp. Chi tiét hon, xem vi du 2.

Fig. 4 thé hién ty 1& phan tram phén giai do bién thé khang thé CD38 IgG1-A-
E430G, IgG1-B-E430G va IgG1-C-E430G ctia dong t& bao khéi u Ramos (A), Daudi
(B), Wien-133 (C), NALM-16 (D), REH (E), RS4;11 (F), U266 (G) va RC-K8 (H) gay
ra & thir nghiém CDC khi so sanh v¢i khang thé CD38 IgG1-A, IgG1-B va IgG1-C. Chi

tiét hon, xem vi du 3.

Fig. 5 thé hién hidu qua cta bién thé khang thé CD38 IgG1-A-E430G, 1gG1-B-
E430G va IgG1-C-E430G v6i s luong té bao NK sdng (A), té bao T (B) va té bao B
(C) & thir nghiém CDC duoc tién hanh trén toan bd mau khi so sanh véi khéng thé CD38
IgG1-A, IgG1-B va IgG1-C. Chi tiét hon, xem vi du 3.

Fig. 6 thé hién ty 1& phan trdm phan giai ctia t& bao Daudi do bién thé khéng thé
CD38 IgG1-A-E430G, 1gG1-B-E430G va IgG1-C-E430G gay ra & thit nghiém ADCC
giai phdng crom khi so sanh voi khang thé CD38 IgG1-A, IgG1-B, IgG1-C va khéng
thé d6i chimg isotyp. Chi tiét hon, xem vi du 4.

Fig. 7 thé hién lién két ngang FeyRIlla phu thude vao lidu luong clia bién thé
khang thé CD38 IgG1-A-E430G, IgG1-B-E430G va IgG1-C-E430G & thi nghiém chi
thi ADCC khi so sanh véi khang thé CD38 IgG1-A, IgG1-B, IgG1-C va khang thé dbi
chung isotyp. Chi tiét hon, xem vi du 4.

Fig. 8 thé hién hiéu qua cua bién thé khang theé CD38 IgG1-A-E430G, IgG1-B-
E430G va IgG1-C-E430G lén ty 1€ phan tram ctia dai thue bao PKH-29%, CD14P va
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CD19"¢ & thir nghiém ADCP khi so sanh v6i khang thé CD38 [gG1-A, IgG1-B, 1gG1-
C va khang thé d6i chimg isotyp. Chi tiét hon, xem vi du 5.

Fig. 9 thé hién ty 18 phan tram phén giai do bién thé khang thé CD38 IgG1-A-
E430G, IgG1-B-E430G va IgG1-C-E430G ctia dong té bao khéi u Ramos (A), Daudi
(B, C), Wien-133 (D, E) va NALM-16 (F, G) gdy ra & thir nghiém chét theo chuong
trinh duoc tién hanh véi (C, E, G) hoic khong ¢ khang thé lién két ngang Fc (A, B, D,
F), khi so sanh vé6i khang thé CD38 IgG1-A, IgG1-B, IgG1-C va khang thé doi chung
isotyp. Chi tiét hon, xem vi du 6.

Fig. 10 minh hoa hoat tinh enzym ctia CD38.

Fig. 11 thé hién hiéu luc cta bién thé khang thé CD38 1gG1-A-E430G, [gG1-B-
E430G va IgG1-C-E430G vdéi hoat tinh xyclaza cia HisCD38 (A), té bao Daudi (B) va
té bao Wien-133 (C) duoc phan anh boi chuyén ddi % NDG theo thoi gian, so véi khang
thé CD38 IgG1-A, IgG1-B, IgG1-C va khang thé d6i chimg isotyp.

Fig. 12 thé hién hiéu luc ctia bién thé khang thé CD38 IgG1-A-E430G, 1gG1-B-
E430G va IgG1-C-E430G véi biéu hién CD38 trén té bao Daudi sau 45 phit déng nudi
chy véi dai thue bao so v6i khang thd CD38 IgG1-A, IgG1-B, 1gG1-C va khang thé dbi
chtng isotyp. Dai thuc bao tir thé cho A (A, B) hoic thé cho B (B, D) va té bao opsonin
hoa khang thé duoc thir nghiém cho biéu hién CD38 (A, B) hoic nhudém IgG cuia ngudi
(C, D).

Fig. 13 thé hién hiéu luc ctia bién thé khang thé CD38 IgG1-B-E430G va [gG1-
C-E430G v6i bidu hién CD38 trén té bao diéu hoa T ¢ hodc khong ¢ PBMC, so voi
IgG1-B.

Fig. 14 thé hién ty 16 phan trim phan giai do bién thé khang thé CD38 IgG1-A-
E430G (hinh tam giac dic), IgG1-B-E430G (hinh tron dic) va IgG1-C-E430G (hinh
vudng dic) ctia cac dong & bao khdi u té bao B khac nhau gdy ra ¢ thr nghiém CDC
khi so sanh v6i khang thé CD38 IgG1-B (hinh tron rdng) va khéng thé ddi chimg isotyp
(hinh kim cuong rdng). Chi tiét hon, xem vi du 3.

Fig. 15 thé hién tom tit mot sb gid tri EC50 mo ta trong bang 4. Gia tri EC50 cua
CDC do khéng thé IgG1-B, IgG1-B-E430G va IgG1-C-E430G géy ra trén 20 dong té
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bao khdi u té bao B khac nhau duoc thé hién. Mbi hinh vuéng, hinh tam gidc hay hinh
tron 13 dong té bao khdi u té bao B khac nhau. Gia trj EC50 thu duge véi dong té bao
AML khéng duoc bao gdm vi IgG1-B-E430G khong dugc thir nghiém trén dong té bao
AML.

Fig. 16 thé hién ty 16 phan tram phan giai do bién thé khéng thé CD38 IgG1-C-
E430G (hinh tron dic) gy ra cia cac dong té bao khdi u AML khac nhau trong thir
nghiém CDC khi so sanh v&i khang thé CD38 IgG1-B (hinh tron rdng) va khang thé déi
chung isotyp (hinh vudng déc). Chi tiét hon, xem vi du 3.

Fig. 17 thé hién ty 16 phan trim phan giai do bién thé khéng thé CD38 IgG1-B-
E430G (hinh tron dac) va IgG1-C-E430G (hinh vudng dic) gy ra ctia té bao diéu hoa
T trong thir nghiém CDC khi so sanh véi khang thé CD38 IgG1-B (hinh tron rong). Chi

tiét hon, xem vi du 3.

Fig. 18 thé hién ty 18 phan trdm phén giai cua té bio Daudi, Wien-133, Granta
519 va MEC-2 do bién thé khang thé CD38 IgG1-B-E430G, 1gG1-C-E430G giy ra
trong thir nghiém ADCC giai phéng crom khi so sanh voi khang thé CD38 IgG-B, IgG1-
C va IgG1-b12-E430G. Chi tiét hon, xem vi du 4.

Fig. 19 thé hién lién két ngang FeyRlIIla phu thudc vao liéu luong cta bién the
khang thé CD38 1gG1-A-E430G, IgG1-B-E430G va IgG1-C-E430G ¢ thir nghiém chi
thi ADCC véi t& bao didu hoa T khi so sanh véi khang thé CD38 IgG1-A, IgG1-B, IgG1-
C va khang thé d6i ching isotyp. Chi tiét hon, xem vi du 4.

Fig. 20 thé hién kich ¢& khdi u (mm?) & chudt duoc diéu tri béng bién thé khang
thé CD38 IgG1-C-E430G hoic PBS (dbi chimg 4m). Chi tiét hon xem vi du 9.

Fig. 21 minh hoa thiét 14p thi nghiém dé do trogocytosis. 1) Té bao Daudi dugc
dugc gén nhin bang PKH-26 (nhudm mang) va té bao vét tim (nhudm bao twong) va
opsonin héa véi khang thé CD38. 2) Té bao Daudi duoc gén nhan va dai thue bao dugce
u trong 2h & 37°C dé cho phép gin dai thuc bao. 3) Chuyén mang té& bao hogc
trogocytosis tir t& bao Daudi sang dai thuc bao. 4) Tach rdi twong tac gitta dai thuc bao-

Daudi va suy thoai mang té bao Daudi trong dai thuc bao. Chi tiét hon xem vi du 8.
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Fig. 22 thé hién tinh gdy doc t& bao qua trung gian bo thé bai IgG1-C-E430G
hozc Darzalex® trong té bio don nhan tiy xwong tir 3 bénh nhan MM méi duge chan
doén (A, B va D) va 1 bénh nhan MM tai phat/khang (C).

M5 ta chi tiét sang ché

Trong viéc md ta cac phuong an sang ché, thuat ngft s& duoc st dung dé lam rd
rang hon. Tuy nhién, sang ché khong duoc du dinh gidi han ¢ thudt nglt cu thé duoc lua
chon, va chic chin réng mdi thuat ngit cu thé bao gém tAt c4 cac twong duong k¥ thuat

hoat ddng theo cach tuong tu dé hoan thanh muc dich tuong tu.
Dinh nghia

Nhu duge str dung trong ban mo ta nay, thudt nglt “CD38” ndi chung la dung dé
chi CD38 ctia ngudi (UniProtKB - P28907 (CD38 HUMAN)) c¢6 trinh tu dugc néu
trong SEQ ID NO:38, ma con ¢6 thé, trir khi bi mau thuin boi ngit canh, dé chi cac bién
thé, ddng dang va cac gen truc giao cia n6. Cac bién thé ciia CD38 cta ngudi c6 dot
bién S274, Q272R, T237A hodc D202G dugc md ta trong WO 2006/099875 Al va WO
2011/154453 Al.

Thuét ngir “globulin mién dich” ding dé chi 16p glycoprotein lién quan vé chu
tric gdm hai cap chudi polypeptit, mot cip chudi khdi lugng phan tir nhe (L) va mot cap
chudi ning (H), tit ca bdn chudi déu lién két v&i nhau bang lién két disulfua. Cau tric
ctia globulin mién dich da duogc dic trung. Xem vi du Fundamental Immunology Ch. 7
(Paul, W., ed., 2nd ed. Raven Press, N.Y. (1989)). N6i m6t cach ngan gon, mdi chudi
ning thong thudng gdm ving bién ddi chudi ning (VH) va ving hing dinh chudi nang
(CH). Thong thuong ving CH gdm ba mién, CH1, CH2, va CH3. Cac chudi nang dugc
két néi v6i nhau thong thuong thong qua lién két disulfua trong céi goi 1a “viing ban 1&”.
MOi chudi nhe thong thudong gém ving thay déi chudi nhe (VL) va ving hing dinh
chudi nhe, thong thudng cai sau gdbm mot mién, CL. Ving VH va VL con ¢6 thé duogc
chia thanh c4c ving c¢6 tinh siéu bién (hodc cdc ving sidu bién c6 thé siéu bién trong
trinh ty va/hodc dang ctia cac vong ldp duoc xac dinh cAu tric), con duge goi 1a ving
x4c dinh tinh bd trg (CDR), xen k& v6i cac vung dugc bao tdn nhiéu hon, duoc goi la
ving khung (FR). M&i ving VH va VL théng thuong gdm ba CDR va bén FR, duoc
sap xép tir dau tAn amino dén dau tan carboxy theo tht tu sau diy: FR1, CDR1, FR2,

10
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CDR2, FR3, CDR3, FR4 (xem thém Chothia and Lesk J. Mol. Biol. 196, 901 917
(1987)).

Tri khi duoc néu khac hosc mau thudn véi ngit canh, trinh ty CDR trong ban mé
ta nay dugc xac dinh theo quy tic IMGT su dung DomainGapAlign (Lefranc MP.,
Nucleic Acids Research 1999; 27: 209-212 va Ehrenmann F., Kaas Q. and Lefranc M.-
P. Nucleic Acids Res., 38, D301-307 (2010); xem thém dia chi internet http

www.imgt.org/.

Tru khi duoc néu khac hodc mau thuin véi ngit canh, tham chiéu t61 vi trf axit
amin trong ving CH hosc Fc/mién Fe theo séng ché 1a theo cach danh sé EU (Edelman
et al., Proc Natl Acad Sci US A. 1969 May; 63 (1): 78-85; Kabat et al., Sequences of
proteins of immunological interest. Sth Edition - 1991 NIH Publication No. 91-3242).
Géc axit amin trong CH ctia isotyp khac voi IgG1 cua nguoi ¢b thé, tuy nhién, theo cich
khac dugc chi boi vi trf axit amin twong Gng trong chudi nang IgG1 kiéu dai ctia ngudi
trong d6 gbe axit amin dugc danh sb theo chi sé EU. Cu thé 13, vi trf axit amin tuong
ung co thé duogc xéc dinh nhu duoc minh hoa trén Fig. 1, tuc la, béng cach (a) can chinh
trinh tu axit amin ctia ving hing dinh khong phai IgG1 (hodc manh ctia n6) véi trinh tu
axit amin ctia chudi nang IgG1 ctia ngudi (hodc manh cua nd) trong dé gbc axit amin
dugc danh sb theo chi sé EU, va (b) x4c dinh vi tri axit amin ndo trong chudi ning IgG1
gbc axit amin thang hang véi. Theo d6, trong ban mé ta ndy vi trf cua gbc axit amin nay
c6 thé duoc goi la “géc axit amin & vi tri twong Ung v4i”, theo sau 1a vi tri axit amin
trong chudi nang IgG1 kiéu dai ctia ngudi duge danh 36 theo chi s6 EU. Khi dung dé
chi mét hodc nhiéu sd vi tri axit amin khac nhau, trong ban mé ta nay né cé thé duoc
goi la “dot bién & mot hodc nhiu géc axit amin & vi tri duoc chon tir nhém gdm vi tri
tuong ung voi”,“dot bién & mot hoic nhiéu géc axit amin O vi tri twong ing v6i” hoac
don gian la “ddt bién & mot hodc nhiéu géc axit amin duoc chon tr nhdm tuong Ung
v6i”, theo sau 14 hai hodic nhidu vi tri axit amin (vi du, E430, E345 va S440) trong chudi

nang IgG1 kiéu dai ctia ngudi, trong d6 gbc axit amin duoc danh s6 theo chi s6 EU.

Thuét nglt “vung ban 18” nhu duoc st dung trong ban mo ta ndy 1a du tinh dé chi
vung ban 1& cua chudi nang globulin mién dich. Do d96, vi du viing ban 16 cua khang thé

IgG1 cua ngudi twong Gng voi axit amin 216-230 theo cdch danh s6 EU.

11
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Thudt ngft “ving CH2” hodc “mién CH2” nhu duge st dung trong ban mo ta nay
1a du tinh & chi ving CH2 ctia chudi ning globulin mién dich. Vi vy, vi du ving CH2
ctia khéng thé IgG1 clia ngudi tuong Gng véi axit amin 231-340 theo cach danh sé EU.
Tuy nhién, ving CH2 ciing ¢6 thé 1a bit ky trong s6 cac kiéu phu khac nhu duge mb ta

trong ban mo ta nay.

Thuét ngt “ving CH3” hodc “mién CH3” nhu duoc st dung trong ban md ta nay
1a du tinh @& chi ving CH3 ctia chudi ning globulin mién dich. Vi vay, vi du ving CH3
ctia khang thé IgG1 clia ngudi twong (mg v6i axit amin 341-447 theo céch danh sé EU.
Tuy nhién, ving CH3 cfing ¢6 thé 1a bét ky trong sb céc kiéu phu khac nhu duge mo ta

trong ban mo ta nay.

Thuét ngtt “khang thé” (Ab) theo ngit canh cta sang ché dung dé chi phan ti
globulin mién dich, manh cua phan tr globulin mién dich, hodc dan xudt cia mot trong
hai, ¢6 kha ning lién két dac hiéu v6i khang nguyén. Khang thé theo sang ché chira mién
Fc cta globulin mién dich va ving gin két khang nguyén. Khang thé thuong chira hai
ving CH2-CH3 va ving két ndi, vi dy, ving ban 18, vi du it nhét 1a mién Fe. Vi vay,
khéng thé theo sang ché c6 thé chira ving Fc va ving gin két khang nguyén. Cac ving
bién ddi ctia nang chudi va nhe cta globulin mién dich phan tir chita mot mién lién két
tuong tac véi mot khang nguyén. Cac ving dinh nghia hodc “Fc” ctia khang thé c6 thé
lam trung gian cho su gén két ctia globulin mién dich dé luu trir mo hodc céc yéu td, bao
gbm céc t& bao khéac nhau cta hé théng min dich (nhu té bao tic dong) va cac thanh
phan cta hé théng bd sung nhu Clgq, thanh phan th{ nhit trong con dudng cb dién ctia
hoat dong bd sung. Nhu duoc str dung trong ban mo ta ndy, trir khi ¢6 mau thuan véi
ngft canh, ving Fc cia globulin mién dich thong thuong chita it nhit 1a mién CH2 va
mién CH3 ctia CH globulin mién dich, va c6 thé chira vung két ndi, vi du, vung ban 2.
Ving Fe thong thuong & dang dime hda thong qua, vi dy, cac cdu ndi disulfua két nbi
hai viing ban 18 va/hodic céc tuong tac khong cong hda tri gilta hai ving CH3. Dime ¢6
thé 1a dime cung loai (trong d6 hai trinh ty axit amin monome ving Fc gidng nhau) hodc
dime khdc loai (trong do hai trinh tu axit amin monome vung Fc khac biét & mot hodc
nhiéu axit amin). Tt hon 13, dime 14 dime cting loai. Manh ving Fc ctia khang thé chiéu
dai ddy du, vi du, duoc tao ra bing céch phén tich khang thé chiéu dai ddy du véi papain,
1a da biét ¢ linh vuc nay. Khang thé nhu dugc dinh nghia trong ban mé ta nay c6 thé,

12
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ngoai ving Fe va viing gan két khang nguyén, con chira mét hodc ca hai ving CHI1
globulin mién dich va ving CL. Khang thé ciing c¢6 thé 1a khéng thé da dic higu, nhu
khang thé dac hidu kép hodc phén tir tuong tu. Thuét ngft “khang thé dac Hiéu kép” dung
dé chi khéng thé ¢6 tinh ddc hidu cho it nhit 1a hai epitop khac nhau, thong thuong khong
chdng chéo. Cac epitop nay cé thé nam trén ciing mot dich hodc cac dich khac nhau.
Néu epitop nam trén cac dich khac nhau, cac dich nay ¢6 thé ndm trén cung mot té bao
hodc céc té bao hodc cac loai t& bao khac nhau. Nhu duoc chi ra & trén, trir khi ¢6 quy
dinh khac hodc trai 16 rang v6i ngit canh, thudt ngit khang thé trong ban m ta nay bao
gém ménh ctia khang thé ma chia it nhat 13 mdt phan ctia vimg Fe va giit lai kha ning
gén két dic hidu v6i khang nguyén. Cc manh nay c¢6 thé dugc cung cap boi k§ thuat da
biét bt ky, nhu phan tach enzym, tdng hop peptit va k§ thuat biéu hién tai t6 hop. Puoc
thé hién ring chirc nang lién két khang nguyén ctia khang thé c6 thé dugce thuc hién boi
manh khang thé chidu dai ddy du. Vi du vé cdc manh gin két duge bao gém trong thuat
ngit “Ab” hodc “khang thd” bao gdm, khong gisi han, khang thé don gia (dwoc md ta
trong WO2007059782 bdi Genmab); khang thé chudi ning, chi gém hai chudi ning va
¢6 trong tu nhién vi du & lac da (vi du, Hamers-Casterman (1993) Nature 363: 446);
ThioMabs (Roche, W02011069104), mién dugc thiét ké trao d6i chudi (SEED hozc
Seed-body) khong dbi ximg va phén tir giéng khang thé dic hi¢u kép (Merck,
WO02007110205); Triomab (Pharma/Fresenius Biotech, Lindhofer et al. 1995 J
Immunol 155: 219; W02002020039); FcAAdp (Regeneron, WO2010151792),
Azymetric Scaffold (Zymeworks/Merck, WO02012/058768), mAb-Fv (Xencor,
W02011/028952), Xmab (Xencor), globulin midn dich mién bién déi kép (Abbott,
DVD-Ig, patent My s& 7,612,181); khang thé hai dau mién kép (Unilever; Sanofi
Aventis, W020100226923), Di-diabody (ImClone/Eli Lilly), dinh dang khang thé
Knobs vao 16 (Genentech, WO9850431); DuoBody (Genmab, WO 2011/131746); IgG1
va IgG2 ddc hiéu kép (Pfizer/Rinat, WO11143545), DuetMab (Medlmmune,
US2014/0348839), dinh dang khang thé diéu khién tinh dién (Amgen, EP1870459 va
WO 2009089004; Chugai, US201000155133; Oncomed, WO2010129304A2); IgG1 va
IgG2 dic hiéu kép (Rinat neurosciences Corporation, WO11143545), CrossMADs
(Roche, WO2011117329), LUZ-Y (Genentech), Biclonic (Merus, WO2013157953),
khéang thé mién nhim dich kép (GSK/Domantis), khang thé hai trong mot hodc Fabs
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hoat tinh kép nhan dién hai dich (Genentech, Novimmune, Adimab), Mabs lién két chéo
(Karmanos Cancer Center), mAbs dung hop cong hoa tri (AIMM), CovX-body
(CovX/Pfizer), FynomAbs (Covagen/Janssen ilag), DutaMab (Dutalys/Roche), iMab
(MedImmune), dic hiéu kép gidng IgG (ImClone/Eli Lilly, Shen, J., et al. J Immunol
Methods, 2007. 318 (1-2): ‘p. 65-74), TIG-body, DIG-body va PIG-body (Pharmabcine),
phan tir tai nhim dich 4i luc kép (Fe-DART hoic Ig-DART, bdi Macrogenics,
WO0/2008/157379, WO0/2010/080538), BEAT (Glenmark), Zybodies (Zyngenia),
phuong phép tiép cin véi chudi nhe chung (Crucell/Merus, US7262028) hodc chudi
nang chung ((kABodies by Novimmune, W02012023053), cling nhu protein dung hop
chtra trinh tu polypeptit dugc dung hop voi manh khéang thé chira ving Fc gidng thé
dung hop scFv, nhu BsAb cta ZymoGenetics/BMS, HERCULES cua Biogen Idec
(US007951918), SCORPIONS cta Agricultural  BioSolutions/Trubion  va
Zymogenetics/BMS, Ts2Ab (MedImmune/AZ (Dimasi, N., et al. ] Mol Biol, 2009. 393
(3): p. 672-92), thé dung hop scFv ctia Genentech/Roche, thé dung hop scFv cua
Novartis, thé dung hop scFv ctia Immunomedics, thé dung hop scFv ctia Changzhou
Adam Biotech Inc (CN 102250246), TvAb ctia Roche (WO 2012025525, WO
2012025530), mAb? ctia f-Star (W02008/003116), va thé dung hop scFv kép. Can hiéu
rang thuét ngft khang thé, trir khi dugc chi dinh khéc, bao gdm khang thé don dong (nhu
khang thé don dong ctia ngudi), khang thé da dong, khang thé kham, khang thé duoc
lam giéng nhu cha ngudi, khang thé don dic hidu (nhu khang thé don dic hidu héa tri
hai), khang thé dic hidu kép, khang thé cia isotyp va/hodc allotyp bét ky; hdn hop khang
thé (da dong tai to hop) vi du dugc tao ra boi cong nghé do Symphogen va Merus khai
thac (Oligoclonics), protein Fc dang multime nhu duge mo ta trong WO2015/158867,
va protein dung hop nhu dugc mo ta trong W0O2014/031646. Trong khi cdc manh va
dang khang thé khac nhau nay thuong dugce bao gbm trong nghia ctia khang thé, ching
n6i chung va mdi dde 1ap 1a déc tinh riéng biét clia sang ché, thé hién céc dac tinh sinh
hoc va tién ich khac nhau.

“Khang thé CD38” hodc “khang thé khang CD38” nhur duge md & trong ban md
ta nay 1a khang thé ma gén két ddc hiu véi khang nguyén CD38.

Thudt ngtt “khang thé cua nguoi”, nhu duge str dung trong ban md ta nay, duge

du tinh bao gdm khéng thé c6 ving bién dbi va hing dinh bat ngudn tir trinh ty globulin
14
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mién dich dong mam cta ngudi. Khang thé cta nguoi theo sang ché ¢é thé bao gém cac
gbe axit amin khong duge mi hoa béi trinh ty globulin mién dich dong mam ctia nguoi
(vi du, bién, chén hoic 1am khuyét duoc dua ra bai dot bién ngau nhién hodc dac hiéu
vi tri in vitro hodc bdi dot bién soma in vivo). Tuy nhién, thudt nglt “khang thé cua
ngudi”, nhu dugce st dung trong ban md ta nay, khong du tinh bao gdm khéng thé, trong
d6 céc trinh tw CDR ¢ ngudn gbe tir dong mam ctia cac loai dong vat c6 vi khic, nhu

chudt, dugc ghép vao trinh tu khung cta nguoi.

Céc thuat ngft “khang thé don dong”, “Ab don dong”, “hop phan khang thé don
dong”, “mAb”, hodc twong tu, nhu dugc st dung trong ban mo ta nay dung dé chi ché
pham ctia phén tir Ab ctia hop phan don phan tir. Ché pham khang thé don dong hién thi
tinh dac hiéu lién két don va 4i luc cho epitop cu thé. Theo do, thuat ngit “khang thé don
dong ctia ngudi” ding dé chi Ab hién thi mot dic hiéu gin két ma c6 ving bién doi va
hing dinh ¢6 ngudn gbe tir trinh tw globulin mién dich dong mam ctia ngudi. mAb ctia
ngudi c6 thé duoc tao ra boi té bao lai bao gdm té bao B thu duoc tir dong vét khong
phai nguoi chuyén gen hodc chuyén nhidm sdc thé, nhu chudt chuyén gen, ¢6 bo gen
chira danh muc chuyén gen chudi ning ctia ngudi va danh muc chuyén gen chudi nhe,

sap xép lai dé tao ra khéng thé chiic ning cia ngudi va hop nhét thanh té bao bat tir.

Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, “isotyp” dé chi dén 16p mién dich
globulin dugc ma hoa bdi cac gen phan vung lién tuc chudi, bao gém, vidy, IgG1, IgG2,
IgG3, 1gG4, IgD, IgA1l, IgA2, IgE va IgM, cling nhu bat ky loai gen nio ctia chting nhu
IgGlm (z), IgGlm (a), [gGlm (x), [gGlm (f) va cac hop tu két hop clia chung nhu
IgGlm (za), IgG1lm (zax), IgGlm (fa), v.v. (vi du, xem, de Lange, Experimental and
Clinical Immunogenetics 1989;6(1):7-17).

Ngoai ra, mdi isotyp chudi ning c thé duoc két hop véi chudi nhe kappa (k)
hodc lambda (1). Thuat ngit “isotyp hon hop” duoc st dung trong ban mé ta nay ding
d chi ving Fe ctia globulin mién dich dugc tao ra bing cach két hop cac ddc tinh cau
tric ctia mdt isotyp vGi ving tuong tu tir isotyp khac nho d6 tao ra isotyp lai. Isotyp hdn
hop cé thé chtra vung Fc ¢ trinh tu gém hai hodc nhiéu isotyp duge chon tlr trinh tu sau
IgGl, 1gG2, IgG3, IgG4, IgD, IgAl, IgGA2, IgE hodc IgM do do tao ra két hop nhu vi
du IgG1/1gG3, IgG1/1gG4, 1gG2/1gG3, 1gG2/IgG4 hodc IgG1/IgA.
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Thuat ngit “khang thé chiéu dai diy du” khi duoc st dung trong ban mo ta nay,
dé chi khang thé (vi du, khang thé me hodc bién thé) chua tit ca cac mién hang dinh va
bién dbi chudi nang va nhe twong tmg véi mién thuong duoc tim thay & khang thé kiéu

dai cua isotyp dang nghién ctru.

“Khang thé don dong don dac hiéu, hoa tri hai chiéu dai day du” khi duoc st
dung trong ban mé ta nay, dé chi khang thé hoa tri hai, don dic hidu (vi du, khang thé
me hozc bién thé) duoc tao ra bai cap HC twong dong va cip LC tuong ddng, véi mién
hing dinh va bién dbi twong tng v&i cac mién thudong duge tim thay trong khang thé
clia isotyp cu thé dang nghién ctru.

bhl [13

Thuat ngft “ving gin két voi khang nguyén”, “ving gén két khang nguyén”,
“ving gin két” hodc mién gin két khang nguyén, nhu duoc st dung trong ban md ta
nay, dung dé chi ving cua khang thé ma c6 kha nang gén két voi khang nguyén. Ving
gén két nay thong thuong duoc xac dinh bang mién VH va VL cta khang thé ma c6 thé
con duge chia nhé thanh ving c6 tinh siéu bién (hodc ving siéu bién cé thé duge siéu
bién & trinh tu va/hodc dang ctia vong lap dugc xac dinh cdu trac), con dugc goi la vung
x4c dinh bd thé (CDR), xen k& voi ving duge bao toan hon, duge goi 1a ving khung

(FR). Khang nguyén c6 thé 1a phén tir bt ky, nhu polypeptit, vi du ¢6 mat & té bao.

Thuét nglt “dich”, nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, dé chi phan tir ma ving
gin két khang nguyén ctia khang thé rang budc. Dich bao gbm khang nguyén bat ky ma
khang thé dugc ning 1én hudng t6i. Thuat ngit “khang nguyén” va “dich” ¢ thé lién
quan dén khéng thé c6 thé duoc sir dung thay thé cho nhau va tao nén ciing mét y nghia

va dich déi véi bat ky canh hodc phuong an nao cua sang che.

Thuét ngft “epitop” ¢6 nghia 1a mot yéu t5 quyét dinh protein c6 kha nang cia
cong cu c6 thé gin két véi mot mién bién dbi khang thé. Epitop thudmg gbém nhom bé
mit cta phan tir nhu axit amin, chudi bén dudmg hodc két hop cta chiing va thuong c6
ddc diém cAu tric ba chibu, cling nhu dic diém tich dién cu thé. Céc epitop cAu hinh va
khéng cAu hinh dugce phén biét & viée gin két véi epitop trude nhung khong véi epitop
sau bi mat khi ¢6 mat dung mdi bién tinh. Epitop c6 thé chua gbe axit amin lién quan
truc tiép voi lién két (con dugc goi 14 thanh phan cé tinh tréi mién dich cua epitop) va

céc goc axit amin khac, khong lién quan truc tiép véi lién ket.
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“Bién thé” nhu dugc sir dung trong ban mé ta nay dung dé chi protein hodc trinh
tur polypeptit ma khac mét hodc nhiéu gbe axit amin véi trinh tw me hodc tham chiéu.
Bién thé c6 thé, vi du, ¢6 d6 twong ddng trinh ty it nhat 1a 80%, nhu 90%, hodc 95%,
hodc 97%, hodc 98%, hoic 99%, véi trinh tu me hodc tham chiéu. Ngoai ra hodc thay
thé, bién thé c6 thé khéc v6i trinh tu me hodc tham chiéu khoang 12 dot bién hodc it
hon, nhu 11, 10,9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2 hodc 1 nhu thé, chén hodc xba géc axit amin. Theo
do, “khang thé bién th&” hoac “bién thé khang thé”, duoc sir dung thay thé cho nhau
trong ban md ta nay, dung dé chi khéng thé khac biét & mot hodc nhiu géc axit amin
khi so sanh véi khang thé me hodc tham chiéu, vi du, & ving gén két khang nguyén,
ving Fe hodc ca hai. Tuong tu nhu vdy, “ving Fc bién thé” hoic “bién thé vang Fc”
ding dé chi viing Fe khéc biét & mot hodc nhidu gde axit amin khi so sdnh véi ving Fe
me hodc tham chiéu, tuy y la khac biét véi trinh ty axit amin ving Fc me hodc tham
chiéu khoang 12 d6t bién hogc it hon, nhu 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 hodc 1 nhu thé,
chén hodc x0a géc axit amin. Vung Fc me hodc tham chiéu thong thuong 1a ving Fe cua
khang thé kiéu dai cua nguoi, tiy thude vao ngit canh, c6 thé 1a isotyp cu thé. Vung Fe
bién thé, & dang dime hoa, c6 thé 1a dime cung loai hodc dime khac loai, vi du, trong d6
mdt trong cdc trinh tu axit amin cta vung Fc dugc dime hda bao gdm dot bién trong khi
cac trinh tu khac giéng v6i trinh ty axit amin kiéu dai cta me hodc tham chiéu. Vi du
clia trinh tu axit amin ving hing dinh IgG bién thé va IgG CH kiéu dai (théng thuémg
12 trinh tu me hodc tham chiéu), bao gém trinh tu axit amin vung Fe, dugc néu trong

bang 1.

Trong ngtt canh cua sang ché, thé bao toan ¢ thé duoc xac dinh 1a thé trong

nhom axit amin sau day:

- Géc axit: Asp (D) va Glu (E)

- Gbc bazo: Lys (K), Arg (R), va His (H)

- Gbc khong tich dién wa nude: Ser (S), Thr (T), Asn (N), va Gln (Q)

- Gbc khong tich dién béo: Gly (G), Ala (A), Val (V), Leu (L), va Ile (I)
- Gbe khong tich dién khong phéan cuc: Cys (C), Met (M), va Pro (P)

- Gbc thom: Phe (F), Tyr (Y), va Trp (W)

Nhém thé gde axit amin bao toan thay thé:
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AST
DE
NQ
RK
ILM
FYW

Phan loai vét 1y va chirc ning thay thé cta gdc axit amin:

vaT

Gbc chita nhom ruou: Sva T

Géc béo: I, L, V, vaM

Géc ¢6 lién quan dén xycloalkenyl: F, H, W, va Y

Géc kinuée: A, C,F, G, H, L L, M,R, T, V, W, va Y

Géc tich dién &m: D va E

Gbc phancuc: C, D, E, H, K, N, Q,R, S, va T

Gbc tich dién duong: H, K, vaR

Gbécnho: A, C,D, G, N, P, S, T, vaV

Gbc rat nho: A, G, va S

Géc lién quan dén sy tao thanh lan luot: A, C, D, E, G, H, K, N, Q, R, S, P,

Gbc linh hoat: Q, T, K, S, G, N, D, E, vaR

“Po tuong dong trinh tw” nhu duge st dung trong ban mod ta ndy dung dé chi

phan tram do tuong ddng gitta hai trinh tu 1a ham cta s6 luong vi tri gibng nhau co

chung bdi céc trinh tu (tire 13, phin tram d6 twong dong = # vi tri gidng nhau /téng # vi

tri x 100), xem xét s0 lugng khoang trong, va chi€u dai ciia moi khoang trong, can duoc

dua cho hang t61 wu cua hai trinh tu. Phén trdm d6 twong dong gitta hai nucleotit hogc

trinh tu axit amin vi du c6 thé duogc x4c dinh béng cach st dung thuit toan cua E. Meyers
va W. Miller, Comput. Appl. Biosci 4, 11-17 (1988) da duoc két hop vao chuong trinh
ALIGN (phién ban 2.0), stt dung bang gbe khéi lugng PAM 120, hinh phat khoang cach

chiéu dai 1a 12 va hinh phat khoang cach 1a 4. Ngoai ra, phan trim d6 twong dong gitta

hai trinh tu axit amin ¢6 thé duoc x4c dinh béng cach str dung thuat toan Needleman and

Wunsch, J. Mol. Biol. 48, 444-453 (1970). Céc cong cu khac dé can chinh trinh tu san
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c¢6 cong khai trén internet va bao gém, khong gi¢i han, Clustal Omega and EMBOSS
Needle trén trang web EMBL-EBI www.ebi.ac.uk. Thong thudng, cac thiét 1ap mac dinh

6 thé duoc st dung.

Trong ngit canh ctia sang ché cac ky hidu sau ddy, trir khi duge chi dinh khac,
dugc str dung dé md ta bién; tén axit amin bi dot bién, theo sau 1a sb lugng vi tri bi dot
bién, tiép theo 14 bién bao gdm. Do d6 néu dot bién 13 phan tir thé, tén cia axit amin thay
thé axit amin duoc bao gém, néu axit amin duoc lam khuyét thi né duoc bidu thi be‘ing
d4u “*”, néu dot bién la axit amin bd sung dugc bb sung duoc bao gém sau axit amin
ban dau. Tén axit amin c¢6 thé 12 md mdt hodc ba chit cai. Do dd, vi du; thé cta axit
glutamic & vi tri 430 bing glyxin dugc goi 1a E430G, thé cua axit glutamic & vi tri 430
béng axit amin bt ky dugce goi 1a E430X, viéc loai bd axit glutamic ¢ vi tri 430 dugc

goi la E430 * va ngoai ra axit glutamic sau prolin ¢ vi tri E430 dugc goi la E430EP.

Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, “t& bao trc ché mién dich” dung dé chi
té bao mién dich c6 thé e ché dap ung mién dich & dbi twong, nhu bang cach e ché
hoat tinh ctia té bao T tac dong va/hodc tc ché su tang sinh té bao T. Vidu vé t€ bao uc
ché mién dich nay bao gdm, nhung khéng gi6i han &, té bao T diéu hoa (Treg), té bao B
didu hoa (Breg) va té bao (e ché gde tuy bao (MDSC). Ngoai ra con ¢6 té bao NK tic
ché mién dich, t& bao NKT, dai thyc bao va té bao trinh dién khang nguyén (APC). Vi
du v& kiéu hinh cho t& bao NK e ché mién dich 1a CD56""CD16",

“Té bao T diéu hoa” hodc “cac Treg” hodc “Treg” dung dé chi lympho bao T ma
diéu hoa hoat tinh cta (c4c) t& bao T khéc va/hodc cac té bao mién dich khac, thuong
béng céach trc ché hoat tinh ctia chung. Vi du vé kiéu hinh Treg la CD3*CD4"CD25"
CD1274m Treg ngoai ra c6 thé bidu hién Foxp3. Puoc danh gia cao rang Treg c6 thé
khong bi gidi han hoan toan dbi voi kiéu hinh nay.

“Té bao T tac dong” hodc “céc Teff” hodc “Teff” dung dé chi lympho bao T thue
hién chirc nang ctia dap tng mién dich, nhu diét té bao khéi u va/hoic hoat héa dap tmg
mi&n dich khang khéi u ma ¢6 thé din dén viéc thanh thai t& bao khdi u khoi co thé. Vi
du céc kidu hinh Teff bao gdm CD3*CD4* va CD3*CD8". Céc Teff c6 thé tiét ra, chita
hodic dénh déu bidu hién nhu IFNy, granzym B va ICOS. Dugc dénh gia cao rang cac

Teff c6 thé khong bi gidi han hoan toan dbi véi cac kiéu hinh nay.
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“Té bao tic ché gde tiy” hodc “cac MDSC” hodc “MDSC” dung dé chi quan thé
cu thé cua té bao cla dong tao mau biéu hién gen danh dau dai thuc bao/bach cau don
nhan CD11b va gen danh diu bach cu hat Gr-1/Ly- 6G. Vi du vé kiéu hinh MDSC la
CD11b"HLA-DR"CD14°CD33"CD15%. MDSC théng thuong ciing thé hién biéu hién
thip hoic khong thé phat hién ctia gen danh diu té bao trinh dién khdng nguyén thanh
thuc MHC Class II va F480. MDSC 1a t& bao chua thanh thuc cia dong tiy va c6 thé
con biét hoa thanh céac loai té bao khac, nhu dai thuc bao, bach cau trung tinh, té bao
dudi gai, bach cau don nhan hoic bach cdu hat. MDSC c¢6 thé duge tim théy mot cach
tu nhién trong tuy xuong nguoi 16n binh thudng ctia nguoi va dong vat hodac & vi tri tao

mau thong thuong, nhu 14 lach.

“Té bao B didu hoa” hodc “Breg” hodc “cac Breg” dung dé chi lympho bao B wc
ché dap ung mién dich. Vi du cta kiéu hinh Breg 1a CD19"CD24*CD38". Breg c6 thé
trc ché dép g mién dich bang cach e ché sy tang sinh té bao T qua trung gian IL-10
duoc tiét ra boi Breg. Dugc danh gia cao viée tdn tai cac tap con Breg khac va dugc mo

ta vi du ¢ Ding et al., (2015) Human Immunology 76: 615-621.

~, G

Nhu duoc st dung trong ban mé ta nay, thudt ngit “té bao tac dong” dung dé chi
té bao miln dich ma lién quan dén pha tac dong cua dap tng mién dich. Té bao mién
dich 1am vi du bao gdm té bao c6 ngudn gdc tiry hodc bach huyét, vi du lympho bao
(nhu t& bao B va té bao T bao gdm té bao T tiéu té bao (CTL)), té bao diét, té bao diét
tu nhién, dai thue bao, bach cdu don nhén, bach cdu 4i toan, té bao da nhan, nhu bach
cdu trung tinh, bach cau hat, té bao 16n va bach ciu &i kidm. Mot s t& bao tic dong biéu
hién thu thé Fc (FcR) hogc thu thé bd trg va thue hién chire niang midn dich cu thé. Theo
mdt sb phuong an, té bao tac dong, nhu té bao diét tu nhién, c6 kha ning gay ra ADCC.
V1 dy, bach cdu don nhén to, dai thuc bao, bach cu trung tinh, té bao dudi gai va té bao
Kupffer ma biéu hién FcR, lién quan dén viéc diét dic hiéu té bao dich va/hodc khang
nguyén trinh dién v6i cac thanh phin khac ctia hé mién dich, hodc gén két véi t€ bao
trinh dién khéng nguyén. Theo mét s6 phuong phap, ADCC c6 thé con duoc tang cudng
boi khang thé duoc diéu khién hoat tinh bd thé ¢6 dién din dén ling dong manh C3 hoat
héa duoc trén té bao dich. San phdm phén cit C3 1a phdi tir cho thu thé b6 tro (CR), nhu
CR3, dugc biéu hién trén t& bao tiy bao. Vide CR nhén biét manh bé thé trén té bao tac
dong c6 thé thuc ddy ADCC duge trung gian ting cuong Fe thu thé. Theo mot s& phuong
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phap khang thé duoc didu khién hoat tinh bd thé ¢b dién din dén manh C3 trén té bao
dich. Céc san phim phan tach C3 nay c6 thé thic day su b sung truc tiép-phu thude té
bao gy ddc cho t& bao (CDCC). Theo mdt sé phuong an, té bao tac dong c6 thé thuc
bao héa khang nguyén dich, hat dich hodc té bao dich ma c¢o thé phu thude vao gan két
khang thé va trung gian béi FeyR duoc bidu hién béi té bao tac dong. Biéu hién ctia FcR
cu thé hodc thu thé bd tro trén té bao tac ddng co thé duoc diéu chinh boi yéu t thé dich
nhu xytokin. Vi duy, biéu hién cua FcyRI da dugce tim théy dé duoc diéu chinh bai
interferon y (IFN v) va/hodc G CSF. Biéu hién dugc tang cudng nay lam tang hoat tinh
gdy doc té bao cta té bao mang FeyRI chdng lai dich. Té bao tac dong c6 thé thuc bao
hoa khang nguyén dich hodc thuc bao hodc dung giai t& bao dich. Theo mét s6 phuong
phap khang thé bd sung ¢b dién dugc didu khién hoat dong bd sung dan dén cac doan
C3 trén 6 dich. Céc san phim phan tach C3 nay c6 thé thuc day thuc bao truc tiép bang

té bao tac dong hoic gian tiép béng cach tang cuong thuc bao qua trung gian khang thé.

Thuat nglt “chirc ndng tac dong Fc,” nhu duge s dung trong ban mo ta nay, dugce
du tinh d& chi chtic ning ma 12 hidu qua cua sy gén két polypeptit hodc khang thé véi
dich ctia né, nhu khang nguyén, trén mang té bao trong dé chirc nang tic dong Fc duge
quy vao vung Fe ctia polypeptit hodc khang thé. Vi du ctia chirc ning tac dong Fe bao
gdm (i) gén két véi Clq, (ii) hoat hoa bd thé, (iii) tinh gdy doc t& bao phu thude vao bd
thé (CDC), (iv) tinh gdy doc té bao qua trung gian té bao phu thudc vao khang thé
(ADCC), (v) gin két thu thé Fc-gamma, (vi) thuc bao té bao phu thude vao khdng thé
(ADCP), (vii) tinh gy ddc t& bao t& bao phu thude vao b6 thé (CDCC), (viii) tinh gy
ddc té bao duge ting cuong bd thé, (ix) gin két vai thu thé bd thé clia khang thé opsonin
héa duoc trung gian bdi khang thé, (x) opsonin héa, (xi) trogocytosis va (xii) két hop

ctia bt ky trong s (i) dén (xi).

Nhu dugce str dung trong ban mo ta nay, thudt ngtt “hoat hoa bb thé” dung dé chi
hoat hoa con duong bd thé ¢b dién, duoc bat dlu bai phirc hop dai phan tir 16n duge goi
1a C1 gin két véi phire hop khang thé-khéng nguyén trén bé mat. C1 14 phirc hop, gdm
6 protein nhan dang Clq va hetero-tetrame cla serin proteaza, C1r2C1s2. C1 la phurc
hop protein thir nhat trong cac su kién ban dAu ctia chudi b thé ¢b dién bao gdm mot
loat cac phan tmg phan cat bat diu bing su phan cit C4 thanh C4a va C4b va C2 thanh
C2a va C2b. C4b duoc ndp luu va tao ra cung véi C2a convertaza hoat tinh enzym goi
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12 C3 convertaza, phin cét thanh phin bd thé C3 thanh C3b va C3a, tao thanh C5
convertaza Convertaza C5 nay phan tach C5 thanh C5a va C5b va thanh phan cubi cing
dugc ndp luu trén mang va didu dé 1an luot kich hoat cc su kién hoat héa bd thé muodn
trong dé cac thanh phan bb thé dau cudi C5b, C6, C7, C8 va C9 tap hop thanh phitc hop
tAn cong mang (MAC). Su phén tang bd thé dan dén viéc tao ra céc 18 rdng trong mang
té bao ma gay ra su phan giai té bao, con dugc biét dén 1a do gy doc té bao phu thude
vao bd thé (CDC). Hoat hoa bd thé co thé duge déanh gia bing cach st dung hiéu qua
Clq, thtr nghiém CDC dugc dong hoc CDC (nhu duge md ta trong WO2013/004842,
W02014/108198) hodc bang phuong phap Cellular deposition of C3b and C4b duge
mo ta trong Beurskens et al., J Immunol April 1, 2012 vol. 188 no. 7, 3532-3541.

Thuét ngit “tinh gdy doc té bao phu thudce vao bd thé” (CDC), nhu duge str dung
trong ban mé ta nay, du dinh ding dé chi quy trinh hoat hoa b6 thé qua trung gian khang
thd din dén phan giai té bao ma khang thé duoc gin két, ma, khong bi rang budc boi Ly
thuyét duoc cho 13 két qua cta 15 rdng trong mang duge tao ra béi t6 hop clia cai goi 1a
phttc hop tAn c6ng mang (MAC). Thir nghiém thich hop dé dénh gia CDC da biét trong
linh vuc va bao gbém, vi du, thir nghiém in vitro, trong d6 huyét thanh ctia nguoi binh
thudng duoc sit dung lam ngudn bé thé, nhu duge md ta trong vi du 3. Vi du khong gisi
han ctia thir nghiém dé xé4c dinh phan giai t6i da té bao biéu hién CD38 nhu duoc trung

gian boi khang thé CD38, hoic gié tri EC50, c6 thé bao gdm cac bude:

(a) dan moéng khoang 100000 t& bao biéu hién CD38 trong 40 pL mdi trudng
nudi cdy duoc bd sung 0,2% BSA mdi 15 & dia nhiéu 1;

(b) 1 so bd t& bao trong 20 phut véi 40 pl khang thé CD38 duoc pha lodng
dinh ky (0,0002-10 pg/mL);

(c) 4 mbi 18 trong 45 phat & 37°C véi 20 phin tram huyét thanh cia nguoi
thong thuong duoc tu huyét;

(d)  bd sung thude nhudém co6 kha nang thuc hién va do ty 1& phan tram phén giai
t& bao trén may do dém té bao theo dong chay;

(e) xéc dinh phan giai tdi da va/hodc tinh gia tri EC50 sir dung phi tuyén hoi
quy.
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Thuit ngit “gdy doc té bao qua trung gian t& bao phu thudc vao khing thé”
(“ADCC”) nhu dugc st dung trong ban md ta nay, la du tinh dung dé chi co ché tiéu
diét & bao dich duoc bao khéng thé bang t& bao biéu hién thu thé Fc ma nhan ra ving
hang dinh ctia khéng thé dwoc gén két. Thir nghiém thich hop dé danh gid ADCC da biét
trong linh vuc va bao gém, vi du, thtr nghiém dugc mo ta trong vi du 4. Vi du khoéng
giéi han cta thir nghiém dé xac dinh ADCC ctia té bao biéu hién CD38 nhu qua trung
gian khang thé CD38 c6 thé chira cac budc cla thir nghiém giai phong >'Cr hodc thir

nghiém chi thi dugc néu & dudi.

ADCC véi thir nghiém giai phong 3!Cr

(a) dan mong khoang 5000 5!Cr dugc dan nhin t& bao biéu hién CD38 (vi duy,
té bao Daudi) trong méi trudng nudi cdy 50 pL duge bd sung BSA 0,2% méi 16 trong
dia nhiéu 15;

(b) U so bo té bao trong 15 phut véi 50 pL khang thé CD38 dugc pha lodng
dinh ky (0,0002-10 pg/mL);

() U mdild trong 4 gid & 37°C véi 500000 té bao don nhdn mau ngoai vi
(PBMC) phan 1ap méi trén mdi 13;

(d) do luong S'Cr giai phong & 75 pL dich ndi bé mat trén may dém gamma;

(e) tinh ty 1& phan traim phan giai t& bao dudi dang (mAu cpm - phan gidi tu
phat cpm)/(phan giai tbi da cpm - phan giai tur phat cpm) trong d6 cpm duge tinh mdi
phut.

ADCC vdi thu nghiém chi thi

(a) dan mong khoang 5000 t& bao biéu hién CD38 (vi dy, té bao Daudi) trong
10 pL & dia loai nhiéu 13 thich hop dé doc quang (vi du, OptiPlates 384 16 tir PerkinElmer
Inc.) trong mdi trudng tiéu chuan (vi du, RPMI 1640) duoc bd sung huyét thanh IgG
thip 25%;

(b) 1 mdi 13 trong 6 givy & 37°C v6i 10 uL t& bao Jurkat duoc thiét ké bieu hién
6n dinh thu thé FeyRITTa, bién thé V158 (i luc cao), va phin tir dap ung NFAT diéu
khién biu hién cta luciferaza dom dém l1a t& bao tac dong va 10 pL khéng thé CD38
duoc pha lodng dinh ky (0,0002-10 pg/mL);

(c) umdild 5 phit & RT véi 30 ul. chét nén luciferaza va do d6 phat quang.
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Thuat ngtt “thuc bao t& bao phu thudc vao khang thé” (‘“ADCP”) nhu duoc sir
dung trong ban mo ta nay la dy tinh dé chi dén mot co ché loai bo té bao bao cé thé boc
khang thé bang cach thuc bao bén trong hoa. Té bao dich duoe pht khang thé bén trong
duoc chira trong i goi 1a phagosom, sau d6 két hop véi mot hodc nhidu lysosom dé tao
thanh phagolysosom. Thir nghiém thich hop dé dénh gia ADCP da biét trong linh vuc
va bao gém, vi dy, thir nghiém gay doc cho té bao in vitro véi dai thuc bao 1a té bao tac
d6ng va kinh hién vi video nhu dugc md ta bdi van Bij et al. in Journal of Hepatology
Volume 53, Issue 4, October 2010, Pages 677-685, va tht nghiém gay doc t& bao in
vitro dugc mé ta trong vi du 5. Vi du khong gidi han ctia thtr nghiém dé xac dinh ADCP
ctia t& bao biéu hién CD38 nhu duge trung gian boi khang thé CD38 ¢6 thé bao gom cac
budc:

(a) Dbiét hda bach cAu don nhan méi phén 1ap thanh dai thuc bao v61 5 ngay u
trong moi truong chira GM-CSF;

(b) dan mong khoang 100000 dai thuc bao mdi 16 & dia loai nhiéu 18 trong moi
trudng té bao tua véi GM-CSF;

(¢ bd sung 20000 t& bao bidu hién CD38 opsonin hoa khang the CD38 (vi du,
té bao Daudi), dugc dan nhén bang thubc nhuém mang huynh quang chung, méi 16 trong
45 phut & 37°C;

(d) dotylé phﬁn tram dai thuc bao duong tinh véi CD14, am tinh véi CD19,

duong tinh véi thuée nhuém mang trén may do dém té bao theo dong chay.

Nhu duoc st dung trong ban md ta nay, “trogocytosis” dé chi dén quy trinh duoc
dac trung baoi viée chuyén cac phan t bé& mit té bao tir mot té bao cho dén mot té bao
nhan, nhu té bao téc dong. Té bao nhan thudng bao gdm té bao T va B, bach cau don
nhén to/dai thuc bao, t& bao dudi gai, bach cau trung tinh va té bao NK. Viée chuyén
nhidm phén tir b& mat té bao qua trung gian trogocytosis nhu, vi du, CD38, tu té bao cho
dén té bao nhén cling c6 thé dan dén viec chuyén nhiém phic hop khing thé khang
nguyén tir té bao cho sang té bao nhén, tic 1, phitc hop khéng thé khang nguyén trong
d6 khang thé duoc gén vao phén tir bé mit t& bao. Cu thé 13, dang trogocytosis chuyén
biét ¢6 thé xay ra khi té bao nhén 1a té bao tac dong biéu hién thu thé Fe-gamma (FeyR);
céc té bao nhan nay c6 thé tiép nhan va ndi hoa phirc hop mién dich c6 lién quan dén té
bio cho gdm khang thé ddc hidu duoc gin két v6i khang nguyén dich trén t€ bao cho,
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thong thudng sau khi gan két FeyR vao ving Fe ctia khang thé. Thir nghiém thich hop
dé danh gia trogocytosis da biét trong linh vic va bao gbém, vi du, thir nghiém trong vi
du 8. Vi du khong gidi han ctia thir nghiém dé xac dinh trogocytosis ctia t bao biéu hién

CD38 nhu duoc trung gian boi khang thé CD38 bao gdm cac thir nghiém sau:
Trogocytosis (té bao Daudi):

(a) biét héa moi phan lap don nhan bach ciu thanh dai thuc bao véi 5 ngay
GM-CSF;

(b")  dan moéng khoang 100000 dai thuc bao mdi 13 trong méi truong t& bao dudi
gai vdi GM-CSF;

(¢) bd sung khoang 20000 t& bao Daudi opsonin héa khang thé CD38, dugce
dan nhin bang chit nhuém mang huynh quang chung, mdi 16 trong 45 phut & 37°C;

(d) do biéu hién CD38 trén té bao Daudi & may dém té bao theo dong chay,
trong d6 CD38 giam & t& bao Daudi opsonin hoa khang thé CD38 khi so sanh véi

trogocytosis d6i chimg.
Trogocytosis (Treg):

(a) dan mong khoang 500000 PBMC méi phén 14p v&i mdi 16 trong moi trudong
nudi cdy & bao O/N & 37°C;

(b) b sung khoang 100000, Treg dugc opsonin hda khéng thé CD38, duoc dén
nhin bang thuéc nhuém amin ndi bao phat quang chung, mdi 16 qua dém (O/N) & 37°C;
va

(c) do biéu hién CD38 trén Treg trén may do dém té bao theo dong chay, trong
do CD38 giam trén Treg opsonin hoa khang thd CD38 khi so sanh véi d6i chimg biéu
thi trogocytosis.

D&i ching c6 thé duogce chon béi ngudi cé hiéu biét trung binh trong linh vuc dua
trén muc dich cu thé cia nghién ciru hodc thr nghi€ém dang quan tdm. Tuy nhién, vi du
khong gi6i han cua déi ching bao gdm (i) sy véng mit ctia khéng thé bat ky va (ii)
khang thd d6i chtng isotyp. Mot vi du clia khéng thé dbi chiimg isotyp la khang thé b12,
cé trinh tuy VH va VL dugc mo ta trong bang 1. Theo mot s6 phuong an, trong d6 mudn

dénh gia hiu qua trogocytosis cia bién thé khéng thé nhu dugec mo ta trong ban mé ta
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nay, déi ching c6 thé 1a (iii) khang thé me hoic tham chibu c6 ving gan két khang

nguyén khac va/hodc vung Fc khac.

Theo mot sb phuong an, & budc (b), ngoai ra hodc thay thé ddi vai thube nhudm
amin noi bao huynh quang, Treg dugce dan nhan bang thudc nhudém mang huynh quang

chung.

Theo mét s6 phuong an, & budce (d”) va (¢) cua thir nghiém xac dinh trogocytosis
dugc néu ¢ trén, cling cé thé do duoc su giam cua khéng thé CD38 trén té bao cho. Vi
du, trong trudng hop khang thé CD38 1a khang thé IgG (hulgG) cta nguoi, ¢ thé su
dung khang thé thir hai dé phat hién hulgG.

Ngoai t& bao Daudi (ATCC CCL-213), té bao khdi u thich hop cho thir nghiém
thir nhit bao gdbm, ma khong gidi han, cac té bao duoc liét ké trong bang 2, cu thé 1a cac

t& bao c6 bidu hién CD38 cao.

Ngoai Treg, té bao biéu hién CD38 thich hop cho thir nghiém thit hai bao gdm té
bao mién dich nhu, vi du, té bao NK, té bao B, té bao T va bach cau don nhan to, cling
nhu t& bao khéi u duoc liét ké & bang 2, cu thé 1a cac t& bao c6 mirc biéu hién CD38

thap.

Thuat nglr “vecto,” nhu duge str dung trong ban mo ta nay, du tinh dé chi phan
tr axit nucleic ¢ kha ndng cam tng phién ma clia manh axit nucleic duoc nbi vao vecto.
Mot loai vecto 1a “plasmit”, & dang vong ADN c6 chudi kép dang vong. Loai vecto khéc
la vecto virut, trong d6 manh axit nucleic c6 thé duoc ndi vao bo gen ctia virut. Mot sb
vecto nhét dinh ¢ kha nang tu sao chép trong té bao cht ma ching duoc dua ra (vi du
vecto vi khudn ¢6 ngudn goc vi khudn sao chép va vecto dong vat c6 vi theo ting giai
doan). Céc vecto khac (nhu vecto ctia dong vat cé v khong phan doan) ¢o thé dugc tich
hop vao bd gen cua té bao chi khi duoc dua vao t& bao cht, va do do duoc sao chép
cung v&i bo gen cua vat cht. Ngoai ra, mot s6 vecto nhét dinh ¢6 kha nang hudéng biéu
hién ctia gen ma ching duoc lién két mot cach hoat dong. Cac vecto nay trong ban md
ta nay duoc goi la “vecto biéu hién tai t& hop” (hodc don gian la, “vecto biéu hién”).
N6i chung, vecto biéu hién hitu ich trong k§ thudt ADN tai td hop thuong & dang plasmit.
Trong ban mo6 ta nay, “plasmit” va “vecto” co thé duoc sit dung thay thé cho nhau vi
plasmit la dang vecto dugc st dung phd bién nhit. Tuy nhién, sang ché du tinh bao gdm
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cac dang khac cta vecto biéu hién, nhu vecto virut (nhu retrovirut, adenovirut va virut

cd lién quan dén adeno khiém khuyét trong sao chép), bdo toan chirc ndng tuong duong.

Thuét ngft “t& bao cht tai td hop” (hodc don gian 1a “té bao chu™), nhu dugce sir
dung trong ban mé ta nay, du tinh dung dé chi t& bao ma mét hodc nhidu vecto biéu hién
da duoc dua vao. Vidu, HC va LC cua bién thé khang thé nhu duoc mo ta trong ban mo
ta nay déu ¢6 thé duoc ma hda bai cung mot vecto biéu hién, va té bao chi duoc chuyén
nhiém véi vecto biéu hién. Theo cach khac, HC va LC cua bién thé khang thé nhu duoc
md t& trong ban md ta nay c6 thé duoc ma héa boi cac vecto bidu hién khac nhau, va té
bao cha ddng chuyén nhim véi vecto bidu hién. Can hiéu ring thuat ngir “té bao chi”
duoc du tinh khong chi ding dé chi té bao dbi twong cu thé, ma con cho thé hé con chau
ctia t& bao nay. Vimot sb bién dbi nhit dinh c6 thé xay ra & thé hé ké tiép do anh hudng
cta dot bién hodc mdi trudng, thé hé con chau nay trén thuc té ¢ thé khong giéng Vol
té bao me, nhung van duoc bao gém trong pham vi ctia thuat ngt “té bao chi” nhu duoc
sir dung trong ban mé ta nay. Té bao chu tai t6 hop bao gom, vi du, thé chuyén nhiém,
nhu té bao CHO, té bao HEK-293, t& bao PER.C6, té bao NSO, va té bao lympho, va té
bao khong ¢6 nhan dién hinh nhu E. coli va cac té bao chii c6 nhan dién hinh khac nhu

té bao thuc vat va nam.

Thuat ngtt “thé chuyén nhiém”, nhu duoc str dung trong ban mo ta nay, bao gém
té bao chi ¢6 nhan dién hinh t4i t6 hop bidu hién Ab hodc khang nguyén dich, nhu té
bao CHO, PER.C6, t& bao NSO, t& bao HEK 293, té bao thuc vit, hoic nim, bao gdm té

bao nam men.

Thuat ngit “diéu tri” ding dé chi viée st dung luong c6 hidu qua ctia bién thé
khang thé ¢6 hoat tinh diéu tri theo sang ché v6i muc dich lam bét dau, cai thién, lam

ding hodc loai bo (chita khoi) céc tri¢u chiig hodc trang thai bénh.

Thuét ngtt “lugng c6 hiéu qua” hoac “luong c6 hiéu qua didu tri” ding dé chi
lugng higu qua, voi lidu va trong khoang thoi gian cAn thiét, dé dat duoc két qua diéu tri
mong muén. Luong c¢é hiéu qua diéu tri cua khang thé co thé thay ddi theo yéu t6 nhu
trang thai bénh, tudi, gi6i tinh va cAn nang cta cé thé, va kha ning khang thé tao ra dap

{mg mong mubn & c4 thé. Luong c6 hiéu qua diéu tri cling 13 lugng trong d6 tac dung
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d6c hai hodc c6 hai bat ky ctia bién thé khang thé duoc bu dép bai téc dung ¢ loi vé

mat di€u tri.
Phuwong dn cu thé cua sang ché

Nhu duge md ta & trén, sang ché quan tdm khéng thé ma 1a bién thé CD38 C c6
thé khéng thé duoc, cong cu nay cb thé chira bién Fc vung c6 thé chira bién & mot hodc
nhidu gdc axit amin duoc chon tir nhém tuong Gng véi E430, E345 va S440 trong mot

chudi niang IgG1 clia ngudi.

Nhu duge thé hién ¢ vi du 3, CDC duoc ting cudng cho tit ca ba khang thé IgG1
CD38 duogc thir nghiém — A, B va C - khi dua vao dot bién E430G. Pang ngac nhién 13,
tuy nhién, d6 16n cua tang cudng CDC khéc giita cac ban sao khang khang thé duoc thir
nghiém. Khoéng c6 dot bién E430G, IgG1-B di 1a tac nhan gdy cam tmg CDC tdt, trong
khi IgG1-C va IgG1-A cam tng khiém ton va khong c6 CDC twong tmg. DU sao, sau
khi dua vao do6t bién E430G, tuy nhién, IgG1-C-E430G cam tng CDC c6 hiéu qua hon
so v6i IgG1-B-E430G. Cu thé 1a trong t& bao khdi u va té bao T diéu hoa c6 mic bidu
hién CD38 thip hon, gia tri EC50 ctia [gG1-C-E430G thap hon so véi gia tri ctia IgG1-
B-E430G.

Ngoai ra, bién thé khang thé theo sang ché ciing c6 thé biéu 16 ADCC. Vi dy, nhu
duoc thé hién ¢ vi du 4, IgG1-C dat duoc phan tram phén giai t6i da cao hon khi so sanh
v6iIgG1-B & thir nghiém giai phong S'Cr va gin két FeyRITTa ting & thir nghiém chi thi
ADCC khi so sanh v&iIgG1-B. Viée dua vao dot bién E430G lam giam phén tram phan
giai t81 da trong thir nghiém giai phong 3'Cr va gan két FeyRITla & thit nghiém chi thi
ADCC cho tit ca ba khang thé. IgG1-C-E430G cam tmg phén giai phan trim t6i da
tuong tu khi so sanh v&i IgG1-B-E430G va IgG1-A-E430G trong thir nghiém giai phong
S1Cr va gan két FeyRIIIa tuong tur & thir nghiém chi thi ADCC.

Ngoai ra, kha nang khang thé khang CD38 tic ché hoat tinh CD38 xyclaza c6 thé
duoc gilt lai & dang bién thé khang thé theo sang ché. Vi du, nhu duoc thé hién trong vi
du 7, IgG1-C-E430G biéu thi tc ché hoat tinh CD38 xyclaza manh hon so v6i IgG1-B-
E430G, IgG1-C-E430G din dén tic ché 1a khoang 40% va IgG1-B-E430G khoang 25%.
Khong bi gidi han v& mit ly thuyét, {tc ché hoat tinh CD38 xyclaza manh hon c6 thé
lam giam san xuht cADPR, chét truyén tin manh th hai diéu hoa su huy dong Ca>* tir
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phan bao tan, do d6 ¢ thé dn dén giam huy dong Ca>* va giam tin hiéu ctia con dudng
xubi dong ma kiém soét cdc qué trinh sinh hoc khéc nhau, nhu tang sinh va tiét insulin.
Vi vay, khong bi gidi han vé mat ly thuyét, trc ché hoat tinh CD38 xyclaza manh hon ¢c6
thé anh huong dén, vi dy, giam, kha ning cua té bao trc ché mién dich dé ngan chan dap

ung mien dich.

Céc chire ning khac ma c6 thé duoc didu bién bao gdm trogocytosis. Cu thé 14,
biéu hién CD38 trén té bao Daudi bi giam dang ké bé‘mg cach déng nuoi céy vo1 dai thuc
bao va khang thé CD38; tuy nhién, méc giam biéu hién CD38 1& manh nhat véi khang
th8 dot bién E430G (vi du 8). Dang ngac nhién 1, biéu hién CD38 trén té bao didu hoa
T ddng nudi cdy véi PBMC chi giam sau khi 0 v6i khang thé CD38 dot bién E430G;
khong giam bidu hién CD38 duoc tim thay khi té bao diéu hoa T duoc G v6i khang thé
B. Tuy nhién, khong bi gi6i han vé ly thuyét, kha nang cua bién thé c6 thé theo dé bat
ché d6 té bao cam tng cia CD38-biéu hién, khong gy bénh ung thu mién dich té bao,
cdng cu c6 thé 1a chét trc ché mién dich té bao, co thé trong bénh ung thu té bao ¢ két
qué tang mién dich phan hdi chéng té bao khéi u, khéng phan biét t& bao khéi u biéu

hién CD38 hay khong.

Bién thé khang thé theo sang ché ciing ¢6 thé ¢ kha ning diét té bao khdi u in
vivo nhu duge thé hién & vi du 9, trong d6 hai lidu IgG1-C-E430G hang tuan giam ting
trudng khéi u ¢ hai trong s6 naim mé hinh DLBCL PDX dugc thir nghiém cé biéu hién
mARN CD38 cao nhét.

Vi vay, theo mét khia canh, sang ché d& xudt bién thé khang thé gén két véi CD38
clia ngudi, bién thé khang thé nay chira ving gin két khang nguyén chita CDR VH va
VL ctia khang thé C nhu néu 1a SEQ ID NO:2 (VH-3003-C_CDRI1), SEQ ID NO:3 (VH-
3003-C_CDR2), SEQ ID NO:4 (VH-3003-C_CDR3), SEQ ID NO:6 (VL-3003-
C_CDR1), AAS (VL-3003-C_CDR2) va SEQ ID NO:7 (VL-3003-C_CDR3) ¢ bang 1,
va ving Fe bién thé chira dot bién & mot hodc nhiéu gbe axit amin duge chon tir nhém

tuong ung v6i E430, E345 va S440 & chudi ning IgG1 ctia ngudi.
Theo mot phuong an, bién thé khang thé gan két véi CD38 ctia ngudi chira

(a) ving gin két khang nguyén chira VH CDRI1 ¢6 trinh ty nhu néu trong SEQ
ID NO:2, VH CDR2 ¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO:3, VH CDR3 ¢6 trinh tu nhu
29



52583 30/190

néu trong SEQ ID NO:4, VL CDR1 ¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO:6, VL. CDR2
co trinh tw AAS, va VL CDR3 c¢6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO:7, va

(b) ving Fc bién thé chira dot bién & mot hoic nhiéu gde axit amin duge chon
tir nhom twong Gng véi E430, E345 va S440 & chudi nang IgG1 ctia ngudi, trong d6 gde
axit amin duoc dénh sd theo chi sé EU.

Theo phuong 4n khéc, bién thé khang thé ciing ¢6 thé hodc theo mét cach khac
dugc dédc trung bdi trinh ty axit amin dac hiéu hoac dot bién dic hiéu & vung gén két
khang nguyén hodc vung Fc va/hodc boi kha nang cam tng chitc ndng tdc dong hodc

diéu bién hoat tinh enzym CD38 ctia nd. Céc trinh tw ndy con duge mo ta bén dudi.

Vung gin két khdng nguyén va ving bién doi

Ving gén két khéang nguyén chira mot hodc nhidu mién bién déi khang thé cho
phép gén két cu thé voi CD38, nhu ving VH va ving VL. Tuong tu, chudi ning va nhe
chira ving VH va VL, tuong ing. Trong tham khao sau day véi trinh ty & ving gan két
khang nguyén c¢6 thé ap di,mg tuong tu véi trinh tu ctia chudi ning va/hodc nhe cua bién
thé khang thé theo sang ché. Thuan loi 13, CDR, ving VH va/hodc ving VL tuong tu

hodc gibng véi ving cta khang thé C, nhu néu trong bang 1.

Theo mdt phuong 4n duge wu tién, ving gan két khang nguyén, va/hodc chudi
ning va/hodc nhe chira CDR cta khang thé C, duge néu nhu SEQ ID NO:2 (VH-3003-
C CDRI1), SEQ ID NO:3 (VH-3003-C_CDR2), SEQ ID NO:4 (VH-3003-C_CDR3),
SEQ ID NO:6 (VL-3003-C_CDR1), AAS (VL-3003-C_CDR2) va SEQ ID NO:7 (VL-
3003-C_CDR3). Theo phuong an dugc vu tién khac, trinh tg VH va VL la trinh tu cta
khang thé C, ttrc 13, ving VH chira trinh tu ctia SEQ ID NO:1 (VH-3003-C) va ving VL
chira trinh tu cia SEQ ID NO:5 (VL-3003-C).

Tuy nhién, da duoc bidt trong linh vuc 1a dot bién & VH va VL cua khang thé c¢6
thé duoc tao dé, vi dy, lam tang ai lyc cta khang thé voi khang nguyén dich ciia no,
giam kha ning sinh mién dich tiém tang ctia né va/hosc dé 1am ting san luong ctia khang
thé ¢6 thé duoc bidu hién béi té bao chi. Theo d6, theo mot sé phuong an, khang thé
chita bién thé cta trinh tw CDR, VH va/hoic VL ctia khang thé C ciing duoc du tinh, cu
thé 13 bién thé chirc nang ctia viing VL va/hodc VH cta khang thé C. Céc bién thé chic
nang co thé khac nhau & m6t hodc nhiéu axit amin khi so sanh véi trinh tw VH va/hoéc
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VL me, vi dy, & mdt hodc nhidu CDR, nhung van cho phép ving gin két khang nguyén
gift lai it nhét 13 ty 1 dang k& (it nhét 1a khoang 50 phan tram, 60 phan tram, 70 phan
tram, 80 phﬁn tram, 90 phﬁn tram, 95 ph.’?lrl tram hodc nhiéu hon) 4i luc va’hoac do dac
hidu ctia khang thé me. Thong thudng, bién thé chic ning nay gitt lai do tuong dong
trinh tw dang ké véi trinh tu me. Bién thé vi du bao gdm céc bién thé khac v6i ving VH
hodc VL me tuong ing khoang 12 dot bién hoac it hon, nhu 11, 10,9, 8,7, 6,5, 4, 3,2
hodc 1 nhu thé, chén hodc x6a géc axit amin. Bién thé vi du bao g(A)m cac bién thé khac
vl vung VH va/hode VL va/hodc CDR cua trinh tu me chu yéu boi thé axit amin bao
toan; viduy, 12, nhu 11, 10,9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 hodc 1 trong sb cac thé axit amin & bién
thé c6 thé bao toan. Trong mdt sé truong hop, khang thé chira bién thé ctia VH va/hoac
VL cua khang thé C c6 thé ¢6 lién quan dén 4i luc va/hodc d6 dic hiéu 16n hon so véi
khang thé me. D6i vi muc dich ciia sang ché, bién thé VH va/hodc VL cho phép ai luc
duoc gitt lai hodc duge cai thién va tinh dac hidu ctia khang thé & gan két ctia n6 véi

CD38 dugc uu tién dac biét.

Viduy, WO 2011/154453 A1 boc 16 khang thé CD38 chua trinh tu axit amin ving
CDR, VH va VL bién thé thich hop, trong d6 gbc axit amin & mot sb vi tri nhét dinh
khac v6i gbe & CDR, VH va VL cta khang thé C nhu duoc thé hién & bang 1. Céc vi tri
nay vi vy 1a vi trf tng vién trong d6 d6t bién & trinh tw CDR, VH va VL ¢6 thé duoc
tao trong khi &i luc gilt lai hodc cai thién va tinh ddc hi¢u cta khang thé & gan két cla
né véi CD38. Cu thé 13, vi tri & CDR VH va VL ¢6 thé duge dot bién trong bién thé
chirc niang ctia VH va VL cua khang thé C duoc chi ra trong SEQ ID NO: 40 dén 43.

Vi thé, theo mdt sd phuong an, mot hodc nhiéu dot bién cu thé dugc tao & CDR
nhu néu trong SEQ ID NO:40 dén 43, tirc 13, bién thé chiic nang bét ky cta ving VH
va/hoic VL chita dot bién &@ CDR nhu néu trong mdt hodc nhiéu trong s6 SEQ ID NO:40
(VH CDR1), SEQ ID NO:41 (VH CDR2), SEQ ID NO:42 (VH CDR3), va SEQ ID
NO:44 (VL CDR3). Vung VH va VL cia bién thé khang thé nay c6 thé tiy y la duy tri
ving khung ban dau ctia khang thé C. Theo mdt phuong an cu thé, ving gan két khang
nguyén chita CDR nhu néu trong SEQ ID NO:40 trong d6 X 1a S (VH CDR1), SEQ ID
NO:41 trong d6 X1 1a R, Xz 1a K, X3 1a A (VH CDR2), SEQ ID NO:42 trong d6 X la
A, X2 1aD va X3 1a V (VH CDR3), SEQ ID NO:43 (VL CDR1), AAS (VL CDR2) va

SEQ ID NO:44 trong d6 X1 1a S (VL CDR3). Theo mét phuong n cu thé, ving gén két
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khang nguyén chita CDR nhu néu trong SEQ ID NO:40 trong d6 X la R (VH CDR1),
SEQ ID NO:41 trong d6 X1 1a V, Xz la K, X31a T (VH CDR2), SEQ ID NO:42 trong
do XilaT, Xola AvaXslaF (VH CDR3), SEQ ID NO:43 (VL CDRI1), AAS (VL
CDR2) va SEQ ID NO:44 trong d6 X; la N (VL CDR3). Theo mot phuong an cu thé,
vung gén két khang nguyén chita CDR nhu néu trong SEQ ID NO:40 trong d6 X, 1a S
(VH CDR1), SEQ ID NO:41 trong d6 X1 laR, X2 1a K, X5 1a T (VH CDR2), SEQ ID
NO:42 trong d6 X1 1a A, Xola D va X3 1a V (VH CDR3), SEQ ID NO:43 (VL CDR1),
AAS (VL CDR2) va SEQ ID NO:44 trong d6 X1 1a S (VL CDR3). Theo mt phuong an
cu thé, ving gin két khang nguyén chita CDR nhu néu trong SEQ ID NO:40 trong d6
X1 la R (VH CDR1), SEQ ID NO:41 trong do X; 1a V, Xz la K, X3 1a V (VH CDR2),
SEQ ID NO:42 trong d6 X1 1a T, X» 1a A va X3 1a F (VH CDR3), SEQ ID NO:43 (VL
CDRI1), AAS (VL CDR2) va SEQ ID NO:44 trong do¢ X 1a N (VL CDR3).

Theo mot sd phuong 4n, dot bién khong duoc tao & CDR, fitc la, bién thé chiic
nang bét ky ctia ving VH va/hodc VL Giit lai cac tuw ddng CDR duoc néu trong SEQ 1D
NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 hodac SEQ ID NO: 6, AAS, SEQ ID NO: 7, twong
ung voi VH CDR1-3 hodc VL CDRI1 -3 trinh tu ctia khang thé C.

Theo mot phuong an, ving VH chtta SEQ ID NO:1 hodc trinh ty axit amin c¢ dd
tuong dong it nhit 1a 80%, nhu 90%, hodc 95%, hodc 97%, hoic 98%, hodc 99%, véi
SEQ ID NO:1. Vi dy, VH ¢6 thé khac v6i SEQ ID NO:1 béi 12 hodc it hon, nhu 11, 10,
9,8,7,6,5,4,3,2 hodc 1 dot bién nhu thé, chén hoac lam khuyét gbe axit amin. Theo
mdt phuong an, ving VH khac véi SEQ ID NO:1 chi trong 12 hodc it hon, nhu 5 hodc
it hon, nhu 5, 4, 3, 2 hodc 1 axit amin thé. Thé axit amin ¢6 thé 13, vi du, thé axit amin
bao toan nhu dugc md ta trong ban md ta nay. Theo mdt phuong 4n cu thé, dot bién
khong duogc tao ra trong VH CDR, tic 13, VH bién thé bit ky giit lai trinh tw C CDR
duogc néu trong SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4.

Theo mot phuong an, vung VL chita SEQ ID NO:5 hodc trinh fir axit amin ¢ do
twong dong it nhat 13 80%, nhu 90%, hoic 95%, hodc 97%, hodc 98%, hodc 99%, voi
SEQ ID NO:5. Vi du, VL ¢6 thé khéc véi SEQ ID NO:5 khoang 12 hodc it hon, nhu 11,
10,9, 8,7, 6,5, 4, 3,2 hogc 1 dot bién nhu thé, chén hodc x6a gbe axit amin. Theo mot
phuong 4n, ving VL khéac véi SEQ ID NO:5 chi ¢ 12 hodc it hon, nhu 5 hodc it hon,
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nhu 5, 4, 3, 2 hodc 1 thé axit amin. Thé axit amin ¢6 thé, vi du, la thé axit amin bao toan
nhu duoc mé ta trong ban md ta nay. Theo mdt phwong an cu thé, dot bién khong duoc
tao trong VL CDR, tic 1a, VH bién thé bit ky gitt lai trinh tr C CDR dugc néu trong
SEQ ID NO:6, AAS, SEQ ID NO:7.

Theo mdt phuong 4n, bién thé khang thé chira ving VH chtra trinh ty ctia SEQ
ID NO:1 va ving VL chtra trinh tu ctia SEQ ID NO:5.

Ving Fe bién thé, va vimg CH

Dot bién & g axit amin tai vi tri tvong ting véi E430, E345 va S440 & chudi
nang IgG1 cta ngudi, trong d6 gbe axit amin duoc danh sb theo chi sb EU, c¢6 thé cai
thién kha nang clia mot cam bién thanh CDC cam tng (xem, vi du, vi du 3). Khong bi
rang budc badi ly thuyét, duoc tin réng béng céch thé mot hodc nhiéu axit amin & céc vi
tri nay, c6 thé kich thich oligome hda khang thé, do d¢ diéu bién chirc ning tac dong dé,
vi du, tang gén két C1q, hoat hoa bd thé, CDC, ADCP, noi héa hoic (cac) chirc nang ¢

lién quan khéc c6 thé tao ra hiéu qua in vivo.

Séng ché dé cap dén bién thé khang thé chita ving gén két khang nguyén va ving

Fc bién thé.

Theo m6t s6 phuong 4n nhét dinh, bién thé khang thé gén két v&i CD38 ctia nguoi

chtra

(a) chudi ning chira vimg VH chira VH CDR1 ¢6 trinh tw nhu néu trong SEQ ID
NO:2, VH CDR2 ¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO:3, VH CDR3 ¢6 trinh tu nhu
néu trong SEQ ID NO:4 va vung IgG1 CH ctia nguoi c6 dot bién & m6t hodc nhiéu trong
s6 E430, B345 va S440, gbe axit amin duge danh sb theo chi s6 EU;

(b) chudi nhe chita ving VL chita VL. CDR1 ¢§ trinh tu nhu néu trong SEQ 1D
NO:6, VL. CDR2 ¢6 trinh ty AAS, va VL CDR3 c¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO:7.

Theo mét sé phuong 4n nhét dinh khac, bién thé khang thé gén két véi CD38 clia
nguoi chira

(a) chudi nang chira ving VH chita SEQ ID NO:1 va vang CH IgG1 ctia nguoi
véi dot bién & mot hoge nhidu trong sb E430, E345 va $440, gbc axit amin duge danh
sb theo chi s6 EU, va
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(b) chudi nhe chira ving VL chira SEQ ID NO:5.

Bién thé khang thé theo sang ché chira viing Fc bién thé hodc vung CH IgG1 cua
nguoi chira dot bién & mot hodc nhiéu trong sé E430, E345 va S440. Trong tham chiéu
sau ddy voi dot bién & ving Fe ¢6 thé 4p dung tuong tu véi (cac) bién thé & ving IgG1

CH cua nguoi.

Nhu duge mo ta trong ban md ta nay, vi tri cua axit amin can duoc dot bién trong
ving Fe ¢6 thé duoc dua ra lién quan dén (tc 13, “twong ung v6i”) vi tri ctia né trong
chudi niang IgG1 cta ngudi (kidu dai) ¢6 trong tw nhién, khi duge danh sb theo chi sb
EU. Vi vay, néu vung Fc me da chira mot hodc nhiéu dot bién va/hodc néu vung Fc me,
vi du, vung Fc IgG2, IgG3 hodc IgG4, thi vi tri ctia axit amin tuong Gng voi gbe axit
amin nhu, vi dy, E430 & chudi nang IgG1 ctia ngudi duge danh s6 theo chi s6 EU ¢6 thé
duoc xac dinh béng cach sép hang. Cu thé 13, vung Fc me dugc can chinh véi trinh tu
chudi ning IgG1 kiéu dai ctia ngudi dé xéc dinh gbe trong vi tri tuong tng véi E430 &
trinh tu chudi nang IgG1 ctia ngudi. Trinh tu axit amin ving hang dinh IgG1 cta nguoi
kidu dai bat ky c6 thé hitu ich cho muc dich ndy, bao gém trinh tu bat ky trong sé cac
allotyp IgG1 khac nhau ctia ngudi duge néu trong bang 1. Didu nay duoc minh hoa trén
Fig. 1, thé hién sy can chinh giita hai allotyp IgG1 khac nhau ctia nguoi - IgG1m(f) va
IgGlm(a) - va IgG2, IgG3 va IgG4 kiéu dai clia ngudi, dédc biét 1a clia cic manh twong
tmg vai gde P247 dén K447 & chudi ning IgG1 ctia ngudi, trong dé gde axit amin duoce

danh s6 theo chi s§ EU.

Theo dod, trong cac doan con lai ctia phan nay va cho khac trong ban mo ta nay,
trir khi duge chi dinh hodc mau thun bdi ngit canh, vi tri axit amin dé chi 1a vi trf twong
ung voi goc axit amin trong chudi nang IgG kiéu dai ctia nguoi, trong d6 goc axit amin

duoc danh sb theo chi sb EU.

Theo céc phuong 4n riéng biét va cu thé, ving Fe bién thé va/hodc ving CH IgG1
cua ngudi chira dot bién chi & mot trong s6 E430, E345 va S440; & ca E430 va E345; &
ca B430 va S440; & ca E345 va S440; hodc & tit ca E430, E345 va S440. Theo mét s6
phuong an, ving Fc bién thé va/hodc ving CH IgG1 ctia nguoi chira dot bién chi & mot
trong sb B430, E345 va S440; & ca E430 va E345; & ca E430 va S440; & ca E345 va
S440; hodc & tAt ca E430, E345 va S440, v6i diu kién dot bién bat ky trong S440 1a

34



52583 35/190

S440W hodc S440Y. Theo cac phuong an khéc biét va cu thé, dot bién 12 thé axit amin.
Theo mdt phuong an dot bién 1a thé axit amin chi & mét trong sé E430X, E345X va
S440X; trong ca E430X va E345X; trong cd E430X va S440X; trong ca E345X va
S440X; hodc trong tit ca E430X, E345X va S440X, chi v&i didu kién ma bién ddi bat
ky trong S440X 1a S440Y hodc S440W. Tét hon 13, dot bién E430X, E345X va S440X
duoc lwa chon riéng biét tir E430G, E345K, E4308S, E430F, E430T, E345Q, E345R,
E345Y, S440Y va S440W.

Theo mot phuwong 4n, dot bién & mét hodc nhidu gdc axit amin dugc chon tir
nhom gdém E430G, E345K, E4308S, E430F, E430T, E345Q, E345R, E345Y, S440Y va
S440W.

Theo phuong an dugc uu tién, dot bien & mdt hodc nhicu gdoc axit amin dugc

chon tr nhém tuong Gng v6i E430G, E345K, E430S va E345Q.

Theo mét phuong 4n, dot bién co trong gdc axit amin twong Ung véi B430, nhu
thé axit amin, E430X, vi du, dugc chon tir cac gbc axit amin tuwong tmg véi E430G,
E4308S, E430F hoac E430T. Theo mot phuong an duoc uu tién, dot bién & mot hodc
nhiéu géc axit amin chira E430G. Theo phuong an khac duogc uvu tién, dot bién & mot
hozc nhiéu gbe axit amin chira E4308S, tiy ¥ trong d6 dot bién khéng dugc tao ra & goe
axit amin twong Gng véi E345 va S440. Theo phuong an dugc vu tién dédc biét, dot bién
& mot hogc nhiéu gdc axit amin gdm E430G, tirc 14, dt bién khong dugc tao & gbc axit

amin tuong umg véi E345 va S440.

Theo mdt phuong 4n, dot bién & gbc axit amin twong tng véi E345, nhu thé axit
amin, E345X, vi du, dugc chon tir cac géc axit amin tuong Ung vdi E345K, E345Q,
E345R va E345Y. Theo mot phuong 4n duge uu tién, dot bién & mot hodc nhicu goc
axit amin chira E345K. Theo phuong an khac dugc wu tién, dot bién & mot hodc nhiéu
gbc axit amin chira E345Q, tity y trong d6 dot bién khéng duoc tao ra & gbc axit amin
tuong tmg voi E430 va S440. Theo phuong an dugce wu tién dic biet, dot bién & mot
hodc nhiéu géc axit amin bao gém E345K, tac 13, dot bién khong duoge tao & géc axit
amin tuong Ung voi E430 va S440.

Theo mot phuong 4n, dot bién & gbc axit amin twong tmg véi $440, nhu thé axit
amin, S440X, thong thuong dugc chon tir gbc tuong ing v6i S440Y va S440W. Theo
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mot phuong an dugc uu tién, dot bién & mot hodc nhiéu gbe axit amin chira S440W, tuy
y trong d6 bién thé khéng duoc tao ra & gde axit amin tuong tmg véi E430 va E345.
Theo m{t phuong an dugc uu tién, dot bién & mot hodc nhidu géc axit amin chtra S440Y,

tly v trong d6 bién thé khong duoc tao ra & gbe axit amin tuong tmg véi E430 va E345.

Tt hon 14, bién thé khang thé chira ving Fc bién thé theo phan bat ky trong s6
cac phin néu trén, ving Fc bién thé 13 bién thé cua ving Fc IgG ctia ngudi duge chon
tir nhom gdm ving Fe IgG1, 1gG2, IgG3 va IgG4 cta nguoi. D6 13, dot bién & mot hodc
nhiéu géc axit amin tuong ung voi E430, E345 va S440 dugc tao & vung Fc me ma la
ving Fe IgG ctia ngudi duoc chon tir nhom gém ving Fe IgG1, 1gG2, 1gG3 va IgG4.
Tt hon 13, ving Fe me 14 ving Fc IgG ¢6 trong tu nhién (kiéu dai) cia ngudi, nhu ving
Fc IgGl, IgG2, IgG3 hodc IgG4 kiéu dai clia nguoi, hodc isotyp hdn hop cia chting. Vi
vay, vung Fc bién thé c6 thé, ngoai trir dot bién duoc chi ra (trong mot hodc nhiéu gbc
axit amin dugc chon tir nhom tuong tng véi E430, E345 va S440), 1a isotyp IgG1, IgG2,
IgG3 hoic IgG4 cua ngudi hodc isotyp hdn hop ctia ching.

Theo mot phuong an, vung Fc me va/hodc vung CH IgG1 cta nguoi la isotyp
IgG1 kiéu dai ctia nguoi.

Do dé, vung Fc bién thé co6 thé ngoai trur dot bién duoc chi ra (&6 mdt hodc nhiéu
gbc axit amin duoc chon tir nhém twong ing véi E430, E345 va S440), 1a ving Fe IgG1
cla nguoi. |

Theo mot phuong 4n cu thé, ving Fc me va/hozc ving CH IgG1 cua nguoi 1a
isotyp IgG1m(f) kiéu dai ctia nguoi.

Theo mdt phuong an cu thé, ving Fc me va/hodc ving CH IgG1 cta ngudi 1a
isotyp IgG1m(z) kiéu dai ctia nguoi.

Theo mdt phuong an cu thé, vung Fc me va/hodc ving CH IgG1 cua nguoi 1a
isotyp IgG1m(a) kiéu dai ctia nguoi.

Theo mot phuong an cu thé, ving Fc me va/hodc ving CH IgG1 cua ngudi 1a

isotyp IgG1lm(x) kiéu dai ctia nguoi.
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Theo mét phuong 4n cu thé, ving Fe me va/hoac ving CH IgG1 cta ngudi 1a
IgG1 kiéu dai ctia nguoi 6 allotyp hdn hop, nhu IgG1m (za), IgG1m (zax), [gG1m (fa),

hoac tuong tu.

Do d6, ving Fc bién thé va/hoic ving CH IgG1 cta nguoi ¢6 thé, ngoai trir dot
bién d3 néu (6 mot hoac nhiéu géc axit amin dugc chon tt nhom tuong tng vo1 E430,
E345 va S440), 1a allotyp IgG1m (f), IgG1lm (a), [gGlm (x), [gG1m (z) chia nguoi hodc
allotyp hdn hop bat ky ctia hai hodc nhiéu allotyp.

Theo mdt phuong 4n cu thé, ving Fc me va/hozc ving CH IgG1 clia ngudi 1a

isotyp IgG1lm(za) kiéu dai ctia ngudi.
Theo mot phuong an cu thé, ving Fe me 12 isotyp IgG2 kiéu dai ctia nguoi.
Theo mét phuong 4n cu thé, ving Fe me 14 isotyp IgG3 kiéu dai ctia nguoi.
Theo mdt phuong an cu thé, ving Fc me 1a isotyp 1gG4 kiéu dai ctia nguoi.

Trinh ty axit amin ving CH ctia vi du cu thé cta isotyp IgG kiéu dai ctia nguoi
va allotyp IgG1 dugc néu trong bang 1. Theo mét sb phuong an, ving Fe me chita CH2-
CH3 hoic, tuy ¥ 13, manh ban 18-CH2-CH3 ctia trinh tu axit amin ving CH kiéu dai nay.

Vi vay, theo mot phuong an cu thé, vung Fc me la mot loai cady dai IgG1 cua
ngudi ding isotyp ¢6 thé chia gbc axit amin tuwong ng v6i 231-447 trong chudi nang
IgG1 cua ngudi theo danh sé EU. Vi dy, ving Fe me ¢6 thé chira gbc axit amin 114 dén
330 (danh s truc tiép) cua chét tu duge chon tir bao gdm nhém ctia SEQ ID NO: 19,
SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22 va SEQ ID NO: 23 Theo m¢t phuong
an cu thé, ving Fc me 13 isotyp IgG1 kiéu dai ciia nguoi c6 thé chira gbe axit amin twong
g v6i 216-447 trong IgG1 dang chudi cia ngudi dung dén EU danh s6. Vi du, ving
Fc me c6 thé chita cac gde axit amin 99 dén 330 (danh sd truc tiép) cta trinh tw dugc
chon tir nhém gdm SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22
va SEQ ID NO: 23. Nhu duge md ta trong ban md ta ndy cho san xuét khang thé tri liéu,
axit amin dau tan C K447 d6i khi cé thé duoc x6a hodc loai bo. Do dé ving Fc me c6
thé chua gbc axit amin 114 dén 329 (danh sb truc tiép) hoic gbc axit amin 99 dén 329

(d4nh s6 truc tiép) ctia SEQ ID NO: 45.
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Theo mdt phuong an cu thé, ving Fc bién thé 1a bién thé cua isotyp IgG1 kiéu
dai ctia nguoi chia gbe axit amin twong ing voi 231-447 trong chudi ning IgG1 cua
ngudi theo danh s EU. Vi dy, ving Fe bién thé c6 thé chira gbc axit amin 114 dén 330
(danh s6 truc tiép) cia trinh tw duge chon tir nhém gdom SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO:
25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO:
30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32 va SEQ ID NO: 33. Theo phuong 4n khac ving
Fc bién thé c¢6 thé chia gbc axit amin tir 114 dén 329 (danh sb truc tiép) cua SEQ ID
NO: 46.

Theo mdt phuong 4n cu thé, ving Fc bién thé 14 bién thé cta isotyp IgG1 kiéu
dai ctia nguoi chtra gbe axit amin tuong ung véi 216-447 & chudi nang IgG1 clia ngudi
theo dénh s EU. Vi du, ving Fc bién thé c¢6 thé chira gbc axit amin 99 dén 330 (danh
s6 truc tiép) cta trinh tu duoc chon tir nhém gdm SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25,
SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30,
SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32 va SEQ ID NO: 33. Theo phuong 4n khac ving Fc
bién thé c6 thé chira gdc axit amin tir 99 dén 329 (danh s truc tiép) ctia SEQ ID NO:
46,

Vi vay, sang ché ¢6 thé duoc ap dung cho phan tir khéng thé c6 chudi nang IgG1
clia ngudi, nhu chudi ning IgG1 cla ngudi chita trinh ty axit amin ving CH IgG1 cta
ngudi chira SEQ ID NO: 19 (IgGm (za). Do d6, ving CH IgG1 ctia nguoi ¢ thé chua,
ngoai trir dot bién da néu, trinh tu ctia SEQ ID NO:19.

Séng ché cling ¢6 thé duoc 4p dung cho phan tir khang thé c6 chudi ning IgG1
clia ngudi, nhu chudi ning IgG1 clia ngudi chita trinh tu axit amin vang CH IgG1 cua
nguoi chita SEQ ID NO: 20 (IgGm (f)) hodc SEQ ID NO: 45. Nhu vay, vung CH IgG1
clla nguoi co thé chua, ngoai trur dot bién d3 néu, trinh tu cua SEQ ID NO: 20. Theo
phuong 4n khéc, vimg CH IgG1 cta ngudi c6 thé chira, ngoai trir dot bién da néu, trinh
tu cua SEQ ID NO: 45.

Séng ché ciing ¢ thé dwoc 4p dung cho phan tir khang thé c6 chudi nang IgG1
ctia ngudi, nhu chudi ning IgG1 clia ngudi chia trinh ty axit amin ving CH IgG1 cta
ngudi chira SEQ ID NO: 21 (IgGm (z)). Do d6, ving CH IgG1 cuia nguoi ¢6 thé chua,
ngoai trir dot bién da néu, trinh tu ctia SEQ ID NO:21.
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Séng ché cling ¢6 thé duoc 4p dung cho phan tir khang thé ¢6 chudi ning IgG1
clia ngudi, nhu chudi nang IgG1 clia ngudi chira trinh fu axit amin ving CH IgG1 cta
nguoi chira, SEQ ID NO: 22 (IgGm (a)). Do d6, ving CH IgG1 cua ngudi ¢o thé chira,
ngoai trur dot bién d4 néu, trinh tu ctia SEQ ID NO:22.

Séng ché ciing co thé duoc ap dung cho phan tir khang thé c6 chudi ning IgG1
ctia ngudi, nhur chudi ning IgG1 ctia ngudi chira trinh tu axit amin ving CH IgG1 cta
ngudi chira SEQ ID NO: 23 (IgG1m (x)). Do d6, ving CH IgG1 ctia ngudi ¢6 thé chira,
ngoai trir cho d6t bién duoc néu, trinh t ctia SEQ ID NO:23.

Theo céc phuong an riéng biét va cu thé khac, ving CH IgG1 clia ngudi chira
trinh tu axit amin dugc chon tir nhém gdm SEQ ID NO: 24 dén SEQ ID NO: 33 va SEQ
1D NO: 45.

Theo mét phuong 4n cu thé, ving CH IgG1 ctia ngudi chita SEQ ID NO: 24
(IgG1m(f)-E430G) hodc SEQ ID NO: 46, tiy y 14 trong d6 chudi nhe chita CL chira
SEQ ID NO:37.

Theo mdt phuong 4n cu thé, bién thé khang thé 1a khang thé don dic hidu chua
hai HC ma tuong dong vé trinh tu axit amin va hai LC ma tuong dong vé trinh tu axit

amin.

Séng ché cling ¢ thé duoc 4p dung cho phéan tir khéng thé c6 chudi ning T1gG2
cha nguoi, nhu chudi ning IgG2 ctia ngudi chitra trinh ty axit amin ving CH IgG2 cua

nguoi chira SEQ ID NO:34.

Sang ché cling ¢ thé duoc ap dung cho phén tir khéng c6 thé c6 chudi nang IgG3
cha nguoi, nhu chudi nang IgG3 clia ngudi chira trinh ty axit amin vung CH IgG3 cua
nguoi chirta SEQ ID NO:35.

Séng ché ciing ¢6 thé duge ap dung cho phan tir khdng thé ¢6 chudi nang IgG4
ctia ngudi, nhu chudi nang IgG4 clia ngudi chira trinh tu axit amin vung CH IgG4 cua
nguodi chira SEQ ID NO:36.

Tuy nhién, ving Fc bién thé chira mot hodic nhiéu dot bién khac, tic 1a, dot bién
& mot hodc nhiéu gde axit amin khac véi gbe twong img voi E430, E345 va $440 & chudi

ning IgG1 ctia ngudi khi duge danh sé theo chi s6 EU, ciing dugce du tinh cho bién thé
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khang thé duoc bdc 16 trong ban mé ta nay. Ngoai ra hodc thay thé, ving Fc ¢6 thé 1a
isotyp hdn hop, vi du, trong d6 céc ving khac nhau c6 ngudn gde tir cac isotyp IgG khac
nhau. Theo d6, nhu dugc md ta chi tiét hon & dudi, vung Fc me c6 thé da chira mét hoac
nhiéu dot bién khéac nhau khi so sanh véi ving Fe IgG kiéu dai (c6 trong tu nhién) cla

ngudi, hodc ¢o thé 1a isotyp hén hop.

Theo mét phuong 4n, ving Fc me ma dot bién & mot hodc nhiéu g axit amin
dugc chon tir nhém tuong ing E430, E345 va S440 duoc dua ra, 1a ving Fe IgG cua
ngudi chira mdt hodc nhiéu bién thé khac nhau khi so sanh véi ving Fe IgG1, 1gG2,
IgG3 va IgG4 kiéu dai ctia ngudi, vi du, nhu néu trong mot trong s6 SEQ ID NO: 19,
SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 34,
SEQ ID NO: 35 va SEQ ID NO: 36. Puoc biéu hién theo cich thay thé, ving Fc bién
thd chtra dot bién trong E430, E345 va/hodic $440 ciing ¢ thé khac & mot hodc nhidu
dot bién khac tir ving Fe tham chiéu, nhu ving Fe 1gG1, 1gG2, 1gG3 va [gG4 kiéu dai
tham chiéu cta nguoi, vi du, nhu néu trong mot trong sb SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO:
20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO:
35 va SEQ ID NO: 36. Vi du, ngoai trir d6t bién & mét hodc nhiéu gde axit amin duoce
chon tr nhém tuong tmg voi1 E430, E345 va S440, vung Fe bién thé c6 thé khac voi
vung Fe kiéu dai & 12 hodc it hon, nhu 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 hodc 1 dot bién nhu
thé, chén hoic xda géc axit amin. Vi du, axit amin dau tin C Lys (K) ¢ vi tri 447 (d4nh
s6 theo Eu) ¢6 thé dugc x6a. Mot sb té bao chu duoe sir dung dé san xuét khang thé c6
thé chira cac enzym cé kha nang loai bd cac Lys & vi tri 447, va viéc loai bé nhu vay cé
thé khong ddng nhét. Do d6, khang thé tri lidu ¢ thé duoc san xuat ma khong phai la
Lys dau cudi C (K) dé lam tang tinh ddng nhat cta san phdm. Cac phuong phép cho
khéng thé san xut ma khong phai Lys ddu cubi C (K) d duoc biét 15 d6i véi ngudi co
hiéu biét trung binh trong linh vuc va bao gdm k§ thudt di truyén ctia axit nucleic bidu
hién khang thé, cac phuong phap va str dung té bao chi ddc hiéu. Vi vay, vi du ving Fc

me ¢6 thé chira trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO: 45.

T4t hon 1a, mot hodc nhidu dot bién khac bat ky nay khong lam gidm kha ning
khang thé nhu duoc boc 16 trong ban md ta nay, tic 13, khang thé chita dot bién & mot
hodc nhiu gbe axit amin duge chon tir nhém twong tmg véi E430, E345 va S440 trong
chudi ning IgG1 ctia nguoi, dé cam ting CDC va/hodc ADCC. Tét hon 14, mdt hodc
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nhiéu dot bién khac bét ky nay khong lam giam kha nang khang thé cam tmg CDC. Tét
nhat 13, m6t hodc nhidu dot bién khac bat ky nay khong lam giam kha nang khéng thé
cam tmg mét trong hai CDC va ADCC. Céc ‘mg vién cho mot hodc nhiéu dot bién khac
c6 thé, vi dy, duoc thir nghiém trong thtr nghiém CDC hodc ADCC, vi du, nhu dugc boc
10 trong ban mo ta nay, nhu ¢ vi du 3 va 4. Vi du, CDC ctia khang thé nhu duoc md ta
trong ban mo ta nay, vi dy, [gG1-C-E430G, co thé dugc kiém tra & thu nghi€m cua vi
du 3 hodc thir nghiém nhu duge mé ta & phan tiép theo (hodc thir nghiém twong tu) 6
va khong cé g vién cu thé cho mot hodc nhiéu dot bién khac, dé xac dinh hiéu qua
clia (cac) dot bién khéc ing vién vé kha ning ctia khang thé cam ing CDC. Tuong tu,
ADCC cua khang thé nhu dugc mo ta trong ban mo ta nay, vi du, IgG1-C- E430G, c6
thé dugc kiém tra ¢ thtr nghiém cta vi du 4 hodc thir nghiém nhu dugc md ta & phan
tiép theo (hodc thir nghiém tuwong tw) c6 va khong c6 tmg vién cu thé cho dot bién khac

dé xéc dinh hidu qua ctia dot bién khac tmg vién vé kha ning khéng thé cam tmg ADCC.

T&t hon 14, trong bién thé khang thé chira hai HC va hai LC, vung Fc trong HC

thtr nhat va thi hai twong dong sao cho ving Fc, & dang dime hda, 1a dime cung loai.

Tuy nhién, theo mdt s6 phuong an, & bién thé khang thé chtra hai HC va hai LC,
vung Fe trong HC thir nhét ¢6 thé khic mdt hodc nhiéu axit amin véi ving Fe trong HC
thi hai, sao cho vung Fc, & dang dime hoa, la dime khéc loai. Vi du, dot bién & médt hodc
nhiéu gde axit amin duoc chon tir nhém tuong tng véi E430, E345 va S440 & chudi
nang IgG1, trong do géc axit amin duoc danh sb theo chi s6 EU, chi ¢6 thé ¢6 méit & mot
trong cac vung Fc. Theo &é, theo mdt s6 phuong 4n, mot ving Fe ¢6 thé 1a SEQ ID NO:
45 hodc vung Fc IgG kiéu dai cta ngudi duge chon tir SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO:
20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO:
35 va SEQ ID NO: 36 mic di ving Fe khéc ¢6 thé gidng nhau ngoai trir dot bién & mét
hodc nhidu gdc axit amin nay dugc chon tlir nhém twong ing véi E430, E345 va S440 ¢

chudi nang IgG1.

Theo mot phuong 4n, bién thé khéng thé theo khia canh hodc phuong an bat ky

trong ban mo ta nay 1a, ngoai trir dot bien da néu, khang thé cua nguoi.
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Theo mot phuong 4n, bién thé khang thé theo khia canh hodc phuong dn bat ky
trong ban mo ta nay 14, ngoai trir dot bién da néu, khang thé chidu dai day du, nhu khang
thé chidu dai diy du cia nguoi.

Theo mot phuong 4n, bién thé khang thé theo khia canh hodc phuong 4n bat ky
trong ban mé ta nay 13, ngoai trir dot bién da néu, khang thé hoa tri hai, nhu khang thé

héa tri hai ctia nguoi, nhu khang thé chiéu dai day du hda tri hai clia nguoi.

Theo mét phuong 4n, bién thé khang thé theo khia canh hogc phuong 4n bat ky
trong ban mo ta nay 14, ngoai trir dot bién da néu, khang thé don dong, nhu khang thé
don dong cta ngudi, nhu khang thé don dong hoéa tri hai ctia ngudi, nhu khang thé don
dong chiéu dai day du hoa tri hai cha nguoi.

Theo phwong 4n duoc wu tién, bién thé khang thé theo khia canh hodc phuong dn
bat ky trong ban md ta nay 13, ngoai trir dot bién da néu, khang thé IgG1, nhu khang thé
IgG1 chidu dai day du, nhu khang thé IgG1 chiéu dai day du ctia ngudi, tiy ¥ 1a khang
thé IgG1,x héa tri hai chiu dai dy du don dong ctia ngudi, vi du khéng thé TgG1m(f),x

héa tri hai chidu dai day du don dong ctia nguoi.

Bién thé khang thé theo theo sang ché 1a thun loi ¢ dinh dang don déc higu hoa
tri hai, chira hai ving gén két khang nguyén gin két voi cing mét epitop. Tuy nhién,
cac dang dic hiéu kép trong d6 mot trong cac ving gan két khang nguyén gan két véi
epitop khac cling dugc du tinh. Vi vay, bién thé khéng thé theo phuong 4n hoic khia
canh bat ky trong ban mé ta nay c6 thé, trir khi mau thun véi ngit canh, c6 thé 1a khang

thé don dic hidu hodc khang thé dac hiéu kép.

Vi vay, theo mot phuong an, bién thé khang thé theo khia canh hodc phuong an
bét ky trong ban md ta 1a, ngoai trur dot bién duoc néu, khang thé don dic hiéu, nhu
khéng thé don dic hidu cua ngudi, nhu khang thé don dac hidu chidu dai ddy du cia
ngudi, nhu khéng thé don dong hoa tri hai don dic hiéu chidu dai ddy da ctia nguoi, nhu

khang thé don dong don dic hiéu héa tri hai chiéu dai ddy du cia ngudi.

Theo phuong 4n khac, bién thé khang thé theo khia canh hodc phuong 4n bét ky
trong ban mé ta nay 13, ngoai trir d6t bién dugc néu, khang thé dic hiéu kép, nhu khang
thé ddc hidu kép chidu dai ddy du, tuy ¥ 1a khang thé TgG1,k ddc hiéu kép va hoa tri hai
chidu dai day du.
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Piéu bién chirc ning

Bién thé khang thé theo khia canh hodc phuong 4n bt ky trong ban mé ta nay
thong thuong c6 thé cam tng mot hodc nhidu, 5t hon 1a tit ca, CDC, ADCC, ADCP,
chét theo chuong trinh khi ¢6 mit nhung khong ving mit chat lién két ngang Fc,
trogocytosis, hodc két hop bat ky ctia chung, ctia té bao dich biéu hién CD38 ctia nguoi,

thong thudng khi c6 mat b thé va té bao tac dong.

Bién thé khang thé theo khia canh hodc phuong 4n bat ky trong ban m6 ta nay
thong thuong c6 thé didu bién hoat tinh enzym ctia CD38.

Theo phuong 4n khéac bién thé khang thé theo khia canh hodc phuong an bt ky
trong ban mo t4 nay c6 thé cam tng mot hodc nhidu CDC, ADCC, ADCP, chét theo
chuong trinh khi ¢6 mit nhung khong ving mit chét lién két ngang Fc, trogocytosis, va

bién dbi hoat tinh enzym ctia CD38 hodc két hop bt ky ctia ching.
Bé gdy déc té bao phu thude vao bé thé (CDC):

Theo mdt phuong 4n, bién thé khang thé nhu dugc boc 16 trong CDC tng dung
nay md ta. Dic biét, bién thé khang thé cta theo sang ché c6 thé 1am trung gian cho mot
CDC tang khi lién két vi CD38 trén, vi du, bé mit ctia t& bao CD38-biéu hién hoic té
bao-mang, khi so sanh v6i mot ddi chung. DSi chimg ¢6 thé duge, vi du, mot khang thé
tham chiéu vé6i trinh tu axit amin (théng thuong va chudi nhe axit amin) gidng nhau
thanh bién thé cam tng ngoai trir mot hodc nhidu bién trong E430, E345 va/hodc S440
trong bién thé khang thé. Ngoai ra, d6i chimg c6 thé 1a khang thé tham chiéu v&i trinh
tu axit amin (théng thuong 14 trinh tu axit amin chudi ning va nhe) gidng v6i bién thé
khéng thé ngoai trir cac trinh tu VH va VL khac nhau. Khang thé tham chiéu nay c6 thé,
vi dy, thay vao do c6 trinh tw VH va VL ciia khang thé B hoge A, nhu duoc thé hién
trong bang 1. Tét hon 14, trinh ty VH va VL ctia khang thé tham chiéu c¢6 thé 1a cac trinh
tu ctia khang thé B. Ngoai ra, khang thé tham chidu c6 thé 1a khang thé gin két cing
dich nhung véi céc trinh tu axit amin khac nhau. Thay thé, ddi chung c6 thé 1 khang
thé 16p c6 thé dbi véi dbi ching, vi du, VH va VL tu dong la nhitng cim bién clia khang
thé b12 c6 thé hién thi Bang 1.

Theo do, theo mot phuong an, bién thé khang thé theo khia canh hoic phuong an

bét ky dugc boc 16 trong ban md ta nay cam Umg cao hon CDC chdng lai t& bao dich
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biéu hién CD38 hon mdt khang thé tham chiéu, trong d6 khang thé tham chiéu c6 thé
chira cac tu dong khang thé VH va VL vung C, tic 1a, SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO:
5, twong tng, va CH va CL ving tu dong giéng nhau dé bién thé khang ngoai trir mot
hodc nhiu bién trong E430, E345 va/hodc S440.

Theo phuong 4n khéc, bién thé khang thé theo khia canh hodc phuong 4n bat ky
duoc boc 16 trong ban mé ta nay cam tng CDC chéng té bao dich biéu hién CD38 cao
hon khang thé tham chiéu, trong d6 khang thé tham chiéu chira lan luot trinh tu ving
VH va VL ctia khang thé C, tuc 14, SEQ ID NO:1 va SEQ ID NO:5, va lan luot trinh tu
vung CH va CL cta SEQ ID NO:20 (IgGm(f)) va SEQ ID NO:37 (kappa).

Theo phuong an khéc, bién thé khang thé theo khia canh hozc phuong 4n bat ky
duoc boc 16 trong ban md ta nay cam tmg CDC chéng té bao dich biéu hién CD38 cao
hon khéng thé tham chiéu, trong d6 khéng thé tham chiéu chira 1an luot trinh tw ving
VH va VL cta khang thé B, tirc 14, SEQ ID NO:8 va SEQ ID NO:9, va trinh tu ving
CH va CL gidng v6i bién thé khang thé.

Theo phuong 4n khéc, bién thé khang thé theo khia canh hodc phuong 4n bat ky
dugc bde 16 trong bdn md ta nay cam ung CDC chéng t& bao dich biéu hién CD38 cao
hon khéang thé tham chiéu, trong d6 khang thé tham chiéu chira lan luot trinh tu ving
VH va VL cta khang thé A, tirc 13, SEQ ID NO:10 va SEQ ID NO:11, va trinh ty ving
CH va CL gibng v&i bién thé khang thé.

Theo phuong 4n khac, bién thé khang thé theo khia canh hodc phuong 4n bét ky
duoc bde 16 trong ban mé ta nay cam tmg CDC chdng t& bao dich biéu hién CD38 cao
hon khéng thé tham chiéu, trong do khang thé tham chiéu chtra 1an luot trinh tu vung
VH va VL cta khéng thé b12, tic 1a, SEQ ID NO: 12 va SEQ ID NO: 16, va trinh tu
ving CH va CL gidng v6i bién thé khang thé.

Theo mét phuong an cu thé, dap ing CDC duge md ta 1a phan giai t6i da, trong
d6 phén giai t6i da cao hon phan d4nh CDC ting. Theo mdt phuong 4n cu thé, dap tng
CDC dugc mb ta 1a EC50 (ndng d6 ma mot nira phan giai cuc dai quan sat dugce), trong
d6 EC50 thap cho thiy CDC tang. Theo mot phuong 4n cu thé, t& bao dich biéu hién
CD38 13 t& bao khéi u, nhu té bao u lympho. Céc vi du khéng gi6i han ctia té bao dich
u lympho bao gdm (chi thi, trong du ngodc don, ngudn thwong mai):
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- té bao Daudi (ATCC CCL-213);

- té bao Ramos (ATCC CRL-1596);
- té bao REH (DSMZ ACC 22);

- té bao Wien-133 (BioAnaLab, Oxford, U.K.);
- té bao RS4;11 (DSMZ ACC 508);
- NALM-16 (DSMZ ACC 680);

- U266 (ATCC TIB-196);

- RC-K8 (DSMZ ACC 561);

- SU-DHL-8;

- Oci-Ly-7;

~ Oci-Ly-19;

. Oci-Ly-18;

- Raji;

- DOHH-2;

- SU-DHL-4;

- WSU-DLCL-2;

- Z-138;

- IVM-13;

- Jeko-1;

- 697,

- Granta 519; -

- DB;

- Pfeiffer.

Té bao dich bidu hién CD38 ciing c6 thé 1a té bao AML, nhu té bao dugc chon
tur gém nhung khong giéi han & THP1, monomac6, Oci-AML3, KG-1, ML2, U937,
Nomo-1, AML-193, MEGAL, MOLM13, HL-60 va Oci-M1.

Theo phuong 4n cu thé khac, té bao dich biéu hién CD38 1a té bao khéi u, nhu té
bao u lympho hodc t& bao u tiy, trong d6 s6 phan tir CD38 trung binh gén dung trén moi
té bao nam & mot trong cdc khoang sau ddy, tuy y 1a khi duoc xac dinh nhu duge moé ta

trong vidu 1:
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- 150000-250000, nhu khoang 200000;
- 200000-300000, nhu khoang 260000;
- 80000-180000, nhu khoang 130000;
- 50000-150000, nhu khoang 100000;
- 40000-120000, nhu khoang 80000;

- 30000-70000, nhu khoang 50000;

- 10000-20000, nhu khoang 15000;

- 5000-15000, nhu khoang 10000.

Theo m6t phuong 4n, bién thé khang thé theo khia canh hodc phuong 4n bat ky
nhu duge boc 16 & day cam tng CDC ting cudng chdng lai té bao dich biéu hién CD38
khi so sanh v6i khang thé tham chiéu, trong d6 khéng thé tham chiéu co thé chita VH
va céac tu ddng vung VL cta khang thé B, tuc 14, SEQ ID NO: 8 va SEQ ID NO: 9, tuong
mg, va CH va CL khu vuc tu dong giéng nhau dé cam ung c6 thé bién ddi, trong d6
CDC-phan hdi 1a EC50 va té bao CD38-biéu hién duoc chon. tir NALM-16 (DSMZ
ACC 680), U266 (ATCC TIB-196) va RC-K8 (DSMZ ACC 561).

Theo phuong 4n dugce uu tién, bién thé khang thé theo khia canh hodc phuong an
bét ky nhu duge boc 16 trong ban md ta nay cam tmg CDC ting chdng té bao dich biéu
hién CD38 khi so sanh véi khang thé tham chiéu, trong d6 khang thé tham chiéu chira
l4n luot trinh ty ving VH va VL cta khang thé C, tirc 13, SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO:
5 va lan luot trinh ty ving CH va CL ctia SEQ ID NO: 20 (IgGm (f)) va SEQ ID NO:
37 (kappa), trong d6 dap tmg CDC 1a phan giai tdi da va t& bao dich biéu hién CD38
duoc chon tir té bao Daudi (ATCC CCL-213) va té bao Ramos (ATCC CRL-1596). Bién
thé khéng thé cu thé 1a ¢6 thd din dén phan gii t&i da cao hon it nhat 1a 50%, nhu it
nhét 14 60% hodc it nhit 1a 70% khéng thé tham chiéu.

Bét ky phuong phap hodc thir nghiém in vitro hodc in vivo da duge nguoi co hiéu
biét trung binh trong linh vuc biét dén va thich hop dé danh gia kha nang ctia khang thé,
nhu khéng thé IgG, dé cam tmg CDC chéng té bao dich biéu hién CD38 c6 thé duge sit
dung. T4t hon 14 thir nghiém chira, trong phan c6 lién quan, céc budc cta thir nghiém

CDC duoc md ta trong vi du 3.
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Vi du khéng gi¢i han cta thir nghiém dé xéc dinh phén giai ti da cta té bao bicu
hién CD38 nhu duoc trung gian bdi khang thé CD38, hodc gi4 tri EC50, ¢6 thé bao gom

cac buoc:

(a) dan mong khoang 100000 té bao biéu hién CD38 trong 40 ul. mdi trudng
nudi cay duoc bd sung 0,2% BSA cho mdi 13 trong dia nhiéu 15;

(b) 1 so bd té bao trong 20 phut voi 40 pL khang thé CD38 dugc pha loing
dinh ky (0,0002-10 pg/mL);

(c) 1 mdild trong 45 phut & 37°C véi 20 phan trim huyét thanh duoc tu huyét
thong thudng cua nguoi,

(d) bd sung thudc nhudm cé kha ning ton tai va do phin tram phan giai t& bao
trén méy do dém té bao theo dong chay;

(e) xéc dinh phén giai téi da va/hodc tinh gia tri EC50 st dung phi tuyén héi
quy.

Té bao khdi u thich hop cho thir nghiém nay bao gdm, ma khong gidi han, té bao
duoc liét ké trong bang 2, nhu té bao Daudi (ATCC CCL-213).

Theo mot sé phuong phap nhét dinh, bién thé khang thé cam tmg té bao Daudi
chéng CDC (ATCC No. CCL-213) hoic té bao Ramos (ATCC No. CRL-1596) dan dén
phan giai t6i da it nhat 1a 50%, nhu it nhét 13 60%, nhu it nhat 1a 70% cao hon phan giai
thu duoc v6i khang thé tham chiéu chi khac & vide khong ¢ dot bién & mot hodc nhicu
gbc axit amin duoc chon tir nhém twong tmg véi E430, E435 va S440 & chudi nang 1gG1
clia ngudi, trong d6 gde axit amin duge danh sb theo chi s6 EU. Theo mét phuong én,
khang thé tham chiéu chta trinh tu ving VH va VL ctia khang thé C, tic 14, lan luot
SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 5 va lan luot trinh tw ving CH va CL cta SEQ ID NO:20
(IgGm(f)) va SEQ ID NO:37 (kappa).

D¢ gdy doc té bao qua trung gian té bao phu thudc vao khdng thé (ADCC):

Theo mot phuong 4n, bién thé khang thé theo khia canh hodc phuong an bat ky
trong ban md ta ndy cam tmg ADCC. Theo mét s6 phuong &n, bién thé khang thé cua
theo séng ché c6 thé lam trung gian ADCC khi lién két véi CD38 trén, vi du, bé mit clia
t& bao CD38-biéu hién hoic t& bao. Khang thé khang CD38 chira dot bién E430G duoc
tim thdy 1a cam tmg muc hoi ADCC thip hon so v6i cing khang thé ma khong c6 dot
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bién E430G. Bién thé khang thé ctia theo sédng ché c¢6 thé lam trung gian ADCC cao hon
khi lién két véi CD38 trén, vi dy, bé mit cta té bao hodc té bao CD38-biéu hién, hon
mdt dbi chimg ddi, trong d6 anh ta ¢ thé chimg nhan, vi du , khang thé c6 thé tham
chiéu véi cac tu dong axit amin (céc trinh ty ing dung axit amin thuong va chudi nhe)
gidng nhau thanh bién thé khang thé ngoai trir cho céc chuong trinh VH va VL khac
nhau. Khang thé tham chiéu nay c6 thé, vi du, thay vao dé co trinh tw VH va VL clia
khang thé B hoic A, nhu duoc thé hién trong bang 1. T6t hon 13, trinh tu VH va VL cta
khang thé tham chiéu c6 thé 13 c4c trinh ty ciia khang thé B. Ngoai ra, ddi ching co thé
1a khang thé dbi chimng isotyp, sao cho trinh ty VH va VL 1a cac trinh tu ctia khéng thé
b12 nhu duge thé hién trong bang 1.

Theo do, theo mdt phuong 4n, bién thé khang thé theo khia canh hodc phuwong an
bat ky duge boc 16 trong ndy md ta nay, cam tmg ADCC chéng té bao dich biéu hién
CD38 cao hon khang thé tham chiéu, trong d6 khang thé tham chiéu chira trinh tu ving
VH va VL cta khang thé B, tic 13, 1an lugt 1a SEQ ID NO: 8 va SEQ ID NO: 9 va trinh
tyr vimg CH va CL tuong dong v&i bién thé khang thé. Theo mot phuong an cu thé, dap
tmg ADCC 14 phén giai t6i da, trong d6 mic phan giai t6i da cao hon phan anh ADCC
cao hon. Theo mdt phuong an cu thé, dap ing ADCC danh gia & thir nghiém x4c dinh
gén két FeyRIIla, trong d6 gin két cao hon chi ra ADCC cao hon. Theo mdt phuong 4n
cu thé, t& bao biéu hién CD38 14 t& bao khéi u. Vi du khong gidi han ctia t& bao bao gdm

Daudi, Wien-133, Granta 519, MEC-2 va khéi u dong té bao duoc liét ké trong bang 2.

Theo mdt phuong 4n, bién thé khang thé theo khia canh hogc phuong 4n bat ky
duoc boc 16 trong ban md ta nay cam tmg ADCC chéng t& bao Daudi biéu hién CD38
cao hon khi so sanh v6i khang thé tham chiéu, trong d6 khéng thé tham chiéu chia lin
lugt trinh ty ving VH va VL cua khang thé B, tc la, SEQ ID NO: 8 va SEQ ID NO: 9
va trinh tg ving CH va CL gidng véi bién thé khang thé, tuy vy 1a trong d6 dap tmg

Theo mét phuong 4n, bién thé khang thé theo khia canh hodc phuong an bat ky
dugc boc 16 trong ban mo ta nay cam ung ADCC chéng té bao Daudi biéu hién CD38
cao hon khi so sanh véi khang thé tham chiéu, trong d6 khang thé tham chiéu chira trinh
tu vung VH va VL cua khang thé b12, tie 13, 1an luot SEQ ID NO: 12 va SEQ ID NO:
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16 va trinh ty ving CH va CL tuong ddng v6i bién thé khang thé, tuy y 1a trong d6 dép

.....

Phuong phap hodc thir nghiém in vitro hodc in vivo bit ky duge ngudi hiéu biét
trung binh trong linh vyc biét va thich hop dé danh gia kha ning ctia khang thé, nhu
khang thé IgG, d& cam tmg ADCC chéng té bao dich biéu hién CD38 c6 thé dugce st
dung. Tét hon 13, thir nghiém bao gdm, & phan c6 lién quan, cdc budc cua thit nghiém
gdy doc té bao phu thude vao khang thé giai phéng >'Cr hodc thir nghiém sinh hoc béo
cdo ADCC duge md ta & vi du 4. Vi du khdng gidi han ctua tht nghiém dé xac dinh
ADCC cua té bao biéu hién CD38 nhu duoc trung gian béi khang thé CD38 c6 thé bao
gbm céc bude cia thir nghiém giai phong 51Cr hoic thir nghiém chi thi duoc néu & duéi.

ADCC véi giai phong *!'Cr:

(a) dan moéng khoang 5000 5'Cr dugc dén nhin té bao biéu hién CD38 (vi duy,
té bao Daudi) trong 50 pL méi trudng nudi cdy duoc bd sung BSA 0,2% vao mdi 16
trong dia nhiéu 15;

(b) 10 so bod té bao trong 15 phit véi 50 ul khang thé CD38 duge pha lodng
dinh ky (0,0002-10 pg/mL);

(0 1 mdild trong 4 gidr & 37°C v&i 500000 té bao don nhan mau ngoai vi méi
phén lap (PBMC) véi mdi 15;

(d) do luong giai phong 5'Cr trong 75 pL dich ndi trén bo dém gamma;

(e) tinh phin tram phén giai t& bao dudi dang (mau cpm - phan gidi tu phat
cpm)/(phan giai téi da cpm - phan giai tu phat cpm) trong d6 cpm dugc tinh v6i mdi
phut.

ADCC véi thr nghiém chi thi:

(a) dan mong khoang 5000 té bao Daudi trong 10 pL & dia nhiéu 18 thich hop
dé doc quang (vi du, OptiPlates 384 1 tir PerkinElmer Inc.) trong méi trudng tiéu chuin
(vi du, RPMI 1640) duoc bd sung huyét thanh IgG thap 25%;

(b) 1 mbild trong 6 gidr & 37°C véi 10 uL Jurkat dugce ché tao té bao biéu hién
4n dinh FeyRIIa thy thé, V158 (4i luc cao) bién thé, va phan tt NFAT phan ting diéu
khién biéu hién ctia dom dém luciferaza nhu tac dong ctia té bao va 10 pL dinh ky duoc
pha loing Khang thé CD38 (0,0002-10 pg/mL);
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(¢) 1mdild 5 phat ¢ RT véi 30 pL chét nén luciferaza va do do phat quang.
Thuee bao té bao phu thuge khéing thé (ADCP):

Theo mdt phuong an, bién thé khang thé theo khia canh hodc phwong 4n bét ky
trong ban mé t4 nay cam tng ADCP. Theo mét sb phuong an, bién thé khang thé cta
theo sang ché c6 thé 1am trung gian cho ADCP khi lién két véi CD38 trén, vi du, bé mit
clia té bao CD38-biéu hién hoic mang té bao. Bién thé khéng thé cta theo sang ché c6
thé lam trung gian cho ADCP cao hon khi lién két véi CD38 trén, vi du, bé mat cla té
bao hoic té bao CD38-bidu hién, hon mot dbi ching trong d6 d6i véi d6i ching 1a mot
16p khéng Vi dy, dbi chimg khang thé, nhu VH va VL tu dong 1a cam bién c6 thé b12
nhu thé hién dugce Bang 1.

Theo d6, theo mdt phuong an, bién thé khang thé theo khia canh hodc phuong 4n
bat ky duoc boc 16 trong nay mé ta, cam tmg cao hon ADCP chéng lai t& bao dich biéu
hién CD38 hon mot khéng thd tham khéo, trong d6 khéng thé tham chiéu co thé chi véi
mdt bién thé hodc nhiéu bién thé trong E430, E345 va/hoic S440 trong khang thé bién.
Theo mdt phuong 4n thay thé, khang thé tham chiéu c6 thé chua cac ky tu VH va VL
vung cta khang thé c6 thé b12, tac 13, SEQ ID NO: 12 va SEQ ID NO: 16, tuong tng
va céc ky ty ving CH va CL gidng nhau dén bién thé khéng thé.

Theo mdt phuong an cu thé, té bao dich biéu hién CD38 14 té bao khdi u, nhu u
tity hogc u lympho & bao. Cac vi dy khong gidi han cua té bao dich 1a t& bao khdi u bao

gbm nhitng nguoi duoe liét ké trong bang 2.

Bét ky phuong phap in vitro hodc in vivo hodc thit nghiém nao déu duoc nguoi
hidu biét v& trung binh trong linh vuc va su thich hop dé dénh gia kha ning cua mot
khang thé, nhu khang thé IgG, dé cam ttng ADCP chéng té bao dich biéu hién CD38 c6
thé duoc st dung. Tét hon 1a, thir nghiém chta, & phﬁn ¢6 lién quan, cic budce cua dat
thuc bao dua trén ADCP thtr nghi€ém duge md ta trong vidu 5. Cu thé 1a, thu nghiém dé
xac dinh ADCP ctia té bao biéu hién CD38 nhu qua trung gian béi khéng thé CD38 ¢

thé bao gdm cac bude duge thiét 1ap & dudi:
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ADCP:

(a) biét hoa mdi phan 14p bach cdu don nhan thanh dai thuc bao véi 5 ngay
trong GM-CSF-chira moi trudng;

(b) dan moéng khoang 100000 dai thuc bao véi mdi 18 & dia nhiéu 16 trong moi
trudng tua té bao véi GM-CSF;

(c)  bd sung 20000 CD38-khang thé opsonin héa Té bao biéu hién CD38 (vi dy,
Daudi té bao), dugc dan nhin bang thuéc nhuém mau huynh quang chung, mdi 16 trong
45 phut tai 37°C;

(d) dotyle phﬁn tram dai thuc bao duong tinh véi CD14, am tinh v6i CD19,

duong tinh véi thuée nhudm mang trén may do dém té bao theo dong chay.
Chét theo chirong trinh:

Bién thé khang thé dé str dung theo sang ché c6 thé, theo mot phuong phap, khong
cam tng chét theo chuong trinh trong su xa ldnh ctia mot chat long lién két Fc. Theo
phuong an khac bién thé cam tmg c6 thé cam ung chét theo chuong trinh ¢é mit cua

chét luong Fe-lién két nhung khong & ngoai mat ctia mot Fe-lién két ngang chat.
Theo mét phuong 4n Fe-lién két ngang chét 13 mot khang theé.

Theo mot phuong an chét theo chuong trinh ¢ thé duge xac dinh nhu duge mé

ta trong Vi du 6.
Trogocytosis:

Theo mdt phuong 4n, bién thé khang thé nhu dugc bdc 16 trong ban m6 ta nay
phan g trogocytosis, nhu trogocytosis cia CD38 tir nguoi hién Té bao biéu hién CD38
dén nguoi nhan té bao. Té bao nhan dién hinh bao gdm té bao T va B, bach ciu don
nhan/dai thuc bao, t& bao dudi gai, bach ciu trung tinh va té bao NK. Tt hon 1a, té bao
nhan 1a lympho bao biéu hién thu thé Fc-gamma- (Fey), nhu, vi du, dai thuc bao hodc
PBMC. Cu thé 1a, bién thé khang thé theo sang ché c6 thé lam trung gian cho
trogocytosis tang khi so sanh v&i ddi chimg. D6i chung ¢6 thé 14, vi du, khang thé tham
chiéu v6i trinh tu axit amin (thong thudng 13 trinh tu axit amin chudi ning va nhe) gidng
v6i bién thé khang thé ngoai trir mot hodc nhiu dot bién & E430, E345 va/hoge S440
trong khang thé bién thé. Theo phuong 4n khAc, d6i chimg 1a khang thé tham chiéu vai
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trinh tir axit amin (thdng thuong 13 trinh fir axit amin chudi ning va nhe) twong dong véi
bién thé khang thé ngoai trir cac trinh tw VH va VL khac nhau. Vi du, d6i chimg c6 thé
1a khang thé d6i chimg isotyp, vi du, sao cho cac trinh tw VH va VL la céc trinh tu cua
khang thé b12 nhu duoc thé hién & bang 1.

Thir nghiém thich hop dé déanh gia trogocytosis da biét trong linh vuc va bao
gém, vi du, thir nghiém trong vi du 8. Vi du khong gidi han cua thtr nghiém dé x4c dinh
trogocytosis cua té bao biéu hién CD38 nhu duoc trung gian boi khang thé CD38 bao

gbm thir nghiém sau day:
Trogocytosis (t¢ bao Daudi):

(a) biét hoa mai phan lap don nhan bach cau thanh dai thuc bao véi S ngay
GM-CSF;

(b dan mong khoang 100000 dai thuc bao mdi 16 & méi truong té bao tua véi
GM-CSF;

(c) bd sung khoang 20000 t& bao Daudi opsonin héa khang thé CD38, duogc
dan nhin bang chit nhuém mau huynh quang chung chung, mdi 16 trong 45 phut tai
37°C;

(d)  do bidu hién CD38 trén té bao Daudi bang may dém té bao theo dong chay,
trong d6 CD38 giam trén té bao Daudi opsonin héa khang thd CD38 khi so sanh véi dbi
ching chi thi trogocytosis.

Trogocytosis (Treg):

(a) dan mong khoang 500000 PBMC méi phan 1ap v6i mdi 16 trong mdi truong
nudi cly té bao O/N & 37°C;

(b) bd sung khoang 100000, Treg opsonin hoéa khéng thé CD38, duoc dan nhin
bang thudc nhudém amin nodi bao phat quang chung, véi mdi 16 qua dém (O/N) & 37°C;
va

() do bidu hién CD38 trén Treg trén may do dém té bao theo dong chay, trong
d6 CD38 giam trén CD38-cam (g ¢6 thé opsonin hoa Treg khi so sanh véi dbi chimg

6i trogocytosis.

Ngoai té bao Daudi (ATCC CCL-213), té bao khdi u thich hop cho bao gom thr

nghiém th@ nhat, ma khong giéi han, té bao dugc liét ké & bang 2, cu thé 1a t bao c6
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bidu hién CD38 cao. Ngoai ra, thich hop té bao bidu hién CD38 cho thir nghiém thtt hai
bao gdm, bén ngoai Treg, mién dich t& bao nhw, vi dy, t& bao NK, t& bao B, té bao T va
bach ciu don nhén, ciing nhu & bao khéi u dugc liét ké & bang 2, cu thé 1a t bao cé

murc biéu hién CD38 thip.

Theo d6, theo mdt phuong éan, bién thé khang thé theo khia canh hoc phuong an
bét ky duoc boc 16 trong ban mo ta ndy cam tmg mirc dd trogocytosis cia té bao dich
bidu hién CD38 cao hon khang thé tham chibu, trong d6 khang thé tham chiéu chira trinh
ty ving VH va VL cta khéng thé C, tic 1, lan luot SEQ ID NO:1 va SEQ ID NO:S, va
trinh tu ving CH va CL twong ddng véi bién thé khang thé ngoai trir mot hodc nhiéu dot
bién & E430, E345 va/hodc S440.

Theo mét sd phuong an, bién thé khéng thé theo khia canh hoic phuong an bét
ky duogc boc 16 trong ban mo ta ndy cam ung muc trogocytosis cua té bao dich biéu hién
CD38 cao hon khang thé tham chiéu, trong d6 khang thé tham chiéu chira trinh tu ving
VH va VL cua khang thé B, ttc 1, 14n lugt SEQ ID NO: 8 va SEQ ID NO: 9, va trinh
tur ving CH va CL tuong ddng véi bién thé khéng thé.

Theo mot sb phuong an, bién thé khang thé theo khia canh hozc phuong an bat
ky duoc boc 16 trong ban mé ta nay cam tmg miic trogocytosis ctia té bao dich biéu hién
CD38 cao hon khang thé tham chiéu, trong d6 khang thé tham chiéu chira trinh tu ving
VH va VL ctia khéng thé A, tic 13, 1an lugt SEQ ID NO: 10 va SEQ ID NO: 11 va trinh
tu ving CH va CL twong dong v6i bién thé khang thé.

Theo mét sb phuong 4n, bién thé khang thé theo khia canh hodc phuong an bat
ky duoc boc 16 trong ban md ta ndy cam (g mikc trogocytosis cua té bao dich biéu hién
CD38 cao hon khang thé tham chiéu, trong d6 khang thé tham chiéu chira trinh tur viing
VH va VL cia khang thé b12, tic 14, 1an luot SEQ ID NO: 12 va SEQ ID NO: 16 va
trinh ty ving CH va CL tuong ddng véi bién thé khang thé.

Piéu bién hoat tinh enzym CD38

Bién thé khang thé theo khia canh hodc phuong 4n bat ky trong ban mo ta nay cé
thé thong thudng mot bién hoidc nhidu hoat tinh ctia CD38 ctia ngudi. Theo mdt phuong
an, bién thé khang thé nhu duoc boc 16 trong ban mo ta nay cé tic dung tre ché hoat tinh

CD38 xyclaza, vi du khi so sanh voi dbi ching, vi du, khéng thé di ching isotyp nhu
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khang thé b12. Vi du, bién thé khang thé ¢6 thé ¢6 hidu qua e ché hoat tinh xyclaza ctia
CD38 duoc biu hién boi té bao, nhu t& bao khéi u va/hoic hiéu qua te ché CD38 phan
1ap, nhu méanh ¢6 thé hoa tan ctia CD38 (vi du, SEQ ID NO:39).

Bét ky phuong phap in vitro hodc in vivo hodc thir nghiém nao do ngudi c6 hiéu
biét vé trung binh trong linh vuc va sy thich hop dé dénh gia kha nang ctia CD38 c6 thé
khang thé dé trc ché CD38 xyclaza hoat dong ddu c6 thé dugc sir dung. Thir nghiém
thich hop dé kiém tra hoat tinh CD38 xyclaza, vi dy, dugc mo ta trong WO 2006/099875
Al va WO 2011/154453 A1. Tt hon 1a phuong phép bao gdm, & phan c6 lién quan, cac
budc ctia thir nghiém cy thé duge mé ta & vi du 6, thir nghiém hoat tinh xyclaza st dung
mudi nicotinamit guanin dinucleotit natri (NGD) 1am co chit cho CD38. NGD, khong
phat quang, duoc CD38 tuan hoan thanh chit twong tw huynh quang ctia cADPR, GDP-
riboza vong (xem, vi dy, Comb, Chem High Throughput Screen. 2003 Jun;6(4):367-
79A). Mot vi du khong gioi han cia mot thir nghiém chira cac bude sau dé xac dinh su

trc ché ctia CD38 xyclaza hoat tinh:

(a) gdy mam 200000 Daudi hozic Wien133 té bao trong 100 uL. 20 mM Tris-
HCL mdi 15; hodc cho mam 0,6 pg/mL CD38 danh du hoa tan (SEQ ID NO: 39) trong
100 pL 20 mM Tris-HCL cho mdi 18 trong dia nhiéu 13;

(b) bd sung 1 pg/mL khang thé CD38 va 80 uM NGD cho mdi 13;

(¢)  do huynh quang cho dén khi dat t&i mat bang (vi du.; 5, 10 hodc 30 phut);
va

(d) xéc dinh ty 18 phén trim tc ché khi so sanh véi dbi ching, nhu 16 dugce G

v6i khang thé dbi ching isotyp.

Theo mét phuong 4n, & thir nghiém nay, bién thé khang thé ¢6 kha ning tc ché
hoat tinh xyclaza cua CD38, cu thé 1a phén tram t6i da chuyén hoéa NGD, voi it nhét 12
khoang 40%, nhu it nhat 1a khoang 50%, nhu it nhit 1& khoang 60%, nhu nam trong
khoang tir 40% dén 60%, khi so v6i hoat tinh CD38 xyclaza dbi chimg, dién hinh khi c6
mit khang thé déi chimg isotyp. Vi du, khang thé dbi chimg isotyp c6 thé chua trinh tu
vung VH va VL ctia khang thé b12, tic 13, SEQ ID NO: 12 va SEQ ID NO: 16, tuong
ung, va trinh tu vung CH va CL gidng v6i bién thé khéng thé. Theo mdt phuong 4n cu
thé, thir nghiém str dung hisCD38 (SEQ ID NO: 39) dé x4c dinh hoat tinh xyclaza.
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Theo mét s& phuong 4n, bién thé khang thé theo khia canh hodc phuong an bat
ky dugc boc 16 trong ban md ta nay co e ché hoat tinh xyclaza CD38 tang (tic 13, hiéu
qué hon) khi so sanh v6i khang thé tham chiéu, trong d6 khéng thé tham chiéu chua
trinh tu ving VH va VL cua khang thé B, tic 13, 1an luot 1a SEQ ID NO:8 va SEQ ID
NO:9 va trinh ty ving CH va CL tuong dong v6i bién thé khang thé.

Theo mét s6 phuong 4n, bién thé khang thé theo khia canh hodc phuong én bt
ky duoc boc 16 trong ban méd ta nay ¢ e ché hoat tinh xyclaza CD38 tiang (tic 13, hidu
quéa hon) khi so sanh v6i khang thé tham chiéu, trong d6 khéng thé tham chiéu chira
trinh tu ving VH va VL cta khang thé A, tirc 13, 14n luot 13 SEQ ID NO:10 va SEQ ID
NO:11 va trinh tyr ving CH va CL tuong ddng vdi bién thé khang thé.

Ngoai ra, theo mét s& phuong an, bién thé khang thé nhu duge mb ta trong ban
mo ta ndy cdm Ung su chét theo chuong trinh cua té bao biéu hién CD38 khi ¢6 mat, ma
khong ving mat, khang thé lién két ngang Fc. Cac chirc ning nay déu cé thé duge do &
thir nghiém bao gdm, trong phdn c¢6 lién quan, cac budc cia thir nghiém chét theo
chuong trinh duge md ta & vi du 6. Theo mot phuong an, thir nghiém chét theo chuong

trinh c6 theé bao gom cac budce:

(a) dan mong 100000 t& bao khdi u bidu hién CD38 trong 100 pl mdi trudng
nudi cay duge bd sung BSA 0,2% mdi 15;

(b U méi 16 O/N & 37°C v6i khang thé CD38 duge pha lodng dinh ky (0,0002-
10 pg/mL) va 10 pg/mL IgG1 khang nguoi cua dé;

(¢) do ty 18 phan trim ctia té bao chét trén méy dém té bao dong chay.

Thé lién hop
Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén bién thé khéng thé duoc lién hop voi

thubc, chat gay doc té bao, chét doc, nhin phong xa hodc d@)ng vi phéng xa.

Theo mot phuong én, bién thé khang thé chita mot hodc nhidu axit amin duoc
dan nhén phéng xa dwoc cung cap. Bién thé duoc gén nhin phéng xa c6 thé dugc sir
dung cho cac muc ti€u chin doan in vitro, cac muc tiéu chin doan in vivo, cac muc tiéu
tri liéu hodc két hop cla ching. Céc vi du khong giéi han ciia nhan phong xa cho cam
bién c6 thé bao gdm 3H, 1C, 1N, 358, %Y, 9T¢, 1257, 31 v 186Re. Phuong phap diéu ché

axit amin duoc ddn nhin phéng xa va dan xuét peptit c¢6 lién quan da duge biét dén trong
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linh vuc k¥ thudt nay, (xem, vi du Junghans ez al., in Cancer Chemotherapy and
Biotherapy 655-686 (2" Ed., Chafner and Longo, eds., Lippincott Raven (1996)) va
U.S. 4,681,581, U.S. 4,735,210, U.S. 5,101,827, U.S. 5,102,990 (US RE35,500), US
5,648,471 va US 5,697,902. Vi du, déng vi phong xa ctia halogen nhu iot hodc brom c6
thé duoc lién hop bai phuong phép cloramin-T.

Theo mdt phuong 4n, bién thé khang thé theo sang ché duoc 1ién hop vaéi dong
vi phdng xa hodc chelat chita déng vi phéng xa. Viduy, bién thé ¢6 thé duoc lién hop voi
chat lién két chelat, vi du DOTA, DTPA hoic tiuxetan, cho phép khang thé duoc tao
phtrc v6i dong vi phéng xa. Khang thé cling c6 thé hodc ngoai ra chira hodc duoc lién
hop v&i mot hode nhiéu axit amin duoc ddn nhin phéng xa hodc phan tir duge dan nhan
phong xa khac. Bién thé dugc g.:fm nhan phong xa co thé duoc st dung cho ca muc tiéu
chin doan va diéu tri. Theo mdt phuong 4n bién thé theo sang ché dugc lién hop voi
ngudn phét xa alpha. Céc vi du khong giéi han ctia ddng vi phéng xa phét alpha bao

gom 2BBs, 2 Ac va 2'Th.

Theo mot phuong 4n, bién thé khang thé duoc gén vao chat lién két chelat, vi du

tiuxetan, cho phép bién thé khang thé duoc lién hop véi ddng vi phong xa.
Axit nucleic

Khang thé da duoc biét dén 1a chét tri lidu ma cé thé duoc st dung trong viéc
didu tri c4c bénh khac nhau. Phuong phép st dung khang thé cho dbi twong can diéu tri
khac bao g@)m viée st dung axit nucleic hodc hon hop ctia axit nucleic ma héa khang thé
nay dé biéu hién in vivo khéng thé nay.

Do vay theo mot khia canh, sang ché ciing dé cap dén axit nucleic ma héa chudi
ning ctia bién thé khang thé theo sang ché, trong d6 chudi nang nay chira ving VH chtra
VH CDRI c¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO:2, VH CDR2 c¢6 trinh tu nhu néu trong
SEQ ID NO:3, VH CDR3 ¢¢ trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO:4 va vung CH IgG1
clia ngudi véi dot bién ¢ mot hodc nhidu trong s6 E430, E345 va S440, gbc axit amin

duoc dénh sb theo chi sd EU.

Theo mot khia canh sang ché cling dé cip dén axit nucleic hodc hon hop cua axit

nucleic, ma hoa bién thé khang thé theo sang ché.
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Theo mot s6 phuong an sang ché dé cap dén axit nucleic hodc hon hop cua axit

nucleic mé héa bién thé khang thé chua:

a)  ving gan két khang nguyén chita VH CDR1 ¢6 trinh ty nhu néu trong SEQ
ID NO:2, VH CDR2 ¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO:3, VH CDR3 ¢ trinh tu nhu
néu trong SEQ ID NO:4, VL. CDRI1 c¢6 trinh tur nhu néu trong SEQ ID NO:6, VL CDR2
¢o trinh tw AAS, va VL CDR3 ¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO:7, va

b) vung Fc bién thé chira dot bién ¢ mot hodc nhidu géc axit amin dugc chon
tr nhom twong Gmg v6i E430, E345 va S440 & chudi ning IgG1 clia ngudi, trong d6 gbe

axit amin duoc danh s theo chi sé EU.

Theo mdt phuong an, bién thé khang thé theo sang ché duoc ma hoa boi mot axit
nucleic. Vi vay, trinh tu nucleotit ma hoa bién thé khang thé theo séng ché c6 mat & mot

axit nucleic hoac cung phéan tur axit nucleic.

Theo phuong 4n khéc bién thé khéng thé theo sang ché duoc ma hoa bang hdn
hop ctia axit nucleic, thong thuong bang hai axit nucleic. Theo mot phwong 4n hdon hop
axit nucleic nay chira axit nucleic ma héa chudi ning ctia bién thé khang thé nay va axit
nucleic ma hoa chudi nhe cia bién thé khéng thé nay.

Theo mot s& phuong én sang ché dé cép dén axit nucleic hodc hdn hop axit
nucleic ma hoa bién thé khang thé chua:

a)  chudi ning chita ving VH chira VH CDR1 ¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ
ID NO:2, VH CDR2 c¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO:3, VH CDR3 c¢6 trinh tu nhu
néu trong SEQ ID NO:4 va ving CH IgG1 ctia nguoi véi dot bién & mot hodc nhiéu
trong s B430, E345 va S440, géc axit amin duoc danh s theo chi s6 EU;

b)  chudi nhe chira ving VL chita VL CDR1 ¢4 trinh ty nhu néu trong SEQ ID
NO:6, VL. CDR2 c¢6 trinh twr AAS, va VL. CDR3 ¢6 trinh ty nhu néu trong SEQ [D NO:7.

Theo mot phuong an, bién thé khang thé theo sang ché dugc ma hoa béng mot
axit nucleic. Vi vay, trinh tu nucleotit ma hoa bién thé khang thé theo sang ché c6 mit
& mot axit nucleic hoac cung phan tlr axit nucleic.

Theo phuong 4n khéc bién thé khang thé theo sang ché duoc ma hoa bang hon

hop cla cac axit nucleic, thong thuong bing hai axit nucleic. Theo mdt phuong 4n hon

57



52583 58/190

hop ctia cac axit nucleic nay chira axit nucleic ma hoéa chudi nang cua bién thé khang

thé nay va axit nucleic ma hoa chuodi nhe ctia bién theé khang thé nay.

Nhu duoc mé ta & trén axit nucleic ¢ thé duoe st dung nhu phuong tién dé cung

clp protein diéu tri, nhu khang thé, cho d6i tuong can diéu tri.

Theo mét s& phuong 4an, axit nucleic niy c6 thé 14 axit deoxyribonucleic (ADN).
ADN va phuong phap diéu ché ADN thich hop dé biéu hién in vivo cia protein diéu tri,
nhu khang thé duoc ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay biét 15, va
bao gdm nhung khdng gidi han & nhitng gi dugc mé ta boi Patel A et al., 2018, Cell
Reports 25, 1982-1993.

Theo mdt s6 phuong 4n, axit nucleic nay cé thé 13 axit ribonucleic (ARN), nhu
ARN théng tin (mARN). Theo mot s6 phuong an, mARN c6 thé chi bao gdm nucleotit
c6 trong tu nhién. Theo mdt sb phuong an, mARN ¢6 thé bao gdm nucleotit duoc bién
dbi, trong d6 duoc bién d6i chi nucleotit nay khac v& mat héa hoc véi nucleotit ¢ trong
tur nhién. Theo mot sd phuong an, mARN ¢6 thé bao gdm ca nucleotit ¢é trong tu nhién

va dugc bién doi.

Cac axit nucleic khac nhau thich hop dé biéu hién in vivo ctia protein tri liéu, nhu
khang thé, & dbi twong dugce ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuce k¥ thuat nay
biét r5. Vi du, mARN thich hop dé bidu hién khang thé tri liéu & ddi twong, thuomg bao
gbdm khung doc m& (ORF), dugc bao quanh bdi céc ving chua duge dich ma (UTR) bao
gém cdc trinh tw cu thé, va ddu 5° va 3’ duogc tao thanh boi cAu trtc bit dau va dudi

poly(A) (xem vi du, Schlake et al., 2019, Molecular Therapy Vol. 27 No 4 April).

Vi du cua phuong phap t61 wu héa ARN va phéan tir ARN thich hop, vi du mARN,
dé biéu hién in vivo bao gdm, nhung khong gii han & duge mé ta trong US9,254,311;

US9,221,891; US20160185840 va EP3118224.

(Céc) axit nucleic tran duoc sir dung cho d6i twong dé biéu hién in vivo 1a dé bi
phan huy va/hodc gdy ra dép tng sinh mién dich & ddi tuong. Ngoai ra, dé biéu hién in
vivo ctia khéng thé duge ma héa bai axit nucleic, axit nucleic nay thuong duge sir dung
& dang thich hop dé axit nucleic xAm nhip vao té bao cua ddi tuong. Cac phuong phap
vén chuyén axit nucleic d& biéu hién in vivo khac nhau ton tai va bao gdm ca hai phuong

phap lién quan dén phuong tién co hoc va hoa hoc. Vi du, phuong phép nay co thé lién
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quan dén viée ddt dién hodc xam axit nucleic 1én da (Patel et al., 2018, Cell Reports 25,
1982-1993). Céc phuong phéap khac thich hop dé sir dung axit nucleic cho dbi tugng
lién quan dén viéc sir dung axit nucleic & ché phdm thich hop. Vi vy sang ché cling dé

cép dén vat truyén phéan phdi chira axit nucleic theo sang ché.

Theo mét sb phuong 4n, vat truyén phan phdi nay c6 thé chira axit nucleic ma
héa chudi nang ctia bién thé khang thé theo sang ché. Vi vay theo mdt phuong an axit
nucleic nay c6 thé ma héa chudi ning chira ving VH chita VH CDR1 ¢6 trinh tu nhu
néu trong SEQ ID NO:2, VH CDR2 c¢6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO:3, VH CDR3
¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO:4 va ving CH IgG1 cua nguoi voi dot bién & mot
hodc nhiéu trong sb E430, E345 va S440, géc axit amin duoc dénh sd theo chi s6 EU.

Theo mot s6 phuong an, sang ché ciing dé cp dén vat truyén phéan phéi chira axit
nucleic ma héa chudi nhe cta bién thé khang thé theo sang ché. Vi vay theo mot phuong
an axit nucleic nay cé thé ma héa chudi nhe chira ving VL chtta VL CDR1 ¢6 trinh tur
nhu néu trong SEQ ID NO:6, VL CDR2 ¢6 trinh tw AAS, va VL CDR3 ¢6 trinh tu nhu
néu trong SEQ ID NO:7.

Séang ché ciing d& cip dén hdn hop cia cac vat truyén phan phéi chira vat truyén
phan phéi chira axit nucleic ma héa chudi ning ctia bién thé khang thé theo sang ché va
vét truyén phin phéi chira axit nucleic ma héa chudi nhe cua bién thé khang thé theo
sang ché. Vi vay theo mot phuong 4n hdn hop ctia cc vt truyén phéan phéi nay chtra
vét truyén phan phdi chta axit nucleic ma héa chudi ning chta ving VH chtta VH
CDRI1 ¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO:2, VH CDR2 c¢6 trinh ty nhu néu trong
SEQ ID NO:3, VH CDR3 ¢6 trinh ti nhu néu trong SEQ ID NO:4 va vung CH IgG1
clia ngudi v6i dot bién & mot hodc nhiéu trong s6 E430, E345 va S440, gbc axit amin
duoc dénh sb theo chi sé EU; va vat truyén phan phdi chira axit nucleic ma héa chudi
nhe chita ving VL chita VL. CDR1 ¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO:6, VL CDR2
cé trinh tw AAS, va VL CDR3 ¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO:7.

Theo mdt sé phuong an, vat truyén phén phdi nay chira axit nucleic hodc hdn hop

clia axit nucleic ma héa chudi nhe nucleic va ning cta bién thé khéng thé theo séng ché.

Vi vay theo mot phuong an vat truyén phan phdi nay c6 thé chira axit nucleic ma

hoa chudi ning chtra ving VH chtta VH CDR1 ¢6 trinh tuy nhu néu trong SEQ ID NO:2,
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VH CDR2 c¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO:3, VH CDR3 c6 trinh ty nhu néu trong
SEQ ID NO:4 va ving CH IgG1 ctia ngudi v6i dot bién & mot hodce nhiéu trong s E430,
E345 va S440, gbc axit amin duoc danh s theo chi s6 EU; va chudi nhe chtia ving VL
chita VL CDR1 c¢6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO:6, VL CDR2 c¢6 trinh tw AAS, va
VL CDR3 ¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO:7. Vi vay, trinh ty axit nucleic ma hoa
chudi ning va nhe cia bién thé khang thé theo sang ché c6 mit & mot (cung) phan ti

axit nucleic.

Theo phuong an khéc vt truyén phan phdi nay ¢o thé chira axit nucleic ma hoa
chudi ning chira ving VH chtta VH CDR1 ¢§ trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO:2, VH
CDR2 c¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO:3, VH CDR3 ¢6 trinh ty nhu néu trong
SEQ ID NO:4 va ving CH IgG1 ctia ngudi v6i dot bién & mot hodc nhidu trong sé E430,
E345 va S440, gdc axit amin duoc danh s theo chi sb EU; va axit nucleic ma héa chudi
nhe chira ving VL chita VL. CDRI1 ¢6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO:6, VL CDR2
¢c6 trinh tw AAS, va VL CDR3 ¢06 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO:7. Vi vay, trinh tu
axit nucleic ma hoa chudi ning va nhe cta bién thé khang thé theo sdng ché c6 mat &

cac phan tlr axit nucleic riéng hodc khéac nhau.

Theo mdt sb phuong 4n vét truyén phan phéi nay c6 thé 1a ché pham lipit. Lipit
ctia ché phém c6 thé 1a (cac) hat, nhu (c4c) hat nano lipit (LNP). Axit nucleic hodc su
két hop cia axit nucleic theo sang ché c6 thé duoc bao trong hat nay, vi du trong LNP
nay.

Cac ché phdm lipit khéc nhau thich hop dé st dung axit nucleic cho déi twong dé
biéu hién in vivo da duoc biét dén voi nguoi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥
thuat nay. Vi du, ché pham lipit nay thuong c6 thé bao gdm lipit, aminolipit c6 thé ion

héa, PEG-lipit, cholesterol hodc bét ky su két hop nao cua ching.

Cac dang va phuong phap khéc nhau dé didu ché ché pham lipit thich hop dé sir
dung axit nucleic cho ddi twong dé bidu hién ctia khang thé tri lidu dd duoc biét dén
nhidu trong linh vuc nay. Vi du vé ché pham lipit nay bao gém nhung khéng gi¢i han &
céc ché phidm dugc mo ta trong US20180170866 (Arcturus), EP 2391343 (Arbutus),
WO 2018/006052 (Protiva), W0O2014152774 (Shire Human Genetics), EP 2 972 360
(Translate Bio), US10195156 (Moderna) va US20190022247 (Acuitas).
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San xuét khang thé bién thé

Theo khia canh khéc, sing ché ciing dé cép dén phuong phép tang it nhét 13 mot
chiic nang tac dong cua khéng thé chta trinh tu axit amin CDR, VH va/hoic VL cua
khéng thé C, bao gdm dua dot bién vao khang thé & mot hodc nhiéu gbc axit amin twong
img v&i E430, E345, va S440 & ving Fc ctia chudi ning IgG1 cua nguoi, duge danh 56
theo chi s EU.

Vi véy, theo mdt s& phuong 4n nhat dinh, sang ché d& xudt phuong phép ting
chirc nang tac dong ctia khang thé me chira ving Fe va ving gan két khang nguyén gin
két v6i CD38, phuong phéap bao gdm dua vao ving Fc dot bién & mot hodc nhidu gde
axit amin duoc chon tir nhém twong Gmg v6i E430, E345, va S440 & ving Fe clia chudi

nang IgG1 clia ngudi, trong d6 gbe axit amin duge danh s6 theo chi s6 EU; va

trong d6 ving gin két khang nguyén chira VH CDR1 ¢6 trinh ty nhu néu trong
SEQ ID NO:2, VH CDR2 ¢6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO:3, VH CDR3 ¢¢ trinh
tu nhu néu trong SEQ ID NO:4, VL CDRI1 ¢6 trinh tir nhu néu trong SEQ ID NO:6, VL
CDR2 c6 trinh tu AAS, va VL CDR3 ¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO:7.

Theo mét s& phuong 4n nhat dinh khac, sang ché d& xuat phuong phap san xuat
bién thé cua khang thé me chira ving Fc va ving gin két khang nguyén, tuy v 1a bién
thé c6 chirc nang tic dong tang khi so sanh véi khang thé me, phuong phéap bao gom

(a) dua vao vung Fc dot bién & mot hodc nhiéu géc axit amin dugc chon tir nhom
tuong Gng véi E430, E345, va S440 & ving Fc cta chudi ning IgG1 cua nguoi dé thu
duoc khang thé bién thé,

(b) Iwa chon khéng thé bién thé bit ky c6 chiic ning tic dong tang khi so sanh
v6i khang thé me, va

(c) san xuét khang thé bién thé nay & té bao chi tai to hop,

trong d6 ving gin két khang nguyén chita VH CDRI1 ¢6 trinh tu nhu néu trong
SEQ ID NO:2, VH CDR2 ¢6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO:3, VH CDR3 ¢6 trinh

ty nhu néu trong SEQ ID NO:4, VL CDRI1 c¢6 trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO:6, VL
CDR2 c6 trinh tu AAS, va VL CDR3 ¢6 trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO:7.
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Theo mdt phuong an theo bat ky trong sb cic phuong phép néu trén, chirc nang

tac dong la CDC.

Theo mét phwong 4n theo bit k¥ trong sd céc phuong phap néu trén, chirc ning

tac dong la trogocytosis.

Theo mdt phuong an theo bat ky trong s6 cac phuong phép néu trén, chiic nang

tdc dong la CDC va trogocytosis.

Theo mdt phuong 4n theo bét ky trong sé céc phuong phép néu trén, dot bién &
moét hodc nhidu géc axit amin dugc chon tr nhém tuong tmg voi E430G, E430S, E430F,
E430T, E345K, E345Q, E345R, E345Y, S440Y va S440W. Vi dy, dot bién 6 mot hozc

nhiéu gbc axit amin c¢6 thé chira hoic gém E430G.

Theo mdt phuong én theo bat ky trong sb cac phuong phép néu trén, ving Fe ctia
khang thé me is, ngoai trlr (cac) dot bién dugc chi ra, ving Fc IgG1, 1gG2, 1gG3 hodc
IgG4 clia nguoi, hodc hdn hop isotyp ciia ching. Tuy v 1a chita ving Fe cua mot trong
sb cac trinh ty duoc néu nhu SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID
NO:22, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:45 va SEQ ID
NO:36. Theo phuong 4n cu thé, ving Fc cta khang thé me 1a ving Fe IgG1 clia nguoi.
Vi du, khéang thé me c6 thé 1a khang thé IgG1 chiéu dai day du clia ngudi, tly y 1 khang
thé IgG1,x héa tri hai chidu dai day du don dong ctia ngudi. Ngoai ra, khang thé me co

thé 1a khang thé don dic hidu hoic ludng dic hidu, nhu khang thé don dic hiéu.

Trong khi ving Fc ctia khang thé me thong thudng 13 trinh tw ¢6 trong tw nhién
(kiéu dai), theo mét sé phuong an, ving Fe cta khéng thé me chita mot hodc nhiéu dot

bién khac, nhu dugc mo ta trong ban mo ta nay.

Séng ché cling dé cap dén khang thé thu dugc hodc ¢ thé thu duoc theo bét ky

trong sb cac phuong phap dugc mé ta & trén.

Sang ché ciing dé xudt axit nucleic va vecto phan 1ap ma hoa bién thé khang thé
theo bat ky trong sb cac khia canh va phuong én duge md ta trong ban mé ta nay, cling
nhu vecto va hé thdng biéu hién m3 hoa bién thé. Clu tric axit nucleic, vecto va hé
théng biéu hién thich hgp cho khéng thé va bién thé cta ching di biét dén trong linh

vuc k¥ thudt nay, va bao gém, nhung khong gi6i han ¢, duge mo ta trong vi du. Theo
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phuong an trong d6 khang thé bién thé chira HC va LC 1a polypeptit riéng hon 1a dugc
chira trong mdt polypeptit (vi du, nhu ¢ protein dung hop scFv-Fc), trinh tu nucleotit
ma héa chudi nang va nhe cb thé c6 mit & céc axit nucleic hodc vecto giéng hoac khac

nhau.
Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén axit nucleic hodc vecto biéu hién chira

() trinh tu nucleotit ma hoa trinh tu chudi ning cua bién thé khang thé theo
bét ky trong s6 cac phuong 4n duoc boc 16 trong ban mb ta nay;

(i) trinh tw nucleotit m4 hoa trinh tu chudi nhe ctia bién thé khang thé theo bat
ky trong sb cac phuong an duoc boc 16 trong ban mé ta nay; hodc

(i) ca (1) va (ii).

Theo mét khia canh, sang ché dé cap dén axit nucleic hogc vecto biéu hién chira
trinh tu nucleotit ma hoa trinh tu chudi niang ctia bién thé khang thé theo bat ky trong sb

cac phuong an dugc boc 10 trong ban mo ta nay.

Theo mdt khia canh, sang ché dé cap dén trinh tu axit nucleic hodc vecto biéu
hién chtra trinh tu nucleotit ma hoa trinh tu chudi ning va trinh ty chudi nhe cta bién

thé khang thé theo bat ky trong sb cac phuong an duoce boc 16 trong ban md ta nay.

Theo mot khia canh, séng ché @é cap dén hon hop cua axit nucleic thir nhét va
thr hai hodc hon hop ctia vecto biéu hién thr nhét va thi hai, tuy y & cung té bao chu,
trong d6 thi nhét chira trinh tu nucleotit theo (i), va thi hai chira trinh tw nucleotit theo
(ii).

Vecto biéu hién trong ngft canh cua sang ché ¢ thé 13 vecto thich hop bat ky,
bao gdm vecto nhidm sic thé, khong nhiém sic thé va axit nucleic téng hop (trinh
axit nucleic bao gdm tip hop céc yéu t6 kiém soat biéu hién thich hop). Vi du vé vecto
nay bao gém dAn xudt cua SV40, plasmit vi khuén, ADN thuc khudn thé, baculovirut,
plasmit nAm men, vecto ¢6 ngudn gbe tir su két hop ciia plasmit va ADN thuc khuén thé
va vecto axit nucleic (ARN hoac ADN) cua virut. Theo mdt phuong an, axit nucleic
duoc bao gdm trong vecto ADN hozc ARN tran, bao gdm, vi du, phan tur biéu hién tuyén
tinh (nhu dugc mod ta trong vi du nhu Sykes and Johnston, Nat Biotech 17, 355 59
(1997)), vecto axit nucleic nén (nhu duoc mo ta trong vi du US 6,077,835 va/hoac WO

00/70087), vecto plasmit nhu pBR322, pUC 19/18 hodc pUC 118/119, vecto axit
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nucleic ¢6 kich thude t6i thidu “rudi van” (nhu duoc mo ta trong vi du Schakowski et
al, Mol Ther 3, 793 800 (2001)), hodc céu truc vecto axit nucleic két tha, nhu céu tric
két tha CaP04 (nhu duoc md ta trong vi du W0O200046147, Benvenisty and Reshef,
PNAS USA 83, 9551 55 (1986), Wigler et al., Cell 14, 725 (1978), va Coraro and
Pearson, Somatic Cell Genetics 7, 603 (1981)). Céc vecto axit nucleic nay va viéc su
dung chung di duoc biét dén nhiéu trong linh vuc nay (xem vi du US 5,589,466 va US
5,973,972).

Theo mdt phuong 4n, vecto thich hop dé biéu hién bién thé khang thé 6 té bao vi
khudn. Vi du ctia vecto nay bao gdm vecto biéu hién nhu BlueScript (Stratagene), vecto
pIN (Van Heeke & Schuster, J Biol Chem 264, 5503 5509 (1989), vecto pET (Novagen,
Madison WI) va tuong tu).

Vecto bidu hién cfing ¢6 thé hodc theo mot cach khéc 1a vecto thich hgp dé biéu
hién trong hé théng nAm men. Vecto thich hop dé biéu hién trong hé théng ndm men cé
thé duoc st dung. Vecto vecto thich hop bao gém, vi du, vecto bao gém doan khoi dong
c4u thanh hodc quy nap nhu yéu tb alpha, rugu oxidaza va PGH (dugc xem xét trong:
F. Ausubel et al., ed. Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing and
Wiley InterScience New York (1987), va Grant et al., Methods in Enzymol 153, 516
544 (1987)).

Vecto biéu hién cling co thé hodc theo mot cach khac 1a vecto thich hop dé bidu
hién & t& bao dong vat c6 v, vi du vecto chira glutamin synthetaza lam chét danh diu
c6 thé chon loc, nhu vecto duge mé td & Bebbington (1992) Biotechnology (NY)
10:169-175.

Axit nucleic va/hoac vecto cling c6 thé chira trinh tu axit nucleic ma hoéa trinh tur
tiét/khu tra, c6 thé nhim muc tiéu polypeptit, nhu chudi polypeptit méi ra doi, dén ving
ngoai chit hodc vao méi trudong nudi céy té bao. Céc trinh tw nay di duoc biét dén trong

linh vuce k§ thuét nay, va bao gdm chét dAn diu tiét hodc cac peptit tin hiéu.

Vecto biéu hién ¢6 thé chtra hodc ¢6 lién quan dén doan khoi dong, doan ting
cudng va cc yéu tb hd tro biéu hién khac thich hop bét ky. Vi du vé yéu t6 nay bao gbm
doan khéi dong biéu hién manh (vi du, doan khai dong/doan ting cuong CMV IE cula
nguoi cling nhu doan khéi dong RSV, SV40, SL3 3, MMTV va HIV LTR), trinh tu két
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thic poly (A) hiéu qua, gbc sao chép cho san pham plasmit & E. coli, gen khang lai
khang sinh nhu gen danh d4u lua chon duoc va/hodc vi tri nhan dong thudn tién (vi du,
ving da lién két). Axit nucleic cling c6 thé bao gdm doan khoi dong cam tmg nguoc véi

doan khéi dong cAu thanh nhu CMV IE.

Theo mot phuong &n, vecto bidu hién m3 hoa bién thé khéng thé c6 thé duoc tao

vi tri & va/hoac duge van chuyén dén té bao chu hoac dong vat chi qua vecto virut.

Sang ché cling dé xuét té bao chi tai tb hop ma san xuét bién thé khéng thé nhu
duge boc 16 trong ban md ta ndy, tiy y 13 trong do té bao chu chira (c4c) axit nucleic
hodc (c4c) vecto phan 14p theo sang ché. Thong thudng, té bao chu di dugce bién ddi
hodc chuyén nhiém véi (céc) axit nucleic hodc (cic) vecto. Té bao chu tai to hop theo
diém c6 thé 13, vi du, ¥ bao nhan chuén, t bao nhan so hodc t& bao vi sinh vat, vi du,
mdt té bao chuyén nhidm. Theo mdt phuong 4n cu thé, té bao chu la t& bao nhan thuc.
Theo mot phuong 4n cu thé, té bao chu 14 té bao nhan so. Theo mdt s& phuong én, khang
thé nay 1a khang thé chudi nang. Tuy nhién, theo hdu hét cic phuong an, bién thé khéng
thé s& chira ca chudi ning va chudi nhe, do d6 té bao chti nay biéu hién ca cAu tric ma

hoéa chuoi nang va chudi nhe, trén vecto giong hodc khac nhau.

Vi du ctia t& bao cht bao gém t& bao nAm men, vi khudn, thuc vat va dong vét c¢o
va, nhu CHO, CHO-S, HEK, HEK293, HEK-293F, Expi293F, PER.C6, té bao NSO, té
bao Sp2/0 hodc t& bao lympho. Theo mdt phuong 4an, té bao chi 1a té bao CHO (Budng
trimg Hamster Trung Qudc). Vi dy, theo mdt phuong an, té bao chii ¢é thé chira cdu trac
axit nucleic thir nhét va tht hai duoc tich hop 6n dinh vao hé gen té bao, trong d6 té bao
thir nhdt ma hoa chudi nang va té bao thir hai ma héa chudi nhe ctia bién thé khang thé
theo sang ché. Theo phuong 4n khac, sang ché dé xuat té bao chira axit nucleic khong
tich hop, nhu plasmit, cosmit, phagemit hodc phan tir biéu hién tuyén tinh, bao gdm cau

tric axit nucleic thi nhat va thi hai nhu duge mé ta & trén.

Theo mdt phuong an, té bao chii nay 14 té bao ma ¢ kha nang glycosyl hoéa lién
két Asn ctia 'protein, vidu té bao nhan thuc, nhu té bao dong vat co vu, vi duy, té bao cua
ngudi. Theo phuong 4n khéc, t& bao chi nay 13 té bao khong phai ctia ngudi duge thiét
ké gen dé san xut glycoprotein cé qua trinh glycosyl héa clia ngudi hodc gidng nguoi.

Vi du vé té bao nay 1a Pichia pastoris bién dbi gen (Hamilton et al., Science 301 (2003)
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1244-1246; Potgieter et al., J. Biotechnology 139 (2009) 318-325) va Lemna minor bién
d6i gen (Cox et al., Nature Biotechnology 12 (2006) 1591-1597).

Theo m6t phuong 4n, t& bao chu nay 1 té bao chit ma khong c6 kha ning loai bo
hiéu qua gbc lysin K447 & dau tan C khoi chudi ning khang thé. Vi du, bang 2 & Liu et
al. (2008) J Pharm Sci 97: 2426 (dugc dua vao day bing cach vién dan) liét ké mot sb
hé thdng san xuat khang thé nay, vi du Sp2/0, NS/0 hoic tuyén va chuyén gen (d8),
trong d6 chi thu duoc loai bd mot phdn lysin & dau tan C. Theo mdt phuong 4an, t€ bao
chi1 14 t& bao chu ¢6 bd may glycosyl hoa bi thay thé. Cac té bao nay duge md ta trong
linh vuc nay va c6 thé duoc str dung lam t& bao chu dé biéu hién bién thé theo sang ché
dé do d6 san xut khéng thé c6 qua trinh glycosyl héa bi thay thé. Vi dy, xem Shields,
R.L. et al. (2002) J. Biol. Chem. 277:26733-26740; Umana et al. (1999) Nat. Biotech.
17:176-1, cling nhu EP1176195; W003/035835; va W099/54342. Cac phuong phép bd
sung dé tao glycoform dugc xi ly di truyén da duoc biét dén trong linh vurc nay, va bao
gdbm nhung khong gi¢i han & phuong phap duoc md ta trong Davies et al., 2001,
Biotechnol Bioeng 74:288-294; Shields et al, 2002, J Biol Chem 277:26733-26740;
Shinkawa et al., 2003, J Biol Chem 278:3466-3473), US6602684, WO00/61739A1;
WO001/292246A1; WO02/311140A1; WO 02/30954A1; Cong nghé Potelligent™
(Biowa, Inc. Princeton, N.J.); Coéng nghé thiét ké glycosyl hoa GlycoMAb™
(GLYCART biotechnology AG, Zurich, Switzerland); US 20030115614; Okazaki et al.,
2004, IMB, 336: 1239-49, cling nhu phuong phap dugc mo ta trong WO2018/114877
WO02018/114878 va W0O2018/114879.

Theo khia canh khac nita, sdng ché @& cap dén dong vat hoac thuc vat khong phai
ngudi chuyén gen bao gdm axit nucleic ma héa mét hozc hai bd chudi nang cua ngudi
va chudi nhe ctia ngudi, trong d6 dong vat hodc thuc vat san xuét bién thé khang thé nhu
duoc boc 16 trong ban md ta nay.

Theo mot phuong 4n, sang ché d& xudt phuong phép san xudt bién thé khang thé
nhu duoc boc 16 trong ban md ta niy, bao gdm nudi cdy té bao chu tai t6 hop & moi
trudmg nudi cdy va trong didu kién thich hop dé san xuat bién thé khang thé va, thy y 1a,

tinh ché hodc ¢o 1ap bién thé khang thé tir méi truong nudi cy.
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Theo mdt phuong 4n, sang ché dé xuét khang thé thu duoc hodc ¢6 thé thu dugc

bang phuong phéap duge mé ta & trén.

Hop phéin va bd kit

Séng ché ciing d& cap dén hop phén chira bién thé khang thé theo sang ché, axit

nucleic theo sang ché, vecto bi€u hién theo sang che hodc t¢ bao chu theo sang ché.

Theo phuong 4n khéc hop phan theo sdng ché 13 dugc pham, théng thuong chira
chit mang duge dung. Theo mdt phuong an duge phdm chira bién thé khéng thé nhu
duoc xdc dinh theo bat ky khia canh hoac phuong an dugc boc 16 trong ban mo ta nay,
hodc vecto biéu hién nhu duoc xac dinh theo bat ky khia canh hoac phuong an dugc boc

10 trong ban md ta nay.
Theo phuong 4n khac nita, sang ché dé cap dén duoc pham chira:

- bién thé khang thé nhu duoc xac dinh theo bét ky khia canh va phuong én
duoc bdce 16 trong ban mo ta nay, va

- chét mang dugc dung.

Duoc phérn 6 thé duoc bao ché theo céc k¥ thudt thong thuong nhu duoc boc 16
trong Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 19th Edition, Gennaro, Ed.,
Mack Publishing Co., Easton, PA, 1995. Duogc phém theo sang ché ¢6 thé vi du bao gdbm
chét pha loang, chét don, mubi, chat dém, chét téy rira (vi du, chét téy rua khong chura
ion, nhu Tween-20 hodc Tween-80), chét 6n dinh (vi du, dudng hodc axit amin khong
chtra protein), chit bao quan, chét ¢b dinh mo, chét hoa tan va/hodc cac vat liéu khac

thich hop dé dua vao dugc pham.

Chét mang dugc dung bao gdm bét ky va tit ca cic dung moéi thich hop, méi
truomg phan tan, chit phu, chit khang khuan va chéng ném, chét ddng truong, chit chdng
oxy hoéa va chit lam chdm hip thu, va nhiing chét twong tu tuong thich vé mat sinh ly
v61 mot bién thé cua khang thé theo sang ché. Vi du vé cac chit mang dung dich nudc
va khong nude thich hop c6 thé duoc str dung trong duge pham theo sang ché bao gom
nude, dung dich mudi, dung dich mubi dém photphat, etanol, dextroza, polyol (nhu
glyxerol, propylen glycol, polyetylen glycol, va céc loai tuong tw), va hdn hop thich hop

ctia chting, dau thuc vat, dung dich keo cacboxymetyl xenluloza, gém tragacanth va cic
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este hitu co dang ti€m, nhu etyl oleat, va’hodc céc chit dém khéac nhau. Chat mang duoc
dung bao gdm dung dich nu6c v tring hodc dich phén tan va bdt vo trung dé didu ché
rong rai dung dich tiém hodc dich phén tan vo tring. C6 thé duy tri tinh luu dong thich
hop, vi du, bang cach sir dung nguyén liéu phii, nhu lexithin, bang céch duy tri kich c¢&
hat can thiét trong truong hop dich phén tén, va biang cach sir dung chat hoat dong bé

mat.

Duoc phim ciing c6 thé chira chit chdng oxy hoa duge dung vi du (1) chat chdng
oxy hoa hoa tan trong nudc, nhu axit ascorbic, xystein hydroclorua, natri bisulfat, natri
metabisulfit, natri sulfit va twong tu; (2) chit chdng oxy héa tan trong dau, nhu ascorbyl
palmitat, hydroxyanisol butyl héa, hydroxytoluen butyl hoda, lexithin, propyl gallat,
alpha-tocopherol, va tuong tw; va (3) chit chelat kim loai, nhu axit xitric, axit

etylendiamin tetraaxetic (EDTA), sorbitol, axit tartaric, axit photphoric, va tuong tu.

Duogc phdm ciing c6 thé chia chat ding truong, nhu dudng, rugu da chic, nhu

mannitol, sorbitol, glyxerol hodc natri clorua trong hop phan.

Duogc phdm ciing ¢6 thé chira mdt hogc nhiéu cac chit bo trg thich hop cho dudng
dung da chon nhu chét bao quan, chét 1am ué6t, chit nhii hoa, chat phan tan, chit bao
quan hoidc chit dém, c6 thé nang cao thoi han st dung hoac hiéu qua cua duoc phém.
Duoc phdm theo sang ché c6 thé duge bao ché v6i chat mang s& bao vé khang thé chong
giai phong nhanh, nhu ché pham giai phong cé kidm soat, bao gdm mé cdy, miéng dan
thidm thdu qua da va hé thdng phan phéi vi bao. Cac chat mang nay cé thé bao gdm
gelatin, glyxeryl monostearat, glyxeryl distearat, polyme c6 thé phan huy sinh hoc,
tuong thich sinh hoc nhu etylen vinyl axetat, polyanhydrit, axit polyglycolic, collagen,
polyorthoeste, va axit polylactic mét minh hodc véi sép, hodc cac vat liéu khac da biét
dén trong linh vuc nay. Cac phuong phép didu ché ché phdm nay thuong duoc ngudi cé

hiéu biét trung binh trong linh vuc nay biét dén.

Céc dung dich tiém vo trung c6 thé duge didu ché bang cach két hop hop chét ¢o
hoat tinh v6i luong cdn thiét trong dung méi thich hop v6i mét hoge hén hop cua cac
thanh phan, vi dy, nhu liét ké & trén, theo yéu cau, tiép theo 14 vi loc khtr tring. Thong
thuong, thé phan tan duoc diéu ché bang cach két hop hop chét ¢ hoat tinh véi vat

truyén vo trung ma chtra méi truong phén tan co ban va cac thanh phan khac duge yéu
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cau, vi du, tir cac thanh phﬁn duoc liét ké o trén. Trong truong hop bot vo trung dé diéu
ché dung dich tiém vo tring, vi du vé phuwong phap diéu ché 1 1am kho chan khong va
lam kho dong (dong kho) dé tao ra bt ctia thanh phin hoat tinh cong véi bit ky thanh

phan mong mudn bo sung nao tr dung dich da dugce loc vo trung trude do ctia chung.

Céac muec lidu luong thuc té ctia hoat chét trong duoc phém c6 thé duoc thay dbi
dé thu duoc luong hoat chét c6 hidu qua dat dugce dap tng diéu tri mong mudn cho bénh
nhan, hop phan va phuong thirc sit dung cu thé, ma khong gy doc cho bénh nhan. M
lidu luwong da chon sé& phu thudc vao nhiéu yéu 6 duoc dong hoc bao gém hoat tinh cua
hop phén cu thé theo séng ché duoc str dung, duong dung, thoi gian ding, tde do bai tiét
ctia hop chat cu thé duoc sir dung, thoi gian didu tri, cac thube, hop chit va/hodc nguyén
liéu khac duge st dung két hop v6i hop phin cu thé duoc sir dung, tudi, gidi tinh, can
nang, tinh trang, sttc khoe chung va tién st bénh trudce day cua bénh nhan dang dugc

diéu tri, va yéu td tuong tu da biét ro trong linh vyc y hoc.

Duoc pham c¢6 thé duoc str dung béing 16 trinh va phuong thire bét ky thich hop.
Theo mdt phuong an, duoc phdm theo sang ché duge dung ngoai dudng tidu héa. “Dung
ngoai duong tiéu hda” nhu duoc st dung trong ban mo ta nay c6 nghia la phuong thie
st dung khéc v6i ding qua dudng tiéu héa va tai chd, thuong bing cach tiém, va bao
gém tiém qua biéu bi, tiém tinh mach, tiém bép, trong ddng mach, noi tay, trong bao,
trong 6 mét, trong tim, trong da, trong phtc mac, trong noi tang, qua khi quan, dudi da,
tiém dudi da, trong nhan, dudi bao, dudi nhén, trong tiy séng, trong so, trong 16ng nguc,
tiém va truyén ngoai mang cing va trong mang cung.

Theo mdt phuong an duge phdm duge sir dung bang cach tiém hogc truyén tinh
mach hodc dudi da.

Séng ché ciing dé cap dén bo kit dé st dung dong thoi, riéng biét hoac tuan tu
trong liéu phap bao gdm bién thé khang thé theo sang ché, hoic ché phdm bao gdm bién
thé khang th8 theo sang ché, tly ¥, trong d6 bd phu ting chira nhiéu hon mét liéu luong
ctia bién thé khang thé.

Theo mdt phuong an, bo kit chira nhu bién thé khang thé hoac hop phén o mot

hodc nhiéu vat chia nhu lo.

69



52583 70/190

Theo mot phuong an, bd kit chira nhu bién thé khang thé hodc hop phan dé sir

dung dong thoi, riéng biét hodc tuan tu trong tri liéu.

Cac g dung tri liéu

Bién thé khang thé theo sang ché c6 nhiéu tién ich didu tri lién quan dén viée diéu
tri cac bénh va rdi loan lién quan dén cac t& bao biu hién CD38, vi du, té bao khéi u
hodc té bao mifn dich biéu hién CD38. Vi du, céc bién thé cua khéng thé ¢6 thé duge st
dung cho cac té bao trong nudi céy, vi du, in vitro hodc ex vivo, hoac cho céc 461 tuong
nguodi, vi dy, in vivo, dé diéu tri hodc ngan ngua nhiéu loai rdi loan va bénh tat. Nhu
duoge st dung & day, thuat ngit "ddi tuong" nhdm bao gébm déng vat nguoi va dong vat
khong phai ngudi ¢6 thé ¢6 loi hodic phan tmg véi khang thé. Vi du, céc ddi twong c6
thé bao gc‘Sm bénh nhan con nguoi mic cac bénh hodc rdi loan ¢6 thé duoc diéu chinh
hodc cai thién béng céch diéu chinh chire niang CD38, nhu hoat dong ctia enzym va/hodc
cam Ung phan giai va/hodc loai bo/giam sb lwong té bao biéu hién CD38 va/hodc giam
luong CD38 trén mang té bao. Theo do, cac bién thé cua khang thé c6 thé duoe sur dung
dé tao ra mot hodc nhiéu hoat tinh sinh hoc in vivo hodc in vitro sau: CDC ctia té bao
biéu hién CD38 khi ¢6 bd thé; trc ché hoat dong ctia CD38 cyclase; thuc bao hoic ADCC
ctia mot té bao bidu hién CD38 v6i su hién dién cha céc té bao tac dong clia ngudi; va
té bao biéu hién CD38, nhu t& bio khdi u hodc € bao mién dich.

Vi vdy, theo mot khia canh, séng ché d@é cap dén bién thé khang thé theo séng
ché, axit nucleic hodc hdn hop céc axit nucleic theo séng ché, vat truyén phan phéi theo
sang ché, vecto bidu hién theo sang ché, té bao chu theo sang ché, hop phén theo sang

ché, hoic dugc phém theo séng ché dé st dung lam thube.

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén su dung bién thé khang thé theo sang
ché, axit nucleic hoic hdn hop céc axit nucleic theo sdng ché, vt truyén phan phéi theo
sang ché, vecto bidu hién theo séng ché, t& bao chu theo sang ché, hop phéan theo sang
ché, hodc duge phim theo sang ché trong viéc bao ché thudc dé didu tri hodc ngan ngira
bénh hodc rdi loan.

Theo mdét khia canh, sang ché dé cap dén bién thé khang thé theo séng ché, axit
nucleic hodc hdn hop cac axit nucleic theo sang ché, vat truyén phan phdi theo sang ché,
vecto biéu hién theo sang ché, t bao chu theo séng ché, hop phén theo sang ché, hoac
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duoc phim theo sang ché dé st dung trong viée diéu tri hodic phong ngira bénh hoic roi
loan, nhu dé su dung trong diéu tri hodc phong nglra bénh hodc r6i loan lién quan dén
té bao biéu hién CD38, vi du, dé su dung trong diéu tri bénh lién quan dén té bao biéu
hién CD38. Theo mdt khia canh, sédng ché dé cap dén bién thé khang thé theo sang ché,
axit nucleic theo sang ché, vecto biéu hién theo sang ché, té bao chu theo sang ché, hop
phan theo sang ché, hodc duoc phim theo sang ché dé st dung trong viéc cdm Umg d4p

mg CDC chdng khéi u chira té bao bidu hién CD38.

Theo mdt khia canh, sang ché dé cap dén phuong phap diéu tri bénh hogc rdi loan
bao gbém sir dung bién thé khang thé theo sang ché, axit nucleic hodc hdn hop cac axit
nucleic theo séng ché, vat truyén phan phdi theo sang ché, vecto biéu hién theo séng
ché, té bao chu theo cac diém yéu cdu bao hd cta sang ché, hop phan theo sang ché,

hodc dugc pham theo sang ché cho doi tugng can dicu tri.

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén bién thé khang thé theo khia canh hodc

phuong 4n bat ky dé str dung 1am thude.

Theo mét khia canh, sang ché dé cap dén str dung bién thé khang thé theo khia
canh hodc phuong an bit ky trong viée didu ché thude dé diéu tri hodc ngan ngira bénh
hodc 1o loan.

Theo mdt khia canh, sdng ché dé cap dén bién thé khang thé theo khia canh hodc
phuong an bat ky dé su dung trong viéc diéu tri hoac ngin ngura mdt can bénh hodc roi

loan.

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén phuong phép diéu tri bénh hodc rdi
loan, bao gém viéc st dung bién thé khéng thé theo bat ky khia canh hodc phuong an
nao cho ddi twong can dén no, thudong véi lugng cé hidu qua diéu tri va/hodc trong mot

thoi gian du dé diéu tri bénh hodc rdi loan.

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén duge phém chtra bién thé khang thé
theo bét ky khia canh hodc phuong én, dé str dung lam thudc.

Theo mét khia canh, sang ché dé cdp dén dugc phdm chra bién thé khang thé
theo khia canh hodc phuong an bét ky dé str dung trong viéc didu tri hodc ngan ngira

bénh hodc rdi loan.
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Theo mdt khia canh, sang ché d& cap dén phuong phép diéu tri bénh hodc réi loan
bao gdm viée st dung duge phim bao gdém bién thé khang thé theo bét ky khia canh
hoac phuong an nao cho dbi tuong can diéu tri, thuong voi lugng ¢6 hiéu qua diéu tri

va/hoac trong thoi gian da dé diéu tri bénh hoac rdi loan.

Theo mot khia canh, sang ché dé cip dén phuong phép diu tri bénh hodc réi

loan, bao gdm céc bude

- lya chon d6i twong méc bénh hodc rdi loan, va
- st dung cho dbi tuong bién thé khang thé theo bét ky khia canh hodc
phuong 4n, hoac duoc phim chira bién thé khang thé, thong thuong véi luong c6 hidu

qua diéu tri va/hodc trong thoi gian du dé diéu tri bénh hodc rdi loan.

Theo mdt phuong an, bénh hodc réi loan bao gdm té bao biéu hién CD38 1a bénh
ung thu, tire 12 rdi loan khdi u, nhu réi loan dic trung boi sy hién dién ciia cac té bao
khéi u hoic té bao mién dich biéu hién CD38, bao gdm, vi du, ung thu huyét hoc nhu
ung thu hach té bao B, khdi u 4c tinh t& bao plasma, u lympho té bao T/NK, khéi u 4c
tinh dong tiy ciing nhu khéi u 4c tinh rén.

Theo mot sd phuong an, bénh hoac 161 loan 13 bénh ung thu bao gém té bao khdi
u biéu hién CD38.

Theo mot s6 phuong an, bénh hoac rdi loan 13 bénh ung thu bao gém té bao trc
ché mién dich bidu hién CD38, nhu té bao trc ché midn dich khéng ung thu biéu hign
CD38.

Theo mot sd phuong an, bénh hodc 161 loan 1a bénh ung thu bao gém c4 té bao
khdi u va té bao trc ché min dich biéu hién CD38.

Theo mdt sb phuong 4n, bénh hoic ri loan 1a bénh ung thu bao gom té bao tic
ché mién dich biéu hién CD38 va té bao khdi u ma khong biéu hién CD38.

Theo phuong an khac nita, bénh hoac r6i loan 14 bénh hoic r6i loan viém va/hodc
tu mién dich bao gdm té bao biéu hién CD38.

Theo phuong an khac nita, bénh hoac rdi loan 1a rdi loan trao ddi chét bao gém

té bao biéu hién CD38.
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Bénh ung thu mdu:

Theo mét khia canh, bénh hoac réi loan 12 bénh ung thu mau. Vi du ctia bénh ung
thw mau nay bao gdm u lympho/bénh bach céu té bao B bao gom bénh bach cau/ung thu
bach cdu nguyén bao lympho t& bao B tién than va u lympho khéng Hodgkin té bao B;
bénh bach ciu nguyén bao cp tinh, bénh bach cau nguyén bao lympho cép tinh va tin
sinh t& bao B trudng thanh, nhu bénh bach ciu lympho man tinh t& bao B (CLL)/u
lympho té bao nho (SLL), bénh bach ciu cip tinh t& bao B, bénh bach cau té bao B, ung
thu té bao u lympho, u lympho té bao 16p 4o (MCL), u lympho dang nang (FL), bao
gdm FL cip thip, clp trung gian va clp cao, u lympho trung tdm nang da, u lympho té
bao B ving bién (loai MALT, loai nt va lach), bénh bach cau té bao 1ng, té bao B 16n
lan toa ung thu hach (DLBCL), u lympho Burkitt, u bach cAu, té bao u tiy plasma, bénh
bach cdu té bao plasma, rdi loan ting sinh hach sau cdy ghép, bénh macroglobulin

Waldenstrdm, bénh bach cau té bao plasma va u lympho té bao 16n dong san (ALCL).

Vi du ctia u lympho khéng phai Hodgkin té bao B 1a u hat u lymphotoid, u lympho
tran dich nguyén phat, u lympho té bao B 16n ndi mach, u lympho té bao B 16n trung
that, bénh chudi nang (bao gdm bénh y, p va o), u lympho do diéu trj bang chét tc ché

mién dich, nhu u lympho do cyclosporin, va u lympho do methotrexat.

Theo mdt phuong 4n cta sang ché, rbi loan bao gém té bao bicu hién CD38 1a u

lympho Hodgkin.

Céc vi du khac cta rdi loan bao gém té bao biéu hién CD38 bao gém céc khéi u
4c tinh c6 ngudn gde tix té bao T va NK bao gdm: té bao T trudng thanh va té bao khdi
u NK bao gém bénh bach cau tang sinh té bao T, bénh bach cau lymphocytic dang hat
16n & bao T, bénh bach cau t& bao NK manh, bénh bach cau/u lympho té bao T truéng
thanh, u lympho té bao NK/T ngoai hach, typ miii, u lympho té bao T loai bénh duong
rudt, u lympho té bao T & gan, u lympho té bao T gidng viém mo6 m& dudi da, u lympho
té bao NK tao huyét, héi ching Mycosis Fungoides/—Sézary, r6i loan tang sinh bach
huyét té bao T dwong tinh CD30 & da nguyén phat (u lympho t& bao 16n dong san da
nguyén phat C-ALCL, u nhu dang lympho, tdn thwong dudng vién), u lympho té bao T
nguyén bao mach mau, u lympho té bao T ngoai vi khong x4c dinh va té bao 16n khong

san sinh u lympho.
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Vi du cta bénh 4c tinh ¢ ngudn gde tir t& bao dong tiy bao gdm bénh bach cau
dong tay cAp tinh, bao gdm bénh bach cdu nguyén bao tiy cp tinh va bénh ting sinh
tiy mén tinh, bao gdbm bénh bach cau dong tiy mén tinh.

Theo mot sd phuong an, bénh ung thu méu dugc chon tir nhom gém da u tay
xuong (MM), bénh bach cau & bao lympho man tinh (CLL), bénh bach cau cép dong
lympho (ALL), bénh bach cau cAp tinh dong tiy (nguoi truong thanh) (AML), u lympho
té bao vé (MCL), u lympho nang (FL), v& u lympho té bao B 16n lan téa (DLBCL).

Theo mot sd phuong an, bénh ung thu dugc chon tir nhom gém da u tiy xuong
(MM), bénh bach ciu t& bao lympho man tinh (CLL), u lympho té bao vo (MCL), u
lympho té bao B 16n lan téa (DLBCL), bénh bach cdu cép tinh dong tiy (nguoi trudng
thanh) (AML), bénh bach céu cdp dong lympho (ALL), va u lympho nang (FL).

Theo mot s& phuong 4n, bénh ung thu 1 da u tiy xuong (MM).

Theo mot sb phuong an, bénh ung thu la bénh bach cau té bao lympho man tinh

(CLL).

Theo mét s& phuong 4n, bénh ung thu 14 u lympho té bao vo (MCL).

Theo mdt s6 phuong an, bénh ung thu 13 u bach huyét t& bao B 16n khuéch tan
(DLBCL).

Theo mdt s& phuong an, bénh ung thw 1a u lympho nang (FL).

Theo mdt s6 phuong 4n, bénh ung thu 12 bénh bach cau cip tinh dong tiy (ngudi
truong thanh) (AML).

Theo mdt s& phuong 4n, bénh ung thu 1 bénh bach cau lympho bao cép tinh
(ALL).

Bénh dc tinh khdi u rdn:

Theo mdt khia canh, bénh hodc réi loan 1a bénh ung thu chira khéi u ran. Nghia
14, bénh nhan bi ung thu ¢6 khdi u rén.

Vi du ctia khéi u rén bao gdm, nhung khong bi gi6i han ¢, u héc t6, bénh ung thu
phéi, bénh ung thu phoi khong phai t bao nhé dang vay (NSCLC), NSCLC khéng phai
dang vay, bénh ung thu két trang, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu tuyén tién
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ligt chéng viée cét bo, bénh ung thu da day, bénh ung thu buéng trang, bénh ung thu
thudc da day, bénh ung thu gan, bénh ung thu tuy, bénh ung thu tuyén giap, caxinom té
bao dang vay cta dau va cd, caxinom ciia 6ng thuc quan hodc da day-rudt, bénh ung thu
vi, bénh ung thu 6ng dan trimg, bénh ung thur ndo, bénh ung thu niéu dao, bénh ung thu
sinh duc, bénh ung thu néi mac tir cung, bénh ung thu o tlr cung, ung thu biéu mo ph('*)i>
caxinom té bao than (RCC) (vi dy, caxinom té bao sang than hoac caxinom té bao dang
nhu théan), u trung biéu mo, caxinom miii hau (NPC), caxinom ctia 5ng thue quan hodc

da day-rudt, hoic tén thuong di can ctia bt ky ctia ching.

Theo mét phuong 4n duge wu tién, khdi u rén 1a tir bénh ung thu ma chira té bao
tic ché mifn dich, nhu Treg, va biéu hién CD38. Té bao diéu hoa T (Treg) c6 thé co biéu
hién CD38 cao, va Treg vdi biéu hién CD38 cao ¢ ché mién dich hon so véi Treg ¢6
biéu hién CD38 trung gian (Krejcik J. et al. Blood 2016 128: 384-394). Theo do, khong
bi gi6i han v& mit 1y thuyét, kha ning ctia bién thé khang thé theo sang ché dé 1am giam
luong biéu hién CD38 trén Treg thong qua qua trinh phan bao dic biét cho phép diéu tri
céc khdi u rén & bénh nhan ma Treg biéu hién CD38. Treg biéu hién CD38 khi biéu hién
CD38 trén Treg c6 y nghia théng ké so v&i d6i chimg, vi du, biéu hién duge phét hién
bang khang thé khang CD38 so v6i biéu hién dugc phat hién bang khang thé d6i ching
isotyp bang cach st dung phuong phap da biét. Didu nay c6 thé duoc kiém tra, vi du,
bang cach 14y mAu sinh hoc nhu mAu mau, mau tiy xuong hogc sinh thiét khdi u.

Vi vdy, theo mét khia canh, sang ché dé cap dén bién thé khang thé theo bét ky
khia canh hodc phuong an, hodc duoc phdm chira bién thé khang thé, dé s dung trong
viée diéu tri hodc ngin ngira khéi u rén & d6i twong chira Treg biéu hién CD38.

Theo khia canh khéc, sang ché d& cap dén phuong phap diéu tri khdi u réan & déi
tuong, chira Treg biéu hién CD38, phuong phép bao gém str dung bién thé khang thé
theo khia canh hodc phuong an bat ky cho dbi tuong, hodc dugc phém chtra bién thé
khang thé, thong thudng véi luong ¢ hidu qua diéu tri va/hodc trong thoi gian du dé
diéu tri bénh hoic rdi loan.

Theo mot sb phuong én, khdi u rén 12 u hic t6.

Theo mdt sé phuong an, khdi u rén 1a bénh ung thu phéi.

75



52583 76/190

Theo mét s6 phuong 4n, khéi u rén 1a bénh ung thu phoi khong phai té bao nho
dang vay (NSCLC).

Theo m6t sé phuong an, khéi u ran 1a NSCLC khong phai dang vay.

Theo mét s6 phuong 4n, khéi u ran 1a bénh ung thu két trang.

Theo mot sb phuong an, khéi u rdn 13 bénh ung thu tuyén tién liét.

Theo mdt sb phuong 4n, khdi u rén 1a bénh ung thu tuyén tién liét chdng viéc cat
bo.

Theo mét s6 phuong an, khéi u ran 12 bénh ung thu da day.

Theo mdt s6 phuong 4n, khdi u rén 13 bénh ung thu budng tring.

Theo mét s6 phuong 4n, khdi u ran 1a bénh ung thu thude da day.

Theo mdt sb phuong an, khdi u ran 12 bénh ung thu gan.

Theo mdt sb phuong én, khéi u rén 12 bénh ung thu tuy.

Theo mét s6 phuong an, khdi u rén 1 bénh ung thu tuyén gidp.

Theo mét sb phuong 4n, khdi u rén 13 caxinom t& bao dang vay ctia dau va co.

Theo mot s6 phuong an, khoi u rdn la caxinom cta ong thuc quan hoédc da day-

rudt non.
Theo mot sb phuong an, khéi u ran 1a bénh ung thu vi.
Theo m6t sb phuwong 4n, khéi u rén 1a bénh ung thu dng dan tring.
Theo mdt s6 phuong 4n, khbi u ran 1a bénh ung thu n3o.
Theo mét sb phuong an, khdi u rén 1a bénh ung thu ni¢u dao.
Theo mdt s6 phuong 4n, khdi u ran 13 bénh ung thu sinh duc.
Theo mdt s6 phuong 4n, khdi u ran 12 bénh ung thu ndi mac tir cung.
Theo mét sb phuong 4n, khéi u rén 1a bénh ung thu ¢d tir cung.

Theo mdt sb phuong 4an, té bao khdi u cua khéi u rin thiéu biéu hién CD38 ¢6
thé phat hién. Té bao khdi u ciia khéi u rén thiéu biéu hién CD38 c6 thé phat hién khi
biéu hién CD38 & té bao khdi u phan 1ap tir khdi u rén khong c6 y nghia thng ké khi so
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sanh v&i dbi chung, vi du, bidu hién dugc phat hién véi khang thé khang CD38 so voi
bidu hién duoc phat hién bing khang thé kiém soét isotyp bang cach st dung phuong
phap d3 biét. Pidu nay c6 thé duoc kiém tra, vi dy, bing cach Jdy mu sinh hoc nhu sinh
thiét, tir khdi u.

Theo mét s6 phwong én, bénh ung thu 13 & bénh nhan chira té bao didu hoa T bigu
hién CD38.

Theo phuong 4n cu thé, bién thé khang thé duge sir dung véi lugng cé higu qua

diéu tri va/hodc trong khoang thoi gian du dé diéu tri bénh ung thu.
R6i loan trao déi chat:

Theo mot khia canh bénh hoac r6i loan 1a r6i loan trao doi chét. Nghia 1a, bénh

nhan dang bi r6i loan trao ddi chét.

Theo mét sb phuong an r6i loan trao ddi chat 12 bénh thoai hoa tinh bot. Bénh
thoai hoa tinh bt nhém bénh rat 16n duoc xac dinh béng su ¢O mat léng dong protein
khong hoa tan trong cadc mo. Chén doén ctia n6 dua trén cac phat hién mé hoc. Theo mot
phuong 4n khac cho biét chimg thoai héa dang tinh bot ¢6 thé 1 bénh thoai hoa tinh bot
AL.

Bénh nhan:

Bién thé khang thé theo sang ché ¢6 thé dé sir dung diéu tri hoic ngan nglra bénh
hoic r6i loan & ddi tuong ngudi dd nhan duoc it nhat mét liéu phép diéu tri trude d6 cho
cung mot bénh hodc r6i loan véi mot hoac nhiéu hop chét, trong d6 mot hodc nhiéu hop
chat khic v&i bién thé ctia khang thé theo sang ché. Theo mot phuong an cho biét, bénh
hozc rdi loan c6 thé 13 bit ky bénh hodc rdi loan nao duge md ta & ddy; nhu ung thu,
bénh viém va/hodc bénh tu mién dich hodc rdi loan lién quan dén céc t bao biéu hién

CD38, hodc rdi loan trao dbi chit bao gdm té bao biéu hién CD38.

Vi du, theo mot s6 phuong 4n bién thé khang thé theo sang ché o thé dé sir dung
didu tri hodc ngan nglra bénh hodc réi loan & déi tuong nguoi da duoc diéu tri trude
bang thubc e ché proteasome (PI) va/hodc thude diéu hoa midn dich (IMiD). Vi du vé
chét tic ché proteasome bao gdém nhung khéng giéi han & bortezomib, carfilzomib va

ixazomib. Vi du vé chat c ché proteasome bao gom nhung khong giéi han &
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bortezomib, carfilzomib v ixazomib. Trong mét phuwong an khac cho biét bénh hozc rbi
loan ¢6 thé 14 ung thu hodc khdi u, nhu da u iy, u lympho té bao 16p 4o hodc hdi ching
loan san tiry (MDS). Do d6, ddi tuong c6 thé 1a mot bénh nhan ung thu, nhu bénh nhan
da u tay, u lympho té bao 16p hodc hoi ching loan san tiy (MDS).

Bién thé khang thé theo sang ché c6 thé dé str dung didu tri hodc ngin ngira bénh
hoic rbi loan & dbi tugng ma khong didu tri trude bit ky bang khang thé khédng CD38.
Théng thudng, dbi twong hodc bénh nhan nay duoc goi 1a bénh nhan chua tung st dung
khang thé khang CD38. Theo mdt phuong 4n, khéng thé khang CD38 la daratumumab;
tirc 1a d6i tuong hodc bénh nhan chua diéu trj trude véi daratumumab. Do d6, theo mot
phuong an, dbi tugng hodc bénh nhan la dbi tuong/bénh nhén chua ting str dung
daratumumab. Bénh hoic rdi loan ¢6 thé 1a ung thu hodc khéi u, hodc bénh chuyén hoa,
bénh thoai hoa tinh bot nay, theo khia canh hodc phuong an bét ky dugc boc 10 trong
ban mo t4 nay.

Séng ché cling dé xudt bién thé khang thé dé str dung didu tri hodc ngan nglra
bénh hodc ri loan & dbi tuong ma d nhan duge it nht mot liéu phap trude dé bao gom

mot khang thé CD38.

Séng ché cling dé xuit bién thé khang thé dé st dung trong viéc diéu tri bénh
nhan bénh ung thu ma nhan dugc it nhit mot liéu phép trude d6 bao gdm khang thé
CD38. Sang ché ciing d& xuit bién thé khang thé dé sir dung trong didu tri bénh nhan
méic bénh chuyén héa, nhu ching thoai héa dang tinh bot, nguoi dd nhan dugc it nhét
mot liéu phap trude d6 bao gdm khang thé CD38. Liéu phap trude d6 ¢b thé 1a mot hoac
nhiéu chu ky ctia chuong trinh didu tri theo ké hoach bao gOm khéang thé CD38, nhu mot
hodc nhiéu chu ky du kién ctia khéang thé CD38 dudi dang liéu phap don tdc nhan hodc
trong liéu phap két hop, cling nhur chudi phuong phap didu tri duoc str dung theo cich
duoc lap ké hoach. Theo mot phuong 4n, liéu phap trudce 1a don tri liéu khang thé CD38.
Theo mdt phuong 4n, liéu phép trude 12 liéu phap két hop chira khang thé CD38. Viduy,
liéu phap trude d6 6 thé 1a khang thé CD38 két hop v6i chét tie ché proteasome (P1) va

t4c nhan diéu hoa mién dich. Theo mét s6 phuong an, khang thé CD38 1a daratumumab.

Theo mdt sb khia canh, bénh nhan bénh ung thu cling ¢ thé 13 nguoi str dung

daratumumab nhu mot liéu phap don tri liéu ¢é hi¢u luc giéi han.
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Theo mot sb khia canh, bénh ung thu co thé duoc dac trung la bénh ung thu ma
“khang” hoac “tai phat” vdi li€u phap trude. Theo phuong an khéce, li€u phap trude co
thé chira mot hodc nhidu trong sé PI, IMiD, va khang thé CD38, vi du trong d6 khang
thé CD38 1a daratumumab. Thong thudng, diéu nay chi ra rang liéu phap trude d6 dat
duoc it hon dép ung hoan toan (CR), vi dy, ung thu khdng dép tmg vai liéu phap két
hop hodc don chit khang thé CD38 hoic ung thu tién trién trong mot khoang thoi gian
xé4c dinh trude sau khi két thuc CD38 lidu phép khang thé. Vi du vé céc lidu phap két
hop nay bao gdbm, nhung khong gi6i han &, su két hop cta khang thé CD38 voi PT hodc
IMiD hoac su két hop cua PI va IMiD. Tuong tu, n6 cé thé chi ra réng liéu phap trude
do6 dat dugce it hon dap ing hoan toan (CR), vi dy, ung thu khong dap tmg voi PI, hoac
IMiD hodc li¢u phap két hop cia ching, hodc ung thu tién trién trong mét dinh trude
khoang thoi gian sau khi két thac 1iéu phap n6i trén. Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong
Iinh vuc ¢6 thé x4c dinh 1iéu bénh ung thu c6 khang diéu tri trude d6 hay khong dua trén
nhitng gi da biét trong linh vuc nay, bao gdm huéng dan c6 sin cho ting loai bénh ung

thu.

Vidy, ¢ da u tiy xuong, bénh khang va tai phat c6 thé duge xac dinh theo hudng
dan duoc xudt ban boi Rajkumar, Harousseau et al., on behalf of the International
Myeloma Workshop Cohsensus Panel, Consensus recommendations for the uniform
reporting of clinical trials: report of the International Myeloma Workshop Consensus

Panel, Blood 2011;117:4691-4695:

U tiy xuong khdng ¢ thé duoc xac dinh 1a bénh khong dap tmg khi dang didu
tri chinh hodc ctru canh, hodc tién trién trong vong 60 ngay ké tir ngay diéu tri cudi cing.
Bénh khéng dap tng dugc dinh nghia la khong dat dugc dap tng tb1 thiéu hodc phat
tridn bénh tién tridn (PD) trong khi diéu tri. C6 thé ¢6 2 loai u tiy khang: “u ty tai phat
va khang” va “u tiy xuong khang nguyén phat™:

U thy xuong tdi phdt va khdng co6 thé duoc xéac dinh 1a bénh khong dap tng trong
khi trj liéu ctru canh, hodc tién trién trong vong 60 ngay ké tir 14n tri liéu cudi cing &
bénh nhan d4 dat dugc dép tng i thiéu (MR) hodc tbt hon vao mot thoi diém nao d6

trude khi tién trién trong qua trinh bénh cta ho.
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U tay xuwong khdng nguyén phdt cé thé duoc xéac dinh 1 bénh khong dép tmg &
bénh nhén chua timg dat duoc dap ung tbi thidu hodc t6t hon voi lidu phap bat ky. N6
bao gdm bénh nhén chua ting dat dugc MR hodc tét hon, trong d6 khdng cé thay d6i
dang ké vé protein M va khong ¢ bang ching vé tién trién 1am sang cling nhu khang
nguyén phat, PD noi bénh nhan dép tmg tiéu chudn vé PD thuc su. Khi bao cdo hi¢u qua
diéu tri cho bénh nhan khang nguyén phat, hiéu qua trong 2 phan nhém nay (“khéng déap
mg - khong tién trién” va “tién trién”) can dugc mo ta riéng biét.

U tily xuwong tdi phdt ¢6 thé dugc xéc dinh nhu u tay da didu tri trude d6 ma tién
trién va can bat dau tri liéu ciru canh nhung khéng dap tng tidu chi cho loai “u tiy khang
nguyén phat” hodc “u tiy tai phat va khang”.

Chi tiét v& dép tmg dic hidu (CR, PR v.v.) & da u tiy xuong va lam thé nao dé

kiém tra chung, xem Rajkumar, Harousseau et al., 2011 (supra).

Theo d6, theo mdt s6 phuong an, bién thé khang thé theo khia canh hogc phuong
an bt ky trong ban mé ta nay, hodc duoc phém chtra bién thé khang thé, dé sir dung
trong viéc diéu tri bénh ung thu ma khang vé6i didu tri trude chira mét hodc nhiéu trong
sé PI, IMiD va khang thé CD38. Theo mét phuong 4n didu tri trudc chita khang thé
CD38. Theo phuong &n cu thé, bénh ung thu duoc xac dinh 1a bénh ung thu khang trudce
khi str dung.

Theo phuong 4n khac, sang ché d& xudt phuong phap diéu tri bénh ung thu & dbi
tuong, bao g@)m cac budec:

(i) nhéan biét dbi tuong khang véi diéu trj trude chira mot hodc nhiéu trong sb
PI, IMiD va khang thé CD38, va

(i) st dung luong cd hi¢u qua didu tri cta bién thé khéng thé theo khia canh
hodc phuong 4n bét ky trong ban mb ta nay, hodc duge pham chira bién thé khéng thé
cho ddi tuong.

Theo mot phuong 4n diéu tr trude chira khang thé CD38.

Theo phuong én khéc, sang ché dé xuit phuong phap diéu tri bénh ung thu khdng
véi didu tri trude chira mot hodc nhidu trong sd PI, IMiD va khang thé CD38 & ddi

tuong, bao gbém st dung luong cé hiéu qua diéu tri cua bién thé khang thé theo khia
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canh hozc phuong 4n bat ky trong ban mé ta nay, hozc duoc pham chira bién thé khang

thé to dbi twong. Theo mdt phuong an diéu tri trudc chira khéng thé CD38.

Theo mdt s6 phuong 4n PI dugc chon tir nhém bao gdm bortezomib, carfilzomib

va ixazomib.

Theo mot s& phuong an IMiD duoc chon tir nhém bao gbém thalidomide,

lenalidomide va pomalidomide.
Theo mot s6 phuong 4n, khang thé CD38 14 daratumumab.

Theo mdt sé phuong 4n, bién thé khang thé theo khia canh hoac phuong 4n bat
k¥ trong ban mo ta nay, hodc duge phim chira bién thé khang thé, dé sir dung trong viée
diéu tri bénh ung thu ma tai phat sau khi diéu tri trude chira mot hodc nhiéu trong sd P1,
IMiD va khang thé CD38. Theo mét phuong an didu tri trude chita khéng thé CD38.
Theo phuong an cu thé, bénh ung thu duoc xac dinh 1a da tai phat trudce khi st dung.

Theo phuong 4n khéc, sang ché dé xudt phuong phap diéu tri bénh ung thu & d6i

tuong, bao gdbm céc budc:

(i)  nhan biét dbi tuong tai phat sau khi diéu tri trude chira mot hodc nhiéu trong
s6 PI, IMiD va khéng thé CD38, va

(i) st dung luong c6 hidu qua didu tri cta bién thé khang thé theo khia canh
hodc phuwong 4n bét k¥ trong ban mé ta nay, hodc duoc phdm chira bién thé khang thé
cho ddi tuong.

Theo mot phuong 4n didu tri true chira khang thé CD38.

Theo phuong 4n khéc, sang ché dé xudt phuong phap diéu tri bénh ung thu tai
phat sau khi diéu tri trugc chira mot hodc nhiéu trong s PI, IMiD va khéng thé CD38 &
dbi twong, bao gdm str dung lwong ¢ hiéu qua diéu tri ctia bién thé khang thé theo khia
canh hodc phuong 4n bt ky trong ban md ta nay, hodc dugc pham chira bién thé khang
thé cho di twong. Theo mdt phuong an diéu tri trude chira khang thé CD38.

Theo mdt sb phuong an PI dugc chon tlir nhém gbm bortezomib, carfilzomib va

ixazomib.

Theo mdt s6 phuong 4n IMiD dugce chon tir nhém gdm thalidomide, lenalidomide

va pomalidomide.
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Theo mdt s6 phuong an, khang thé CD38 1a daratumumab.

Theo phuong 4n cu thé, bién thé khang thé theo sang ché duoc st dung véi luong
6 hiéu qua diéu tri va/hodc trong khoang thoi gian du dé xtr Iy bénh ung thu khang hoac
tai phat.

Theo mdt sd phuong an, bénh ung thu khang hodc tai phat 1a bénh ung thu mau.

Theo mdt s6 phuong an, bénh ung thu khang hodc tai phat duge chon tir nhém
gdm da u tay xwong (MM), bénh bach ciu t& bao lympho man tinh (CLL), bénh bach
cdu lympho bao cép tinh (ALL), bénh bach cau nguyén bao tiy cép tinh (nguoi trudng
thanh) (AML), lympho t& bao 16p bao (MCL), u bach huyét nang (FL), va u bach huyét
t€ bao B 16n khuéch tan (DLBCL).

Theo mét sb phuong 4n, bénh ung thu khéng hodc ti phat duoc chon tir nhém
gbm da u tay xuwong (MM), bénh bach ciu té bao lympho man tinh (CLL), lympho té
bao vo (MCL), u lympho té bao B 16n lan téa (DLBCL), va u lympho nang (FL).

Theo mot sb phuong an, bénh ung thu khang hodc tai phat la da u tuy xuong
(MM).

Theo mét s§ phuong 4n, bénh ung thu khang hodc tai phat 1a bénh bach cau té
bao lympho man tinh (CLL).

Theo mét sb phuong 4n, bénh ung thu khédng hodc tai phét 1a u lympho té bao vo
(MCL).

Theo mét s6 phwong 4n, bénh ung thu khang hozc tai phat 1a u lympho té bao B
16n lan toa (DLBCL).

Theo mdt sb phuong an, bénh ung thu khang hozc ti phat la u bach huyét nang
(FL).

Theo mét s6 phuong 4n, bénh ung thur khang hoidc tai phat la khdi u rdn. Theo
mdt sb phuong 4n, bénh ung thur khang hodc tai phat dugc chon tir nhém gdm u hic t6,
bénh ung thu phdi, bénh ung thu phdi khong phai té bio nhd dang vay (NSCLC),
NSCLC khong phai dang vay, bénh ung thu két trang, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh
ung thu tuyén tién liét chéng viéc cat bo, bénh ung thu da day, bénh ung thu budng

tring, bénh ung thu thudc da day, bénh ung thu gan, bénh ung thu tuy, bénh ung thu
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tuyén giap, caxinom té bao dang vay of déu va ¢, caxinom cta 6ng thuc quan hozc da
day-rudt non, bénh ung thu va, bénh ung thu 6ng dan tring, bénh ung thu ndo, bénh ung
thu niéu dao, bénh ung thu sinh duc, bénh ung thu ndi mac t cung, bénh ung thu o tur
cung.

Theo mét s phuong an, bénh ung thu khéng hodc tai phat 1 u hic to.

Theo mdt s6 phuong 4n, bénh ung thu khang hodc tai phét la bénh ung thu phoi.

Theo médt sb phuong an, bénh ung thu khang hodc téi phat 1a bénh ung thu phdi
khong phai t& bao nho dang vay (NSCLC).

Theo mot sé phuwong 4n, bénh ung thu khang hozc téi phat 1a NSCLC khong phai
dang vay.

Theo mét s6 phuwong 4n, bénh ung thu khang hodc ti phat 1a bénh ung thu két
trang.

Theo mét s& phuong 4n, bénh ung thu khang hodc tai phat 1a bénh ung thu tuyén
tién liét.

Theo mdt s6 phuong an, bénh ung thu khédng hodc tai phét la bénh ung thu tuyén
tién liét chbng viéce cét bo.

Theo mét sb phuong an, bénh ung thu khéng hodc ti phat la bénh ung thu da
day.

Theo mot sd phuong an, bénh ung thu khang hodc téi phét la bénh ung thu budng
tring.

Theo mot sb phuong 4n, bénh ung thu khang hodc tai phat 1a bénh ung thu thudce
da day. |

Theo mot s& phuong 4n, bénh ung thu khang hodc tai phat 1a bénh ung thu gan.

Theo mdt s6 phuong 4n, bénh ung thu khédng hodc tai phat la bénh ung thu tuy.

Theo mdt s6 phuong 4n, bénh ung thu khang hodc tai phat 1a bénh ung thu tuyén
giap.

Theo mdt s6 phuong an, bénh ung thu khéng hodc tai phat 1a caxinom té bao dang

vay cua dau va co.
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Theo mét sb phuong én, bénh ung thu khang hodc tai phat la caxinom cua éng

thuc quan hoac da day-rudt non.
Theo mdt s6 phuong én, bénh ung thu khang hodc tai phat 1a bénh ung thu vu.

Theo mét s& phuong 4n, bénh ung thu khang hodc tai phét 12 bénh ung thu 6ng

dan trimg.
Theo mét s phuong 4n, bénh ung thu khang hodc tai phét la bénh ung thu néo.

Theo mdt sb phuong an, bénh ung thu khang hodc tai phat 1a bénh ung thu niéu

dao.

Theo mdt sb phuong 4n, bénh ung thu khang hodc tai phat 1a bénh ung thu sinh

duc.

Theo mdt s6 phuong an, bénh ung thu khang hodc tai phét 1a bénh ung thu ndi

mac tr cung.

Theo mét s6 phuong 4n, bénh ung thu khang hodc tai phat 1a bénh ung thur ch tur

cung.
Cdc bénh va roi loan tw mién va viém:

Theo phuong 4n khac cia sang ché, réi loan bao gém té bao biéu hién CD38 1a
rdi loan mién dich trong d6 té bao B biéu hién CD38, dai thuc bio, huyét té bao, bach
cdu don nhén to va té bao T lién quan dén, nhu bénh viém va/hogc bénh tu mién. Vi du
vé& céc rdi loan miln dich trong d6 t bao B biéu hién CD38, t& bao huyét tuong, bach
ciu don nhan va t& bao T ¢6 lién quan bao gém 161 loan tu mién dich, nhur bénh Véy nén,
viém khép vay nén, viém da, bénh xo cing bi toan than va bénh xo clng, bénh viém
ruét (IBD), bénh Crohn, viém loét dai trang, hoi ching suy ho hép, viém mang ndo,
viém ndo, viém mang bd dao, viém cau than, cham, hen suyén, xo vita dong mach, thiéu
két dinh bach cdu, bénh da xo ctng, hdi chimg Raynaud, hoi chting Sjdgren, bénh tiéu
duong khai phat vi thanh nién, bénh Reiter, bénh Behget, viém than phirc hop mién dich,
bénh than IgA, bénh da day than kinh IgM, giam tiéu cAu qua trung gian mién dich, nhu
ban xuét huyét giam tiéu cau tu phat cép tinh va ban xuat huyét giam tiéu cdu tu phat
man tinh, thiéu mau tan huyét, bénh nhuoc co, viém than luput, luput ban do hé thng,
viém khop dang thdp (RA), viém da di ting, bénh pemfigut, bénh Grave, viém tuyén
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gidp Hashimoto, bénh u hat Wegener, hoi ching Omenn, suy thdn man tinh, ting bach
cdu don nhan nhiém trung cép tinh, bénh da xo cing, HIV va cac bénh lién quan dén
virut herpes. Cac vi du khac 1a hoi ching suy hd hdp cap tinh nghiém trong va viém
mang cing. Hon nita, cac bénh va roi loan khac duoc bao gém, nhu nhitng bénh gay ra

hodc qua trung gian nhiém vi rat cta té bao B, nhw vi rit Epstein-Barr (EBV).

Theo mdt phuong 4n, rdi loan bao gém té bao biéu hién CD38 1a viém khép dang

thap.

Céac vi du khac cia rdi loan viém, mién dich va/hodc tu mién dich trong dé tu
khang thé va/hodc hoat tinh qua mic cta t& bao lympho B va T ndi bat va c6 thé duoc
diéu tri theo sang ché bao gém: bénh viém mach va céc rdi loan mach khéc, nhu viém
nhiéu mach vi mo, hdi ching Churg-Strauss, va cac bénh mach mau lién quan dén
ANCA khac, viém da maéh, viém mach mau cép thiét §1éu, viém mach bach cau ¢ da,
bénh Kawasaki, viém dong mach Takayasu, viém khép té bao khdng 10, ban xuét huyét
Henoch-Schonlein, viém mach mau ndo nguyén phat hoac c6 lap, ndt ban do, viém tic
tidu cau, thuyén tic huyét khdi ban xudt huyét (bao gdm hoi chiing tan huyét uré huyét),
va bénh mach mau tht phat, bao gém viém mach bach cau & da (vi du, thit phat sau
viém gan B, viém gan C, macroglobulin huyét Waldenstrém, khéi u té bao B, viém khép
dang thip, hoi chimg Sjdgren, hodc luput ban do hé théng); céc vi du khac 1a ban do nét,
viém mach di ing, viém md da, bénh Weber-Christian, bénh tang huyét cau ban xuét
huyét va bénh Buerger; rbi loan da, nhu viém da tiép xuc, bénh da 1idu IgA tuyén tinh,
bénh bach bién, bénh loét mi héa, ly giai bidu bi bong nude méc phai, bénh pemphigus
thé théng thuong (bao gdm pemphigoid mang nhay va pemphigoid bong nuéc), rung
toc timg mang (bao gém rung toc toan thé va rung téc toan bd), viém da herpetiformis,
hong ban da dang va may day man tinh ty midn (bao gdm phii mach va may day lién
quan dén viém mach); giam bach cdu qua trung gian mién dich, nhu giam bach cau hat
trung tinh tu mién, va bét san héng clu don thudn; rdi loan md lién két, nhu bénh luput
CNS, bénh luput ban d6 dang dia, hoi chiing CREST, bénh mo lién két hdn hop, viém
da co/viém da co, bénh viém co thé vii, chimg thoai héa dang tinh bot thit phat, bénh
huyét twong typ I va typ II, dau co xo hda, hoi ching khéng thé phospholipit, bénh wa
chay mdu tht phat, viém da sun tai phat, bénh sacoit, hoi chimg nguoi cing va sbt thép
khép; vi du khéc 1a viém bao co bach cdu 4i toan; viém khép, nhu viém cot séng dinh
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khép, viém khép mén tinh & tré vi thanh nién, bénh Still nguoi 16n va hdi chirng SAPHO;
cac vi du khac 1a viém xuong cung, viem khop phan Ung, bénh Still va bénh gut; roi
loan huyét hoc, nhu thiéu mau bit san, thiéu mau tan mau nguyén phat (bao gom hoi
chtmg ngung két lanh), thiéu mau tan méu thtt phat sau CLL hodc bénh luput ban d6 hé
thdng; hoi chimg POEMS, bénh thiéu mau 4c tinh va bénh tang sic t6 ban xuat huyét
Waldemstrom; cac vi du khac 1a mat bach cau hat, giam bach cAu tu mién, bénh Franklin,
bénh Seligmann, bénh chudi ning gamma, hoi chitg paraneoplastic thi phat sau u tuyén
uc va u lympho, hoi chiing cén san thtr phat sau u tuyén tc va u lympho, va su tao ra
chét trc ché yéu t6 VIIL; bénh ndi tiét, nhu bénh da ndi tang va bénh Addison; cac vi du
khac 1 ha dudng huyét tu mién, suy giap tu midn, hoi chimg insulin ty mién, viém tuyén
giap de Quervain, va khang insulin qua trung gian khang thé thu thé insulin; r6i loan
gan-tiéu hoa, nhu bénh celiac, bénh Whipple, xo gan mat nguyén phat, viém gan man
tinh hoat déng va viém dudong mat xo ciing nguyén phat; mot vi du khéac 1a viém da day
tu mién dich; bénh than, nhu viém cAu than tién trién nhanh, viém than sau lién cau, hoi
chiing Goodpasture, viém cau than mang va viém than do cryoglobulin; mdt vi du khéc
1a bénh thay déi t6i thidu; réi loan than kinh, nhu bénh than kinh ty mién dich, viém da
day than kinh, hoi ching nhugc co Lambert-Eaton, mua giat Sydenham, tabes dorsalis
va hoi ching Guillain-Barré; cac vi du khac 1a bénh ly tiy/li€t ciing nhiét dé1, bénh
nhuoc co, bénh da ddy than kinh do viém cip tinh, va bénh da ddy than kinh do viém
mén tinh; bénh da xo cing; roi loan tim va phéi, nhu COPD, viém phé nang xo hoa,
viém tiéu phé quan tic nghén, aspergillosis di ing, xo nang, hoi chimg Léffler, viém co
tim va viém mang ngoai tim; cac vi du khac la viém phéi qua man, va hoi ching
paraneoplastic thtr phat sau ung thu phoi; réi loan di tng, nhu hen phé quan va hdi ching
tang IgE; vi du khéc 1a amaurosis fugax; r6i loan nhan khoa, nhu viém ti mat vo cin;
cac bénh truyén nhiém, nhu nhiém tring parvovirus B (bao gbm ca hoi ching tay va
tét); cac roi loan san phu khoa, nhu nao pha thai nhiéu 1an, s6t thai nhiéu lan va thai
cham phat trién trong tir cung; vi du khac 1a hoi chimg paraneoplastic thir phét sau ung
thu phu khoa; rdi loan sinh san nam, nhu héi chimg paraneoplastic thit phat sau u tinh
hoan; va rdi loan c6 ngudn gbc tir cdy ghép, nhu tir chdi allograft va xenograft, va bénh

manh ghép chéng lai vit chu.
Theo mét phuong én, bénh hodc réi loan 14 viém khép dang thap.

86



52583 87/190

Ché dg liéu lwong va hén hop

Ché db lidu lwong & phuong phép didu tri va viée str dung trén dugc didu chinh
d& mang lai dép img mong mudn 81 wu (vi du, dép ung didu tri). Vi dy, ¢6 thé ding mot
lidu duy nhét, nhiéu liéu chia nho c6 thé dugc dung theo thoi gian hogc liu lwong co
thé duoc giam hodc ting tuong tmg theo chi dinh cta tinh trang diéu tri. Ché pham tiém

6 thé dugce bao ché dudi dang don vi lidu lugng dé dé st dung va déng nhat lidu lugng.

Lidu hiéu qua va ché do lidu luong cho bién thé khang thé tuy thude vao bénh
hodc tinh trang dé duoc didu tri va c6 thé duoc xac dinh bai ngudi ¢ hiéu biét trung
binh trong linh vuc nay. Khoang lam vi du, khong gidi han cho lugng cé hiéu qua diéu

tri cia bién thé khang thé theo sang ché 1a khoang 0,001-30 mg/kg.

Bién thé khang thé ciing c¢6 thé dugc s dung phong bénh dé giam nguy co phat
trién ung thu, tri hoén sy khoi dau cua viée xuat hién su kién tién trién ung thu va/hodc

giam nguy co tai phat khi ung thu thuyén giam.

Bién thé khang thé ciing c¢6 thé duoc sir dung theo lidu phap két hop, tic 13, két
hop véi cac tac nhan diéu tri khac hodc cac phuong thirc didu tri c6 lién quan dén bénh

hoac tinh trang dugc diéu tri.

Theo d6, theo mdt phuong an, bién thé khang thé 1a cho két hop v6i mot hodc
nhiéu chét tri liéu khéc, nhu tac nhan hoa tri liéu, tic nhan chéng viém hodc cht e ché
mién dich va/hoic tac nhan diéu hdoa mién dich, vi du, khang thé tri liéu khac. Viéc quan
Iy két hop nhu vay c6 thé ddng thoi, riéng biét hodc tuan tu. DE st dung dong thdi, cac
tac nhan ¢6 thé duoc st dung nhu mot ché phém hodic c4c ché phém riéng biét, néu thich

hop.

Bién thé khang thé ciing c6 thé dugc sir dung két hop v6i xa tri va/hodc phau

thuét va/hodc té bao géc ngoai vi tu than hoac di sinh hoac céy ghép tiy xuong.

Cac me dung chin do4n

Theo céc khia canh khéc, ché phidm chén doan va st dung chira bién thé khang
thé theo khia canh hodc phuong an bt k¥ ciing duoc du tinh, vi du, d6i véi bénh lién
quan dén té bao biéu hién CD38, nhur dugc vi du & trén. Vi du, bién thé khéng thé c6 the

duoc danh diu b%mg chét phong xa (nhu dugc md ta trong ban md ta nay) hoac chét tao
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mang bam phéng xa. Theo mdt phuong an, ché phdm chan doan 1a chén doan dong hanh
ma duoc st dung dé sang loc va chon bénh nhéan s& dugc hudng loi tir viée diéu tri bang

bién thé khang thé.

Theo mot phuong 4n, sang ché d& cap dén str dung bién thé khang thé, hop phan
hodc b6 kit gdm cac phan theo khia canh hodc phuong 4n bat ky trong ban mé ta nay dé

str dung trong phuwong phap chan doan.

Theo mdt phuong 4n, sang ché d& cap dén phuong phép chan doan bao odm st
dung polypeptit, khang thé, hop phan hodc bd kit gdm céc phan theo khia canh hodc
phuong 4n bit ky trong ban mb ta nay cho it nhat 1a mot phan co thé ngudi hoac dong
vat ¢6 vu khac.

Theo phuong 4n khéc, sang ché dé cap dén sir dung bién thé khang thé, hop phan
hodc bo kit gdm céc phdn theo khia canh hodic phuong 4n bit ky trong ban mo ta nay
trong viéc tao anh cua it nh4t mot phén co thé cta nguoi hodc ddng vat cd va khac.

Theo phuong 4n khéc, sang ché dé cép dén phuong phép tao anh it nhit 14 mot
phén co thé nguoi hodc dong vat ¢é vi khac, bao gom viée st dung bién thé, hop phan
hozc bd kit gdm céc phan theo khia canh hodc phuong an bét ky trong ban mo ta nay

duoc mo ta.

Bang 1 — Axit amin va trinh tu axit nucleic

SEQ ID | Thiét ké Trinh tu
NO:
1 VH-3003-C QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKAFGGT

FSSYAISWVRQAPGQGLEWMGRHIRFLGIA
NYAQKFQGRVTLIADKSTNTAYMELSSLR
SEDTAVYYCAGEPGERDPDAVDIWGQGT

MVTVSS
2 VH-3003-C_CDRI1 GGTFSSYA
3 VH-3003-C_CDR2 IIRFLGIA
4 VH-3003-C_CDR3 | AGEPGERDPDAVDI
5 VL(Kappa)-3003-C DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIR

SWLAWYQQKPEKAPKSLIYAASSLQSGVP
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SRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQ

YNSYPLTFGGGTKVEIK
6 VL(Kappa)-3003- QGIRSW
C CDRI1
VL(Kappa)-3003- AAS
C CDR2
7 VL(Kappa)-3003- QQYNSYPLT
C CDR3
8 VH-3003-B EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGFTF

NSFAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGG
TYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSL
RAEDTAVYFCAKDKILWFGEPVFDY WGQ
GTLVTVSS

VL(Kappa)-3003-B

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSS
YLAWYQQKPGQAPRLLIYDASNRATGIPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQ
RSNWPPTFGQGTKVEIK

10

VH-3003-A

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTF
SSYAFSWVRQAPGQGLEWMGRVIPFLGIA
NSAQKFQGRVTITADKSTSTAYMDLSSLRS
EDTAVYYCARDDIAALGPFDYWGQGTLV
TVSS

11

VL(Kappa)-3003-A

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISS
WLAWYQQKPEKAPKSLIYAASSLQSGVPS
RFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQ
YNSYPRTFGQGTKVEIK

12

VH-gp120-b12

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCQASGYR
FSNFVIHWVRQAPGQRFEWMGWINPYNG

NKEFSAKFQDRVTFTADTSANTAYMELRS

LRSADTAVYYCARVGPYSWDDSPODNYY
MDVWGKGTTVIVSS

13

VH-gp120-b12 CDRI

GYRFSNFV

14

VH-gp120-b12 CDR2

INPYNGNK

15

VH-gp120-b12_CDR3

ARVGPYSWDDSPQDNYYMDV

16

VL-gpl120-b12

EIVLTQSPGTLSLSPGERATFSCRSSHSIRSR
RVAWYQHKPGQAPRLVIHGVSNRASGISD
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RFSGSGSGTDFTLTITRVEPEDFALYYCQV
YGASSYTFGQGTKLERK

17

VL-gp120-b12 CDRI

HSIRSRR

VL-gp120-b12_CDR2

GVS

18

VL-gp120-b12 CDR3

QVYGASSYT

19

ving hing dinh HC
IgGlm(za) cta nguodi
(Uniprot entry PO1857)

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

20

ving hang dinh HC
IgG1m(f) cua nguoi

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
YNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
REEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSL
SLSPGK

21

ving hiang dinh HC
IgG1lm(z) ctia nguoi

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSL
SLSPGK
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22

ving hing dinh HC
IgGlm(a) cta nguoi

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKPVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
YNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
RDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

23

ving hing dinh HC
IgG1lm(x) cua nguoi

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKPVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
YNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
REEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHEGLHNHYTQKSL
SLSPGK

24

ving hing dinh HC
IgG1m(f)-E430G  cla
nguoi

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
YNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
REEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHGALHNHYTQKSL
SLSPGK

25

vung hing dinh HC
IgG1m(f)-E430S  ctlia
ngudi

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
YNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
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REEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHSALHNHYTQKSL
SLSPGK

26

ving hing dinh HC
[gG1m(f)-E430F cua
nguoi

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
YNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
REEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHFALHNHYTQKSL
SLSPGK

27

ving hing dinh HC
IgG1m(f)-E430T cula
ngudi

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKPREEQ
YNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPAPIEK TISKAKGQPREPQVYTLPPS
REEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVEFSCSVMHTALHNHYTQKSL
SLSPGK

28

ving hiang dinh HC
IgG1m(f)-E345K cua
nguoi

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
YNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPAPIEKTISKAKGQPRKPQVYTLPPS
REEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

29

ving hang dinh HC
[gGIm(f)-E345Q cua
nguoi

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
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NTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFENWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
YNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPAPIEKTISKAKGQPRQPQVYTLPPS
REEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

30

ving hang dinh HC
IgGIm(f)-E345R cua
nguoi

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
YNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKYV
SNKALPAPIEKTISKAKGQPRRPQVYTLPPS
REEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

31

ving hing dinh HC
IgGIm(f)-E345Y cta
nguoi

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
YNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPAPIEKTISKAKGQPRYPQVYTLPPS
REEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQOQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

32

ving hing dinh HC
IgG1m(f)-S440W cua
nguoi

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
YNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKYV
SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
REEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
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KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKWL
SLSPGK

33

ving hing dinh HC
IgG1m(f)-S440Y cua
nguoi

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
YNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
REEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKYL
SLSPGK

34

ving hing dinh HC
IgG2 cia  ngudi
(Uniprot entry PO1859)

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPS
NTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVF
LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDP
EVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTF
RVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGL
PAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMT
KNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
K

35

ving hing dinh HC
1gG3 cua  nguoi
(Uniprot entry P01860)

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYTCNVNHKPS
NTKVDKRVELKTPLGDTTHTCPRCPEPKSC
DTPPPCPRCPEPKSCDTPPPCPRCPEPKSCD
TPPPCPRCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLM
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFKWY VDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTFRVVSVLTVLH
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKT
KGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLV
KGFYPSDIAVEWESSGQPENNYNTTPPMLD
SDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNIFSCSVM
HEALHNRFTQKSLSLSPGK

36

ving hang dinh HC
IgG4 cia  nguoi
(Uniprot entry P01861)

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVK

DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPS
NTKVDKRVESKYGPPCPSCPAPEFLGGPSV
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FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQED
PEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENST
YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKG
LPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEM
TKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRW
QEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG
K

37

ving hing dinh Kappa
LC cua nguoi

RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN
NFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTE
QDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYAC
EVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

38

CD38 cua  nguoi
(Uniprot entry P28907)

MANCEFSPVSGDKPCCRLSRRAQLCLGVSI
LVLILVVVLAVVVPRWRQQWSGPGTTKRF
PETVLARCVKYTEIHPEMRHVDCQSVWDA
FKGAFISKHPCNITEEDYQPLMKLGTQTVP
CNKILLWSRIKDLAHQFTQVQRDMETLED
TLLGYLADDLTWCGEFNTSKINYQSCPDW
RKDCSNNPVSVFWKTVSRRFAEAACDVVH
VMLNGSRSKIFDKNSTFGSVEVHNLQPEKYV
QTLEAWVIHGGREDSRDLCQDPTIKELESII
SKRNIQFSCKNIYRPDKFLQCVKNPEDSSCT
SEI

39

hisCD38

HHHHHHRWRQTWSGPGTTKRFPETVLAR
CVKYTEIHPEMRHVDCQSVWDAFKGAFIS
KHPCNITEEDYQPLMKLGTQTVPCNKILLW
SRIKDLAHQFTQVQRDMFTLEDTLLGYLA
DDLTWCGEFNTSKINYQSCPDWRKDCSNN
PVSVFWKTVSRRFAEAACDVVHVMLNGS
RSKIFDKNSTFGSVEVHNLQPEKVQTLEAW
VIHGGREDSRDLCQDPTIKELESIISKRNIQF
SCKNIYRPDKFLQCVKNPEDSSCTSEI

40

bién thé VH CDR1

GGTFXi1SYA, trong d6 X, 1s Sor R

41

bién thé VH CDR2

IXFLGX2X3, trong d6 X1 is R or V; Xz is T or
K;and X3is A, Tor V,nhu A or T

42 bién thé VH CDR3 X1GEPGX,RDPDAX;DI, trong d6 X1 is A or T;
X2isE,Dor A, nhuE orD; and X3is Vor F
43 VL CDRI1 QGIRSW
VL CDR2 AAS
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44

bién thé VL CDR3

QQYNX,YPLT, trong d6 X1 is S or N

45

ving hing dinh HC
I[gGlm(f) cta nguoi
ma khong co Lys (K) ¢
vi tri 447 theo dénh sb
Eu

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
YNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
REEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPG

46

ving hing dinh HC
IgG1m(f)-E430G cua
nguoi, ma khong cé
Lys (K) & vi tri 447
theo danh s6 Eu

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
YNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
REEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHGALHNHYTQKSL
SLSPG

Vi du thue hién sang ché

han.

Chu tric biéu hién khang thé

Vi du 1 — Khdng thé va dong té bao

Sang ché con dugc minh hoa bang cac vi du sau day khong nén dugc hicu la gidi

Dé biéu hién cac khang thé ctia ngudi va khang thé dugce nhan ban hoa duoc su

dung & day, trinh tu chudi ning (VH) va chudi nhe (VL) bién ddi duge diéu ché bang

cach téng hop gen (GeneArt Gene Synthesis; ThermoFisher Scientific) va dugc nhan

ban trong vecto biéu hién pcDNA3.3 (ThermoFisher Scientific) ¢6 chtra ving khong dbi
cta chudi nang IgG cta ngudi (HC) (ving khong d6i IgG1m & nguoi (f) HC: SEQ ID
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NO: 20) va/hodc ving khong ddi ctia chudi nhe kappa & nguoi (LC): SEQ ID NO: 37.
Céc dot bién mong mudn duge dwa vao bang cach tdng hop gen. Céc bién thé khéng thé
CD38 trong tng dung ndy ¢6 trinh tw VH va VL bt ngudn tir cac khang thé CD38 IgG1-
A duge mo ta trude day (WO 2006/099875 A1, WO 2008/037257 A2, WO 2011/154453
Al; VH: SEQ ID NO: 10; VL: SEQ ID NO: 11), [gG1-B (WO 2006/099875 A1, WO
2008/037257 A2, WO 2011/154453 A1l; VH: SEQ ID NO: 8; VL: SEQ ID NO: 9) va
IgG1-C (WO 2011/154453 Al; VH: SEQ ID NO: 1; VL: SEQ ID NO: 5). Khang thé
IgG1 cta ngudi b12, khang thé dac hiéu véi HIV gpl20 duge sir dung lam déi ching
am tinh trong mot sb thi nghiém (Barbas et al., J Mol Biol. 1993 Apr 5;230(3):812-23;
VH: SEQ ID NO:12; VL: SEQ ID NO:16).

Chu tric khang thé biéu hién tam thoi

Hdn hop ADN plasmit ma hoa ca chudi nang va nhe ctia khang thé da duoc truyén
nhanh chéng trong cac t& bao Expi293F (Gibco, Cat No A14635) béng‘céch st dung
293fectin (Life Technologies) v& co ban nhu dugc mé ta béi Vink et al. (Vink et al,
2014 Phuong phap 65 (1): 5-10). Nong do khang thé trong chat ndi dugc do bang do
hép thu & budc song 280 nm. Cac chét ndi c6 chira khang thé hoic duoc sir dung truc
tiép trong cac xét nghiém trong 6ng nghiém, hodc cac khang thé da duoc tinh ché nhu

duoc mo ta bén dudi.

Tinh ché khang thé va danh gid chét luong

Khang thé duoc tinh ché bang sic ky ai luc Protein A. ChAt ndi trén bé mat nudi
céy duge loc qua bd loc cut 0,20 uM va duge nap trén cdt 5 mL MabSelect SuRe (GE
Healthcare), dugc rira va rira giai bang natri xitrat-NaOH 0,02 M, pH 3. Chat rira giai
duoc nap trén c6t HiPrep Desalting (GE Healthcare) ngay sau khi tinh ché va cac khang
thé duoc trao dbi dém thanh 12,6 mM NaH2PO4, 140 mM NaCl, dém pH 7,4 (B.Braun
hodc Thermo Fisher). Sau khi trao dbi dung dich dém, mau duoge loc vo tring qua bd
loc cut 0,2 wm. Protein tinh khiét dugc phan tich bang mot sd xét nghiém phan tich sinh
hoc bao gdm dién di mao quan trén gel natri dodecyl sulfat-polyacrylamit (CE-SDS) va
sdc ky loai trir kich thuéc hidu suat cao (HP-SEC). Néng do duoc do bing do hép thy &
280 nm. Cac khang thé tinh khiét dugc luu trit tai 2-8°C.
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Dong t€ bao duoc su dung & vi du dugc mo ta & bang 2 bén dudi. Sd phén tu

CD38 va CD59 trung binh trén mdi té bao duoc x4c dinh bang phuong phép do té bao
dong dinh luong (Qifi, DAKO).

Bang 2: Tdng quan clia dong té bao va bidu hién ciia CD38 va CD59

ABC uéc tinh
dong té bao | loai khdi u | Muc luc nha cung cép CD38 CD59
SU-DHL-8 | DLBCL ACC 573 DSMZ 415000 | 31000
Oci-Ly-7 DLBCL ACC 688 DSMZ 310000 | 81000
Oci-Ly-19 | DLBCL ACC 528 DSMZ 271000 | 28000
Ramos Burkitt CRL-1596 ATCC 260000 | 7000
Daudi Burkitt CCL-213 ATCC 200000 |0
Oci-Lyl18 DLBCL ACC 699 DSMZ 181000 | 40000
Raji Burkitt CCL-86 ATCC 170000 | 55000
DOHH2 FL ACC 47 DSMZ 167000 | 66000
SU-DHL-4 | DLBCL | ACC 495 DSMZ 158000 | 147000
WSU- DLBCL | ACC 575 DSMZ 150000 | 96000
DLCL2
Z-138 MCL CRL-3001 ATCC 133000 | 53000
JVM-13 MCL CRL-3003 ATCC 130000 | 254000
REH B-ALL ACC 22 DSMZ 130000 | khoéng duoc

thir nghiém
Jeko-1 MCL ACC 553 DSMZ 108000 | 31000
Wienl33 Burkitt - BioAnal.ab, | 100000 0
UK
697 B-ALL ACC 42 DSMZ 98000 130000
Granta-519 | MCL ACC 342 DSMZ 90000 140000
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RS4;11 B-ALL ACC 508 DSMZ 80-86000 | khong duogc
tht nghiém
DB DLBCL ACC 539 DSMZ 70000 200000
NALM-16 |B-ALL | ACC 680 DSMZ . 50000 khong dugc
thtr nghiém
JVM-3 CLL ACC 18 DSMZ 30000 khong dugc
thr nghiém
U266 MM ACC9H DSMZ 15000 khong dugc
thr nghiém
RC-KS8 DLBCL ACC 561 DSMZ 10000 khong duoc |
thr nghiém
Pfeiffer DLBCL CRL-2632 ATCC 0 100000
THP-1 AML ACC 16 DSMZ 400000 | 40000
Oci-AML3 | AML ACC 582 DSMZ 200000 | 40000
monomac6 | AML ACC 124 DSMZ 200000 | 30000
KG-1 AML CCL-246 ATCC 180000 100000
ML-2 AML ACC 15 DSMZ 150000 10000
U937 AML CRL-1593.2 ATCC 130000 | khong dugc
thtr nghiém
Nomo-1 AML ACC 542 DSMZ 110000 | 30000
MEGAL AML ACC 719 DSMZ 100000 110000
AML-193 AML ACC 549 DSMZ 100000 | khong dugc
thir nghiém
MOLM-13 | AML ACC 554 DSMZ 90000 10000
HL-60 AML CLL-240 ATCC 90000 10000
Oci-M1 AML ACC 529 DSMZ 0 200000

ABC = Khang thé 1ién két v&i mdi té bao

Goc/ngudn cua cac dong teé bao nhu sau:
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Dong té bao: Ngudn:

Daudi ATCC,; CCL-213

Ramos ATCC; CRL-1596
Wien-133 BioAnal.ab, Oxford, U.K
NALM-16 DSMZ; ACC 680

U266 ATCC; TIB-196

RC-KS8 DSMZ; ACC 561

Vi du 2 — Gdn két khdng thé CD38 va bién thé ciia né véi CD38 ciia nguoi va khi

cynomolgus dwoc biéu hién trén bé mdt té bao

Gén két voi bé mit té bao duge biéu hién CD38 ¢ t€ bao Daudi va NALM16 va
PBMC tir khi cynomolgus, dugc xéc dinh bang phuong phap do té bao dong chay. Cac
té bao, duoc tai tao trong RPMI chira 0,2% BSA, duge gieo mdm & 100000 té bao/1d
trong dia day tron 96 15 polystyren (Greiner bio-one) va dugc ly tAm trong 3 phut &
300xg, 4°C. Cac dung dich pha lodng ndi tiép (0,005-10 pg/mL noéng do khang thé cubi
cuing trong 3 l4n pha lodng néi tiép) ctia CD38 hodc céc khang thé dbi ching duoc thém
vao va cdc té bao duoc i trong 30 phat & 4°C. Pia duoc rira/ly tim hai 1an bang cach sir
dung dém FACS (PBS/0,1% BSA/0,01% Na-Azide). Tiép theo, cac té bao duoc 0 trong
30 phut & 4°C véi R-Phycoerythrin (PE) - IgG khang nguoi lién hop F (ab') 2 (Jackson)
pha lodng 1/100 trong PBS/0,1% BSA/0,01% Na -Azide hoac IgG khang nguoi lién hop
v6i FITC (Southern Biotech) dé phéan tich PBMC ctia khi cynomolgus. Té bao duoc
rtra/ly tAm hai 14n bang céch st dung dung dich dém FACS, dugc tao huyén phu lai
trong dung dich ddm FACS va dugc phan tich bang cach xac dinh cudng do huynh
quang trung binh st dung FACS Fortessa (BD). Cac dudong cong gén két duoc tao ra
bing cach st dung phan tich hdi quy phi tuyén tinh (d4p tmg liéu chit chi véi do dbc
thay dbi) trong phin mém GraphPad Prism V6.04 (GraphPad Software).

Fig. 2 thé hién ring khang thé CD38 IgG1-B, IgG1-C va IgG1-A gan két phu
thudc vao lidu luong véi t& bao NALMI16 bidu hién CD38. Viée dua dot bién E430G
tang cuong hexameri hoa vao cac khang thé nay da khong anh huéng dén su gan két.

Fig. 3 thé hién rang khang thé CD38 IgG1-A-E430G, nhung khong c¢6 IgG1-B-
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E430G va IgG1-C-E430G, gin két phu thude vao lidu luong véi CD38 duge biéu hién
trén PBMC ctia khi cynomolgus (A). Su gin két trung binh véi CD38 duogc biéu hién
trén té bao B, T va NK cua khi cynomolgus dugc mé ta, xac dinh dva trén FSC va SSC.
La dbi chimg duong, gin két vdi t& bao Daudi biéu hién sé lugng ban sao CD38 cua

ngudi nhidu ciing dugc mb ta (B).

Vi du 3 — D¢ gdy dic té bao phu thude vao bé thé (CDC) béi khdng thé CD38
dét bién ¢ E430G

CDC trén dong t€ bao khdi u

Té bao Daudi, Wien133, Ramos, NALM 16, U266 va RC-K8 duoc tao huyén phu
lai trong RPMI chira 0,2% BSA va dugc ma thanh céc tim déy tron 96 15 polystyren
(Greiner bio-one) véi mat do 1x105 t& bao/18 (40 uL/18). Cac khang thé CD38, cac bién
thé ctia n6 va dbi chimg isotyp Abs duoc pha lodng theo huyét thanh (ndng do khang
thé cudi cung 0,0002-10 pg/mL trong cac dung dich pha loing néi tiép 3x) va 40 pL Ab
pha loding duoc thém vao mdi 16. Té bao va Ab duoc U trude trong 20 phtt & nhiét do
phong, sau d6, 20 uL huyét thanh ngudi binh thudng gop chung (Sanquin) duogc thém
vao mdi 16 va i thém 45 phit ¢ 37°C. Sau d9, cac dia duoc quay ly tdm (3 phut, 1200
vong/phit) va phan ndi phia trén duoc loai bo. Céc vién té bao duoe gan lai trong dung
dich dém FACS duoc bd sung topro-3 iodua 0,25 uM (Life technologies), va qud trinh
phan giai duoc phat hién bing cach do ty 16 phan tram té bao dwong tinh véi i6t topro-3
trén FACS_Fortessa (BD). CDC duoc mé ta nhu phén tram phén giai. Dt liéu dugc hién
thi 1a N =3 (Daudi va NALM16), N = 2 (t bao Wien133 va U266) hodc N =1 (RC-K8

va Ramos). Céc khang thé kiém sodt isotyp chi duoc dua vao té bao Daudi va Wien133.

Fig. 4 ching to ring khéng thé CD38 B, C va A ma khdng c6 dot bién E430G
cam ung ~85, ~50 va 0 phan tram phan giai té bao Ramos va Daudi. Khong thay su phan
giai dang ké nao bdi cac khang thé CD38 nay dbi voi bt ky trong s6 cac dong té bao
duge thir nghiém khéc. Viée dua dot bién E430G vao cac khang thé CD38 niy dan dén
hoat tinh ctia CDC cao hon & ndng d6 khang thé thép hon dang ké. Tét ca 3 khang thé
mang dot bién E430G déu gay ra su phan giai t& bao Ramos va Daudi t6i 100%. Ngoai
ra, trén céc dong t& bao c6 bidu hién CD38 thip hon, khang thé CD38 dot bién E430G
¢6 thé cam tmg CDC t6i da (Wien133) hodc mot phan (NALM16 va U266), trong khi
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khang thé CD38 khong c6'dot bién E430G khong cam tng CDC. Cac két qua nay ching
minh ring CD38 Ab v6i dot bién E430G cam tng CDC manh hon va yéu cdu it bidu
hién CD38 hon so v6i khang thé CD38 khong c6 dot bién E430G. Trong té bao khoi u
c6 muc d6 biéu hién CD38 thip hon (NALM-16, RS4; 11 va REH), IgG1-C-E430G thé
hién gié tri EC50 thap hon so v&i IgG1-B-E430G.

Bang 3 EC50-gi4 tri phan giai.

Mot s6 dong té bao duoc thir nghiém chi mot lan (Ramos, RS4;11, REH)

Ramos Daudi Wien-133 NALM-16 U266 RS4;11 REH

B 0,126 0,183 0,199 - - - .
B-E430G 0,019 0,018 0,013 0,075 - 0,243 0,054
C 0,158 0,250 0,193 - - - -
C-E430G 0,014 0,019 0,015 0,022 0,052 0,056 0,017
A - - - . - . -

A-E430G 0,133 0,206 0,271 - - - -

Thir nghiém CDC duoc md ta & trén duoc lap lai voi mot s§ dong t€ bao khéi u
khéc ¢6 ngudn gbe tir khdi u té bao B, bao gdm DLBCL, u lympho Burkitt, FL, MCL,
B-ALL, CLL hoic MM va c4c khang thé IgG1-B, IgG1-B-E430G, IgG1-C-E430G,
IgG1-A-E430G va khang thé dbi ching isotyp. Phan tram phan giai dugc vé biéu do
bang phin mém Graphpad Prism (GraphPad Software, Inc; phién ban 8.1,0) va duoc
hién thi trong bang 4. Két qua cling dwoc thé hién trén Fig. 14.

Fig. 14 chtng to ring CD38 mAb IgG1-B kiéu dai cam mg su phén giai cta
dong té bao biéu hién CD38 cao; SU-DHL-8, Oci-Ly-7, Oci-Ly-19, Ramos, Daudi, Oci-
Ly-18 va Raji, nhung khong dbi vi bat ky trong s6 cac dong té bao khac ma biéu hién
it phan tt CD38 trén mang. Viéc dua dot bién B430G vao IgG1-B dan dén hoat tinh
CDC cao hon & ndng do Ab thap hon dang ké trén céc dong té bao vén da nhay cam voi
loai IgG1-B dai va din dén phén giai cac dong té bao bd sung co s6 luong ban sao CD38
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thap hon khéng nhay cam véi IgG1 -B gay ra CDC (vi du, DOHH2, SU-DHL-4, WSU-
DLCL2, Z-138, TVM-13, REH, Jeko-1, Wien-133, 697, RS4; 11, NALM-16 va JVM-
3). Mot s6 dong té bao 6 bidu hién CD38 rt thdp (RC-K8 va Pfeiffer) hodc bicu hién
CD359 rét cao (DB va Granta-519) khong bi phan giai khi tiép xuc voi IgG1-B va IgG1-
B-E430G. Trén hdu nhu tit ca cac dong té bao duge thir nghiém, IgG1-C-E430G giy ra
su phan giai té bao & ndng d6 khang thé thap hon so véi IgG1-B-E430G, trong khi IgG1-
A-E430G gdy ra su phén giai & ndng d6 Ab cao hon nhiéu. Piéu nay ciing duge phan
anh boi gia tri EC50 cao hon dbi v6i IgG1-A-E430G trong bang 4. Didu nay chimg to
ring mAbs CD38 dot bién E430G tao ra CDC manh hon so v&i céc khang thé CD38
kiéu dai va tao ra CDC trén cac té bao khdi u ¢6 muc bidu hién CD38 thap hon, trong
d6 loai khang thé CD38 khong cam tmg CDC. Hon nita, hiéu Iuc ctia khéng thé CD38
do6t bién F430G dé tao ra CDC c6 thé khéc nhau gitta cac dong khang thé nhdm muc
tiéu CD38 khac nhau.

Fig. 15 thé hién tém tit mot sé gia tri EC50 duoc md ta trong bang 4. Gia tri
EC50 cta CDC duge tao ra boi cac khang thé IgG1-B, IgG1-B-E430G va IgG1-C-
E430G trén 20 dong té bao khdi u té bao B khac nhau dugc hién thi. Mdi hinh vudng,
tam gi4c hodc hinh tron dai dién cho dong t& bao khéi u té bao B khac. Gia tri EC50 thu
duoc v6i dong t& bao AML khéng duoc bao gém vi IgG1-B-E430G khong dugce thir
nghiém trén dong té bao AML.

CDC bang IgG1-C-E430G ciing dugc danh gia dua trén su lya chon dong té bao
bénh bach ciu cip dong tiy (AML) (Fig. 16). N6 duoc thuc hién nhu mé ta ¢ trén d6i
v6i dong t& bao khéi u t& bao B v6i su khac biét duy nhit 13 (céc) dong té bao khdi u.

Fig. 16 chiing t6 rang CDC duoc cam tmg bai [gG1-C-E430G 6 tat ca cac dong
té bao AML biéu hién CD38, trong khi CDC khéng quan sat dugc trong dong té bao
AML am tinh véi CD38. CDC béi IgG1-C-E430G xuét hién & gi4 tri ECS0 thdp hon
nhiéu so v6i IgG1-B, trong khi phan giai té bao cuc dai cao hon déi véi IgG1-C-E430G
so voi IgG1-B (bang 4).

Béng 4 phan giai tdi da va gid tri phan giai ECS0

IgG1-C-E430G IgG1-B 1¢G1-B-E430G
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dong  té | EC50 | % % EC50 | % % phan | EC50 | % % N
bao ug/mL | phén | phan | ug/mL | phan | glai i | ug/mL | phan | phan
giai toi | giai giai toi | thiéu giai toi | giai
da 161 da da o1
thiéu thiéu
SU-DHL- | 0,009 |100,0 |35,4 |0,040 |99,8 22,8 0,009 |100,0 |31,0 |3
8
Oci-Ly-7 0,012 |99,2 21,0 | 0,138 | 91,7 18,1 0,027 1989 19,4 |3
Oci-Ly-19 | 0,031 |100,0 |23,4 {0,091 |98.38 24,6 0,032 |100,0 |27,4 |3
Ramos 0,013 99,5 25,0 0,108 |94,0 17,1 0,020 | 99,3 194 |3
Daudi 0,030 |96,5 17,9 10,307 | 89,5 11,3 0,026 | 96,7 19,1 |4
Oci-Ly18 0,057 |92,5 24,5 0,212 | 83,3 17,3 0,088 | 92,3 18,8 |3
Raji 0,036 | 83,8 18,4 0,171 | 65,8 18,6 0,088 | 87,1 17,8 | 4
DOHH2 0,115 |50,3 19,2 10,874 |29,4 19,4 0,399 |49,7 20,9 |3
SU-DHL- | 0,073 | 75,5 12,0 | ND 23,5 12,5 0,165 | 76,6 11,8 |3
4
WSU- 0,345 | 659 0,3 ND 7,8 8,3 0,577 | 67,6 7,7 1
DLCL2
7-138 0,106 |41,2 20,6 | 4,327 |28,1 19,5 0,190 | 38,0 21,2 |1
JVM-13 0,146 | 43,6 13,3 0,769 | 30,5 13,3 0,458 |44.,5 13,3 |3
REH 0,039 |58,3 22,4 10,232 |30,6 18,0 0,112 | 58,1 192 |3
Jeko-1 0,108 | 61,6 5,5 0,833 13,2 9,3 0,302 | 51,5 8,1 2
Wienl133 0,015 | 96,0 8,2 0,199 | 13,2 7,0 0,013 97,4 7,9 2
697 0,087 |57,6 10,9 | ND ND ND 0,308 | 65,6 11,1 |3
Granta- ND 17,4 13,5 |ND 15,5 77,8 ND 16,7 13,1 |3
519
RS4;11 0,093 |33,9 9.8 ND 14,1 9,9 0,328 29,9 10,1 |3
DB ND ND ND ND ND ND ND ND ND |1
NALM-16 | 0,022 | 60,9 10,1 0,193 |16,2 9,4 0,075 | 58,6 9,7 3
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JVM-3 0,110 |42,5 11,6 10,245 | 19,0 12,8 0,287 | 40,2 122 |2
U266 0,052 |32,5 9,6 3,889 | 19,1 10,8 ND ND 8,7 2
RC-K8 ND ND 6,6 ND 7,7 ND ND 8,2 8,6 1
Pfeiffer ND ND ND ND ND ND ND ND ND 2
THP-1 0,075 | 81,5 12,6 10,051 424 6,1 NT NT NT 3
Oci- 0,046 | 90,4 0,0 1,485 | 26,1 0,0 NT NT NT 3
AML3

monomac6 Q,093 83,9 14,0 10,053 | 54,1 0,0 NT NT NT 3
KG-1 0,104 | 77,7 0,0 1,401 | 26,2 2.0 NT NT NT 3
ML-2 0,023 | 99,6 5,1 0,414 | 95,4 0,0 NT NT NT 3
U937 0,057 | 68,6 0,0 0,140 |343 0,0 NT NT NT 2
Nomo-1 0,039 |95,9 6,7 1,937 | 28,4 1,9 NT NT NT 3
MEGAL 0,170 |30,1 0,7 ND ND ND NT NT NT 3
AML-193 |0,032 | 89,5 0,8 ND ND ND NT NT NT 2
MOLM-13 | 0,017 | 92,0 0,0 0,290 |32,5 9,8 NT NT NT 3
HL-60 0,070 |52,5 0,0 4,519 | 10,2 0,0 NT NT NT 3
Oci-M1 ND ND ND ND ND ND NT NT NT 1

Viéc dua CDC béng khang thé CD38 kiéu dai va dot bién E430G st dung té bao

di€u hoa T cling dugc xac dinh. T¢€ bao diéu hoa T duoc tao ra nhu duoc md ta trong vi

du 8 (Trogocytosis ctia CD38 tir cac té bao didu hoa T) va dugc thir nghiém trong mot

xét nghiém CDC nhu d3 mé ta & trén dbi voi cac dong té bao khdi u. Phan trdm phén

giai duoc thé hién trén Fig. 17 cung véi gia tri EC50.

Fig. 17 ching t6 rang IgG1-B cam tng hau nhu khong phan giai té bao diéu hoa
T; trong khi IgG1-B-E430G va IgG1-C-E430G gay ra su phan giai té bao didu hoa T,

trong d6 IgG1-C-E430G cho thiy gia tri EC50 thap hon so v&i IgG1-B-E430G.
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CDC trong toan bo mau

Toan bd mau tir ngudi cho khoe manh duogc thu thap trong dng hirudin dé ngan
d6ng mau ma khong anh hudng dén ndng do canxi sinh 1y (cén thiét cho CDC). 50 plL./15
duoc ma vao dia nudi cdy mé day phing 96 15 (Greiner bio-one). Cac khang thé CD38,
céc bién thé cua ching va Abs ddi ching duoc pha lodng theo thit tu trong RPMI c6
chira 0,2% BSA (ndng d6 khang thé cudi ciing 0,016-10/g/mL trong céc dung dich pha
lodng ndi tiép 5x) va 50 uL Ab pha lodng dugc thém vao mdi 16 va & qua dém & 37°C.
La mét dbi ching dwong tinh dbi véi CDC trén té bao B, CD20 Ab IgG1-7D8 duoe thir
nghiém c6 va khdng c6 eculizumab 60/g/mL dé ngan chin CDC. Té bao dugc chuyén
sang dia day tron 96 16 polystyrene (Greiner bio-one, ly tdm), ly tdim (3 phut, 1200
vong/phtt) va rita mot lan vé&i 150 uL PBS (B.Braun) cho mdi 16. C4c vién té bao duoc
tao huyén phu lai trong 80 pL. PBS vé6i thubc nhudm kha ning séng phan ng amin pha
lofing 1000 14n (BD) va dugc 1 30 phut & 4°C. Tiép theo, t bao duge rira bang 150 L
PBS va u bang 80 uL PBS chira hdn hop khang thé dinh hinh kiéu t bao lympho (CD3-
EF450 khang nguoi ctia chudt 1:200 [OKT3, ebioscience], CD19-BV711 khang nguoi
cta chuét 1:50 [HIB19, Biolegend] va CD56-PE/CF594 khang nguoi cua chudt 1:100
[NCAM16.2, BD]) trong 30 phiit & 4°C. Té bao duoge rira bang 150 uL PBS va t 10 phit
& 4°C véi 150 pl dung dich phén giai hong cu (10 mM KHCO3 [Sigma], 0,01 mM
EDTA [Fluka], 155 mM NH4CI [Sigma] hoa tan trong 1 L H20 [B.Braun] va diéu chinh
dén d6 pH 7,2). Té bao dugce rira bing 150 pL dung dich dém FACS, dugc tao huyén
phu lai trong 100 uL. dung dich d&m FACS va dugc phén tich trén FACS_Fortessa (BD).
S luong t& bao NK ¢6 thé tdn tai (CD56P, CD3"2 va dye™ c6 thé ton tai phan tng
amin), t bao T (CD3P* va dye™® c6 thé ton tai phan Gmg amin) va té bao B (CD19P va
dyen®s ¢4 thé tdn tai phan ung amin) duoe mo ta trong Fig. 5. Dt liéu dugc thé hién tir

1 ngudi cho dai dién trong s 5 nguoi duge thir nghiém.

Fig. 5 chimg t6 réng khang thé CD38 chira d6t bién E430G cam tng CDC téi
thiéu hodc t& bao lympho mau khoe manh. CD20 Ab IgG1-7D8 dbi ching duong tinh
chitng minh CDC dac hiéu cua té bao B duong tinh véi CD20, bi chin hoan toan boi
chit e ché CDC eculizumab. Khang thé IgG1 CD38 kidu dai khong tao ra CDC cua té
bao B, T va NK. Mot s6 CDC duge quan sat thay déi véi té bao NK sau khi 1 véi cac
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dong v6 tinh B va C ¢6 chira dot bién E430G (khoang 40% phan giai t& bao NK & nong
d6 cao nhat bang IgG1-B-E430G), nhung khong phai té bao B va T.

No6i chung, cac két qua nay chi ra rang khang thé CD38 dot bién E430G c6 hoat
tinh CDC rong chéng lai mdt nhém cac dong té bao khdi u ¢é biéu hién CD38 thay doi.
Céc khang thé CD38 vdi dot bién E430G ciing duoc thir nghidm chéng lai cac té bao
lympho thu duge tir nhitng ngudi hién ting khée manh va duoc chimg minh 1a chi gay
ra su phan giai t6i 40% té bao NK. Té bao NK biéu hién trung binh 15000 CD38/té bao,
tuong ty véi dong té bao MM U266. Ca hai loai té bao déu nhay cam nhu nhau véi CDC
boi khang thé CD38 dot bién E430G, cho thdy rang khang thé CD38 dot bién CDC bai
E430G ¢6 twong quan voi sy biéu hién CD38. Khong bi giéi han vé mat 1y thuyét, dua
trén nhing dit liéu nay, ngudi ta tin rang ngudng déi véi CDC do khang thé CD38 dot
bién E430G dit khoang 15000 phan tr CD38/té bao. Trong khi hau hét cac dong té bao
khéi u té bao B bidu hién mic CD38 cao hon, dao dong tir 15000 - 400000 phan tir
CD38/té bao, cac té bao lympho khoe manh chi bidu hién 2000 - 15000 phan tir CD38/té
bao, diéu nay lam cho céc t& bao nay it bi tdn thuong hon béi CDC bang khang thé
CD38 dot bién E430G.

Vi du 4 — Gdy déc 18 bao do 18 bao phy thudc khang thé (ADCC) bang khdng thé
CD38 dét bién E430G

Kha ning cua khang thd CD38 dot bién E430G cam tmg gdy doc té bao do té bao
phu thudc khang thé (ADCC) duoc x4c dinh bang thir nghiém giai phong crom. Té bao
Daudi dugc thu thap (5 x 10 té bao/mL) trong méi trudng nudi cdy 2 mL (RPMI 1640
bb sung 0,2% BSA), trong d6 100 uCi 3'Cr (Chromium - 51; PerkinElmer) da dugc thém
vao. Céc té bao duge U trong ndi cach thiy ¢ 37°C trong 1 gio trong khi lic. Sau khi rira
céc té bao (hai lan trong PBS, 1500 vong/phut, 5 phit), cac té bao duoc tao huyén phu
lai trong méi trudng nudi cdy va duge dém bang phuong phép loai trir mau xanh trypan.
Céc té bao duoc pha lodng dén mat d6 1x10° té bao/mL va duoc pipet vao dia microtiter
déy tron 96 18 (Greiner Bio-One), va 50 uL ctia chudi ndng do (0,005-10 pg/mlL nong
do cudi cung trong 3 1an pha lodng) CD38 hoic khang thé ddi ching isotyp, dugc pha
lodng trong mdi trudng nuodi céy duoc thém vao. Té bao duoc 1 so bd véi Ab & nhiét do

phong (RT) trong 15 phut.
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Trong ltc 4y, té bao don nhdn méau ngoai vi (PBMC) tir ngudi tinh nguyén khoe
manh (Sanquin) dugc phan lap tir 45 mL mau heparin mdi rat (4o khoac dém) bang cach
st dung moéi truong phén tach té bao lympho (Bio Whittaker) theo huéng dan ctia nha
san xut. Sau khi tao huyén phu lai t bao trong méi trudong nudi cdy, t bao duge dém

bang cach loai trir mau xanh trypan va duoc pha lodng dén mét d6 1x107 té bao/mL.

Sau khi 11 so bd 1€ bao dich bang Ab, 50 pL t& bao téc dong duge bd sung, dan

dén ty 18 t& bao tac dong véi té bao dich 14 100: 1. Té bao duogc 0 trong 4 gio & 37°C va

bao) duge i v6i 100 plL Triton-X100 5%; dé xac dinh phan giai tw phét (phan giai nén),
5000 té bao Daudi danh dau 5'Cr duoc 0 trong 150 pL moi truong ma khong cé khing
thé hodc té bao tac dong bét ky. Mirc phan giai t& bao khong phu thudc vao khang thé
duoc xéac dinh bang cach 1 5000 té bao Daudi v6i 500000 PBMC khong c6 khéng thé.
Cac dia dugce quay ly tdm (1200 vong/phut, 10 phut) va 75 pL dich nbi bé mat duoc
chuyén vao céc 6ng micron, sau d6 5'Cr da giai phong duoc dém s dung may dém
gamma. Phan trim phan giai qua trung gian khang thé dugc tinh nhu sau:

phén giai tw phat cpm) trong d6 cpm duge tinh mdi phut.

Fig. 6 thé hién ring tit ca cdc CD38 Ab c6 thé cam ung su phan gidi ctia Daudj,
nhu duge chi ra béi su ting phén giai duoc thdy déi voi CD38 Abs so véi dbi ching
isotyp (IgG1-b12-E430G). Su phan giai té bao & ndng d6 khang thé thap nhat da duoc
ghi nhan, cho thdy rang céc khang thé nén duoc pha lodng thém dé quan séat hidu tmg
phu thude vao lidu luong. Cac khéng thé CD38 c6 chita dot bién E430G cho thay kha

ning phan giai tdi da thp hon so v6i kiéu dai khang theé.

Thir nghiém giai phong crom ¢ trén dugc lap lai voi cac té bao don nhan trong
mau ngoai vi tir cac tinh nguyén vién khoe manh khac nhau (té bao hiéu Gng), c4c té bao
dich sau: Daudi, Wien-133, Granta 519 va MEC-2, va véi cdc khang thé IgG1-B-E430G,
IgG1-B, IgG1- C-E430G, IgG1-C va IgG1-b12-E430G. Két qua dugc hién thi trong Fig.
18.

Fig. 18 thé hién réng At ca cac CD38 Ab c6 thé cam tng su phén giai ctia té bao
Daudi, Wien-133, Granta 519 va MEC-2 nhu dugc chi ra béi sy tang phén giai duge
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thdy ddi v6i CD38 Abs so vdi dbi chimg isotyp (IgG1-b12-E430G). Trong hau hét cac
truomg hop dé thdy phén giai t& bao dich phu thude vao lidu luong, nhung mét s6 khac

biét duoc quan sét thdy gitta cic nha tai tro PBMC khac nhau.

Kha ning cua khéng thé CD38 cam tng ADCC con dugc danh gia bang cach sir
dung xét nghiém sinh hoc bao cao ADCC phat quang (Promega, Cat # G7018) phat hién
lién két chéo FeyRIMla (CD16), lam dai dién cho ADCC. La té bao tac dong, bd dung cu
cung cAp cac té bao T ctia ngudi Jurkat duge thiét ké dé biéu hién 6n dinh FeyRIIla
(V158) ¢6 4i luc cao va yéu t6 hat nhén cta té bao T hoat hda (NFAT)-yéu t6 phan ing
thuc ddy su biéu hién cua luciferaza dom dom. Ngan gon 13, té bao diéu hoa T hoac
Daudi (5000 t& bao/18) duoc gieo giéng trong Optiplate mau trang 384 16 (Perkin Elmer)
trong dung dich dém thir nghiém ADCC [mdi truong RPMI-1640 [(Lonza, Cat # BE12-
115F) dugc bd sung huyét thanh IgG thap 3,5%] va 0 trong 6 git & 37°C/CO2 5% trong
tdng thé tich 30 pL chira chudi néng d6 khang thé (ndng do cudi cung 0,5-250 ng/mL
trong dung dich pha lodng 3,5 14n) va ri dong té bao tic dong thir nghiém sinh hoc
ADCC. Sau khi didu chinh dia trong 15 phat v& nhiét d6 phong (RT), 30 uL. thude thir
luciferaza thr nghi¢m Bio Glo duoc bd sung va dia dugc u trong 5 phut ¢ RT. Viée san
xuét luciferaza dugc dinh luong bing cach doc phat quang trén EnVision Multilabel
Reader (Perkin Elmer). Mtc nén dugc xéc dinh tir 16 ma chi té bao dich va khang thé
(khong ¢6 t& bao tac dong) dwoc bd sung. La dbi chimg dm, 15 chi chia té bao dich va
té bao tac dong (khong c6 khang thé) duoc sir dung.

Fig. 7 thé hién két qua thu dugc voi té bao Daudi, thé hién rang khang thé CD38
¢6 hiéu qua cao trong viéc cam tmg lién két ngang FeyRIIIa phu thude vao lidu lugng
nhu duge x4c dinh trong thit nghiém chi thi. Céc khang thé CD38 chira dot bién E430G
thé hién lién két ngang t5i da thip hon so v&i khang thé kiéu dai twong ung, phti hop véi
két qua thu duge dbi voi thir nghiém giai phéng crom.

Fig. 19 thé hién két qua thu dugc v6i t8 bao diéu hoa T, thé hién ring khang thé
CD38 ¢6 hiéu qua cao trong viéc cam ung lién két ngang FeyRIIIa phu thude vao liéu
luong nhu dugce xac dinh trong thir nghiém chi thi. Cac khang thé CD38 chua dot bién
E430G thé hién lién két ngang t5i da thap hon so voi khang thé kiéu dai twong tmg.

Vi du 5 — Thuc bao té bao phu thude vao khang thé (ADCP) bang khing thé
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CD38 dét bién E430G

Kha ning ctia khang thé CD38 dot bién E430G cam tng thuc bao € bao phu
thudc khang thé duogc phong theo Overdijk M.B. et al. mAbs 7: 2,311-320. Cac dai thuc
bao thu dugc bang cach phan 14p PBMC tir ngudi tinh nguyén khde manh (Sanquin) str
dung méi trudong phan tich té bao lympho (Bio Whittaker) theo huéng dan ciia nha san
xudt. Tt PBMC, bach ciu don nhan duoc phéan 1ap thong qua chon loc am tinh, st dung
bd kit phan lap Dynabeads Untouched Human Monocyte (Invitrogen). Cac té bao don
nhan phén 1ap duoc nudi cdy 3 ngay trong méi truong té bao tua gai khong c6 huyét
thanh (CellGenix Gmbh) duoc bd sung 50 ng/mL GM-CSF (Invitrogen), sau d6 1a 2
ngay trong mdi trudng t€ bao tua gai khong ¢6 huyét thanh duge bd sung 100 ng/mL
GM-CSF, dé cam ung su biét hoa cua dai thuc bao. Cac dai thuc bao da biét hoa dugc
tach ra bang cach st dung versene (Life Technologies) va nao té bao va dugc dic trung
boi phép do dong chay dé nhudém véi CD1a-FITC (BD), CD14-PE/Cy7 (BD), CD40-
APC/H7 (BD), CD80-APC (Miltenyi biotec), CD83-PE (BD) va CD86-PerCP-Cy5.5
(Biolegend). Céc dai thuc bao dugc gieo gidng & 100000 t& bao mdi 18 vao dia nudi ciy
day phang 96 15 (Greiner bio-one) va dé bam dinh qua dém & 37°C trong méi trudng té

bao dudi gai khong c6 huyét thanh duge bd sung 100 ng/ml. GM-CSF.

Té bao dich (Daudi) duoc danh ddu PKH-26 (Sigma) theo huéng dan ctia nha
san xuét, duoc opsonin héa véi 10pg/mL khang thé CD38 (30 phit & 4°C), ria ba lan
bang dung dich dém FACS va bd sung vao dai thuc bao theo ty 16 té bao tac dong:dich
(E:T) 1a 5:1. Pia dugc quay nhanh & téc d6 300 vong/phiit dé dua té bao tac dong va té
bao dich vao gén nhau va t 45 phat ¢ 37°C. Tiép theo, dai thuc bao dugc thu thap béng
cach st dung versene va nhudm biang CD14-BV605 (biolégend) va CD19-BV711
(biolegend). Thuc bao duoc md ta 1 phan tram dai thue bao duong tinh véi CD14 ma
cling duong tinh v6i PKH-26, nhung 4m tinh v6i CD19 (dé loai trir dai thyc bao chi gan
vao té bao Daudi), duoc do bing méy do dém té bao theo dong chay (BD).

Fig. 8 thé hién ring tat ca cac CD38 Ab c6 thé cam tng ADCP cua té bao Daudi,
nhu dugc chi ra boi ty 1€ phén tram tang cua dai thuc bao PKH-29P%, CD14P% va
CD19™¢ duogc thdy ddi véi CD38 Ab so véi ddi chimg isotyp (IgG1-b12 va IgG1-bl2-
E430G). Tuy thude vao thé cho duge sir dung, khang thé CD38 chira dot bién E430G
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thé hién ty 1& phan trim dai thuc bao PKH-29P%, CD14P° va CD19™ cao hon so v&i
khang thé kiéu dai, biéu thi thuc bao qua trung gian CD38-Ab c6 thé duge ting bang
cach dua vao dot bién E430G.

Vi dy 6 — Cam vng chét theo chwong trinh bang khdng thé CD38 trén dong té
bao khéi u

Cam tmng chét theo chuong trinh bang khang thé CD38 dugc khao sét bang cach
0l qua dém dong té bao khdi u véi khang thé CD38, sau d6 1a phén tich sbng/chét trén
may do dong chay. Céc té bao, duoc tao huyén phu lai trong RPMI chira BSA 0,2%,
duoc gieo gibng & 100000 té bao/13 trong dia nudi cdy md dy phang 96 16 (Greiner bio-
one). Cac dung dich pha loéng ndi tiép (0,01-10pug/mL ndng d6 khang thé cudi cung
trong 4 14n pha lofing ndi tiép) ctia CD38 hoac khang thé ddi chimg dugc b sung vao
khi khoéng c6 hoac c¢6 mat 10 pg/mL IgG1 khang nguoi cua dé (Jackson) dé cung cip
lién két ngang Fe bd sung. Té bao duge 0 qua dém & 37°C, ria/ly tam hai 1an sit dung
dung dich dém FACS (PBS/BSA 0,1%/Na-Azit 0,01%), va duoc tao huyén phu lai trong
dung dich dém FACS b6 sung Topro-3-iodin pha logng 1: 4000 (Life Technologies).
Kha nang tn tai cta t& bao duogc phan tich trén FACS Fortessa (BD) va duge mo ta

du6i dang phan tram té bao chét theo chuong trinh (duong tinh véi topro—3~i6din).

Fig. 9 thé hién ring khang thd CD38 kiéu dai va dot bién E430G da khong cam
tmg chét theo chuong trinh m6t minh, nhung viéc bd sung khang thé lién két ngang Fc
dan dén khoang 30% chét theo chuong trinh. Khéong c6 su khéc biét nao duoc thay gitra
khéng thé CD38 kiéu dai va dot bién E430G.

Vi du 7 — Uc ché hoat tinh enzym CD38 khi ving mét PBMC

- Uc ché hoat tinh CD38 xyclaza

CD38 1a enzym ngoai bao chuyén d6i NAD thanh cADPR va ADPR. Céc hoat
dong nay phu thude vao su ¢d mat ctia HO. Khi ¢ mat HoO, NAD duoc chuyén thanh
ADPR (hoat dong cta glycohydrolase) va cADPR dugc chuyén thanh ADPR (hoat dong
cua hydrolase). Khoang 95% NAD dugc chuyén thanh ADPR théng qua hoat dong cua
hydrolase (glyco). Khi khéng c6 H.O, CD38 bién NAD thanh cADPR béng céch st
dung hoat tinh cyclase ctia no. Dé do su e ché hoat dong ctia enzym CD38, ngudi ta st

dung c4c dan xuit NAD tré nén huynh quang sau khi duoc xur ly boi CD38.
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Fig. 10 minh hoa hoat tinh enzym ctia CD38.

Dau tién, tc ché hoat tinh CD38 xyclaza dugc do str dung mubi nicotinamit
guanin dinucleotit natri phosphodiesteraza (NGD, Sigma) lam co chat cho CD38. La
ngudn CD38, dong té bao khdi u v6i cac mue biéu hién CD38 khac nhau duoc st dung
cling nhu mién ngoai bao-danh déu his tai t6 hop cta CD38 (hisCD38). Té bao khdi u
(Daudi va Wien133) duoc thu hoach va rira bing 20 mM Tris-HCL. Té bao duoc tiép
tuc lai trong 20 mM Tris-HCL va 200000 té bao/18 duoc cdy trong dia tring duc 96 16
(PerkinElmer) ¢ 100 pL/18. HisCD38 duoc gieo ¢ 0,6 ug/mL trong 100 ul./16 20 mM
Tris-HCL. Khang thé CD38 duoc pha lodng thanh 100 pg/mL trong 20 mM Tris-HCL
va 10 pL duoc thém vao té bao va hisCD38 (ndng dé cudi cung 1a 9 pug/mL) va i trong
20 phut & nhiét d6 phong. Cac 18 dbi ching duoc t v6i khang thé bl12 thay vi khang thé
CD38, hoic hoan toan khong c6 khang thé. Tiép theo, 10 uL (80 uM) NGD duge pha
loang trong 20 mM Tris-HCL dugc thém vao tam va huynh quang ngay lap tirc dugc do
trén dau doc da nhin Envision (PerkinElmer) st dung kich thich 340nm va phét xa
430nm. Viéc chuyén ddi NGD duoc thyc hién theo thoi gian thuc, bang cach do huynh
quang tai cac diém thoi gian dugc chi dinh trong Fig. 11 cho dén khi dat dugc mic 6n
dinh. D4i véi hisCD38, huynh quang duoc do 3 phit mét 1an trong 27 phit, dbi véi té
bao Daudi, huynh quang dugc do sau 5, 15, 30, 60, 120 va 185 phut va dbi véi Wienl33,
huynh quang dugc do sau 5, 15, 30, 60, 150, 220, 300 va 360 phut. Sy ic ché hoat dong
ctia CD38 xyclaza duoc mo ta 1a phan tram te ché so véi ddi chiing, trong d6 déi ching
13 mau ¢d hisCD38 va NGD, nhung khong c¢6 Ab. Mt thir nghiém dai dién duge mé ta

cho mdi diéu kién duoc thir nghiém.

Fig. 11A chimg t6 ring NGD duoc chuyén dbi nhanh chéng thong qua hoat tinh
xyclaza cta hisCD38. Qua trinh chuyén d6i hoan tat sau khoang 9 phut. Khi c6 CD38
Ab B, phén tram chuyén di NGD t6i da da giam ~ 25%, khi c6 CD38 Ab C, phén tram
chuyén @i NGD téi da da giam ~ 50%, trong khi CD38 Ab A khéng anh huéng dén
tdng doanh thu cia NGD. Su trc ché hoat dong ctia CD38 xyclaza khong bi anh hudng
bdi su hién dién cua dot bién E430G. Cac két qua tuong tu cling duge thay trong Fig.
11B va Fig. 11C, trong d6 su chuyén dbi NGD ctia CD38 hién dién trén céc t€ bao Daudi
va Wien133 duogc do. Bong hoc cta qua trinh chuyén ddi NGD cham hon mot chut trén
céc t& bao Daudi va dic biét 1a Wien133, didu nay c6 thé lién quan dén it phan tir CD38
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hon. Tuy nhién, 25% wc ché hoat dong CD38 xyclaza duge gdy ra bdi Ab B (~ 25% tic
ché) va ~ 40% e ché hoat dong CD38 xyclaza dugc gdy ra boi Ab C, trong khi Ab A
khong cho thiy hiéu qua. Céc khang thé kiéu dai va khang thé dot bién E430G cho két
qua tuong tu, cho thiy rang dot bién E430G khong anh huéng dén su we ché qua trung
gian khang thé ctia hoat tinh CD38 xyclaza.

Vi du 8 — Trogocytosis phu thudc vao khéng thé biang Khdng thé CD38 dot bién
E430G

Trogocytosis bang khang thé CD38 dot bién E430G trén & bao Daudi:

Kha ning ctia khang thé CD38 dot bién E430G cam tig trogocytosis trén té bao
Daudi da duoc danh gia. Cac dai thuc bao thu duoce biang cach phan lap PBMC tir nhiing
ngudi tinh nguyén khoe manh (Sanquin) bang cach st dung méi truong phan tach té bao
lympho (Bio Whittaker) theo huéng dan ctia nha san xuit. Tt PBMC, bach cdu don
nhan dugc phén 18p thong qua chon loc am tinh, s dung bo phén lap té bao don nhan
khéng bi anh hudng ctia Dynabeads (Invitrogen). Cac t& bao don nhan phan lap duogc
nudi cdy 3 ngay trong méi trudng té bao tua gai khong ¢6 huyét thanh (CellGenix Gmbh)
duge bd sung 50 ng/mL GM-CSF (Invitrogen), sau d6 14 2 ngay trong moi truong té bao
tua gai khong c6 huyét thanh duoc bd sung 100 ng/mL. GM- CSF, dé tao ra su biét hoa
cua dai thuc bao. Cac dai thuc bao da biét héa duoc tach ra béng cach sur dung céc cau
(Life Technologies) va nao té bao va duoc dic trung boi phép do dong chay dé nhuém
vgi CDl1a-FITC (BD), CDI14-PE/Cy7 (BD), CD40-APC/H7 (BD), CD80-APC
(Miltenyi biotec), CD83—PE (BD) va CD86-PerCP-Cy5.5 (Biolegend). Cac dai thuce bao
duoc cdy gibng & 100.000 & bao mdi 16 vao dia nudi cdy day phang 96 18 (Greiner bio-
one) va dé két dinh qua dém & 37°C trong mdi trudng té bao dudi gai khong c6 huyét
thanh duoc bd sung 100 ng/mL GM-CSF.

Té bao dich (Daudi) dugc dan nhan bang PKH-26 (Sigma) theo hudéng dan cta
nha san xudt, dugc opso héa bang 10 pg/mL khéng thé CD38 (30 phut & 4°C), dugc rira
ba 14n bing dung dich dém FACS va duoc bd sung vao dai thuc bao theo ty 1¢ té bao tdc
dong:dich (E:T) la 5:1. Bia dugc quay nhanh & tdc do 300 vong/phut dé dua té bao tac
d6ng va té bao dich dén gan nhau va 1 trong 45 phtt & 37°C.

Fig. 21 minh hoa cai dat thir nghiém duoc sit dung dé do trogocytosis.
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Biéu hién CD38 va nhuom IgG cta nguoi dugce xac dinh trén té bao Daudi bé“lng
cach u voi FITC-CD38 dong A lién hop véi FITC va IgG-FITC khang nguoi dé
(Southern Biotech) tuong tmg. Ban sao CD38 A dugc st dung dé nhudém CD38 vi Ab
nay nhan ra mot epitop khéng chdng chéo trén CD38 so véi ban sao B va C.

Fig. 12 thé hién rang biéu hién CD38 trén té bao Daudi da giam dang ké sau 45
phut ddng nubi cdy véi dai thue bao va khang thé CD38. Su giam biéu hién CD38 1a
manh nhét v6i khang thé CD38 d6t bién E430G. Xu hudng twong tu cling duge thdy dbi

v6i nhudm IgG ctia ngudi trén t bao Daudi opsonin héa khéng thé.

Trogocytosis bang khang thé CD38 dbt bién E430G trén té bao diéu hoa T:

Té bao diéu hoa T (Treg) v6i biéu hién CD38 cao trc ché mién dich nhidu hon so
v6i Treg ¢ biéu hién CD38 trung gian (Krejcik J. et al. Blood 2016 128: 384-394). Do
d6, cac chién lwge dé giam biéu hién CD38 trén Treg ¢ thé lam giam tic dung dc ché
mién dich cta cac té bao nay. Cac tic gia sang ché da diéu tra xem liéu khéng thé CD38
d6t bién E430G c6 thé lam giam biéu hién CD38 trén Treg thong qua qua trinh phan
tich t& bao mau hay khong. Treg dugc phan lap tir PBMC tir nguoi tinh nguyén khoe
manh (Sanquin) bang cach str dung moi trudng phan tdch té bao lympho (Bio Whittaker)
theo huéng din cia nha san xuat. Tir PBMC, cac té bao T CD4 + duoc phan lap thong
qua chon lgc am tinh, sau dé dugc lam giau cho cac té bao diéu hoa CD4 + CD25 + T,
st dung bo phén lap Treg (Miltenyi) theo huéng dan ctia nha san xuét. Sau d6, Treg
duwoc mé rong & 5x104 té bao/mL trong moi trudng té bao dudi gai khong co huyét thanh
dugc bd sung 5% huyét thanh ngudi (Sigma), 1000 U/mL IL-2 (peprotech), 100 ng/mL
rapamycin (Sigma) va CD3/CD28 hat pht (Gibco) voi ty 1€ hat: té bao 1a 4: 1 trong 20
ngdy & 37°C. Ctt sau 3 dén 4 ngay, mat do t& bao dugc didu chinh thanh 5x105 té bao/mL
bing cach sir dung moi trudng té bao dudi gai khéng cé huyét thanh duoc bb sung 1000
U/mL IL-2 va 100 ng/mL rapamycin. Kiéu hinh diéu chinh T dugc theo ddi theo thoi
gian bang céach str dung phuong phép nhuém té bao dong chay véi cac khang thé sau:
CCR7-BV785 (Biolegend), CD62L-FITC (BD), CD4-APC/efluor780 (e-biosciences),
CD25-PerCP/Cy5 (Biolegend), Foxp3-PE/CF594 (BD), CTLA4-efluor660 (e-
biosciences), CD127-PE/CY7 va CD38-GV605 (Biolegend).
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Dé danh gia trogocytosis cam tg Ab cia CD38 tir Treg, Treg (té bao dich) duoc
ddng nudi ciy bang PBMC (t€ bao téc dong) va biéu hién CD38 di duoc theo di trén
Treg. Tém lai: PBMCs duoc phan lap tir 40 khodc dém (Sanquin) bang cach str dung
mdi trudong tach t& bao lympho (Bio Whittaker) theo huéng dan ctia nha san xuit va
dugc gieo hat trong moéi truong RPMI-1640 (Lonza) bd sung 0,2% BSA v&1 mat do
5x105 té bao mbi 15 va duoc nudi cdy 3 ngay dé cac bach ciu don nhan bam vao. Tre
duoc gén nhan voi 0,25 pM CellTrace do (CTFR) theo huéng din cua nha san xuét va
duoc U trude véi E430G CD38 Ab dot bién trong 10 phut ¢ 37°C. Treg dugc rtra sach
va 1x105 té bao Ab-opsonized trén mbi 15 duoc chuyén vao dia véi PBMC. PBMC va
Treg dugc quay mot thoi gian ngin véi tbe dd 300 vong/phit dé dua cac té bao vao gan
nhau va U trong 23 gi & 37°C. Trogocytosis cia CD38 duge do bing cach phan tich
biéu hién cia CD38 v&i CD38 duoc lién hop véi FITC dong A trén Treg duong tinh véi
CTFR vé6i phuong phap do té bao dong chay.

Fig. 13 thé hién ring biéu hién CD38 ¢ té bao diéu hoa T dugc giam sau khi u
bang khéng thé CD38 dot bién E430G va PBMC. Khong ¢6 PBMC, khong thay giam
bidu hién CD38 trén t& bao diéu hoa T, goi ¥ rd rang vé hién tuong nhiém té bao
trogocytosis. Hon nita, v4i su hién dién ctia PBMC, IgG1-B khong gy ra qua trinh trao
dbi t& bao ciia CD38, trong khi su giam manh biéu hién CD38 duge giy ra bai E430G
bi d6t bién B va C. Diéu nay cho thiy ring cac khang thé CD38 dot bién E430G gy ra
trogocytosis CD38 tang cudng.

Vi du 9: Hoat tinh chéng khdi u cia khdng thé CD38 dgt bién E430G C 6 mdu u

bach huyét té bao B 16m lan téa c6 nguon goc tir bénh nhdn

Té bao u bach huyét t& bao B 16n khuéch tan (DLBCL) c¢6 ngudn gbe tir bénh
nhén dugc cly dudi da & chudt CB17.SCID va didu tri bing khang thé (2 lidu hang tudn
5 mg/kg IgG1-C-E430G, dugc tiém vao tinh mach; PBS duoc sir dung lam dbi chung
Am tinh) dugc bat dAu khi khdi u dat thé tich trung binh khoang 150-250 mm®. Thé tich
khdi u duoc do theo hai chidu béng thudce cap va thé tich duoc biéu thi béng mm° theo
cong thite: V = (L x W x W)/2, trong d6 V 1a thé tich khdi u, L 1a chiéu dai khdi u (kich
thude khéi u dai nhat) va W 1a chidu rong khdi u (kich thudce khdi u dai nhat vudng gée

v6i L), va duge mo ta theo thoi gian trong Fig. 20. M3i nhom diéu tri bao gém mot con
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chudt duy nhat. DPé tinh toan gi4 tri phan hdi, cong thirc sau da duoc sir dung; (thé tich
khdi u ctia chudt duge diéu tri IgG1-C-E430G vao ngay X - thé tich khéi u ctia chudt
dugc xtr ly 1gG1-C-E430G vao ngay 0)/(thé tich khdi u cta chudt dbi ching vao ngay
X - thé tich khéi u ctia chudt dbi ching vao ngay 0)

X = ngay mudn nhét trong khoang thoi gian tir ngay thtr 7 dén ngay thit 25 ma ca

hai con vat déu sdng va viéc do khoi u duge tién hanh.

Gia tri phan ing duoc mé ta trong Bang 5 cling nhu biéu hién mARN CD38. Cac
mau ¢6 mic mARN CD38 cao nhét ciing cho thdy phan tng tot nhat. Didu nay ciing c6
thé duoc nhin thay tir dd thi trong Fig. 20. Do d6, hai lidu IgG1-C-E430G hang tuan da
Jam giam su phat trién ctia khdi u & hai trong s6 nim mau DLBCL PDX duge thir nghiém

¢6 biéu hién CD38 mARN cao nhit.

Bang 5 Téng quan biéu hién CD38 mARN va gia tri dap ting duoc tinh todn cho
nam mau DLBCL PDX. Gi4 tri dép tng thdp biu thi thoai trao khdi u,

Mau CD38 (dugc xac dinh bang | Dap tmg | Péap tmg duoc tinh
RNASeq: log2 (gia tri TPM + | (AT/AC) cho ngay;
1))

Ly12638 6,427 -11% 15

Lyl1212 6,066 2% 11

Ly13976 6,017 54% 13

Ly13693 4,796 58% 22

Ly14862 0 83% 11

Vi dy 10: IgG1-C-E430G cdm vng déc tinh té bao qua trung gian b6 thé manh

trong té bao don nhan tity xuwong tir bénh nhan MM méi duoc chan dodn

Té bao don nhan tuy xwong (BM-MNC) dugc phan 14p bang gradient mat do
Ficoll-Hypaque tir dich htt toan bd tiy xuong tur 3 bénh nhdn MM méi duge chén doan
va 1 bénh nhdn MM tai phat/khang va dugc dong lanh & -80°C cho dén khi st dung.
Vao ngay st dung, BM-MNC da duoc rd dong, cac té bao sdng sot duge dém va ma
trong céc dia 96 15. Té bao duge 1 véi cac dung dich pha loang ndi tiép (0,01 - 10 pg/mL)
IgG1-C-E430G ho#c Darzalex® trong 15 phut ¢ nhiét d phong trén may Jic dia. La d6i
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chimg am, céc té bao khong dugc diéu tri hodc dugc @ voi 10 pg/mL IgGl-b12. La
ngudn bd sung, 20% huyét thanh ngudi binh thuong dwge thém vao 45 phit trude khi
do FACS, trong d6 s luong té bao tuyét dbi duge xac dinh bang cach st dung céc hat
dém t& bao dong chay lam hing sb. D& x4c dinh phén trim tong thé cta qué trinh phan
giéi, cac 15 d6i chung chua duge xtt 1y dwoc st dung 1am gia tri ddi ching. Ty 1é phan

giai té bao da u tuy dugc xéac dinh so véi dbi ching bang céch st dung cong thire sau:

% phan giai té bao = (1- (sb luong té bao sbng s6t trong cdc mau duoc xir ly bing

khang thé/sb luong t& bao sdng sét trong mau khéng duge xir ly ddi chiung) x 100%

Fig. 22A va Fig. 22B thé hién rang IgG1-C-E430G gay ra mirc do phan giai cao
hon trong hai mau BM-MNC tir bénh nhan MM méi duoc chén doan so véi Darzalex®.
Phén giai t6i da do IgG1-C-E430G gy ra ndm trong khoang 84-90% so véi phan gidi
t1 da trong khoang 31-55% do Darzalex® gay ra. Trong hai miu BM-MNC khac, mot
mau tir bénh nhan MM tai phat/khang khong dung Darzalex® nhu mét phan cua ligu
phép diéu tri trude (Fig. 22C) va mdt mau tir bénh nhin MM méi duge chén doan (Fig.
22D), khong ghi nhan CDC khoi phat vai IgG-C-E430G hodc Darzalex® (Fig. 22C va
Fig. 22D).

Danh muc tai liéu tham khao

MBOi tai liéu tham khao trong danh sach nay, hodc dugc trich dan & noi khéc trong
ban mo ta nay, theo ddy, dugc két hop cu thé bang cach tham chiéu toan bd néi dung
cuia no.
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YEU CAU BAO HO

1. Bién thé khang thé gén két v6i CD38 cia nguoi, bién thé khang thé nay chira

ving chudi ning bién dbi (VH) chita SEQ ID NO:1,

ving chudi nhe bién dbi (VL) chira SEQ ID NO:5,

vung CH chtta SEQ ID NO: 46 va vung CL chtta SEQ ID NO:37.
2. Bién thé khang thé theo diém 1, 1a khéng thé hoa tri hai.
3. Bién thé khang thé theo diém 1 hodc 2, trong do bién thé khéng thé nay 14 khang
thé don dic hiu, hodc khang thé dic hidu kép.
4. Bién thé khang thé theo diém bat ky trong sb céc diém 1-3, ¢ hiéu qua tc ché
hoat tinh xyclaza ctia CD38 ctia nguoi, va/hodc cam tng su chét theo chuong trinh khi
c6 mat, ma khong ving mat, khang thé lién két ngang véi Fe.
5. Bién thé khang thé theo diém bit ky trong sb céc diém 1-4, trong d6 bién thé
khang thé nay cam tmg CDC, ADCC, thuc bao t& bao phu thude vao khang thé (ADCP),
trogocytosis, hodc hdn hop bat ky cua chiing, ctia té bao biéu hién CD38 clia ngudi.
6. Bién thé khang thé theo diém bat ky trong s6 cac diém 1-5, trong d6 bién thé
khang thé nay dugc lién hop véi chét gay doc té bao, déng vi phéng xa hodc thude.
7. Axit nucleic hoac hdn hop axit nucleic ma hoa bién thé khang thé theo diém bat
ky trong s6 cac diém 1-5.
8. Vecto biéu hién chira (c4c) axit nucleic theo diém 7.
9. VAt truyén phan phdi chira (c4c) axit nucleic theo diém 7.
10.  Té bao chu tai td hop san xuét bién thé khang thé nhu dugc xac dinh theo diém
bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 5, trong d6 t& bao cht nay chira axit nucleic theo diém
7 hodc vecto biéu hién theo diém 8.
11.  Té bao chi tai tb hop theo diém 10, t& bao chi nay 1a té bao sinh vat c6 nhan dién
hinh hogc khong c6 nhéan dién hinh.
12.  Phuong phap san xudt bién thé khang thé theo diém bt ky trong s6 cac diém tur

1 dén 5, bao gdm nudi cdy té bao chu téi t6 hop theo diém 10 hodc 11 & mdi trudong nubdi
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cdy va trong diéu kién thich hop dé san xuét bién thé khang thé.

13.  Phuong phép theo diém 12, phuong phép nay con bao gbém budc tinh ché hoac

phan 14p bién thé khang thé tir mdi trudng nudi cay.

14.  Hop phan chira bién thé khang thé theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 6,
axit nucleic hodc hdn hop axit nucleic theo diém 7, vecto biéu hién theo diém 8, vat
truyén phan phéi theo diém 9, hodc té bao chi theo diém 10 hoac 11.

15.  Duoc phim chira bién thé khang thé nhu dugc xac dinh theo diém bét ky trong sb
céc diém tir 1 dén 6, axit nucleic hodc hdn hop axit nucleic theo diém 7, vecto biéu hién
nhu duge xé4c dinh theo diém 8, hogc vat truyén phan phdi theo diém 9, va chat mang

dugc dung.
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Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
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35 40 45

Gly val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
50 55 60

Leu Ser Ser Val val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr
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85 90 95
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115 120 125

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys
130 135 140

val val val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Vval Lys Phe Asn Trp
145 150 155 160

Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
165 170 175

Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Vval Leu
180 185 190

His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn
195 200 205

Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly
210 215 220


CVH140
Textbox


Gln

225

Met

Pro

Asn

Leu

val

305

Gln

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

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

<220>
<223>

<400>

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

27
330
PRT

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

Trinh tu

M&ét phan

27

Ala Ser Thr

1

Ser

Phe

Gly

Leu
65

Thr

Pro

val

50

Ser

Ser

Glu

35

His

Ser

Lys

Gly

20

Pro

Thr

vVal

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

Gln

230

val

val

Pro

Thr

vVal

310

Leu

Val

Ser

Glu

Pro

val

295

Met

Ser

nhin tao

cuaa

Gly

Gly

val

Phe

val

Tyr

Leu

Trp

val

280

Asp

His

Pro

trinh tu

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr
70

Ser

Ala

val

Ala

55

val

val

Ala

Ser

40

val

Pro

52583

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Phe

Gly

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
330

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser
75

Pro

val

Gly

Asp

Trp

300

His

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

Pro

val

Ala

45

Gly

Gly

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Glu Glu
240

Phe Tyr

255

Glu Asn

Phe Phe

Gly Asn

Tyr Thr
320

Ser Lys

15

Asp Tyr

Thr Ser

Tyr Ser

Gln Thr
80

166/190


CVH140
Textbox


Tyr

Arg

Pro

Lys

val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Met

Pro

Asn

Leu

val
305

Ile

val

Ala

Pro

130

val

val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Cys

Glu

Pro

115

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

val

85

Lys

Leu

Thr

val

vVal

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

val

val

Pro

Thr

val
310

His

Cys

Gly

Met

135

His

val

Tyr

Gly

Ile

215

val

ser

Glu

Pro

val

295

Met

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

280

Asp

His

52583

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Thr

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

Asn

His

val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Thr

Thr

Phe

Pro

140

vVal

Thr

val

Cys

Ser

220

Pro

val

Gly

Asp

Trp

300

His

Lys

cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

Val

Pro

110

Phe

val

Phe

Pro

Thr

190

val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

val

Ser

Lys

Glu

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyxr

Asn

Phe

Asn

Thr
320

167/190


CVH140
Textbox


Gln Lys Ser Leu

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

<220>
<223>

<400>

28
330
PRT

Trinh tu

Mot phan

28

Ala Ser Thr

1

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Arg

Pro

Lys

val

145

Tyr

Glu

Thr

Pro

val

50

Ser

Ile

val

Ala

Pro

130

val

val

Gln

Ser

Glu

35

His

Ser

Ccys

Glu

Pro

115

Lys

val

Asp

Tyr

Lys

Gly

20

Pro

Thr

val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn
180

52583

Ser Leu Ser Pro Gly Lys

325

nhén tao

cua

Gly

Gly

val

Phe

val

val

85

Lys

Leu

Thr

val

val

165

Ser

trinh tu

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Ser

Ala

val

Ala

55

val

His

Cys

Gly

Met

135

His

val

Tyr

val

Ala

Ser

40

val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

val
185

330

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

val

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

val

Thr

val

Pro

val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

val

Pro

110

Phe

vVal

Phe

Pro

Thr
190

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

val

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

168/190


CVH140
Textbox


His

Lys

Gln

225

Met

Pro

Asn

Leu

vVal

305

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

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

<220>

<223>

<400>

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

29

330
PRT
Trinh tu

29

Trp

Pro

Lys

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

Mot phan

Ala Ser Thr Lys

1

Ser Thr Ser Gly

20

Phe Pro Glu Pro

35

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

Asn

Pro

Gln

230

val

val

Pro

Thr

Val

310

Leu

Gly

Ile

215

val

Ser

Glu

Pro

val

295

Met

ser

nhén tao

Lys

200

Glu

Tyxr

Leu

Trp

val

280

Asp

His

Pro

cua trinh tu

Gly Pro Ser Vval

5

Gly Thr Ala Ala

val Thr Val Ser

40

52583

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Glu

Gly

Phe

Leu
25

Trp

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
330

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

cys

Ser

220

Pro

val

Gly

Asp

Trp

300

His

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Ser

Lys

Glu

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320

Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys

10

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser

45

30

15

169/190


CVH140
Textbox


Gly

Leu

65

Tyr

Arg

Pro

Lys

val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Met

Pro

Asn

val

50

Ser

Ile

val

Ala

Pro

130

val

val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

sSer

Tyr

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

val

Asp

TyrY

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys
275

Thr

val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Gln

Asn

Ile

260

Thr

Phe

val

val

85

Lys

Leu

Thr

val

val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

val

val

Pro

Ala

55

val

His

Cys

Gly

Met

135

His

val

Tyr

Gly

Ile

215

val

Ser

Glu

Pro

val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

val
280

52583

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

ser

75

Asn

His

val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

val

Thr

val

Cys

Ser

220

Pro

vVal

Gly

Asp

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly
285

Leu

Thr

val

Pro

110

Phe

val

Phe

Pro

Thr

190

val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

val

Ser

Lys

Glu

Phe

255

Glu

Phe

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

170/190


CVH140
Textbox


Leu Tyr Ser Lys
290

Val Phe Ser Cys

305

Gln Lys Ser Leu

<210> 30

<211> 330

<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Mot phan

<400> 30

Ala Ser Thr

1

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Arg

Pro

Lys

val
145

Thr

Pro

val

50

Ser

Ile

val

Ala

Pro

130

val

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

val

Lys

Gly

20

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

100

Glu

AsSp

Asp

52583

Leu Thr Val Asp Lys

295

Ser Val Met His Glu

310

Ser Leu Ser Pro Gly

325

nhidn tao

cuaa

Gly

Gly

val

Phe

val

val

85

Lys

Leu

Thr

val

trinh tu

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser
150

Ser

Ala

val

Ala

55

val

His

Cys

Gly

Met

135

His

Val

Ala

Ser

40

val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

ASp

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn

Ala

Lys
330

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

300

Leu His Asn His Tyr Thr

315

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

val

Thr

Glu
155

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

val

Pro

val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

val

Pro

110

Phe

val

Phe

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

320

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp
160

171/190


CVH140
Textbox


Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Met

Pro

Asn

Leu

val

305

Gln

val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

31
330
PRT
Trinh tu

31

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Arg

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

Mot phan

Ala Ser Thr Lys

1

val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

vVal

val

Pro

Thr

val

310

Leu

val

Tyr

Gly

Ile

215

val

Ser

Glu

Pro

val

295

Met

Ser

nhin tao

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

280

Asp

His

Pro

cua trinh tu

52583

Asn

Val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Glu

Gly

Ala

170

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
330

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Thr

val

Cys

Ser

220

Pro

vVal

Gly

Asp

Trp

300

His

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

Pro

Thr

190

val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Arg

175

val

Ser

Lys

Glu

Phe

255

Glu

Phe

Gly

TyTr

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320

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

5

10

15

172/190


CVH140
Textbox


Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Arg

Pro

Lys

val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Met

Thr

Pro

val

50

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

130

val

val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Gly

20

Pro

Thr

vVal

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

TyrY

Asn

Gly

val

Phe

val

val

85

Lys

Leu

Thr

val

val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln
245

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

val

Ala

Val

Ala

55

Val

His

Cys

Gly

Met

135

His

Val

Tyr

Gly

Ile

215

val

sSer

Ala

Ser

40

val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

52583

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

val

Tyr

Thr

Leu

Cys
250

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

val

Thr

val

Cys

Ser

220

Pro

val

val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Phe

val

Phe

Pro

Thr

190

val

Ala

Arg

Gly

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

val

Ser

Lys

Glu

Phe
255

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

173/190


CVH140
Textbox


Pro

Asn

Leu

val

305

Gln

Ser Asp

Tyr Lys

275

Tyr Ser

290

Phe

Lys

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

<220>
<223>

<400>

Ser

Ser

32
330
PRT

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

Trinh tu

Mot phan

32

Ala Ser Thr

1

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Arg

Pro

Thr

Pro

val

50

Ser

Ile

val

Ala

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro
115

Lys

Gly

20

Pro

Thr

val

Asn

Pro

100

Glu

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

nhén tao

Val

Pro

Thr

Val

310

Leu

Glu

Pro

val

295

Met

Ser

Trp

val

280

Asp

His

Pro

cua trinh tu

Gly

Gly

val

Phe

val

val

85

Lys

Leu

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Ser

Ala

Val

Ala

55

vVal

His

Cys

Gly

val

Ala

Ser

40

val

Pro

Lys

Asp

Gly
120

52583

Glu

265

Leu

Lys

Glu

Gly

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
330

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

val

Gly

Asp

Trp
300

Gln

Gly
285

Gln

His Asn

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

cys

Leu
125

Pro Glu Asn

270

Ser Phe Phe

Gln Gly Asn

His Tyr Thr

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

val

Pro

110

Phe

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

320

Lys

TyTr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

cys

Pro

174/190


CVH140
Textbox


Lys

val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Met

Pro

Asn

Leu

Val

305

Gln

Pro

130

val

val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

TyTr

290

Phe

Lys

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

<220>

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Trp

33

330
PRT
Trinh tu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

Thr

vVal

val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

Val

val

Pro

Thr

val

310

Leu

Met

135

His

val

Tyr

Gly

Ile

215

val

Ser

Glu

Pro

val

295

Met

Ser

nhan tao

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

TyTr

Leu

Trp

vVal

280

Asp

His

Pro

52583

Ser

Asp

Asn

val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Glu

Gly

Arg

Pro

Ala

170

val

Tyxr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
330

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Pro

140

Val

Thr

Val

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

300

His

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

Val

Phe

Pro

Thr

190

val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Thr

Asn

Arg

175

vVal

Ser

Lys

Glu

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320

175/190


CVH140
Textbox


52583

176/190

<223> Mot phadn cua trinh tu
<400> 33
Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys

1 5 10 15

ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys ASp TyT
20 25 30

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
35 40 45

Gly val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
50 55 60

Leu Ser Ser Val Val Thr Vval Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr
65 70 75 80

Tyr Ile Cys Asn val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys
85 90 95

Arg val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys
100 105 110

Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro PTo
115 120 125

Lys Pro Lys ASp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu val Thr Cys
130 135 140

val Val val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp
145 150 155 160

Tyr Val Asp Gly val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
165 170 175

Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg val Val Ser val Leu Thr Val Leu
180 185 190

His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys cys Lys Val Ser Asn
195 200 205

Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly
210 215 220
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<210> 38

<211> 300

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 38

Met Ala Asn Cys Glu Phe Ser Pro Val Ser Gly Asp Lys Pro Cys Cys
1 5 10 15

Arg Leu Ser Arg Arg Ala Gln Leu Cys Leu Gly val Ser Ile Leu Val
20 25 30

Leu Tle Leu Val Val val Leu Ala Val val val Pro Arg Trp Arg Gln
35 40 45

Gln Trp Ser Gly Pro Gly Thr Thr Lys Arg Phe Pro Glu Thr Val Leu
50 55 60

Ala Arg Cys Val Lys Tyr Thr Glu Ile His Pro Glu Met Arg His Val
65 70 75 80

Asp Cys Gln Ser Val Trp Asp Ala Phe Lys Gly Ala Phe Ile Ser Lys
85 90 95

His Pro Cys Asn Ile Thr Glu Glu Asp Tyr Gln Pro Leu Met Lys Leu
100 105 110

Gly Thr Gln Thr Val Pro Cys Asn Lys Ile Leu Leu Trp Ser Arg Ile
115 120 125

Lys Asp Leu Ala His Gln Phe Thr Gln val Gln Arg Asp Met Phe Thr
130 135 140

Leu Glu Asp Thr Leu Leu Gly Tyr Leu Ala Asp Asp Leu Thr Trp Cys
145 150 155 160

Gly Glu Phe Asn Thr Ser Lys Ile Asn Tyr Gln Ser Cys Pro Asp Trp
165 170 175

Arg Lys Asp Cys Ser Asn Asn Pro val Ser Val Phe Trp Lys Thr val
180 185 190

Ser Arg Arg Phe Ala Glu Ala Ala Cys Asp val val His Val Met Leu
195 200 205

Asn Gly Ser Arg Ser Lys Ile Phe Asp Lys Asn Ser Thr Phe Gly Ser
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Ala

Phe

Pro

Glu

210

Ser

Arg

Cys

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<220>

<221>

<222>
<223>

<400>

Leu

115

Asn

val

Cys

Asp

Glu

195

Asp

Ile

Pro

Thr

40

PRT
Trinh tu

40

Ala

Tyr

Ser

Asp

Lys

180

Lys

Ser

Ile

Asp

Ser
260

(5)..(5)

Asp

Gln

val

val

165

Asn

val

Arg

Ser

Lys

245

Glu

Asp

Ser

Phe

150

val

Ser

Gln

Asp

Lys

230

Phe

Ile

Leu

Cys

135

Trp

His

Thr

Thr

Leu

215

Arg

Leu

nhén tao

Thr

120

Pro

Lys

val

Phe

Leu

200

cys

Asn

Gln

cua trinh tu

MISC_FEATURE
(5)..(5)
X is Ser or Axrg

52583

Trp

Asp

Thr

Met

Gly

185

Glu

Gln

Ile

Cys

Cys

Trp

val

Leu

170

Ser

Ala

Asp

Gln

val
250

Gly

Arg

Ser

155

Asn

val

Trp

Pro

Phe

235

Lys

Glu

Lys

140

Arg

Gly

Glu

val

Thr

220

Ser

Asn

Phe

125

Asp

Arg

Ser

val

Ile

205

Ile

cys

Pro

Asn

Cys

Phe

Arg

His

190

His

Lys

Lys

Glu

Thr

Ser

Ala

Ser

175

Asn

Gly

Glu

Asn

Asp
255

Ser

Asn

Glu

160

Lys

Leu

Gly

Leu

Ile

240

Ser
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52583

Gly Gly Thr Phe Xaa Ser Tyr Ala

1 5
<210> 41
<211> 8

<212> PRT
<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> Mot phan cua trinh tu

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222>  (3)..(3)

<223> X is Arg or Val

<220>

<221> MISC FEATURE
<222> (7)..(7)

<223> X is Ile or Lys

<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (8)..(8)

<223> X is Ala, Tyr or Val

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (8)..(8)

<223> X is Ala, Thr or Val
<400> 41

Ile Ile Xaa Phe Leu Gly Xaa Xaa

1 5
<210> 42
<211> 14

<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> M6t phan cua trinh tu

<220>
<221> MISC FEATURE
<222> (1) .. (1)

<223> X is Ala or Thr

<220>
<221> MISC FEATURE
<222> (6)..(6)

<223> X is Glu, Asp or Ala

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

<400>

52583

MISC FEATURE
(12) ..(12)

X is Val

42

Xaa Gly Glu Pro

1

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

<220>
<223>

<400>

43

6

PRT
Trinh tu

M6t phan

43

Gln Gly Ile Arg

1

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

<220>
<223>

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

<400>

44

9

PRT
Trinh tu

Mot phan

or Phe

Gly Xaa Arg Asp Pro Asp Ala Xaa Asp Ile
5 10

nhén tao

cua trinh tu

Ser Trp
5
nhan tao

cua trinh tu

MISC_FEATURE

(5) ..(5)

X 1is Ser

44

Gln Gln Tyr Asn

1

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

<220>
<223>

<400>

45
329
PRT
Trinh tu

Mot phan

45

Ala Ser Thr Lys

1

Ser Thr Ser Gly

20

or Asn

Xaa Tyr Pro Leu Thr
5

nhadn tao

cua trinh tu

Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
5 10 15

Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr
25 30
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Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Arg

Pro

Lys

val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Met

Pro

Pro

val

50

Ser

Ile

val

Ala

Pro

130

val

val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Pro

Thr

val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile
260

Val

Phe

val

val

85

Lys

Leu

Thr

val

val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

val

val

val

Ala

55

Val

His

Cys

Gly

Met

135

His

val

Tyr

Gly

Ile

215

val

Ser

Glu

Ser

40

val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyxr

Leu

Trp

52583

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu
265

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

vVal

Thr

val

Cys

Ser

220

Pro

val

Gly

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Leu

Leu

Thr

val

Pro

110

Phe

val

Phe

Pro

Thr

190

vVal

Ala

Arg

Gly

Pro
270

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

val

Ser

Lys

Glu

Phe

255

Glu

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn
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Asn Tyr Lys Thr
275

Leu Tyr Ser Lys

290

Val Phe Ser Cys

305

Gln Lys Ser Leu

<210> 46

<211> 329

<212> PRT

<213> Trinh tu

<220>

<223> Mot phan

<400> 46

Ala Ser Thr

1

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Arg

Pro

Thr

Pro

val

50

Ser

Ile

Val

Ala

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro
115

Lys

Gly

20

Pro

Thr

val

Asn

Pro

100

Glu

Thr

Leu

Ser

Ser
325

Pro

Thr

val

310

Leu

Pro

val

295

Met

Ser

nhdn tao

val

280

Asp

His

Pro

cta trinh tu

Gly

Gly

val

Phe

Val

val

85

Lys

Leu

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Ser

Ala

val

Ala

55

val

His

Cys

Gly

val

Ala

Ser

40

val

Pro

Lys

Asp

Gly
120

52583

Leu Asp Ser

Lys

Glu

Gly

Phe

Leu

25

Trp

Leu

ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Ala

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Leu
315

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

val

Asp Gly Ser Phe Phe

285

Trp Gln Gln Gly Asn

300

His Asn His Tyr Thr

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu
125

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

val

Pro

110

Phe

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

320

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro
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Lys

val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Met

Pro

Asn

Leu

Val

305

Gln

Pro

130

val

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

ser

Ser

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

Thr

Val

val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

val

val

Pro

Thr

val

310

Leu

Met

135

His

Val

Tyr

Gly

Ile

215

Val

Ser

Glu

Pro

val

295

Met

Ser

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

280

Asp

His

Pro

52583

Ser

Asp

Asn

val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Gly

Gly

Arg

Pro

Ala

170

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Pro

140

val

Thr

val

Cys

Ser

220

Pro

vVal

Gly

Asp

Trp

300

His

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

vVal

Phe

Pro

Thr

190

val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Thr

Asn

Arg

175

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

255

Glu

Phe

Gly

TyrY

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320
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