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Linh vic k§ thuét dwoc dé cap

Séang ché dé cap dén @& cap dén khang thé, hodc manh gan két khang nguyén cla
no6, gan két v6i thu thé mién dich t& bao T c6 mién Ig va mién ITIM cia ngudi, axit
nucleic ma héa ving bién d6i chudi ning va/hodc ving bién ddi chudi nhe ctia khang thé
nay, vecto bidu hién chira axit nucleic nay, t& bao vat chi duoc bién nap bang vecto nay,
phwong phap san xuét khang thé nay, thudc chira khang thé nay, va khang thé dic hiéu
kép.

Tinh trang k¥ thuit ciia sang ché

TIGIT (T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains - thu thé mién dich té
bao T c6 mién Ig va mién ITIM) 1a protein thu thé ddng wc ché, con duoc goi la
WUCAM, Vstm3 hodc Vsig9. TIGIT dugc phat hién ra trong cac nghién ctru vé& hé gen
dbi véi cac protein dugc biéu hién dic hiéu trén cac té bao T, va c¢6 mién bién dbi cua
globulin mién dich, mién xuyén mang, va motip rc ché trén co s¢ thu thé mién dich
tyrosin (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif - ITIM), va chita cac yéu tb
trinh tu dic trung cia ho protein PVR. DA biét protein nay twong tic v&i thu thé cta virut
gdy bénh viém tiy xdm (poliovirus receptor) (PVR; CD155) va véi nectin2 (CD112).
Xem, vi du bai bao: Stengel et al. (2012) Proc. Nat’l Acad. Sci. (USA) 19:5399; WO
2006/124667; WO 2009/126688. Mic dit PVR c6 thé tuong tic v6i thu thé dong hoat héa
DNAM-1 (CD226) dé tang cudng sy tiéu diét khoi u, nhung su tuong tac TIGIT/PVR i
luc cao s& uc ché sy tiéu diét ndy, va c6 thé co tic dung ngin ngira sy tidu diét cia
(chinh) c4c té bao binh thudng ma ciing biéu hién PVR. Stanietsky et al. (2009) Proc.
Nat’l Acad. Sci. (USA) 106:17858. Tinh vu thé cua twong tac e ché nay co thé c6 vai tro
quan trong trong viéc ngin chin cic phan tmg mién dich tu khdng, nhung trong truong
hop khéi u, n6 han ché su tidu diét khdi u. Niue trén

TIGIT e ché sy hoat héa té bao T bing cach thiic ddy sy san sinh cac té bao dudi
gai diéu hoa mién dich truong thanh. Yu ef al. (2009) Nat. Immunol. 10:48. TIGIT va cac
phan tir dong tc ché khac nhu vay (vi du, CTLA-4, PD-1, Lag3 va BTLA) c6 thé déng

vai tro trong viéc lan tranh sy gidm sat mieén dich cua cac t€ bao khoi u. Céac thir nghiém
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da cho thdy rang PVR/CDI155 dugc bidu hién qua muc trén cic té& bao u melanin
(Inozume et al. (2014) J. Invest. Dermatol. 134:S121 - Abstract 693) va cac khéi u khéc
nhau khac. C6 kha nang 1a su tuwong tdc TIGIT/PVR ¢o thé bao vé cac té bao khdi u nay
khéi su tiéu diét do sy mién dich gdy ra bang cach trc ché cac dap ing khang khéi u ctia
té bao T va NK. Stanietsky et al. (2009) Proc. Nat’l Acad. Sci. (USA) 106:17858 va
Lozano et al. (2012) J. Immunol. 188:3869. Cac thir nghiém khac da nhén dién nhém phu
TIGIT" ciia cac té bao T didu hoa (Tye) ma e ché chon loc cac dép tmg Thl va Th17
(Joller et al. (2014) Immunity 40:569), goi ¥ co ché thay thé ma nh d6 khang thé khang
TIGIT c6 thé tang cudng dap ing mién dich khang khéi u.

TIGIT ¢6 thé co6 tac dung “dimg” dép tmg mién dich twong ty nhu céc thu thé
ddng trc ché khac nhu CTLA-4, PD-1 va BTLA. Nhuw trén Cac khang thé huéng dich
CTLA-4 (ipilimumab) va PD-1 (nivolumab, pembrolizumab) da dugc phé chuén dé diéu
tri ung thu cho nguoi, chimg nhan phuong phép tri liéu nay. Cac khang thé ma gin két
vé6i TIGIT cua ngudi ciing ¢ thé c6 cong dung dé diéu tri ung thu. Xem, vi du WO
2006/124667. O md hinh chudt nhit, su phong bé bang khang thé clia ca PD-L1 va
TIGIT dn dén su ting cudng hiép ddng s thai loai khdi u gian tiép qua té bao T CDS8".
Grogan et al. (2014) J. Immunol. 192(1) Suppl. 203.15; Johnston et al. (2014) Cancer
Cell 26:1-15. Cac két qua tuong tuy dad thu duge & cdc mo hinh u melanin cua dong vat.
Inozume et al. (2014) J. Invest. Dermatol. 134:S121 - Abstract 693. Mot s6 thir nghiém
goi v rang su phong bé TIGIT c6 hiéu qua dé tang cuong dap tmg té bao T CD8" khang
khéi u chi v6i su c6 mat cia thu thé ddng hoat hoa DNAM-1/CD226, ma canh tranh v6i
TIGIT dé gén két voi PVR/CD155. Johnston et al. (2014) Cancer Cell 26:1-15.

Cac thir nghiém gin ddy da chimg minh ring vi khun trong khéi u biéu hién
protein Fap2 c6 thé rc ché sy tiéu diét khdi u gian tiép qua té bao NK bang cach géin két
v&i TIGIT (Gur et al. (2015) Immunity 42:344), goi ¥ ring viéc tiéu diét vi khuin nay,
phong bé su tuong tac ctia TIGIT véi Fap2, hodc phong bé hoat tinh cta TIGIT noi
chung, c6 thé 1a hiru ich trong viéc diéu tri ung thu, vi du ung thu két-truc trang.
Hampton (2015) JAMA 313:1305.

Can c6 cac phurong phap cai tién dé diu tri ung thu va cac bénh nhiém virut man
tinh va c4c thubc, nhu cac khang thé don dong tri liéu, dé sir dung trong cac phuong phap
nay. Céc thudc dé sir dung trong cac phwong phap diéu tri bénh cai tién nay c6 thé chira

cac khang thé hodc cac manh khéng thé ma gin két dic hiéu véi TIGIT va dao nguge
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hodic dao nguoc mdt phan sy e ché dap tmg mién dich khang khoi u hodc khang virut

gian tiép qua TIGIT.
Ban chit k§ thuét ciia sang ché

Sang ché d& xuét cac thudc va cac phuong phap cai tién dé diéu tri ung thu va
bénh nhiém virut man tinh bao gdm cac khang thé, hoic cac manh gin két khang nguyén
ctia nd, ma gin két voi huTIGIT. Pugc dé xuét trong ban md ta niy 1 cac khang thé
phan 14p, nhu cac khang thé don dong, dic biét 1a cac khang thé don dong cia ngudi, ma
gin két ddc hiéu v6i huTIGIT va c6 cac dic tinh chic ning déng mong mudn, nhu gin
két ddc hiéu i luc cao v6i huTIGIT, gin két véi TIGIT cia khi (vi du, TIGIT cia khi
cynomolgus), kha nang phong bé su gin két cia TIGIT v6i PVR va/hodc Nectin-2, kha
ning phong bé su tuong tac cia TIGIT v6i DNAM, hoic td hop bit ky ciia cac dic tinh
nay.

Sang ché mo ta phuong phap cai tién dé didu tri ung thu va cic khang thé tri liéu
d8 sir dung trong cac phuong phéap nay, bao gdm céc ung thu trong d6 tin hiéu gidn tiép
qua TIGIT trc ché dap tng mién dich khang khdi u, cac khéi u trong d6 su trong tac ciia
TIGIT véi thu thé ddng hoat héa DNAM-1/CD226 trc ché d4p ung mién dich khang khéi
u, cac khéi u trong d6 céc té bao T diéu hoa biéu hién TIGIT e ché dap ung mién dich
khang khdi u, hodc cac khédi u trong d6 TIGIT tc ché dap tmg mién dich khang khéi u.
Sang ché ciing mo ta cac phuong phap va céc khéng thé tri liéu dé st dung trong viéc

diéu tri bénh nhidm virut man tinh trong d6 TIGIT trc ché dap tmg mién dich khang virut.

Theo mot khia canh khéc, séng ché d cap dén cac khéng thé ma canh tranh vé6i
cac khang thé ndy c6 cic trinh tu mién bién ddi chudi ning va chudi nhe duoc boc 10
trong ban md ta nay dé gin két voi huTIGIT, va/hoic phong bé chéo cac khang thé co
céc trinh tu mién bién d6i chudi ning va chudi nhe dugc boc 16 trong ban mo ta nay dé

khong gin két v6i huTIGIT.

Theo cac phuong an nhit dinh, cac khang thé khang TIGIT theo séng ché, hoac
cac manh gin két khang nguyén cua ching, ting cuong dép tmg mién dich khang khéi u,
vi du dap tng té bao T dic hiéu véi khang nguyén. Theo cac phuong an khac, cac khang
thé khang TIGIT theo sang ché, hoic cic manh gin két khang nguyén ciia chiing, phong
bé tin hiéu e ché gian tiép qua TIGIT cho phép ddng kich thich PVR/DNAM ciia té bao
NK dé 1am ting mirc do tiéu diét bang dap ung khang khéi u gian tiép qua NK. Theo mot
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phuong an khac nita, cac khang thé khang TIGIT theo séng ché, hodc cac manh gin két
khang nguyén cua ching, lam suy kiét quan thé cua té bao T didu hoa trong khdi u ma
néu khong s& wrc ché dap ung mién dich khang khéi u. Theo mot phuong an khac nita, céc
khang thé khang TIGIT theo sang ché dugc dinh dang dudi dang cac IgG1 lam suy kiét
cac té bao T can kiét CD8" va Thregs, cho phép cac té bao T CD8" mdi, khong can kiét di
vao. Theo cac phuong 4n khac, cac khang thé khang TIGIT theo séng ché, hoic cac manh
gin két khang nguyén clia chiing, tac dong bing mot co ché trong sb nhiéu co ché néu

trén do cac co ché khong nhét thiét loai trir 1An nhau.

Theo cac phuong an nhét dinh, cac khang thé khang TIGIT theo séng ché, hoic
cac manh gin két khang nguyén ctia ching, khong gin két v6i cac thu thé Fey (Fey
receptor - FcyR) hoat hoa, vi du theo cac phuong an dua vao su ting cuong hoat tinh
khang khéi u cta cac té bao biéu hién TIGIT. Theo céc phuwong 4n thay thé, cac khang
thé khang TIGIT theo sang ché, hodc cac manh gin két khang nguyén ctia chung, gin két
v6i mot hodc nhiéu FeyR hoat hoa, vi du theo cac phuong 4n dua vao su tiéu diét cac té

bao biéu hién TIGIT, nhu cic té bao T CD8" can ki€t hoc Tregs.

Sang ché con dé xuit cac khang thé don dong phan lap (15A6), hodc cac méanh gén
két khang nguyén cta ching, ma gin két dic hiéu véi huTIGIT va chta céc trinh tu
CDRH1, CDRH2, va CDRH3 ctia chudi ning bao gém lan luot cac SEQ ID NO.14, 15
va 16, va/hodc céc trinh tw CDRL1, CDRL2, va CDRL3 ctia chudi nhe bao gém 1an luot
cac SEQ ID NO.17, 18, va 19.

Sang ché con dé xuit cac khang thé don dong phan lap (22G2), hodc cc manh gin
két khang nguyén cta ching, ma gin két dic hiéu véi huTIGIT va chta céc trinh ty
CDRH1, CDRH2, va CDRH3 cuia chudi ning bao gém 1an luot cac SEQ ID NO.20, 21
va 22, va/hodc céc trinh tw CDRL1, CDRL2, va CDRL3 cuia chudi nhe bao gém 1an luot
cac SEQ ID NO.23, 24, va 25.

Sang ché con dé xuit tiép cac khang thé don dong phan l1ap (11G11), hodc céac
ménh gin két khang nguyén cta chung, ma gin két dic hi¢u véi huTIGIT va chira céc
trinh tyt CDRH1, CDRH2, va CDRH3 cta chudi ning bao gdm lan lugt cac SEQ ID
NO.26, 27 va 28, va/hodc cac trinh tw CDRL1, CDRL2, va CDRL3 ctia chudi nhe bao
gbm 14n lugt cac SEQ ID NO.29, 30, va 31.
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Sang ché con d& xuit tiép cac khang thé don dong phan 1ap (10D7), hoic cic
manh gin két khang nguyén ciia ching, ma gin két dic hiéu véi huTIGIT va chira céc
trinh tw CDRH1, CDRH2, va CDRH3 ciia chudi ning bao gdm lan luot cac SEQ ID
NO.32, 33 va 34, va/hodc cac trinh tu CDRL1, CDRL2, va CDRL3 cta chudi nhe bao
gdm lan luot cac SEQ ID NO.35, 36, va 37.

Sang ché con d& xudt cac khang thé don dong phan lap, hodc cc méanh gin két
khéang nguyén cta ching, ma gan két dic hiéu v6i huTIGIT va chira trinh tu chudi ning
bién ddi va chudi nhe bién dbi dugc néu trong cac SEQ ID NO.2 (hoic 3, 4, 5) va 6; SEQ
ID NO.7 (hozc 8) va 9; SEQ ID NO.10 va 11; va SEQ ID NO.12 va 13.

Sang ché dé xuét cac khang thé don dong phan l4p, hodc cdc manh gén két khang
nguyén cia chung, ma gan két véi huTIGIT va chira cic viing bién ddi ctia chudi ning va
chudi nhe, trong d6 ving bién dbi ciia chudi ning chira trinh tu axit amin ma c6 do dong
nhét it nhat 12 90%, 95% hoidc 99% so Vi trinh tu axit amin duge chon tir nhém bao gdbm
cac SEQID NO.2, 3,4,5,7, 8,10 va 12.

Sang ché con dé xuit cac khang thé don dong phan 1ap, hoic cdc manh gin két
khang nguyén ciia ching, ma gin két voi huTIGIT va chira cac viing bién ddi cia chudi
nang va chudi nhe, trong d6 viing bién doi cia chudi nhe chira trinh ty axit amin ma c6
do dong nhét it nhét 12 90%, 95% hoic 99% so véi trinh tu axit amin dugc chon tir nhém
bao gdm cac SEQ IDNO.6, 9, 11, va 13.

Theo cac phuong an nhét dinh, cac khang thé don dong phén 1ap theo séng ché,
hodic cic manh gin két khang nguyén ciia chung, (a) gin két véi cling epitop trén
huTIGIT nhu 15A6, 22G2, 11G11, va/hodc 10D7, va/hoic (b) trc ché gin két cta 15A6,
22G2, 11G11, va‘hodc 10D7 v6i huTIGIT khi duge do, vi du bing FACS hoic ELISA.

Theo cac phuong an nhét dinh, cac khang thé khang huTIGIT theo sang ché, hoic
cac manh gin két khang nguyén cta chung, gin két véi epitop chira hogic dugc cAu thanh
bdi mot hodc nhidu gbe E60, 1109, L65, N70, F107, T117, 168, H76 va N58 (khing thé
22G2) cua huTIGIT (SEQ ID NO.1), ¢ epitop chira hodc dugc cAu thanh bdi mot hoic
nhidu gbc G74, N70, H76, L65, L73, Q56, 168, H111 va P114 (khang thé 11G11), hoic &
epitop chira hodic duoc cAu thanh bdi mot hodc nhiéu gbc H76, G74, L65, N58, 168,
Q139, G135, L73, F107, N70, E60, H134, A132 va 1109 (khang thé 15A6).
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Theo cach khéc, cac khang thé khang huTIGIT theo sang ché, hodc cic manh gin
két khang nguyén cua ching, gin két & epitop chira hodc duge cdu thanh béi mot hodc
nhiéu trinh tu duoc chon tir nhém bao gdbm NWEQQDQLLAICNADLGWH (SEQ ID
NO.38) va FCIYHTYPDGT (SEQ ID NO.39) (khang thé 22G2), hoic tir nhém dugc cu
thanh bdi QVNWEQQDQLLAICNADLGWH (SEQ ID NO.40) va HTYP (SEQ ID
NO.41) (khang thé 11Gl1), hoic tr nhém duoc cAu thanh béi
NWEQQDQLLAICNADLGWH (SEQ ID NO.38), FCI, va AEHGARFQ (SEQ ID
NO.43) (khang thé 15A6).

Theo cac phuong an khac nira, khang thé khang TIGIT theo sang ché, hoic manh
gin két khang nguyén ciia n6, gin két véi epitop 16i trén huTIGIT (SEQ ID NO.1) chira
hodc duoc cAu thanh bdi mot hodc nhiéu géc L65, 168, N70 va H76, va/hodc & epitop
chtra hodic duogc cdu thanh boi LLAICNADLGWH (SEQ ID NO.44).

Theo mét s6 phuong 4n, cac khang thé khang huTIGIT theo sang ché, hoic cac

manh gin két khang nguyén ciia chiing, con gin két v6i TIGIT cta khi cynomolgus.

Theo cac phuong an khac nhau, cic khang thé khang TIGIT, hodc cic manh gén
két khang nguyén ciia chung, theo sang ché 1a cac khang thé IgG1, IgG2, IgG3, hoic
IgG4 cta nguoi, hodc cac bién thé cua chung. Theo cac phuong 4n nhit dinh, bao gom,
nhung khong chi gidi han &, cac phuong phap phong bé tin hiéu TIGIT trong cac té bao T
dic hiéu khdi u “can kiét” hodc phong bé tin hiéu trc ché trén té bao NK cho phép su
ddng kich thich gian tiép qua DNAM-1/PVR hoic cic phuong phap phong bé su tuong
tac cua TIGIT v6i DNAM-1/CD226 dé 1am suy yéu sy nhi tring héa ddng nhét cta
DNAM-1, cac khang thé khang TIGIT, hodc cac manh gin két khang nguyén ctia chiing,
chira Fc khong hiéu timg hodic hiu nhu khong hiéu tmg. Cac ving Fc nay bao gom, vi du
IgG2 hodc IgG4 cia ngudi, hoic bién thé khong hi¢u tmg clia IgG1 clia ngudi c6 mot
hodc nhidu dot bién sau: 1.234A, L235E, G237A, A330S va P331S (danh sb theo EU),
bao gdm IgG1.1f (SEQ ID NO.48) chira tit ca nim dot bién dugc liét ke.

Theo cac phuong 4n thay thé, bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, cic phuong
phap 1am suy kiét cac t& bao T diéu hoa TIGIT", cac khang thé khang TIGIT, hodc céc
manh gin két khang nguyén cua ching, chira Fc ma gin két vu tién voi FeyR hoat hoa
(FcyRI, FeyRlIla hodc FeyRIIIa), nhu IgG1 ciia ngudi, hodc bién thé trinh tur ¢ su gan két

tang v6i FcyR hoat héa so véi Fe IgGl kiéu dai. Theo cac phuong 4n lién quan dén viéc
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st dung cac dang IgG1 cua cac khang thé khang TIGIT theo sang ché dé giap lam suy
kiét T,eps, vi€c ti€m trong khéi u ¢6 thé tay y duge sir dung dé khoanh ving cic tac dung
dén vi moi trudong khéi u, 1am giam dén murc téi thiéu cac tic dung phu tiém tang do hoat

tinh gy ra trong cdc mo ngoai bién.

Theo cic phuong 4n nhit dinh, cic gbc metionin trong cac ving CDR ciia céc
khang thé khang TIGIT theo sang ché (vi du, M115 trong CDRH3 ctia 10D7, SEQ ID
NO.34), hodc cac manh gin két khang nguyén ciia ching, dugc thay thé bang cac gdc

axit amin ma khong dugc oxy hoa.

Theo cac phuong an nhét dinh, cac khang thé khang huTIGIT ma canh tranh dé
gin két, phong bé chéo, hoic gin két véi cing epitop nhu 15A6, 22G2, 11G11 hogc
10D7, hodc cac méanh gin két khang nguyén cta chiing, 1a cc khang thé ctia nguoi hoic

dugc lam giong nhu cuia nguoi.

Theo mét s6 phuong 4n, cac khang thé khang huTIGIT theo sang ché khong phai
13, hodc khong gin két v6i cing epitop nhu, céc khang thé duoc mb ta trong cong bd don
yéu cau cip patent M¥ s6 2009/0258013, vi du chiing khong gin két voi cung epitop nhu
mADb khang huTIGIT 10A7 hoic 1F4. Ciing xem bai bao: Johnston et al. (2014) Cancer
Cell 26:1; Yu et al. (2009) Nat. Immunol. 10:48.

Theo cac phuong 4n khéc, cac khang thé khang huTIGIT chira cac mién bién d6i
thu dugc tir cing céc trinh tu dong mim cta mién V clia ngudi nhu cac khéng thé dugc
bdc 16 trong ban mé ta nay, bao gdm cac mién V clia chudi ning V4-39, V4-61, hodc V1-
69. Theo cac phuong 4n cu thé hon, cac khang thé khang huTIGIT chtra cic mién bién
dbi chudi ning va chudi nhe thu dugc tir cling cac trinh tu dong mam ctia mién V cia
chudi nang va chudi nhe ctia nguoi nhu cic khang thé dugc boc 10 trong ban mo ta nay,
nhu V4-39/VA27 (15A6), V4-61/VL6 (22G2), V4-39/VL6 (11Gl11), va V1-69/VL15
(10D7).

Theo c4c phuong 4n khac nhau, cac khang thé khang huTIGIT theo séng ché gin
két voi huTIGIT vé6i Kp nhé hon 10nM, 5nM, 2nM, 1nM, 300pM hoic 100pM. Theo cac
phuong 4n khéc, cac khang thé khang huTIGIT theo sang ché gin két voi huTIGIT véi
Kp nam trong khoang tir 2nM dén 100pM.

Theo cac phuong 4n khac, cac khang thé khang huTIGIT theo séng ché vé co ban

dugc chu thanh bai, hodc bao gdbm, mdt sb td hop ctia cac CDR ciia cac khang thé 15A6,
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22G2, 11G11 va 10D7, nhu CDRH1 (cac SEQ ID NO.14, 20, 26 va 32); CDRH?2 (céac
SEQ ID NO.15, 21, 27 va 33); CDRH3 (cac SEQ ID NO.16, 22, 28 va 34); CDRLI1 (cac
SEQ ID NO.17, 23, 29 va 35); CDRL2 (cac SEQ ID NO.18, 24, 30 va 36); va CDRL3
(cac SEQ ID NO.19, 25, 31 va 37). Theo cac phuong 4n khéc, cac khang thé nay vé co
ban duoc cAu thanh béi, hodc bao gém, cac td hop cu thé riéng r€ cua cac trinh ty CDR

cua cac khang thé 15A6, 22G2, 11G11 va 10D7.

Theo céc phuong an khéc, cac khang thé khang huTIGIT theo séang ché vé co ban
duoc ciu thanh béi, hodc bao gém, cac mién bién d6i chudi nang va/hodc chudi nhe cta
cac khang thé 15A6 (cac SEQ ID NO.2-5 va 6), 22G2 (cac SEQ ID NO.7-8 va 9), 11G11
(cac SEQ ID NO.10 va 11) va 10D7 (cac SEQ ID NO.12 va 13), hodc céc trinh tu ¢6 do
ddng nhét trinh tu it nhat 1a 80%, 85%, 90% va 95% so v&i cac trinh tu dugc néu ndy.

Theo cac phuong 4n khéc nita, cac khang thé khang huTIGIT theo séng ché vé co
ban duge cdu thanh bdi, hoic bao gém, cac chudi ning va/hoic chubi nhe chira céc trinh
tu cia mién bién dbi cua cac khang thé 15A6 (cac SEQ ID NO.2-5 va 6), 22G2 (cac SEQ
ID NO.7-8 va 9), 11G11 (cac SEQ ID NO.10 va 11) va 10D7 (cac SEQ ID NO.12 va 13),
hodc céc trinh tu c6 do dong nhét trinh tu it nhat 12 80%, 85%, 90% va 95% so véi cic

trinh ty dugc néu nay.

Theo cac phuong an khac, cac mién gan két khang nguyén cia cac khang thé theo
sang ché c6 mit trong cac phan tir dac hi¢u kép con bao gom mién gan két khang nguyén
ma gin két dic hiéu vé6i thu thé diéu bién mién dich khéc, bao gdm, nhung khdng chi gidi

han &, PD-1, CTLA-4 hogc LAGS3.

Sang ché con dé xuit cac axit nucleic ma hoa cic ving bién d6i chudi ning
va/hodc ving bién dbi chudi nhe, ciia cic khang thé khang huTIGIT theo séng ché, hoic
cac manh gin két khang nguyén ciia ching, cic vecto biéu hién chira cic phan tir axit
nucleic, cac té bao dugc bién nap bang cic vecto biéu hién nay, va cac phuong phép sén
xuét cac khang thé nay bang cach biéu hién cac té bao da duoc bién nap bang cac vecto
biéu hién nay va thu hdi khang thé nay.

Sang ché con dé xuét thé tiép hop mién dich chira cic khang thé khang huTIGIT
dugc mo ta trong ban mo ta nay, dugc lién két voi chit, nhu chit danh ddu dé phat hién

hodc tac nhan giy doc té bao.
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Sang ché con d& xuét dugc phim chira cac khang thé khang huTIGIT theo sang
ché, hodc cac manh gin két khang nguyén ctia ching, va chit mang. Ciing duoc d& xuit
trong ban mo ta nay la kit bao gbm cac khang thé khang TIGIT, hodc cac manh gin két

khang nguyén cua ching, va huéng dan st dung.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuit phwong phép ting cudng dép tng té
bao T dic hiéu khang nguyén bao gdm viéc cho té bao T tiép xic véi khang thé khang
huTIGIT theo sang ché, hodc manh gin két khang nguyén clia né, sao cho dap ung té bao
T dac hiéu khang nguyén dugc ting cuong, vi du bang cach giam tin hiéu trc ché ma néu
khong s& lam giam dap tmg khang khdi u. Theo mot s6 phuong an, t& bao T dic hiéu
khang nguyén 14 té bao T hiéu tng dic hi¢u khang nguyén khéi u, nhu t& bao T CD8", va
su tang cuong, vi du thong qua viéc phong bé tac dung trc ché gian tiép qua TIGIT, gy
ra ting hoat tinh khang khéi u. Cac khang thé khang huTIGIT theo séng ché, hodc cac
manh gin két khang nguyén cua chiing, ciing c6 thé 1am giam céc tin hiéu wrc ché trong té
bao NK va do d6, lam ting hoat tinh khang khéi u ctia ching. Khong dy dinh bi rang
budc béi Iy thuyét, cac khang thé khang huTIGIT theo sang ché 1am tang chic ning té
bao T hiéu Gng hoic té bao NK bing cach phong bé gin két cua TIGIT véi PVR, do do,
1am giam hodc 1am mét tin hiéu &rc ché ma néu khong s& dugc phan phbi dén té bao. Theo
cach khac, hodc ngoai ra, cac khang thé khang TIGIT theo sang ché, hodic cac manh gin
két khang nguyén cua ching, c6 thé rc ché su twong tac gitta TIGIT va DNAM-1/CD226

ma néu khong s& 1am giam sy hoat héa mién dich gian tiép qua DNAM-1.

Sang ché ciing mo ta phuwong phap lam ting mtc do san sinh IL-2 va/hodc IFN-y
trong, va/hodc su ting sinh cua, t& bao T bao gdm viéc cho té bao T tiép xuc véi khang

thé khang TIGIT, hodc manh gin két khang nguyén clia né, v6i lugng c6 hiéu qua.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché mo ta phuong phap lam giam hoic 1am suy
ki€t Ty trong khdi u & dbi twong cin didu tri bao gdm viéc ding khéng thé khang
huTIGIT theo sang ché véi luong c6 hidu qua, trong d6 khang thé nay c6 chirc nang hiéu
ung hodc chirc nang hiéu g dugc tang cuong, dé lam giam sb luong Tie,s trong khdi u.

Sang ché mé ta phuong phap ting cudng dap Gtng mién dich & dbi tugng bao gém
viéc dung khang thé khang huTIGIT theo sdng ché, hodc manh gin két khang nguyén cua
no, voi lugng c6 hiéu qua, cho ddi tuong sao cho dap tmg mién dich & db6i tuong nay

duoc ting cuong. Theo cac phuong an nhit dinh, déi tuong nay c6 khéi u va dap ung
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mién dich khang khéi u duge ting cudng. Theo mot phurong an khac, dbi tuong nay co su

nhiém virut va dp ung mién dich khang virut dugc ting cudng.

Sang ché ciing mé ta phuong phép trc ché su sinh truéng cua khéi u & ddi tuong
bao gdm viéc cho dbi twong nay ding khang thé khang huTIGIT theo sang ché, hodc

manh gan két khang nguyén cia no, sao cho su sinh trudng cuia khoi u dugce uc che.

Séang ché ciing md ta phuong phap diéu tri ung thw, vi du bang cach tri liu mién
dich, bao gdm viéc cho ddi tuong can diéu tri dung khéng thé khang huTIGIT theo sing
ché, hodc manh gén két khang nguyén cia no, véi lugng cé hiéu qua diéu tri bénh, vi du
dudi dang duge phdm, nhd d6 diéu tri duoc ung thu. Theo céc phuong 4n nhit dinh, ung
thu nay 1a bénh ung thu bang quang, bénh ung thu vii, bénh ung thu tr cung/cd tir cung,
bénh ung thu budng trimg, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu tinh hoan, bénh ung
thu thuc quan, bénh ung thu da day-ruft, bénh ung thu tuyén tuy, bénh ung thu két-truc
trang, bénh ung thu Kkét trang, bénh ung thu thén, bénh ung thu dau va cd, bénh ung thu
phéi, bénh ung thu da day, bénh ung thu té bao mam, bénh ung thu xuong, bénh ung thu
gan, bénh ung thu tuyén gidp, bénh ung thu da, khéi u cia hé than kinh trung vong, u
limphd, bénh bach clu, u tuy, sacom, va bénh ung thu lién quan dén virut. Theo céc
phuong an nhét dinh, ung thu nay 1a bénh ung thu di cén, bénh ung thu dai déng, hodc
bénh ung thu tai dién.

Theo cdc phuong an nhat dinh, cac phwong phap diéu bién chirc ning mién dich
va cac phuong phéap diéu tri bénh dugc md ta trong ban mo ta niy bao gbm viéc ding
khang thé khang huTIGIT theo sang ché két hop v6i, hoic dudi dang chét phan tmg dic
hiéu kép v6i, mot hodc nhiéu phép tri liéu bd sung, vi du khang thé khéng PD-1, khang
thé khang PD-L1, khang thé khang LAG3, khang thé khang GITR, khang thé khang
0X40, khang thé khang CD73, khang thé khang CD40, mAb khang CD137, mAb khéang
CD27, khang thé khang CSF-1R, va/hoic khang thé khang CTLA-4, chét chi van TLR,
hodc chat d6i khang phan tir nho ctia IDO hoic TGFB. Theo cac phuong an cu thé, phép
tri liéu khang huTIGIT duoc két hop v6i phép tri liéu khang PD-1 va/hoic khdng PD-L1,
vi du diéu tri bing khang thé hoic manh gin két khang nguyén cia n6 ma gin két véi
PD-1 cua ngudi hodc khang thé hoic manh gan két khang nguyén clia né ma gin két voi

PD-L1 cta nguoi.
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Theo mot sb phuong an, cac mau tir ddi tuong bi bénh, vi du sinh thiét, duoc sang
loc dé bidu hién DNAM-1 trén té bao T hodc t& bao NK dé chon loc cac dbi twgng bi
bénh thich hop nhét dé dap ung v6i phép tri li¢u khang TIGIT, trong do su c6 mat cia
DNAM-1 trén céc té bao T goi y dbi twong bi bénh s& c6 dap tng khang khdi u c6 loi véi
phép tri liéu khang TIGIT, vi du diéu trj bang khang thé khang huTIGIT hodc manh theo
sang ché, va su ving mit cia DNAM-1 x4c nhin céc dbi twgng bi bénh nay 1 it thich
hop d& duoc loi tir phép tri liéu khang TIGIT. Theo cac phuong 4n khic, cic mau tir ddi
tugng bi bénh dugc sang loc dé biéu hién PVR va/hoidc Nectin-2 trén cac té bao khdi u
hoic cac té bao dang tity thim nhiém khdi u dé chon loc céc dbi tugng bi bénh thich hop
nhét dé dap tmg véi phép tri liéu khang TIGIT, trong d6 sy ¢6 mdt cia PVR va/hodc
Nectin-2 goi y dbi tugng bi bénh s& c6 dép ung khéng khéi u c6 loi véi phép tri lidu
khang TIGIT, vi du diéu tri bing khang thé khang huTIGIT hoic manh theo sang ché, va
su ving mit cia PVR va/hoic Nectin-2/CD112 xac nhan cac d6i trgng bi bénh nay 1a it
thich hop dé dugc loi tir phép tri liéu khang TIGIT. Theo c4c phuong an khac nhau, su
biéu hién bé mat té bao cia TIGIT, DNAM, PVR vi/hoidc Nectin-2 14 bang FACS, THC
hoic LC-MS. Theo mot khia canh khéc, sang ché mé ta cac phuong phap diéu tri cac ddi
tuong can diéu tri lién quan dén viéc x4c dinh sy biéu hién bé mat té bao cua TIGIT,
DNAM, PVR va/hodc Nectin-2 nhu dugc mo ta trong ban mo ta nay va viéc dung cac
khang thé khang TIGIT theo sang ché wu tién, hodc danh riéng, cho débi tuong ma viéc
diéu tri nay 1a thich hop nhét dé thu dugc lgi ich trj liéu.

Theo mot phuong an, ham lugng PVR hoa tan va/hodc Nectin-2 hoa tan (sPVR,
sNectin-2) duge do & cac dbi twong duge xem xét dé diéu tri bing cac khang thé khang
TIGIT theo sang ché, va chi cac dbi tuong biéu hién ham lugng PVR va/hoic Nectin-2
hoa tan ting duoc didu tri bang cac khang thé nay. Theo mét s6 phuong an, sPVR

va/hodc sNectin-2 duoc phat hién trong huyét thanh bang ELISA hoic LC-MS.

Sang ché con dé xuét phuong phap phét hién su c6 mit ctia TIGIT trong mau, trén
té bao trong méu (vi du, FACS), hoic & cac vi tri cu thé trong t& bao hoic md (vi du,
IHC), hodc phuong phap phan loai cac té bao dua trén sy c¢6 mit hay khong c6 cua TIGIT
trén bé mat cua chung (vi du, FACS), bao gdm viéc cho mAu nay tiép xtic voi khang thé
khang huTIGIT theo séang ché, hoic manh gin két khang nguyén ciia no, trong cac diéu
kién cho phép tao thanh phirc hgp giita khang thé nay, hoic manh gin két khang nguyén

cia nd, va TIGIT, va phat hién sy tao thanh phic hop nay. Theo mot sb phuong an,
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khang thé khang TIGIT dugc st dung d& phat hién dugc tiép hop véi chit danh diu dé
phat hién.

Céc d4u hiéu va cac vu diém khac cia sang ché sé& 14 hién nhién tir phan mo ta chi
tiét va cac vi du dudi day, phin mé ta va cac vi du nay khéng duge hiéu 14 giéi han pham

vi clia sang ché.
MG ta van tat hinh vé

Fig.1 thé hién so d6 phac hoa cac thir nghiém “két hop” trong d6 cac khang thé
khang huTIGIT khéc nhau theo sang ché dugc thir nghiém, timg cip, vé kha ning phong
bé su gin két ctia cac khang thé khac véi huTIGIT. Cac két qua thé hién rang cac khang

thé nam trong mot s gidi han céc loai, hay “bin.” Xem vi du 3.

Fig.2A, Fig.2B, va Fig.2C thé hién dit liéu hién thi trén nim men d6i vé6i su gin
két caa cac bién thé trinh tw huTIGIT 14n luot v6i cac khang thé 22G2, 11G11, va 15A6.
S6 lwong gbc dbi véi mdi gbe axit amin trong huTIGIT truéng thanh duge thé hién doc
theo truc hoanh. S& gbc 1 21, thap hon so véi danh sé ddi véi trinh tu néu trong SEQ ID
NO.1 do danh muc trinh tw bao gdm peptit tin hiéu, peptit nay khong dugc thé hién trén
cac hinh vé&. Nhu dugc mo td mot cach chi tiét trong vi du 4, cac bién thé trinh tu hién thi
béi nAm men cta huTIGIT dugc chon loc dua trén viée khong c6 kha nang gén két véi
cac khang thé trong Gng (22G2, 11G11, 15A6). Do d6, cac vi tri doc theo trinh tu
huTIGIT ma c6 tinh quyét dinh dbi v6i su gin két khang thé xuat hién & tan sut cao (tirc
1a du6i dang cac cot/cac dudng & phia trén truc tung) do su biéu hién qua murc ciia ching
trong nhém cac dong nim men vo tinh khong gén két. Tn suit ma & d6 cac gbc bién thé
(khong phai kiéu dai) xuit hién & mdi gbc dugc thé hién (trén thang logarit) trén truc
tung, véi mot cot (duong) hoac mdi géc. Dit liéu tan suét dugc chuin hoa thanh cac tn
suit ma & d6 cac gbc bién thé xudt hién & mdi vi tri trong thu vién khong dugc chon, tic
1a thu vién ma khong duoc sir dung dé chon loc dua trén su khong c6 kha ning gin két
v6i cac khang thé khang huTIGIT theo sang ché. Xem vi du 4.

Fig.3 thé hién tic dung cia mAb khang TIGIT 22G2 1én su tiéu té bao, tinh theo
ty 1& phin tram tiéu bao cu thé cia cac té bao biéu hién PVR clia ngudi béi té bao NK ciia
ngudi. Xem vi du 5. D6i voi mdi khang thé, cot bén trai 1a cac té bao P815 kiéu dai va cot

bén phai la cac té bao P815 biéu hién PVR ciia ngudi.
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Fig.4A thé hién rang viéc xir Iy méu cho cia ngudi khoe manh bang hdn hop cac
peptit cé tinh khang nguyén (CETF = cac peptit tt CMV, EBV, bénh cim va bénh ubn
vén) gy ra sy diéu chinh ting PD-1 va TIGIT trén cac té bao T CD8". M4u “No Stim” Ia
khong duoc xir Iy bang CEFT, con miu “Stim” 1a duge xir ly. Fig.4B thé hién tac dung
ctia mAb khang TIGIT va/hodc mAb khang PD-1 1én su biéu hién IFNy tir bén miu méu
cho ctia ngudi khoe manh dugc kich thich bang CETF. Xem vi du 6.

Fig.5A va Fig.5B thé hién cac tic dung cua cac khang thé khang TIGIT, riéng r&
hodc két hop v6i phép tri liéu diéu bién mién dich khac, 1én su sinh truéng cua khéi u &
md hinh chudt nhét. Fig.5A thé hién thé tich khdi u (milimet khéi), dwoc tinh bang cach
liy binh phuong chiéu rong ciia khdi u nhan v6i mot nira chiéu dai, & md hinh ung thu
két trang cda chuot nhit CT26 dbi v6i chudt nhit duge didu tri bﬁng khang thé TIGIT
khang chudt nhit c6 chirc nang hidu tng kich hoat mién Fc IgG2a cua chudt (“TIGIT
G2a”), khang thé TIGIT khang chudt nhit c6 chirc ning hiéu ung thiéu mién Fc IgGl
D265A (“TIGIT G1 D265A™), khang thé PD-1 khang chudt nhit cé chirc ning hiéu tng
thiéu mién Fc IgG1 D265A (“PD-1 G1 D265A”), t6 hop cua chiing, hodc khang thé IgG1
d6i chimg. Fig.5B thé hién tac dung cta phép tri liéu don tri khang TIGIT, ciing nhu
phép tri liéu két hop v6i cac khang thé khang PD-1 va khang CTLA-4. Céc thé tich khdi
u dugc dua ra cling v6i sb lugng chudt nhét khong ¢ khdi u (tumor-free - TF) trong mdi
nhom gém mudi con chudt & cudi thir nghiém. Mbi dudng dai dién cho mdt con chuot.
Déi chimg isotyp mIgG1 khong thu duge chudt khong c6 khéi u, khi ding khang TIGIT
dudi dang phép tri li€u don tri. Khang PD-1 thu dugc mot con chudt khong c6 khdi u khi
tri liéu don tri, va nam khi duoc két hop v6i khang TIGIT. Khang CTLA-4 thu dugc ba
con chudt khong c6 khéi u khi tri liéu don tri, va sau khi dugc két hop véi khang TIGIT.
Xem vidu 7.

Fig.6A va Fig.6B thé hién mirc do biéu hién PVR ting trong cdc md ung thu.
Fig.6A thé hién muc do bidu hién mARN (ARN théng tin) PVR trong cac loai khéi u
khac nhau khi dugce phat hién trong tip dit lidu cta tdp ban d6 hé gen ung thu (The
Cancer Genome Atlas - TCGA). Dit liéu duoc dua ra dbi voi ung thu bidu mé vé tuyén
thuong than-than (adrenocortical carcinoma - ACC), ung thu biéu md té bao than ky
nhudém mau (chromophobe renal cell carcinoma - KICH), ung thu biéu mé té bao gan
(liver hepatocellular carcinoma - LIHC), ung thu biéu md tuyén két trang va truc trang

(colon and rectal adenocarcinoma - COAD, READ), ung thu biéu mé tuyén 6ng tuy
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(pancreatic ductal adenocarcinoma - PAAD), u t¢ bao wa crom & u cin hach
(pheochromocytoma & paraganglioma - PCPG), ung thu biéu mo nhu than (papillary
kidney carcinoma - KIRP), ung thu biéu mo tuyén phdi (lung adenocarcinoma - LUAD),
ung thu biéu mé t& bao hinh vay d4u va ¢ (head and neck squamous cell carcinoma -
HNSC), ung thu biéu md tuyén tién liét (prostate adenocarcinoma - PRAD), ung thu biéu
mo ndi mac tr cung thé tir cung (uterine corpus endometrial carcinoma - UCEC), bénh
ung thu cd tir cung (cervical cancer - CESC), u melanin da (cutaneous melanoma -
SKCM), u trung biéu mé (mesothelioma - MESO), bénh ung thu bang quang té bao
chuyén tiép (urothelial bladder cancer - BLCA), ung thu biu md té bao sang & than
(clear cell kidney carcinoma - KIRC), ung thu biéu mo té€ bao hinh vay & phdi (lung
squamous cell carcinoma - LUSC), ung thu biéu mosacom tir cung (uterine
carcinosarcoma - UCS), sacom (sarcoma - SARC), ung thu bidu md u tuyén huyét thanh
bubng trimg (ovarian serous cystadenocarcinoma - OV), ung thu biéu md tuyén giap
dang nhu (papillary thyroid carcinoma - THCA), u nguyén bao than kinh dém da dang
(glioblastoma multiforme - GBM), bénh ung thu vii (breast cancer - BRCA), u than kinh
dém cép do thap (lower grade glioma - LGG), va u limpho té bao B 16n lan tda (diffuse
large B-cell lymphoma - DLBC). Cac két qua dugc bdc 10 trong ban mo ta nay 1a dua
hoan toan hoac mot ph?m vao dit liéu duoc tao ra bdi mang tra ciu TCGA. Fig.6B thé
hién PVR cua nguoi trong md ung thu bidu mo tuyén két trang so véi biéu md két trang
bnh thudng, voi cac ving tdi hon trong mau ung thu biéu mo tuyén biéu thi mirc d6 biéu

hién PVR tang. Xem vi du 9.

Fig.7 thé hién sy gén két thu thé Fcy, tinh theo ty 1& phén trim cia tri sb gan két
thu thé 16n nhét theo 1y thuyét (Ryay), ddi véi mAb khang TIGIT 22G2 dugc dinh dang
duéi dang IgG1f (SEQ ID NO.45) hodc IgG1.1f (SEQ ID NO.48). Dt li€u duge thé hién
ddi voi sau thu thé F ¢y khac nhau, dbi v&i hai nhom khac nhau cta khang thé IgG1.1f,
duge sir dung & ndng d6 10pM va 1um, nhu dugc biéu thi. Trong mdi nhém cot, dit liéu
@6i voi cac thu thd Fey duge trinh bay theo thir tw, tir tréi sang phai: hCD64 (FcyRI);
hCD32a-H131 (FcyRIIA-H131); hCD32a-R131 (FcyRIIA-R131); hCD32b (FcyRIIB);
hCD16a-V158 (FcyRIIIA-V158); va hCD16b-NA2 (FcyRIIIB-NA2, trong d6 NA2 chi
bién thé alotyp). Mic du céac cip cua céc thu thé Fey duoc biéu thi béi cac cot gidng

nhau, nhung dic tinh cta ching la rd rang theo thir ty ma ching dugc biéu thi. Mirc giam
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gidng nhau dugc quan st d6i v6i gén két v6i cac thu thé Fey cua khi Cynomolgus CD64,
CD32a, CD32b, va CD16 (khong dugc thé hién trén hinh ve).
M0 ta chi tiét sang ché

Séang ché dé xuit cac khang thé phan lap, dic biét 1a cac khang thé don dong, vi du
khéng thé don dong ctia ngudi, ma gin két dic hiéu véi TIGIT cua ngudi (“huTIGIT”) va
phong bé su gén két véi PVR/CD155, nho d6 1am giam hodc 1am mét tin hiéu @rc ché
mién dich ma néu khong tin hiéu nay s& xuét hién trong céc té bao biéu hién TIGIT. Sang
ché con dé xuit cac khang thé phan 1ap, dic biét 1a cac khang thé don dong, vi du céc
khang thé don dong cta ngudi hoic duge lam gidng nhu ctia ngudi, ma gin két dic hiéu
v6i TIGIT cia ngudi va phong bé su tuong tac ciia TIGIT cla ngudi véi DNAM-
1/CD226 ma néu khong sy tuong tic ndy s& ngin ngra su nhi trung hoa ddng nhét
DNAM-1 va do d6, su ddng kich thich gian tiép qua DNAM-1. Céc trinh tu duogc dua ra
dbi voi nhidu khang thé don dong khang huTIGIT ctia nguoi khac nhau. Theo céc
phuong an nhét dinh, cic khang thé dugc mod ta trong bin mé ta nay thu dugc tir cac trinh
tu dong mam cua chudi niang va chudi nhe cu thé va/hoic bao gém cac dic diém céu trac

cu thé nhu cac ving CDR chira céc trinh tu axit amin cu thé.

Sang ché con dé xuat phuong phéap san xuét cac khang thé nay, thé tiép hop mién
dich va phan ti dac hi€u kép chira cac khang thé nay hodc cac manh gin két khang
nguyén cta chung, va dugc phim dugc bao ché @ chua cac khang thé hodc ciac manh
nay. Sang ché ciing mo ta phwong phap st dung céc khing thé nay dé ting cuong dap
tng mién dich, riéng ré& hoidc két hop véi cac chét kich thich sinh mién dich khac (vi du,
khang thé) va/hodc cac liéu phap diu tri ung thu hodc chbng 1y nhiém. Do dé, cic
khéang thé khang huTIGIT dugc md ta trong ban md t& ndy cd thé duoc sir dung trong
nhiéu tng dung diéu tri, bao gdm, vi du tic ché sy sinh truéng khéi u va diéu tri bénh

nhiém virut man tinh.

Thuét ngi

Dé phin md ta nay co thé dugc d& hidu hon, trude tién cac thudt ngit nhat dinh
dugc dinh nghia. Cac dinh nghia b sung dugc dua ra xuyén sudt phan mo ta chi tiét.

TIGIT dugc st dung dé chi “thu thé mién dich té bao T c6 mién Ig va mién
ITIM,” mot thanh vién thudc ho PVR (poliovirus receptor - thu thé virut gdy bénh viém

tiy x4am) clia cac protein globin mién dich, ma gin két v6i PVR/CD155 va Nectin-
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2/CD112. TIGIT ciing dugc goi 1a TIGIT, WUCAM, Vstm3 va Vsig9. Trir khi c6 chi dan
khac, hodc rd rang trong ngit canh, viéc dé cap dén TIGIT trong ban mé ta nay chi TIGIT
cua nguoi (“huTIGIT”), va cac khang thé khang TIGIT chi cac khang thé khang TIGIT
cia nguoi. TIGIT cua nguoi con duge mo ta trong GENE ID NO: 201633 va MIM
(Mendelian Inheritance in Man - sy di truyén theo thuyét Mendel & nguoi): 612859.
Trinh tu cta TIGIT cia nguoi (NP_776160.2), bao gdm 21 trinh tu tin hiéu axit amin,
dugc néu trong SEQ ID NO.1. Trur khi c6 chi din khéc, hodc 16 rang trong ngit canh, “su
trc ché” TIGIT dugc sir dung dé chi viéc phong bé gan két va truyén tin hiéu ctia PVR.
Céc khang thé khang TIGIT theo séng ché c6 thé tac dong bang cach trc ché su truyén tin
hiéu TIGIT, su phong bé twong tac TIGIT/DNAM-1 va/hoic cic co ché khac, nhu nham

1am suy kiét cac té bao T diéu hoa.

PVR (thu thé virut gdy bénh viém tily xam) twong tac véi TIGIT dé gay ra tin hiéu
{rc ché mién dich. PVR con dugc goi 1a PVS; HVED; CD155; NECL5; TAGE4; Necl-5.
Trir khi ¢6 chi din khac, hodc 1 rang trong ngit canh, viéc dé cap dén PVR/CD155 trong
ban mo ta nay chi PVR cta nguoi (“huPVR”). PVR ctia ngudi con dugc mo ta trong
GENE ID NO: 5817 va MIM: 173850. C6 bén bién thé san phdm phién ma PVR cia
ngudi da biét: alpha (NP_006496.4), beta (NP_001129240.1), gama (NP_001129241.1)
va delta (NP_001129242.2), céac trinh tu cia ching dugc néu trong cac SEQ ID NO.50 —
53. Trir khi ¢6 chi dan khéc, viéc dé cdp dén PVR hodc PVR ciia ngudi lién quan dén

polypeptit phién ma alpha.

Trur khi ¢6 chi d4n khéc hodc ro rang trong ngir canh, thut ngit “khang thé” dugc
stt dung trong ban mo ta nay co thé bao gdm khang thé nguyén ven va céc manh gin két
khang nguyén bét ky (tirc 1a “phan gin két khang nguyén™) hodc cac chudi don cia
chung. “Khang thé” dugc str dung dé chi, theo mot phuong 4n, glycoprotein chira it nhat
hai chudi ning (H) va hai chudi nhe (L) dugc lién két v6i nhau bang lién két disulfua,
hodc manh gin két khang nguyén ctia chiing. Mdi chudi niing bao gbm ving bién ddi cia
chudi ning (trong ban mo ta nay dugc viét tit 1a Vi) va vang hing dinh cia chudi ning.
Trong cac khang thé IgG, IgD va IgA c6 trong tu nhién nhit dinh, ving hing dinh cia
chudi ning bao gdm ba mién, CH1, CH2 va CH3. Trong céc khéng thé c6 trong tu nhién
nhat dinh, mdi chudi nhe bao gdm ving bién ddi ctia chudi nhe (trong ban mo ta nay
duoc viét tat 1a VL) va vung hr?mg dinh cuia chudi nhe. Ving héng dinh ctia chudi nhe bao

gdm mot mién, Cp. Cac vung Vi va Vi ¢6 thé con dugc chia nhoé thanh cac ving ¢ kha
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ning siéu bién, dugc goi 1a ving xac dinh tinh bd trg (complementarity determining
region - CDR), rai rac l1a ciac ving dugc bao toan hon, dugc goi la vung khung
(framework region - FR). Mdi Vi va Vi bao gbm ba CDR va bén ving khung
(framework region - FR), duoc sap xép tir déu tin cung amino dén diu tin cing carboxy
theo thr tw sau: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. C4c viing bién ddi ciia cac
chudi nang va nhe chira mién gin két trong tac v6i khang nguyén. Ving hing dinh cta
cac khang thé co6 thé 1a trung gian gin két globulin mién dich véi mé cta vat chii hodc
cac yéu td, bao g@)m céc té bao khac nhau cta hé mién dich (vi du, té bao hiéu ung) va

thanh phén thtr nhit (Clq) ctia hé théng b thé cb dién.

Céc khang thé thuong gin két dac hiéu véi khang nguyén cing ho cla ching véi
& luc cao, dugc phan anh béi hing sé phan ly (Kp) ndm trong khoang tir 107 dén 10" M
hoic nhé hon. Kp bat ky 16n hon 10 M néi chung duoc coi 1a biéu thi gin két khong dic
hiéu. Khi duge sir dung trong ban md ta nay, khang thé ma “gin két dic hiéu” v6i khang
nguyén duoc st dung dé chi khang thé ma gin két v6i khang nguyén va cac khang
nguyén gan giéng véi ai luc cao, diéu nay c6 nghia 1a c6 Kp 14 107 M hoc nhé hon, t6t
hon 1a 10® M hoc nhé hon, t6t hon nita 1a 5 x 10 M hodc nhé hon, va tét nhét 14 nam
trong khoang tir 10 M dén 10"° M hodc nhé hon, nhung khong gin két véi 4i luc cao
v6i cac khang nguyén khong lién quan. Khang nguyén “gan gidng” v6i khang nguyén da
dinh néu no co do déng nhét trinh ty & mirc do cao véi khang nguyén da dinh nay, vi du
néu né c¢6 do dong nhét trinh tyr it nhit 80%, it nhat 90%, t6t hon 1a it nhit 95%, tot hon
nita 13 it nhit 97%, hodc tdt hon nita 12 it nhat 99% so véi trinh tu ciia khang nguyén da
dinh nay. P& 1am vi dy, khang thé ma gin két dac hidu véi TIGIT ciia ngudi cling c6 thé
phan Gng chéo véi TIGIT tir cac loai dong vat linh trudng khong phai nguoi nhét dinh (vi
du, khi Cynomolgus), nhung c6 thé khong phan @ng chéo véi TIGIT tir céc loai khéc,
hodc v6i khang nguyén khong phai 1a TIGIT.

Céc khang thé c6 thé c¢6 cac cai bién & cac gbe axit amin dau tan ciing N va/hoic
C. Vi du, cac khang thé theo sang ché ¢6 thé dugc tao ra tir cAu triic ma hoa gbc lysin dau
tan cung C, vi du trén chudi ning, nhung lysin déu tan cung C nay co thé khong c6 mat
mot phﬁn hodc hoan toan trong khang thé tri liéu ma dugc ban hodc dugc sit dung. Theo
cach khac, khang thé co6 thé dugc tao ra tir cac cAu tric ma dic biét khong ma hoa géc
lysin d4u tan cing C mic di lysin nay c6 mit trong khang thé bd me ma tir d6 khang thé

tri liéu nay dugc tao ra. Theo mot vi du khéc, géc glutamin hodc axit glutamic dau tan
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cung N trong khang thé theo sang ché co thé dugc chuyén hoa mdt phan hodc toan bo
thanh axit pyro-glutamic trong khang thé tri liéu ma dugc ban hoic duge st dung. Dang
bét ky ciia glutamin hodc axit glutamic c6 mat & dau tan cung N cua chudi khang thé, bao
gdm axit pyro-glutamic, dugc bao gdm trong thuit ngit “glutamin” dugc st dung trong
ban mo ta nay. Do do, céc trinh tr chudi khang thé dugc dé xuét trong ban mo ta nay c6
gbc glutamin hoc axit glutamic dau tin cing N bao gbm céc chudi khang thé khong phu

thudc vao mirc do tao ra axit pyro-glutamic.

Trix khi ¢6 chi din khéc, globulin mién dich c6 thé tir isotyp bét k¥ trong s6 cac
isotyp phd bién da biét, bao gdm, nhung khong chi gi¢i han &, IgA, tiét IgA, IgG va IgM.
Isotyp IgG dugc chia thanh cac phan nhém & céc loai nhét dinh: IgG1, IgG2, IgG3 va
IgG4 & nguoi, va IgG1, IgG2a, IgG2b va IgG3 & chudt nhit. Globulin mién dich, vi du
IgG1 cua ngudi, ton tai trong mot sb alotyp, ma khac nhau & nhiéu nhét 14 vai axit amin.
Trir khi ¢6 chi din khac, “khang thé” c6 thé bao gom, dé 1am vi du, cdc khang thé don
dong va da dong; khang thé kham va dugc lam giéng nhu cia ngudi; khing thé coa
nguoi va khong phai cia nguoi; khang thé tong hop hoan toan; va cac khang thé don
chudi.

Thuét ngit “phin gin két khang nguyén” hodc “manh gin két khang nguyén” cia
khéng thé, duoc sir dung trong ban mo ta nay, dugc st dung dé chi mot hodc nhidu manh
ctia khang thé ma giit dugc kha ning gin két dic hiéu v6i khang nguyén (vi du, TIGIT
ctia ngudi). Vi du v& cac manh gin két bao ham trong thut ngit “phin/méanh gan két
khang nguyén” ctiia khang thé bao gém (i) manh Fab - manh c6 héa tri mot chira céc mién
Vi, Vi, CL va CHI; (ii) manh F(ab")2 - manh c6 hoa tri hai bao gf”)m hai manh Fab duogc
lién két bang ciu nbi disulfua & ving ban 1&; (iii) manh Fd chira cac mién Vg va CHI;
(iv) méanh Fv chira cac mién V| va Vi ctia mot nhanh ctia khéng thé, va (v) manh dAb
(Ward ef al., (1989) Nature 341:544-546) chira mién Vy. Ving quyét dinh tinh bd tro
(complementarity determining region - CDR) phén lap, hodc t6 hop hai hodc nhiéu CDR
phan 1ap dugc nbi bing ciu nbi tbng hop, c6 thé bao gdm va mién gin két khang nguyén
ctia khang thé néu c6 thé gan két khang nguyén.

Chu trac cta khang thé don chudi ciing duoc bao gdm trong sang ché. Mic du hai
mién cia manh Fv, V| va Vg, duoc ma hoa bdi cac gen riéng &, ching co thé duoc ndi,
bang cach st dung cic phuong phép tai td hop, bang cdu ndi tdng hop ma cho phép

chung dugc tao ra dudi dang chudi protein don trong d6 cac ving Vi va Vy cdp doi dé
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tao ra phan tir c6 hda tri mot da biét 1a Fv don chudi (single chain Fv - scFv); xem, vi du
Bird ef al. (1988) Science 242:423-426; va Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 85:5879-5883). Cac khang thé don chudi nay ciing duge du dinh bao ham trong
thuat ngit “phan/manh gin két khang nguyén” ctia khang thé. Céc cAu truc nay va cc ciu
tric tiém ning khac duoc mo ta trong Chan & Carter (2010) Nat. Rev. Immunol. 10:301.
Céac manh khang thé nay dugc tao ra bang cac k¥ thuit thong thuong da biét dbi véi
ngudi o trinh do trung binh trong linh vuc nay, va cac manh nay dugc sang loc tinh hiru
ich theo cach gibéng nhu céc khang thé nguyén ven. Phan/manh gin két khang nguyén c6
thé dugc tao ra bang cac k¥ thuat ADN tai t6 hop, hodc bang cach phan cit bang enzym

hodc héa hoc céc globulin mién dich nguyén ven.

Trir khi ¢6 chi din khéc, tir “manh” dugc st dung kém theo khang thé, nhu trong
yéu ciu bao ho, dugc sir dung dé chi manh gin két khang nguyén ciia khang thé, sao cho
“khang thé hoac manh” c6 nghia giéng nhu “khéng thé hodc manh gin két khang nguyén
cia no.”

“Khéng thé dic hiéu kép” hoic “khang thé hai chtre” 1a khang thé lai nhan tao c6
hai cip chudi ning/chudi nhe khac nhau, din dén c6 hai vi tri gin két khang nguyén c6
tinh dic hiéu dbi voi cac khang nguyén khac nhau. Cac khing thé dac hiéu kép co thé
duoc tao ra bang nhiéu phuong phap bao gbém dung hop cac té bao lai hoic lién két cac
manh Fab'. Xem, vi du Songsivilai & Lachmann (1990) Clin. Exp. Immunol. 79:315;
Kostelny et al. (1992) J. Immunol. 148:1547.

Thuat ngit “khang thé don dong,” dugc st dung trong ban md ta ndy, dugc sir
dung dé chi khang thé ma biéu hién tinh dic hidu gin két don va 4i luc dbi véi epitop cu
thé hogic thanh phdn ctia khang thé trong do tit ca cac khang thé biéu hién tinh dic hiéu
gin két don va ai luc ddi véi epitop cu thé. Thong thuong, cac khang thé don dong niy s&
thu dugc tir don bao hoic axit nucleic ma hoa khang thé nay, va s& dugc nhan gibng ma
khong dua cac bién ddi trinh tu bat ky vao mot cach chi y. Do do, thuét ngit “khang thé
don dong cta ngudi” duoc sit dung dé chi khang thé don dong ma c6 céc ving bién ddi
va tlly ¥ cac ving hing dinh thu dugc tir trinh tu globulin mién dich dong mam cia
ngudi. Theo mot phuong an, khang thé don dong cia ngudi dugce tao ra bing té bao lai,
vi du dugce tao ra bing cach dung hop té bao B thu dugc tir dong vat khong phai 1a ngudi
chuyén gen hoic chuyén nhiém sic thé (vi du, chudt nhit chuyén gen c6 hé gen chira gen

chuyén chudi ning va gen chuyén chudi nhe ctia ngudi), voi t€ bao duge bat tir hoa.

-20-



31705

Thuét ngit “khang thé cta nguoi tai td hop”, duge sir dung trong ban md ta nay,
bao gém tht ca cac khang thé ctia ngudi ma duoc didu ché, dugc biéu hién, dugc tao ra
hodc duoc phan 1ap bang cach tai té hop, nhu (a) cac khang thé duoc phan lap tir dong
vét (vi du, chudt nhét) la chuyén gen hoéc chuyén nhim séc thé dbi véi cac gen globulin
mién dich cia ngudi hoic té bao lai dugce tao ra tir 6, (b) cac khang thé dugc phan lap tir
té bao vat chu dugc bién nap dé biéu hién khang thé nay, vi du tir té bao chuyén nap, (c)
cac khang thé dugc phan lap tir thy vién khang thé cua ngudi két hop tai td hop, va (d)
cac khang thé duoc diéu ché, duge biéu hién, dugc tao ra hoic dugc phan 14p béng cach
khac bét k¥ lién quan dén viéc ghép nbi céc trinh tu gen globulin mién dich ciia ngudi véi
c4c trinh tw ADN khéc. Cac khang thé ctia ngudi tai td hop nhu vay chita cic ving bién
dbi va cac ving hing dinh ma sir dung céc trinh tu globulin mién dich dong mam cuia
ngudi cu thé duge ma hoa béi cac gen dong mam, nhung bao gdm cac sip xép lai va cac
dot bién lién tiép xay ra, vi du trong qua trinh truéng thanh khéng thé. Nhu da biét trong
linh vuc nay (xem, vi du Lonberg (2005) Nature Biotech. 23(9):1117-1125), vung bién
ddi chira mién gin két khang nguyén, ma dugc ma héa béi cac gen khac nhau ma sap xép
lai dé tao ra khang thé diac hiéu dbi voi khang nguyén ngoai lai. Ngoai su sap xép lai,
ving bién dbi c6 thé con duoc cai bién bing nhiéu thay ddi axit amin don (dwgc goi la su
dot bién hodc siéu dot bién sinh dudng) dé 1am tang 4i luc ciia khang thé nay véi khang
nguyén ngoai lai. Ving hing dinh s& thay doi trong dép tmg tiép voi khang nguyén (tirc
1a, chuyén isotyp). Do d6, cac trinh tu axit nucleic dugc sép xép lai va dugc gay dot bién
sinh dudng ma ma hoa cac polypeptit globulin mién dich cta chudi nhe va chudi ning
trong dap tng voi khang nguyén cé thé khong gibng vé6i cac trinh tw dong mam ban dau,

nhung thay vao d6 s& gan gidng hodc twong tu (tic 13, c6 do dong nhét it nhét 12 80%).

“Khang thé ciia ngudi (HUMAD) dugc st dung dé chi khang thé c6 cac ving bién
déi trong d6 ca ving khung va ving CDR thu dugc tir trinh tu globulin mién dich dong
mam cia ngudi. Ngoai ra, néu khang thé nay chira ving hing dinh, thi ving hing dinh
ndy ciing thu dugce tir trinh tu globulin mién dich dong mam cia ngudi. Khang thé cia
ngudi theo sang ché co thé chira cac gbc axit amin khong duwgc ma hoa béi trinh tu
globulin mién dich dong mam ctia ngudi (vi dy, cac dot bién dugc dua vao bang cach gay
dot bién ngau nhién hodc dic hiéu vi tri in vitro hodc béng dot bién sinh dudng in vivo).
Tuy nhién, thuit ngit “khang thé cia ngudi”, dugc st dung trong ban mé ta ndy, khong

dugce du dinh bao gdém céc khang thé trong d6 céc trinh tu CDR c6 ngudn gdc tir dong
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mam cua mot loai dong vat c6 va khac, nhu chudt nhat, da dugc ghép trén céc trinh tu
khung cua nguoi. Cac thuat ngit khang thé “cia nguoi” va khang thé “hoan toan cua

nguoi” dugce st dung mot cach ddng nghia.

Khang thé “dugc lam gidng nhu ciia ngudi” dugc sir dung dé chi khang thé trong
d6 mot s6, hau hét hodc tAt ca cac axit amin bén ngoai mién CDR ciia khang thé khong
phai cua ngudi, vi du khang thé cua chudt nhit, dugc thay thé bang cac axit amin tuong
tmg thu dugc tir globulin mién dich ctia nguoi. Theo mot phuong &n vé dang dugc lam
giéng nhu clia nguoi cia khang thé, mot sb, hau hét hoic tAt ca cAc axit amin bén ngoai
mién CDR d4 duoc thay thé bang cic axit amin tir globulin mién dich ctia ngudi, con mot
s6, hdu hét hodc tit ca cac axit amin trong mot hodc nhidu ving CDR 1a khéng dbi. Cac
thém doan, mit doan, xen doan, thay thé hodc cai bién nhd cia cac axit amin la dugc
phép mién 1a chung khong 1am mét kha ning ctia khang thé gin két v6i khang nguyén cu
thé. Khang thé “duoc 1am gibng nhu clia ngudi” gitt duge tinh dic hiéu khang nguyén

tuong tu nhu tinh dic hiéu khang nguyén cia khang thé ban dau.

“Khang thé kham” duoc st dung dé chi khang thé trong do ving bién ddi c6
ngudn gbc tir mot loai va ving hang dinh c6 ngudn gbe tir mot loai khac, nhu khang thé
trong d6 ving bién dbi c6 ngudn gde tir khang thé cua chudt nhit va ving hang dinh c6
ngudn gdc tir khang thé cua ngudi. Khang thé “lai” dugc sir dung dé chi khang thé c6 cac
chudi ning va nhe thudc cac loai khac nhau, nhu chudi ning cia chudt nhit (bd me) va
chudi nhe duoc lam giéng nhu cia ngudi, hodc nguoc lai.

Khi dugc st dung trong ban mo ta nay, “isotyp” dugc sit dung dé chi nhém khang
thé (vi du, khang thé IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgM, IgAl, IgA2, IgD, va IgE) ma dugc
ma hoa boi cac gen ciia ving hang dinh ctia chudi ning.

“Alotyp” dugc sit dung dé chi cac bién thé c6 trong tu nhién trong mét nhém
isotyp cu thé, cac bién thé nay khac nhau & mdt hodc vai axit amin. Xem, vi du Jefferis et
al. (2009) mAbs 1:1.

Céc cum tir “khang thé nhan dién khang nguyén” va “khang thé dic higu db6i véi
khang nguyén” dugc st dung thay thé nhau trong ban md ta nay vé6i thuat ngit “khang thé
gan két dic biét voi khang nguyén.”

“Khang thé phan 1ap,” dugc st dung trong ban md ta nay, dé chi khang thé gén
nhu duge tach khoi cac khang thé khac c6 tinh dic hiéu khang nguyén khic (vi du, khang
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thé phan 1ap ma gin két dic hiéu v6i TIGIT gin nhu duge tich khoi cac khang thé ma
géin két dac hiu véi cac khang nguyén khong phai 1a TIGIT). Tuy nhién, khang thé phan
14p ma gin két dic hiéu véi epitop ctia TIGIT ciia ngudi c6 thé c¢6 kha ning phan tng

chéo vai cac protein TIGIT khéc tir cac loai khéc.

Khi dugc sir dung trong ban mo ta nay, khang thé ma “tc ché gan két cia PVR véi
TIGIT” dugce sir dung dé chi khang thé ma e ché gin két ctia PVR ciia nguoi véi TIGIT
cta ngudi voi EC50 khoang 1pg/mL hodc nho hon, nhu khoang 0,9ug/mL hodc nhé hon,
khoang 0,85pug/mL hodc nho hon, khoang 0,8ug/mL hodc nho hon, khoang 0,75pg/mL
hodc nh6é hon, khoang 0,7ug/ml hodc nhé hon, khoang 0,65pg/mL hodc nhé hon,
khoang 0,6pg/mL hodc nh6 hon, khoang 0,55pg/mL hodc nho hon, khoang 0,5pg/mL
hodc nho hon, khoang 0,45ug/mL hodc nhd hon, khoang 0,4pg/mL hodc nhé hon,
khoang 0,35pg/mL hodc nho hon, khoang 0,3pg/mL hodc nhd hon, khoang 0,25pg/mL
hodc nhé hon, khoang 0,2pug/mL hodc nho hon, khoang 0,15ug/mL hodc nhé hon, hodc
khoang 0,1pug/mL hodc nho hon, trong cac phuong phap dugc cong nhén trong linh vuc

nay, vi du trong thir nghiém gin két té bao trén co s& FACS.

“Chtrc ning hiéu tng,” c¢6 ngudn gdc tir su twong tic ciia ving Fc ciia khang thé
v6i céc thu thé Fe nhét dinh, bao gdm, nhung khong nhat thiét giéi han &, gin két Clq,
tinh doc t& bao phu thudc bd thé (complement dependent cytotoxicity - CDC), gin két thy
thé Fc, chirc ning hiéu tmg gian tiép qua FcyR nhu ADCC va sy thuc bao gidn tiép qua té
bao phu thudc khang thé (antibody dependent cell-mediated phagocytosis - ADCP), va
diéu chinh gidm thu thé bé mit té bao (vi du, thu thé té bao B; BCR). Cac chirc nang hi¢u
ung nay thuong yéu ciu ving Fc két hop voi mién gan két khang nguyén (vi du, mién
bién d6i ctia khang thé).

“Thy thé Fc” hoac “FcR” 1a thu thé ma gin két v6i ving Fc ctia globulin mién
dich. FcR ma gin két voi khang thé IgG bao gbém cac thu thé thudc ho FcyR, bao gdm
cac bién thé alen va cac dang dugc ghép theo cach khac cua cac thu thé nay. Ho FcyR
duoc cAu thanh tir ba thu thé hoat hoa (FeyRI, FeyRIIL va FeyRIV & chudt nhat; FcyRIA,
FcyRIIA, va FeyRIIIA & ngudi) va mot thu thé tc ché (FcyRIIb, hoic mdt cach tuong
duong 1a FcyRIIB). Cac dac tinh khac nhau ctia FeyR cia nguoi duoc téng két trong bang
1. Phin 16n céc loai té bao hiéu tng bim sinh ddng biéu hién mot hoic nhidu FeyR hoat
hoa va FeyRIIb tc ché, con té bao giét tu nhién (NK) biéu hién chon loc mot thu thé Fc
hoat héa (FeyRIII & chudt nhét va FeyRITIA & ngudi) nhung khong biéu hién FeyRIIb tic
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ché & chudt nhét va ngudi. [gG1 cta ngudi gin két voi hdu hét cac thu thé Fc ciia nguoi

va duogc coi la tuong duong véi IgG2a cua chudt vé céc loai thu thé Fc hoat hdéa ma n6

gan két voi.

Bang 1

Dic tinh cda FeyR cua nguoi

Bibn the Aii e d0i véi ] )
Fey alen IgG caa Sw wu tién isotyp Sw phéan bo trong te bao
ngwoi
R Bach cau don nhén, dai thuc
FeyRI K,hong . Cao (Kp ~10 IgG1=3>4>>2 bao, bach cu trung tinh dugc
duoc mo ta nM) YR N
hoat hoda, té bao dubi gai?
H131 Thap d‘en [gG1>3>2>4 Bach cau trung tinh, ‘E)ach cau
FoyRIIA trung binh d;m nhan, .dal t;hu‘c bao,A pach
R131 Thép [gG1>3>452 cau ua eosin, té E)ao dudi gai,
tieu cau
V158 Trung binh IgG1=3>>4>2 Té bao NK, bach cau don
nhén, dai thuc bao, dudng
FeyRIIA F158 Thép IgG1=3>>4>2 | bao, bach ciu ua eosin, té bao
duoi gai?
1232 Thap 1gG1=3=4>2 Te bao B, bach,céu don nhéan,
FcyRIIb T232 Th fip IgG1=3=4>2 dai thuc lziao: te bz}o duoi gai,
udng bao

“Vang Fc¢” (ving ¢6 kha nang két tinh clia manh) hoic “mién Fc¢” hodc “Fc” dugc
sir dung dé chi viing dAu tan cing C cia chudi ning cla khing thé ma didu phdi gin két
cua globulin mién dich véi cac md hoic cac yéu t6 cta vat chu, bao gém viéc gén két voi
céc thu thé Fc nim trén cac té bao khac nhau ctia hé mién dich (vi du, té bao hiéu ung)
hoic véi thanh phz“m thtr nhét (Clq) cua h¢ théng bd thé kinh dién. Do do, vung Fc bao
gdm ving hing dinh cta khang thé ngoai trir mién globulin mién dich cia ving hing
dinh tht nhét (vi du, CH1 hoic CL). Trong cic isotyp ciia khang thé IgG, IgA va IgD,
ving Fc chita cac mién 6n dinh Cy, va Cys trong mdi hai chudi ning cua khéng thé; cac
ving Fc cia IgM va IgE chira ba mién 6n dinh ctia chudi ning (cac mién Cy 2-4) trong
mbi chudi polypeptit. i vé6i IgG, ving Fe chira cac mién globulin mién dich Cy2 va
Cy3 va ban 1& gitra Cyl va Cy2. Mic du ranh gi6i cia ving Fc cia chudi ning cua
globulin mién dich c6 thé thay ddi, ving Fc ciia chudi ning cia IgG cla nguoi thudng
duoc xac dinh 1a kéo dai tur géc axit amin & vi tri C226 hodc P230 (hoac axit amin gilta
hai axit amin ndy) dén diu tin cling carboxy ctia chudi ning, trong 6 danh s6 1a theo chi
sé6 EU nhu trong Kabat. Kabat et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological
Interest, National Institutes of Health, Bethesda, MD; ciing xem cac FIG.3¢c-3f cua cong
bd don yéu cau clp patent M§ s6 2008/0248028. Mién Cyp, ciia ving Fc IgG clia ngudi
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mo rong tir axit amin 231 dén axit amin 340, con mién Cy; nam phia bén dau tan cing C
ctia mién Cyp trong vung Fc, tc 1a n6 mé rong tir axit amin 341 dén axit amin 447 cua
IgG (ké ca lysin dau tan cing C). Khi dugc sir dung trong ban md ta nay, ving Fc ¢o thé
1a Fc trinh tu nguyén thé, k& ca bién thé alotyp bat ky, hoic Fc bién thé (vi du, Fc khong
c6 trong ty nhién). Fc cling co thé chi ving nay trong qué trinh phan l4p hodc trong
trudng hop polypeptit protein chira Fc nhu “protein gin két chira ving Fc,” cling dugc

goi 1a “protein dung hgp Fc” (vi du, khang thé hoic chit bam dinh mién dich).

Trir khi ¢6 chi din khéc, hodc 16 rang trong ngit canh, viéc danh s6 gbc axit amin
trong vung Fc cua khang thé 1a theo quy uéc danh s6 EU, ngoai trir khi chi cu thé cac gbc
trong trinh tu trong phin Danh muc trinh tu, trong trudng hop ndy, viéc danh s6 nhat
thiét phai lién tiép. Vi du, cac tai liéu tham khao chuyén nganh vé tac dung clia cac thay
thé axit amin trong ving Fc thudng s& st dung viéc danh s6 theo EU, ma cho phép viéc
dé cap dén gbc da dinh bét ky trong ving Fc cia khing thé boi cing mot s6 khong phu
thudc vao chidu dai ciia mién bién ddi ma n6 dugc gin vao. Trong céc trudng hop hiém
c6, ¢ thé can phai dé cap dén tai liéu duoc vién din dé xac nhan gbc Fe chinh xac duge

de cap.

“Ving Fc trinh tr nguyén thé” hodc “Fe trinh tu nguyén thé” bao gbm trinh tur axit
amin dong nhét véi trinh tr axit amin cua ving Fc duge tim thdy trong tu nhién. Cac
vung Fc cia nguoi trinh tw nguyén thé bao gdm ving Fc IgG1 ctia nguoi trinh tu nguyén
thé; ving Fc IgG2 clia ngudi trinh tu nguyén thé; ving Fc IgG3 clia nguoi trinh tu
nguyén thé; va ving Fc IgG4 clia ngudi trinh tu nguyén thé ciing nhu cac bién thé c6
trong tu nhién cda ching. Fc trinh tu nguyén thé bao gdm céc alotyp khac nhau cta F.

Xem, vi du Jefferis et al. (2009) mAbs 1:1.

Thudt ngit “epitop” hodc “quyét dinh khang nguyén” dugc st dung dé chi vi tri
trén khang nguyén (vi du, TIGIT) ma globulin mién dich hodc khang thé gin két dac hiéu
vao. Cac epitop trong cac khiang nguyén protein co thé dugc tao ra ca tir cc axit amin
lidn k& (thuong 1a epitop dang thing) hoic cac axit amin khong lién ké duoc dit canh
nhau nh& gip cudn bac ba ciia protein (thudng 1a epitop cAu hinh riéng). Céc epitop dugc
tao ra tr cac axit amin lién ké thudong, nhung khong phai ludn ludn, dugc gitt dugc khi
tiép xtc v6i cac dung moi bién tinh, con cac epitop dugc tao ra bang cach gip cudn bac
ba thudong bi mat khi xir Iy bang cac dung moi bién tinh. Epitop thudng chira it nhét 3, 4,
5.6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14 hodc 15 axit amin trong c4u hinh khong gian duy nhat.
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Thuét ngit “l4p ban do epitop” dugc sir dung dé chi qu4 trinh x4c dinh cac yéu tb
quyét dinh cta phén tir trén khang nguyén lién quan dén viéc nhén dién khang thé-khang
nguyén. Cac phuong phap xéac dinh epitop dugc lién két bsi khang thé di dinh 13 da biét
trong linh vuc nay va bao gém, vi du tht nghiém thdm tach mién dich va két tia mién
dich, trong d6 cac peptit chdng chéo hoic lién ké tir (vi du, tir TIGIT) dugc thir nghiém
vé kha niing phan tng v6i khang thé da dinh (vi du, khang thé khang TIGIT); tinh thé hoc
tia X; cong hudng tir hat nhan 2 chiéu; hién thi trén nAm men (xem vi du 4 trong bdn md
ta nay); va HDX-MS (xem, vi du Epitope Mapping Protocols in Methods in Molecular
Biology, Vol. 66, G. E. Morris, Ed. (1996)).

Thuét ngit “gin két v6i cung epitop™ lién quan dén hai hodc nhiéu khang thé co
nghia 1a cac khang thé nay gin két véi cling doan ctia cac gbc axit amin, khi dugc xac
dinh bang phuong phap da dinh. Cac k¥ thuat dé xac dinh xem céc khang thé c6 gin két
véi “cung epitop trén TIGIT” v6i cac khang thé duoc mo ta trong ban mo ta nay hay
khong bao gém, vi du cac phuong phap lap ban dd epitop, nhu, phan tich bang tia x céc
tinh thé cua phtrc hop khang nguyén:khang thé, ma cung cAp do phén giai nguyén tir cia
epitop, va khdi phd trao d6i hydro/doteri (HDX-MS). Céc phuong phap khac giam sat
gin két ciia khang thé véi cac manh khang nguyén (vi dy, cdc ménh phén giai protein)
hodc vdi cac bién ddi duge gdy dot bién ctia khang nguyén trong d6 mét su gin két do cai
bién cua gbe axit amin trong trinh trr clia khang nguyén thudng duge coi 1a thong tin biéu
thi thanh phin epitop, nhu sy giy dot bién quét alanin (Cunningham & Wells (1985)
Science 244:1081) hodc hién thi trén nim men cla céac bién thé trinh tu dich dot bién
(xem vi du 4 trong ban mo ta nay). Ngoai ra, cdc phuong phap t6 hop bang may tinh dé
1ap ban dd epitop ciing c6 thé duoc sir dung. Cac phuong phap nay dua vao kha ning cla
khang thé cin quan tim dé tach bang i luc cac peptit ngén cu thé tir thu vién peptit hién
thi thé thuc khudn t6 hop. Cac khang thé c¢6 VH va VL gidng nhau hoic lién quan gén

hodc céac trinh tr CDR giéng nhau duoc ky vong la gin két v6i cliing epitop.

Céc khang thé ma “canh tranh v6i mét khang thé khac dé gin két vai dich” chi cac
khang thé ma trc ché (mdt phan hozc hoan toan) gin két cua khang thé khac véi dich. Du
hai khang thé c6 canh tranh v6i nhau dé gin két voi dich hay khong, tirc 1a di va dén
mirc d6 nao mot khang thé we ché su gin két ciia khang thé kia vé6i dich hay khong, c6
thé dugc xac dinh bz‘ing cach sir dung cac tht nghi€ém canh tranh da biét. Theo cac

phuong an nhét dinh, khéng thé canh tranh v6i, va trc ché gén két ciia mot khang thé khac
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v6i dich xubng it nhit 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% hodc 100%.
Mirc d0 urc ché hodc canh tranh ¢6 thé khac nhau tuy thudc vao khang thé nao 1a “khang
thé phong bé” (tirc 1a khang thé lanh ma dugc @ trudce tién véi dich). Céc thir nghiém
canh tranh co thé duogc tién hanh nhu duoc md ta, vi du trong Ed Harlow and David
Lane, Cold Spring Harb. Protoc.; 2006; doi:10.1101/pdb.prot4277 hoac trong chuong 11
cta “Using Antibodies” cia Ed Harlow and David Lane, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY, USA 1999. Céac khang thé canh tranh gin két véi cung
epitop, epitop chdng chéo hodc vdi cac epitop lién k& (vi du, nhu dugc chimg minh béi

su can trd khong gian).

Céc thir nghiém gan két canh tranh khac bao gdm: thir nghiém mién dich phong xa
(radioimmunoassay - RIA) truc tiép hodc gian tiép pha rin, thir nghiém mién dich enzym
(enzyme immunoassay - EIA) truc tiép hozc gidn tiép pha ran, thir nghiém canh tranh kep
(xem Stahli et al. (1983) Methods in Enzymology 9:242); EIA biotin-avidin truc tiép pha
rén (xem Kirkland et al. (1986) J. Immunol. 137:3614); thir nghiém danh diu truc tiép
pha rin, thr nghiém kep danh ddu truc tiép pha rin (xvem Harlow and Lane (1988),
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press); RIA danh déu truc tiép
pha rén bang cach sir dung chit danh du I-125 (xem Morel et al. (1988) Mol. Immunol.
25(1):7); EIA biotin-avidin truc tiép pha rén (Cheung et al. (1990) Virology 176:546); va
RIA déanh d4u truc tiép. (Moldenhauer et al. (1990) Scand. J. Immunol. 32:77).

99 <¢

Khi dugc st dung trong ban mo ta nay, cac thuat ngix “gén két dic hiéu, gén két
chon loc,” “ga"m két mot cach chon loc,” va “gén két mot cach dic hiéu,” chi khang thé
gin két vé6i epitop trén khang nguyén dinh truéc nhung khong véi cac khang nguyén
khéc. Thong thuong, khang thé (i) gén két voi hing s6 phan ly can bang (KD) xép xi nhé
hon 107 M, nhu x4p xi nhé hon 10 ®* M, 10 M hozc 10"° M hogc nhé hon nita khi dugce
xac dinh bang, vi du cong nghé cong hudng plasmon bé mit (surface plasmon resonance
- SPR) trong thiét bj cong huéng plasmon bé mit BIACORE® 2000 bang cach st dung
khang nguyén dinh trudc, vi du TIGIT cua nguoi tai t6 hop, 1am chét phan tich va khang
thé 1am phdi tir, hodc phan tich Scatchard gin két ciia khang thé nay véi cac té bao duong
tinh véi khang nguyén, va (ii) gan két v6i khang nguyén dinh trudc véi 4i luc ma 16n hon
it nhét hai 1an ai luc cia né ddi v6i gin két véi khang nguyén khong dic hiéu (vi du,
BSA, casein) khong phai 1a khang nguyén dinh truéc hodc khang nguyén co6 li€n quan

gn. Do d6, khang thé ma “gan két dic hiéu véi TIGIT cia ngudi” duoc st dung dé chi
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khéng thé ma gén két v6i TIGIT ciia ngudi hoa tan hoic gén véi té bao vai Kp 1a 107 M
hoic nhé hon, nhu x4p xi nhd hon 10 * M, 10 M hodc 10™° M hodc nho hon nita. Khang
thé ma “phan tng chéo v6i TIGIT ctia khi cynomolgus” dugc st dung dé chi khang thé
ma gin két voi TIGIT ciia khi cynomolgus véi Kp 1a 10”7 M hodc nhé hon, nhu xap xi
nho hon 10 M, 10° M hoidc 107" M hozc nho hon nita.

Thuét ngit “k,eoc” hodce “k,”, dugc st dung trong ban mo ta nay, dugc str dung dé
chi hing s6 téc do lién két ciia twong tac khang nguyén-khang thé cu thé, con thuat ngir
“kgis” hodc “kg,” dugce st dung trong ban mo ta nay, duoc sur dung dé chi hﬁng s6 tbc do
phan ly cta twong tac khang nguyén-khang thé cu thé. Thuit ngit “Kp,” duoc st dung
trong ban mo ta nay, chi hing s6 phan ly cén bang, dugc tinh bang ty 1& cia kg va k, (trc
14 ky/k,) va dugc thé hién dudi dang ndng dd mol (M). Cac gia tri Kp cta khang thé c6
thé duge xac dinh bing cac phuong phap da biét trong linh vuc nay. Cc phuong phap
dugc vu tién dé xac dinh Kp cua khang thé bao gdm phan tich do giao thoa 16p sinh hoc
(biolayer interferometry - BLI), t&t hon 14 bang cach sir dung thiét bi Fortebio Octet
RED, cong hudng plasmon bé mit, tot hon 13 bang cach sir dung hé thng cam bién sinh
hoc nhu hé théng cong hudng plasmon bé mat BIACORE® (xem, vi du Vi du 2), hoac

mién dich dong té bao va phan tich Scatchard.

Khi duogc sir dung trong ban mo ta nay, thuat ngt “ai luc cao” dbi voi khang thé
IgG dugc st dung dé chi khang thé ¢6 Kpp 1410 M hogc nho hon, tét hon 13 10 M hogc
nhé hon va tdt hon nita 1a 107 M hozc nhé hon dbi vé6i khang nguyén dich. Tuy nhién,
viéc gén két “ai luc cao” co thé thay d6i ddi voi cac isotyp khang thé khac. Vi du, gin két
“4i lyc cao” dbi véi isotyp IgM chi khang thé c6 Kp 12 107 M hogc nho hon, tot hon 1a
10™® M hodc nhé hon.

Thuat ngit “EC50” trong truong hop thir nghiém in vitro hodc in vivo st dung
khéang thé hodc manh gin két khang nguyén cta nd, dugce st dung dé chi ndéng d6 cla
khang thé hoic manh gin két khang nguyén ctia né ma gay ra dap tmg bang 50% dép tmg

16n nhét, tirc 1a nira chimg gitra dap tng 16n nhét va dudong nén.

Thuét ngit “gén két v6i TIGIT dugc giit ¢b dinh” duge st dung dé chi kha ning
ctia khang thé duoc mo ta trong ban md ta nay gin két véi TIGIT, vi du duge biéu hién

trén bé mit cua té bao hodc dugc gan véi chat mang ran.
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Thuét ngir “phan tng chéo,” dugc st dung trong ban md ta nay, chi kha nang cua
khang thé duoc mb ta trong ban md ta nay gan két v6i TIGIT tir loai khac. Vi dy, khang
thé dugc mo ta trong ban md ta ndy ma gan két v6i TIGIT cta ngudi ciing c6 thé gin két
v6i TIGIT tir mot loai khac (vi du, TIGIT cia khi cynomolgus). Khi dugce str dung trong
ban md ta ndy, kha ning phan ung chéo c6 thé duge do bang cach phat hién kha ning
phan ung dic hiéu voi khang nguyén da duoc lam sach trong thtr nghiém gin két (vi du,
SPR, ELISA) hodac gén két véi, hodc néu khoéng tuong tac vé mat chirc ndng vdi, cac té
bao biéu hién TIGIT v& mat sinh Iy hoc. Cac phuong phap xac dinh kha ning phan mg
chéo bao gdm cac thir nghiém gin két chuin nhu dugc mo ta trong ban mé ta nay, vi du
bing phén tich cong huong plasmon bé mat (SPR) BIACORE® st dung thiét bi
BIACORE® 2000 SPR (Biacore AB, Uppsala, Thuy Pién), hodc k¥ thuat mién dich dong
té bao.

Thuét ngir “céd trong ty nhién” duge st dung trong ban mo ta nay khi dugc ap
dung cho dbi twong duoc st dung dé chi thuc té 1a dbi twong nay co thé duoc tim thiy
trong tu nhién. Vi du, trinh ty polypeptit hodc polynucleotit ma c6 mit trong sinh vét (ké
ca virut) ma c6 thé duoc phéan l4p tir ngudn trong tu nhién va chwa dugc cai bién mot

cach chi y bdi con nguoi trong phong thi nghiém 1a c6 trong tu nhién.

“Polypeptit” dugc sir dung dé chi chudi chira it nhét hai gbc axit amin dugc lién
két lién tiép, ma khong c6 gi6i han trén vé chidu dai cia chudi nay. Mot hodc nhiéu gdc
axit amin trong protein nay co thé chira cai bién nhu, nhung khéng chi giéi han &, su
glycosyl hoa, su phosphoryl hoa hodc li€n két disulfua. “Protein” c¢6 thé bao gém mot

hodc nhidu polypeptit.

Thuét ngir “phén tr axit nucleic,” dugc sir dung trong ban mo ta nay, duoc du dinh
bao gdm cac phan tir ADN va cac phan t&r ARN. Phan tir axit nucleic c6 thé c6 soi don

hoic soi kép, va c6 thé 1a cADN (ADN bb trg).

Ciing duoc dé xudt 1a “cac cai bién trinh tu bao toan” dbi véi trinh tu khang thé
dugc dé xuét trong ban md ta ndy, fizc la, cAc cai bién trinh tu nucleotit va axit amin ma
khong 1am mét gin két cua khang thé duoc ma hoa béi trinh tu nucleotit nay hoidc chira
trinh ty axit amin nay, v6i khang nguyén. Vi du, cac cai bién c6 thé dugc dua vao bang
cac k§ thuat chuin da biét trong linh vuc ndy, nhu gay dot bién dinh hudéng vi tri va gay

dot bién gian tiép qua PCR. Céc céi bién trinh tu bao toan bao gdm cac thay thé axit amin
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bao toan, trong d6 gdc axit amin dugc thay thé bang gdc axit amin c6 mach bén twong tu.
Ho cac géc axit amin c6 mach bén twong tu da dugc xac dinh trong linh vuc nay. Cac ho
nay bao gdm cac axit amin ¢6 mach bén bazo (vi duy, lysin, arginin, histidin), mach bén
axit (vi du, axit aspartic, axit glutamic), mach bén phan cuc khong tich dién (vi du,
glyxin, asparagin, glutamin, serin, threonin, tyrosin, xystein, tryptophan), mach bén
khong phan cuc (vi dy, alanin, valin, leuxin, isoleuxin, prolin, phenylalanin, metionin),
mach bén phin nhanh beta (vi dy, threonin, valin, isoleuxin) va mach bén thom (vi du,
tyrosin, phenylalanin, tryptophan, histidin). Do do, gbc axit amin khong thiét yéu dugc
du doan trong khang thé khang TIGIT t6t hon 1a dugc thay thé bang mét gbc axit amin
khéc tir cing ho mach bén. Cac phuong phap nhén dién nucleotit va cac thay thé bao toan
axit amin ma khong 1am mét sy gin két khang nguyén la da biét trong linh vuc nay. Xem,
vi du Brummell et al., Biochem. 32:1180-1187 (1993); Kobayashi ef al. Protein Eng.
12(10):879-884 (1999); va Burks et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:412-417 (1997)).

Theo cach khac, theo mdt phuong an khac, cac dot bién ¢6 thé dugc dua vao mot
cach ngiu nhién doc theo tit ca hodc mot phén cia trinh twr ma hoa khéang thé khéang
TIGIT, nhu bing cach gdy dot bién bdo hoa, va cac khang thé khang TIGIT cai bién thu

duoc co thé duoc sang loc vé hoat tinh gén két cai thién.

Déi véi cac axit nucleic, thuat ngir “do tuong dong dang ké&” cho thdy rang hai axit
nucleic, hodc céc trinh ty dugce chi dinh ctia ching, khi dugce bat cap mdt cach toi ru va
duoc so sanh, 1a giéng nhau, vdi su xen doan hoac mét doan nucleotit thich hgp, trong it
nhét khoang 80% cac nucleotit, thuong 1a it nhit khoang 90% dén 95%, va t6t hon nita 1a
it nhit khoang 98% dén 99,5% cac nucleotit. Theo cach khac, do twong ddng dang ké t6n

tai khi cdc doan nay sé& lai trong cac diéu kién lai chon loc, v6i phan bo sung cua soi.

Dbi v6i cac polypeptit, thust ngit “dd twong dbng dang k& cho thiy ring hai
polypeptit, hodc céac trinh tu dugc chi dinh cta ching, khi dugc bat cap mot cach t8i wu
va duoc so sanh, 1a giéng nhau, voi su xen doan hoac mét doan axit amin thich hop, trong
it nhat khoang 80% cac axit amin, thuong 14 it nhét khoang 90% dén 95%, va tdt hon nita
1 it nhét khoang 98% dén 99,5% cac axit amin.

Phin trim d6ng nhét giita hai trinh trr 13 ham cda s6 luong vi tri giéng nhau dugc
chia sé béi céc trinh tu nay khi cac trinh tu nay dugc bét cip mot cach 61 wru (tire 12 % do

twong ddng = # vi tri giéng nhau/téng # vi tri x 100), vi su bit cip t6i vu dugc xac dinh
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c6 tinh dén sé luong khoang tréng, va chiéu dai cia mdi khoang trbng, ma can phai duoc
dua vao dé bat cap tdi wu hai trinh tu. Su so sanh céc trinh tu va xac dinh phén tram déng
nhét gitra hai trinh tu c6 thé dugc thuc hién béng cach sir dung thudt toan toan hoc, nhu

duge mo ta trong cac vi du khong giéi han pham vi sang ché duéi day.

Phan trim ddng nhit giita hai trinh tu nucleotit c6 thé dugc xac dinh bang cach sir
dung chuong trinh GAP trong goéi phin mém GCG, bang cach s dung ma trin
NWSgapdna.CMP va khéi lugng khoéang tréng 1a 40, 50, 60, 70, hoic 80 va khdi lugng
chidu dai cta 1, 2, 3, 4, 5, hodc 6. Phan tram déng nhét gitta hai trinh tu nucleotit hodc
axit amin ciing c6 thé dugc xac dinh bang cach sir dung thuit toan ctia E. Meyers va W.
Miller (CABIOS, 4:11-17 (1989)) ma dugc két hgp vao trong chuong trinh ALIGN
(phién ban 2.0), bing cach sir dung bang gbc khéi lugng PAM120, diém phat chiéu dai
khoang tréng 1a 12 va diém phat khoang trbng 1a 4. Ngoai ra, phan trim ddng nhét giira
hai trinh tu axit amin c6 thé dugc xac dinh bﬁng cach str dung thuat toan Needleman and
Wunsch (J. Mol. Biol. (48):444-453 (1970)) ma dugc két hop vao trong chwong trinh
GAP trong goi phan mém GCG, bang cach st dung ma tran Blossum 62 hodc ma tran
PAM250, va khéi lugng khoang tréng 1a 16, 14, 12, 10, 8, 6, hodc 4 va khdi lugng chiéu
dailal,2,3,4,5, hoac 6.

Céc trinh tu axit nucleic va protein dugc mo ta trong bdn mo ta nay co thé con
duoc st dung lam “trinh tu truy v&n” d& thuc hién tim kiém d6i vdi co sé dit liéu cong bd
dé, vi du nhan dién cac trinh tu lién quan. C4c tim kiém nay c6 thé duoc thuc hién bang
cach st dung chuong trinh NBLAST va XBLAST (phién ban 2.0) ctia Altschul ef al.
(1990) J. Mol. Biol. 215:403-10. Tim kiém nucleotit BLAST c6 thé dugc thyuc hién bing
chuong trinh NBLAST, diém = 100, d6 dai tir = 12 dé thu dugc céc trinh tu nucleotit
trong dong véi cac phan tir axit nucleic duge mo ta trong ban mo ta nay. Tim kiém
protein BLAST co thé dugc thuc hién béng chuong trinh XBLAST, diém = 50, d6 dai tir
= 3 dé thu dugc cac trinh tu axit amin twong ddng véi cac phan tir protein dugc mo ta
trong ban mé ta nay. Pé thu dugc su bit cip c6 khoang trbng nham muc dich so sanh,
Gapped BLAST c¢6 thé duoc sir dung nhu durge mo ta trong Altschul et al. (1997) Nucleic
Acids Res. 25(17):3389-3402. Khi s dung cac chuong trinh BLAST and Gapped
BLAST, cac thong sé mic dinh cia cic chuong trinh twong ung (vi dy, XBLAST va
NBLAST) c6 thé dugc st dung.
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Céc axit nucleic nay c6 thé c6 mit trong cac t& bao nguyén ven, trong dich tan té
bao, hodc & dang dugc lam sach mdt ph?ln hodc gén nhu tinh khiét. Axit nucleic 1a “dugc
phén 1ap” hodc “duoc lam gﬁn nhu tinh khiét” khi duoc 1am sach khoi cac thanh phén té
bao khéc hodc cac tap chit khac, vi du cac axit nucleic khac ctia té bao (vi du, cac ph.':in
khac ctia nhiém sic thé) hodc protein, bang cac k§ thuat chuén, bao gém xir Iy kiém/SDS,
tao dai CsCl, sic ky cot, dién di trén gel agaroza va cac k¥ thuat khac da biét trong linh
vuc nay. Xem, F. Ausubel, ef al., ed. Current Protocols in Molecular Biology, Greene

Publishing and Wiley Interscience, New York (1987).

Thuit ngt “vecto,” dugc sir dung trong ban mo ta ndy, dugc du dinh dé chi phan
ttr axit nucleic c6 kha niang vin chuyén mat axit nucleic khac ma né duoc lién két voi.
Mot kiéu vecto 1a “plasmit”, duoc st dung dé chi vong ADN sgi kép ma doan ADN bd
sung c6 thé dugce ndi vao. Mot kiéu vecto khac 1a vecto virut, trong d6 doan ADN bd
sung co thé duoc ndi vao trong h¢ gen cua virut. Cic vecto nhét dinh c6 kha nang tu sao
chép trong té bao vat chit ma chung duoc dua vao (vi du, vecto vi khudn c6 ngudn gbe
sao chép vi khuan va vecto dong vat c6 via episom). Céc vecto khac (vi du, vecto dong
vét c6 v khong episom) c6 thé duge hop nhét vio trong hé gen cua té bao vat chu qua
viéc dua vao trong té bao vat chi, va nho d6 dugc sao chép theo hé gen cua vt chu.
Ngoai ra, cac vecto nhét dinh c6 kha ning huéng sy biéu hién cia gen lam chung dugc
lién két c6 diéu khién. Trong ban mo ta nay, cac vecto nay duogc goi la “vecto biéu hién
tai tb hop” (hodc don gian la “vecto biéu hi€n’). Noi chung, vecto biéu hién st dung
trong k§ thuat ADN tai td hop thudng & dang plasmit. Trong ban md t& nay, “plasmit” va
“vecto” c6 thé duogc sir dung thay thé nhau do plasmit 1a dang vecto dugc st dung phd
bién nhét. Tuy nhién, sang ché ciing bao gdm cac dang khac cia vecto biéu hién, nhu cac
vecto virut (vi du, céc retrovirut khiém khuyét su sao chép, adenovirut va cac virut dugc

lién két adeno), ma c6 chirc ning twong dwong.

Thuat ngtr “t& bao vat cha tai td hop” (hodc mot cach don gian “t& bao vat chu”),
dugc st dung trong ban mo ta nay, du dinh dé chi té bao ma chira axit nucleic khong co
mit ty nhién trong té bao nay, va co thé 1a té bao ma vecto biéu hién tai td hop da dugc
dua vao. Can phai hiéu rang cac thuat ngit nay dugc du dinh khong nhitng chi té bao ddi
tuong cu thé ma con chi con chéau cua té bao do. Do céc cai bién nhat dinh co6 thé x4y ra

trong cac thé hé ké tiép do dot bién hodc anh hudng moi trudng, con chau nay c6 thé, trén
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thue té, khong gidng véi té bao bd me, nhung van dugce bao gbm trong pham vi ciia thuat

ngit “t€ bao vat chi” nhu dugc st dung trong ban md ta nay.

“Pap trng mién dich” dugc sir dung dé chi dap tng sinh hoc & dong vat c6 xwong
sbéng chdng lai cac chit ngoai lai, dap ting nay bao vé sinh vat chéng lai cac chat nay va
cac bénh do chung giy ra. Pap tmg mién dich c6 nguyén nhan tir tic dong cla té bao cua
hé mién dich (vi du, té bao limphd T, té bao limphé B, té bao giét ty nhién (NK), dai thuc
bao, bach ciu ua eosin, dudng bao, té bao dudi gai hodc bach cau trung tinh) va cac dai
phén tir hoa tan dugc sinh ra béi té bao bit ky trong sb cac té bao nay hodc gan (bao gdm
khang thé, xytokin, va bd thé) ma giy ra su huéng dich chon loc, gin két vai, lam hay
hoai, su pha hiy cua, va/hodc lam mét khoi co thé cia dong vat c6 xuong séng cuia tac
nhan gy bénh x4m nhép, cac té bao hoic cac mo bi nhiém tac nhan gy bénh, cac té bao
ung thu hoic cac té bao bit thuong khac, hoic, trong céc truong hop tinh tu mién dich
hodc ching viém bénh 1y, cac t bao hodc cac mo binh thudng ciia ngudi. Phan ing mién
dich bao gém, vi du su hoat hoa hodc trc ché t& bao T, vi du té bao T hiéu img hoac té bao
Th, nhu té bao T CD8" hodc CD4, hoic su tc ché hoic lam suy kiét té bao Tree. Cac té
bao “hiéu tng T (“Te”) dugc sit dung dé chi cac t& bao T (vi dy, té bao T CD4" va
CD8") ¢6 hoat tinh tiéu té bao ciing nhu cac té bao T hd trg (Th), ma tiét cac xytokin va
hoat hoa va dinh hudng cac té bao mién dich khac, nhung khong bao gbdm céac té bao T

diéu hoa (t& bao Tre)-

Khi dugc sir dung trong ban mo ta nay, thuat ngit “dap Gng qua trung gian té bao
T” duge st dung d& chi dap Gmg gian tiép bai té bao T, bao gdm té bao T hiéu tng (vi dy,
céc té bao CD8") va t& bao T hd trg (vi du, té bao CD4"). Cac dép {mg qua trung gian té

bao T bao gdm, vi du tinh doc té bao va su ting sinh cla té bao T.

Khi dugc st dung trong ban mo ta nay, thuat nglt “dap Ung cia té bao limpho T
gy doc té bao (cytotoxic T lymphocyte - CTL)” dugc st dung dé chi dap ung mién dich
gdy ra boi té bao T doc. Pap tmg CTL chu yéu 1a gian tiép qua céc té bao T CDS".

“Chat diéu bién mién dich” hoac “chat diéu hoa mién dich” dwoc st dung d¢ chi
chat, vi du thanh phan cta qua trinh truyén tin hi¢u, ma c6 thé lién quan dén viéc diéu
bién, diéu hoa, hodc bién doi dap tng mién dich. Viéc “dicu bien,” “diéu hoa,” hodc
“bi€n doi” dap tng mién dich duogc sir dung dé chi su bién doi bat ky trong t€ bao cua hé

mién dich hoic trong hoat tinh cua té bao nay (vi du, té bao T hiéu ing). Su diéu bién nay
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bao g@)m su kich thich hodc su rc ché hé mién dich, ma co thé dugc biéu hién boi su tang
hodc giam ) lugng cac loai té bao khac nhau, su tang hoac gidm hoat tinh cua cac té bao
nay, hodc cac thay ddi bét ky khac co thé xay ra trong hé mién dich. Ca hai chit diéu bién
mién dich uc ché va kich thich da dugc nhan dién, mot sb trong chiing co thé ¢ chirc
nang dugc ting cudng trong vi moi trudng khéi u. Theo cac phuong 4n wu tién, chét diéu
bién mién dich ndm trén bé mit cua té bao T. “Pich didu bién mién dich” hoic “dich diéu
hoa mién dich” 1a chét diéu bién mién dich ma dugc huéng dich dé gan két bai, va hoat
tinh ctia ching duoc bién dbi boi su gin két cua, chét, tic nhan, gbc, hop chét hoic phan
ttr. Cac dich diéu bién mién dich bao gém, vi du céc thu thé trén bé mit cia té bao (“cac

thy thé diéu bién mién dich™) va cac phéi tir thu thé (“phbi tir diéu bién mién dich™).

“Phép tri liéu mién dich” dugc sir dung dé chi viée diéu tri dbi twong bi, hodc c6
nguy co nhiém hoic chiu su tai phat cua, bénh bing phuong phap bao gdm gy ra, ting

cudng, irc ché hodc néu khong bién doi dap ing mien dich.

“Phép tri liéu kich thich mién dich” ho#c “phép tri liéu kich thich sinh mién dich”
dugc st dung dé chi phép tri liéu ma din dén ting (gdy ra hodc ting cudng) dap tng
mién dich & déi tugng dé, vi du diéu tri ung thu.

“Lam ting kha ning dap tng mién dich ndi sinh” c6 nghia 1a viéc lam tang hiéu
qua hoac hi¢u luc cia dap ung mién dich hién c6 & dbi tuong. Su ting vé hiéu qua va
hiéu luc nay c6 thé dat dugc, vi du bang cach khéc phuc cac co ché ma han ché dap ung
mién dich ndi sinh cta vat chi hoic bang cach kich thich cic co ché ma tang cudong dap

ung mién dich ndi sinh cta vét chu.

Khi duoc st dung trong ban mod ta nay, thudt ngit “dugc lién két” chi mbi lién
quan cua hai hodc nhiéu phan tir. Su lién két nay c6 thé 1a dong hoa tri hoic khong dong
héa tri. Su lién két nay ciing c6 thé 1a di truyén (tirc 1a dugc dung hop ti td hop). Céc
lién két nhu vay co thé dat dugc br?lng cach str dung nhiéu k¥ thuat dd dugc cong nhin

trong linh virc nay, nhu tiép hgp héa hoc va san xuét protein tai t6 hop.

Khi dugce sir dung trong ban mé ta nay, “viéc dung” chi viéc dua vat ly ché phdm
chira dugc chét vao dbi tuong, bang cach sir dung bat k¥ cac phuong phép va cac hé phan
phéi khac nhau da biét ddi v6i ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay. Cac
duong dung dugce uu tién d6i voi cac khang thé dugc mo ta trong ban mo ta nay bao gdm

duong dung trong tinh mach, trong mang bung, trong co, dudi da, xuong séng hoic cac
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duong dung ngoai duong ti€u hoa khéc, vi du bang cach tiém hodc truyén. Cum tir “diing
ngoai dudng tiéu hoa” duge st dung trong ban mo ta nay cé nghia 1a cac ché d6 ding
khong phai 14 ding trong rudt va tai chd, thuong l1a bang cach tiém, va bao gdm, nhung
khong chi giéi han &, tiém va truyén trong tinh mach, trong mang bung, trong co, trong
dong mach, ndi tiy mac, trong mach bach huyét, trong thuong ton, trong bao, trong b
mét, trong tim, trong da, qua khi quén, duéi da, dudi biéu bi, trong khdp, dudi bao, dudi
mang nhén, trong cdt sdng, gy té ngodi mang climg va trong xwong ¢, cling nhu xung
dién in vivo. Theo cach khac, khang thé duoc mé ta trong ban mé ta nay c6 thé duoc str
dung théng qua duong khéng phai ngoai dudng tiéu hoa, nhu duong dung tai chd, biéu bi
hodc niém mac, vi du ding trong mili, qua dudng miéng, qua d4m dao, qua truc trang,
dudi ludi hodc tai chd. Viée dung ciing ¢6 thé duoc thuc hién, vi du mot 14n, nhiéu 1an,

va/hodc trong mot hodc nhicu giai doan kéo dai.

Khi duge st dung trong ban mé ta nay, cac thuat ngit “rc ché” hoic “phong bé”
(vi du, chi sy Urc ché/phong bé su g?'ln két ctia PVR véi TIGIT trén cac té bao) dugc st
dung thay thé nhau va bao ham ca su tc ché/phong bé mdt phan va hoan toan xubng, vi

du it nhat khoang 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99%, hodc 100%.

Khi duoc st dung trong ban mo ta nay, “ung thu” chi mdt nhém rong cac bénh
duoc dic trung béi su sinh trudng khong kiém soat duge cia cac té bao bét thuong trong
co thé. Su phan chia té bao khong dugc diéu hoa co thé giy ra su tao thanh cac khéi u 4c
tinh hodc c4c t& bao ma xam 14n cac mo 1an can va c6 thé gdy di can dén cac phin xa ciia

co thé thong qua hé théng mach bach huyét hoic dong mau.

“Bénh ly huyét hoc 4c tinh” bao gdbm u limphd, bénh bach cdu, u tay hodc khéi u
limphé 4ac tinh, cling nhu ung thu cua 14 lach va hach bach huyét. Cac u limphd lam vi du
bao gdm ca u limpho té bao B va u limphd t bao T. U limpho té bao B bao gbm ca u
limph6 Hodgkin va hau hét u limphd khong Hodgkin. Cac vi du khong nhim gidi han
pham vi ctia sang ché vé u limpho té bao B bao gbdm u limphd té bao B 16n lan tda, u
limph6 dang nang, u limph6é md mach bach huyét lién quan dén niém mac, u limpho té
bao limphd nhé (chdng chéo véi bénh bach ciu limphd man tinh), u limphd té bao vé
(MCL), u limphé Burkitt, u limpho té bao B 16n trung thit, bénh macroglobulin huyét
Waldenstrom, u limph6 té bao B ving ria hach, u limphd viing ria 14 lach, u limpho té
bao B 16n trong mach, u limpho lan tda nguyén phat, bénh u hat u bach huyét. Céc vi du

khong nham gidi han pham vi ctia sang ché vé u limpho té bao T bao gdm u limphd té
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bao T ngoai hach, u limpho t& bao T & da, u limphd té bao 16n dic biét 4c tinh, va u
limphé té bao T nguyén bao mién dich mach mau. Bénh ly huyét hoc 4c tinh con bao
gbm bénh bach ciu, nhu, nhung khong chi giéi han &, bénh bach cau thir phét, bénh bach
ciu limphd man tinh, bénh bach ciu tay cép tinh, bénh bach ciu tity man tinh, va bénh
bach cdu nguyén bao limphd cdp. Bénh Iy huyét hoc 4ac tinh con bao gbm u tiy, nhr,
nhung khong chi gidi han &, bénh da u tiy va bénh da u tdy am i. Cac bénh ung thu khac
lién quan dén huyét hoc va/hoic té bao B hoic té bao T dugc bao gbm trong thuét ngi

bénh Iy huyét hoc ac tinh.

Cac thuat ngit “diéu tri,” “viéc diéu tri,” va “su diéu tri,” dugc st dung trong ban
mo ta nay, chi loai can thiép bat ky hodc qua trinh dugc thuc hién trén, hodc viéc dung
hoat chét cho, déi twong voi muc dich 1am dao nguoc, 1am thuyén giam, cai thién, tc ché,
hodc 1am cham hodc phong ngira su tién trién, phat trién, mirc d6 nghiém trong hoic su
tai phat cia triéu chimg, bién chimg, tinh trang hodc diu hiéu phan biét héa sinh lién
quan dén bénh. Phong bénh dugc sir dung dé chi viéc ding cho dbi tugng khong c6 bénh,

dé phong ngira bénh khong xuat hién hodc lam gidm tac dong cia bénh néu n6 xuat hién.

Thuét ngit “liu c6 hiéu qua” hoic “liéu lugng c6 hiéu qua” dugc xac dinh 13
luong du dé dat duoc hodc it nhat dat dugc mét phén tac dung mong mubn. “Luong co
hiéu qua diéu tri bénh” hoic “liéu c6 hiéu qua diéu tri bénh” cta dugc chit hoic dugc
chit 1a luong bét ky ctia duoc chit ma, khi duoc sir dung riéng r& hoic két hop véi mot
dugc chat khac, thic ddy sy thoai trién cua bénh, thé hién bang su giam mirc do nghiém
trong cua cac triéu ching bénh, ting tan sut va do dai cua cac giai doan khong cé tridu
chimg bénh, hodc ngan chin su suy yéu hodc khuyét tat do dau bénh. “Lugng c6 hi¢u qua
phong bénh” hodc “lidu ¢6 hiéu qua phong bénh” ciia duge chit 1a luong duoc chét ma,
khi dugc st dung riéng ré hodc két hop v6i mot duge chét khac cho dbi tugng c6 nguy co
phat trién bénh hodc chiu su tai phéat cta bénh, tc ché su phat trién hodc su tai phat cua
bénh. Kha nang cta dugc chét hodc phong bénh dé thuc day su thoai trién bénh hoic trc
ché su phat trién hodc su tai phét ciia bénh c6 thé duge danh gia bing cach sir dung nhiéu
phuong phap da biét d6i véi bac s§ diéu tri, nhu & ngudi trong céc thir nghiém 1am sang,
trong cac hé théng moé hinh déng vat tién lugng hiéu qua & ngudi, hodc bang cach thi

nghiém hoat tinh cta chét trong cac thir nghiém in vitro.

Pé lam vi du, chit chéng ung thu 1a dugc chit ma 1am cham su tién trién ung thu

hoic thuc ddy su thoai trién ung thu & ddi twong. Theo cac phuong 4n uu tién, lugng c6
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hiéu qua diéu tri bénh cua dugc chat thuc ddy su thoai trién ung thu dén diém lam mat
ung thu. “Thac diy su thoai trién ung thu” c6 nghia 1a viéc dung lugng c6 hiéu qua cia
dugc chét, riéng r& hodc két hop véi chit chdng ung thu, gy ra su giam sy sinh trudng
hodc kich thudc khéi u, chung hoai tir cta khéi u, giam mirc d6 nghiém trong ciia it nhét
mot tri€u ching bénh, ting tAn suét va do dai cua cac giai doan khong c6 triéu chung
bénh, ngan nglra su suy yéu hoac khuyét tat do dau bénh, hodc néu khong lam thuyén
gidm céc triéu chimg cua bénh & déi twong bi bénh. Hidu qua dugc Iy dugce sir dung dé
chi kha nang ctia dugc chét @ thuc déy su thodi trién ung thu & dbi tuong bi bénh. Do an
toan sinh 1y hoc duge sir dung @& chi mirc doc tinh, hodc cac tac dung sinh 1y bét lgi khac
& murc thdp chip nhan dugc & trong té bao, co quan va/hodc sinh vat (tic dung bat loi)

gdy ra do viéc dung duogc chit.

Pé lam vi du dé didu tri khdi u, Irgng c6 hiéu qua diéu tri bénh hodc lidu cia duge
chit t6t hon 1a trc ché su sinh truéng t& bao hodc sy sinh trudng khéi u xubng it nhat
khoang 20%, t6t hon 1a xudng it nhit khoang 40%, t6t hon nita 12 xudng it nht khoang
60%, va tét hon nira 14 xudng it nhit khoang 80% so véi cac dbi twgng khong dugc didu
tri. Trong cac phuong an dugc uu tién nhét, lugng c6 hi€u qua diéu tri bénh hoac liéu cua
duoc chét rc ché hoan toan su sinh trudng té bao hoic su sinh trudong khdi u, tire 1a bt
hon 14 e ché su sinh truéng té bao hodc su sinh trudng khéi u xudng 100%. Kha ning
ctia hop chit dé irc ché su sinh truong khéi u c6 thé duoc danh gia bang cac thir nghiém
duoc md ta duwdi ddy. Su trc ché sinh trudng cia khdi u c6 thé khong ngay 1ap tirc sau khi
diéu tri, va c6 thé chi xay ra sau mot khoang thoi gian hodc sau khi dung 13p lai. Theo
cach khac, ddc tinh ndy cta ché phim c6 thé dugc danh gia bang cach kiém tra kha ning
ctia hop chit dé trc ché su sinh truong té bao, su i ché nay c6 thé dugc do in vitro bing
cac thir nghiém da biét di v6i bac sy diéu tri. Trong cdc phuong an uu tién khéac duge
md ta trong ban md ta nay, su thoai trién khéi u co thé duoc quan sat va c6 thé tiép tuc
trong mot khoang thoi gian it nhit khoang 20 ngay, t5t hon nira 13 it nhit khoang 40

ngdy, hoic tt hon nita néu it nhat khoang 60 ngay.

Phép tri liéu “két hop”, duge sir dung trong ban md ta nay, trir khi rd rang trong
ngit canh, du dinh bao ham viéc ding hai hodc nhiéu dugc chit theo kiéu phdi hop, va
bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, viéc dung liéu ddng thoi. Dac biét, phép tri lidu két
hop bao gdm ca viéc ding phdi hop (vi du, viéc ding ché pham phéi hop hoic viéc ding

ddng thoi cac ché phdm tri liéu riéng r&) va viéc ding theo thir twr hoic 1an luot, véi diéu
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kién 1a viéc dung mot dugc chét tuy thudc theo mat sb cach vao viéc dung dugc chét kia.
Vi du, mot dugc chét c6 thé duoc st dung chi sau khi dugc chit khac da duoc st dung va
cho phép tac dong trong mot khoang thoi gian quy dinh. Xem, vi du Kohrt ef al. (2011)
Blood 117:2423.

Céc thuat ngit “ddi tuong bi bénh” va “ddi twong” chi nguoi hodc dong vat khong
phai 12 ngudi bat ky ma nhan viéc diéu tri phong bénh hoic tri li¢u. Vi du, cac phuong
phap va ché phdm duoc mo ta trong ban mé ta ndy co thé dugc sir dung dé diéu tri ddi
tuong co ung thu. Thuat nglr “dong vat khong phai 1a nguoi” bao gOm tét ca cac dong vat
c¢6 xuong sdng, vi du déng vat c6 vii va dong vat khong c6 v, nhu dong vt linh truéng

khong phai nguoi, clru, chd, bo, ga, dong vat ludng cu, bo sat, v.v..

Céc khia canh khac nhau dugc mo ta trong ban mo ta nay dugc mo ta chi tiét hon

trong cac phan phu sau day.
I. Khang thé khang TIGIT

Sang ché boc 16 hoan toan cac khang thé khang huTIGIT cia ngudi c6 cac dac
tinh d4ng mong muén dé s dung lam duoc chét trong viéc diéu tri cac bénh nhu ung thu.
Céc dic tinh nay bao gdm mot hodc nhiéu kha ning gin két voi TIGIT ciia ngudi véi ai
Iuc cao, kha niang gin két véi TIGIT ctia khi Cynomolgus, kha ning phong bé gin két
PVR (va do 46, truyén tin hi€u), va su V.'flng mit cia su can trd trinh ty ma co thé 1am

giam do 4n dinh hoa hoc cua khéng thé.

Céc khang thé khang TIGIT dugc boc 16 trong ban mo ta nay bai trinh tu gén két
vGi cac epitop dac hiéu trén TIGIT cia ngudi duge xac dinh nhu duge mo ta trong vi du
4 va dugc thé hién trén cac F ig.2A — 2C. Ba khang thé dic hiéu ma céc epitop dugc xac
dinh gin két voi nd & cac ving tuong tu TIGIT clia ngudi nhung khéc trong d6 cac gbc
axit amin cu thé dugce tiép xuc. Cac khang thé c6 chung cac dic tinh gin két voi TIGIT
cla nguoi vai ai lyc cao va c6 kha nang phong bé gin két PVR. Do d6, cac khang thé
khac ma gin két vai cac epitop gidng hodc co lién quan gén sé& c6 kha nang c6 chung cac
dic tinh dang mong mudn nay, va co thé dwgc phat hién bang cac thir nghiém canh tranh.

Ngoai ra, khang thé 22G2 gén két voi TIGIT cua khi cynomolgus véi ai luc gin
gidng nhu né gin két véi TIGIT ciia ngudi, diéu nay 1a thudn tién khi can phai tién hanh
cac nghién ctru doc tinh hd trg viéc phé chuin quan ly dé sir dung khang thé lam duoc

chét cho ngudi. Cac khang thé khang TIGIT khic ma gén két voi cac epitop gidng hoic
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tuong tu nhu 15A6 va 22G2 c6 kha nang c6 chung dic tinh gan két véi cyno TIGIT co
loi nay. Cac khang thé gin két véi cac epitop twong tur ¢6 thé duoc phat hién ra bang cach
thuc hién cac thtr nghiém canh tranh hoac béng cach xéac dinh cac epitop cua ching mot

cach truc tiép.

Céc khang thé khang TIGIT canh tranh véi cic khang thé khang huTIGIT dugc

bdc 10 trong ban md ta nay

Céc khang thé khang huTIGIT ma canh tranh véi cc khang thé theo sang ché dé
gdn két véi huTIGIT, nhu 15A6 va 22G2, ¢6 thé dugc sinh ra bang céach st dung cac quy
trinh gay mién dich twong tu nhu cac quy trinh dugc md ta trong ban md ta nay (vi du 1).
Céc khang thé ma canh tranh @& gin két véi cac khang thé khang huTIGIT duge md ta
trong ban mo ta nay cling co thé dugc tao ra bang cach gay mién dich chudt nhit c6 thé
bing TIGIT ctia ngudi hodc ciu tric chira mién ngoai bao ciia n6 (cac gbe 22-141 cia
SEQ ID NO.1; NP_776160.2), hodc bang cach gay mién dich bing manh ctia TIGIT ctia
ngudi chira epitop dugc lién két béi cac khang thé khang huTIGIT dugc bdc 10 trong ban
md ta nay (vi du, 15A6, 22G2 va 11G11). Cac khang thé thu dugc c6 thé dugc sang loc
d6i v6i kha niang phong bé gan két cia 15A6 hodc 22G2 véi TIGIT cua nguoi bang céc
phuong phap da biét trong linh vuc nay, vi du phong bé gin két véi protein dung hop cia
mién ngoai bao cta TIGIT va mién Fc globulin mién dich trong ELISA, hodc phong bé
kha néﬁg gin két voi cac té bao biéu hién huTIGIT trén bé mit cua chung, vi du biang
FACS. Theo cac phuong an khiac nhau, khang thé thtr nghiém dugc cho tiép xuc véi
protein dung hop TIGIT-Fc (hodc véi cac té bao biéu hién huTIGIT trén bé mit cla
ching) trudc, d@)ng thoi, hodc sau khi bd sung 15A6 hoac 22G2. Vi duy, cac thir nghiém
“phan loai (binning)” c6 thé dugc thuc hién (vi du 3) dé xac dinh xem khang thé c6 cling
“phan loai (bin)” nhu cac khang thé 15A6 hoic 22G2 hay khéng, trong céc thi nghiém
do, cac khang thé 15A6 hodc 22G2 duge goi la cac khang thé “tham chiéu”, va cac khang
thé can thir nghiém dwoc goi 1a cac khang thé “thir nghiém”. Cac khang thé ma lam giam
gén két cua 15A6 va/hoic 22G2 véi TIGIT (dudi dang thé dung hop Fc hodc trén té bao),
dic biét 1a & cac ndong d6 gin nhu ty lwong, c6 kha ning gin két & cac epitop gidng,
chdng chéo, hoic lién k&, va do dé, c6 thé c6 chung cac dic tinh chirc ning dang mong

mudn cua 15A6 va 22G2.

Céc khang thé canh tranh ciing c6 thé duoc nhan dién bang cac phuong phéap khac

da biét trong linh vuc nay. Vi duy, cac tht nghiém ELISA chuin hodc céc thir nghiém
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ELISA canh tranh ¢6 thé duoc sir dung trong d6 ciu tric protein TIGIT cia ngudi téi tb
hop duoc giit ¢b dinh trén dia, cac ndng dd khac nhau cia khang thé thir nghiém khong
duoc dénh dau duoc bd sung vao, dia nay duoc rira, khang thé tham chiéu duoc danh déu
duge bd sung vao, dugc rira, va luong chat danh du gin vao dugc do. Néu ndng do ting
dan cta khang thé thir nghiém khéng dugc ddnh dau e ché su gin két ciia khang thé
tham chiéu dugc dénh déu, thi khang thé thir nghiém nay dugc cho 1a tc ché sy gin két
cua khang thé tham chiéu véi dich trén dia, hoic duoc cho la canh tranh véi su gén két
ctia khang thé tham chiéu. Ngoai ra hodc theo céch khéc, phan tich BIACORE® SPR ¢6
thé duoc sir dung dé danh gia kha ning canh tranh cia cic khéng thé. Kha ning cia
khang thé thir nghiém dé uc ché su gin két cta khang thé khang huTIGIT duogc md ta
trong ban md ta nay v6i TIGIT thé hién rang khang thé thir nghiém c6 thé canh tranh v&i
khang thé tham chiéu dé gin két véi TIGIT.

Do d6, duge dé xuét trong ban md ta nay 1a cac khang thé khang TIGIT ma tic ché
gin két cia cac khang thé khang huTIGIT dugc md ta trong ban mo ta nay véi TIGIT
trén céc té bao, vi du cac té bao T hoat hoa, xudng it nhit 10%, 20%, 30%, 40%, 50%,
55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, hoac xuéng 100% va/hoac ge"ln két caa chung véi TIGIT trén céc té bao, vi du
céc té bao T hoat héa, duge wrc ché xudng it nhit 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%,
hodc xubng 100% , vi du khi duge do bang ELISA hoic FACS, nhu bang cach st dung

thir nghiém dugc mo ta trong doan sau.

Thir nghiém canh tranh 1am vi du dé xac dinh xem khang thé thir nghiém c6 phong
bé gin két cta (tirc 1a “canh tranh v6i”) khang thé tham chiéu hay khong, c6 thé duoc
thuc hién nhu sau: cac t& bao T hoat hoa cia ngudi duge chuin bi nhu sau: Té bao don
nhan mau ngoai vi (Peripheral Blood Mononuclear Cell - PBMC) dugc phén 14p tir mau
toan phan cta ngudi bang cach str dung gradien Ficoll va dugc hoat hoa bang 10pg/mL
phytohaemagglutinin (PHA-L) (USBiol#P3370-30) va 200IU/mL IL-2 tai t6 hop
(Peprotech#200-02) trong 3 ngay. Cac té bao T hoat hoa dugc tao huyén phu lai trong
dung dich dém FACS (PBS c6 5% huyét thanh thai bo) va duge ciy & 10° té bao trén mdi
16 mAu trong dia 96 giéng. Khang thé thir nghiém khong duoc tiép hop dugc bd sung vao
dia & cac ndng do nam trong khoang tir 0 dén 50pg/mL (hiéu gia gip ba lan bit dau tir
ndng dd cao nhat 1a 50pg/mL). IgG khong lién quan c6 thé duoc st dung 1am dbi ching
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isotyp dbi vi khang thé thir nghiém va dugc bd sung vao & ciing ndng do (hidu gia glp
ba lan bit du tir ndng do cao nhit 13 50pg/mL). MAu dugc 0 trude bang 50pg/mL khang
thé tham chiéu khong dugc danh diu c6 thé dugc bao gdbm lam dbi chimg duong tinh dé
phong bé hoan toan (irc ché 100%) va miu ma khong c6 khang thé trong khi v ban diu c6
thé duge str dung lam déi chimg am tinh (khong canh tranh; wrc ché 0%). Sau 30 phut u,
khéng thé tham chiéu duogc danh du, vi du dugc biotin hoa, dugc bd sung vao ¢ néng do
2pg/mL mbi 16 ma khong cin rira. Cac miu duoc u trong 30 phit nita. Céc khang thé
khong gin két duoc loai bo bang cach rira cac té bao nay bing dung dich dém FACS.
Khéng thé tham chiéu dugc danh ddu gin vao té bao duoc phat hién bang chit ma phat
hién chit danh diu, vi du streptavidin dugc tiép hop PE (Invitrogen, catalog#S21388) aé
phat hién biotin. Cac mau duoc tiép nhan trén FACS Calibur Flow Cytometer (BD, San
Jose) va dugc phan tich bing phén mém Flowjo (Tree Star, Inc, Ashland, OR). Céc két
qué c6 thé dugc biu dién dudi dang % irc ché (tirc 1a 14y 100% trir di lwong chét ddnh
diu & mdi nong do da chia cho lwong chét danh du thu duoc ma khong c6 khang thé

phong bé).

Thong thudng, sau d6 thir nghiém giéng nhu vy duge thuc hién theo cach déo
nguoc, tirc 1 khang thé thir nghiém 1a khang thé tham chiéu va khang thé tham chiéu Ia
khang thé thir nghiém. Theo céc phuong 4n nhét dinh, khang thé phong bé it nhit mot
phéan (vi dy, it nhét 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, hodc 90%) hodc hoan
toan (100%) su gin két cuia khang thé khac véi dich, vi du TIGIT clia ngudi hodc manh
clia né, va khong phu thudc vao xem sy e ché c6 xay ra hay khong khi mot hogc khang
thé kia 1a khang thé thir nghiém. Khang thé thir nghiém va khang thé tham chiéu “phong
bé chéo” su gin két ciia nhau véi dich khi cac khang thé nay canh tranh v6i nhau ca hai
cach, tirc 1a trong cac thir nghi€m canh tranh trong do6 trude tién khang thé tha nghiém
dugc bd sung vao va trong cac thir nghiém canh tranh trong d6 trude tién khang thé tham

chiéu dugc bo sung vao.

Céc khang thé khang huTIGIT duoc coi 1a canh tranh véi céc khang thé khang
huTIGIT dugc boc 10 trong ban mé ta nay néu chung trc ché su gén két ctia 15A6 va/hoic
22G2 v6i TIGIT cua ngudi xudng it nhat 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%,
90% hodc xudng 100% khi c6 mit & cac ndng dd gin bang, vi du trong cac thir nghiém
canh tranh giéng nhu cac thir nghiém duge mé ta trong vi du 3. Trir khi c6 chi dan khac,

khang thé s& duoc coi 1a canh tranh vé6i khang thé dugc chon tir nhom bao gdm céc khang
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thé khang huTIGIT theo sang ché néu n6 lam giam gin két cua khang thé duoc chon véi
TIGIT cua nguoi xubng it nhat 20% khi duge sir dung & ndng d6 mol gan nhur bang voi
khang thé duoc chon, khi dugc do trong cac thir nghi€ém ELISA canh tranh nhu dugc néu

trong hai doan néu trén.
Céc khang thé khang TIGIT gin két véi cling epitop

Céc khang thé khang huTIGIT ma gin két véi cac epitop gidng hoic tuong tu véi
cac khang thé duogc boc 16 trong ban mo ta nay co thé duoc sinh ra bz"mg cach str dung céc
quy trinh gy mién dich twong tw nhu quy trinh dugc md ta trong ban mé ta nay (vi du 1).
Cac khang thé thu duogc c6 thé duoc sang loc ddi véi gén két 4i luc cao véi TIGIT cua
nguoi (vi du 2). Sau d6, cac khang thé duoc chon co thé duoc nghién ctru trong thir
nghiém hién thi trén nAm men trong do6 cac bién thé trinh tu cia huTIGIT duge trinh dién
trén bé mat caa cac té bao nAm men (vidu4) dé xac dinh epitop chinh xac dugc gén bdi

khang thé nay.

Viéc xac dinh epitop c6 thé duge thuc hién bang phuong phap bt ky da biét trong
linh vuc nay. Cac epitop dugce boc 10 trong ban mo ta ndy dugc xac dinh bing cach hién
thi trén ndm men, nhu duoc mé ta trong vi du 4 va dugc thé hién trén cac Fig.2A-2C.
Theo cac phuong an khic nhau, cic khang thé khang huTIGIT duoc coi 1a gin két véi
cung epitop nhu mAb khang huTIGIT dugc boc 10 trong ban mo ta nay, vi dul5A6
va/hode 22G2, néu chung tiép xuc véi mot hodc nhiéu gde gidng trong it nhét mot ving
ctia huTIGIT duoc tiép xuc béi 15A6 hodc 22G2; néu chung tiép xtc véi phan 16n céc
gbc trong it nhat mot ving ctia huTIGIT dugc tiép xtc boi 15A6 hoic 22G2; néu ching
tiép xtic voi phan 16n cac gde trong mdi viing ciia huTIGIT dugc tiép xuc boi 15A6 hoidc
22G2; néu chung tiép xtc voi phin 16n cac tiép xuc doc theo toan b chiéu dai cia
huTIGIT dugce tiép xic bdi 15A6 hodc 22G2; néu ching tiép xtc trong tat c4 cac ving
riéng biét cia TIGIT cua nguoi duge tiép xtc boi 15A6 hoic 22G2; néu chiing tiép xic
v6i tht ca cac gbe gidng & mot ving bét ky trén TIGIT cua ngudi duoc tiép xiic boi 15A6
hodic 22G2; hodc néu chung tiép xuc véi tat ca cac gde & tit ca cac ving duge tiép xiic
b&i 15A6 hodc 22G2. “Cac ving” epitop 1a cac nhém gdc doc theo trinh ty co s& ma
duoc tiép xuc badi cac khang thé 15A6 hodc 22G2, vi du nhu dugc néu trong cac SEQ ID
NO.38 — 44.
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Céc k§ thuat dé xac dinh cac khang thé ma gdn két v6i “cung epitop trén TIGIT”
v6i cac khang thé dugc md ta trong ban md ta nay bao gbm phan tich bang tia x céc tinh
thé cua phitc hop khang nguyén:khang thé, ma cung cap d6 phan giai nguyén tir cia
epitop. Cac phuong phép khic giam séat su gin két cua khang thé v6i cdc manh khang
nguyén hoic cac bién dbi dugc gay dot bién cua khang nguyén trong d6 mat su gin két
do cai bién cuia gdc axit amin trong trinh tu ctia khang nguyén thudng dugce coi 1a thong
tin bidu thi thanh phan epitop. Cac phuong phép ciing c6 thé dwa vao kha ning ctia khang
thé can quan tdm dé tach bang 4i luc cac peptit ngan cu thé (¢ dang ba chiéu nguyén thé
hodc & dang bién tinh) tir thu vién peptit hién thi thé thuc khuén t6 hop, hoic tir qua trinh
phan giai proteaza ciia protein dich. Sau dé, cac peptit nay duoc coi 1a dén diu dé xac
dinh epitop twong Ung v6i khang thé dugc sir dung dé sang loc thu vién peptit. Dé lap
ban dd epitop, cc thuit toan bing may tinh ciing da dugc phat trién, da 1ap ban dd céc

epitop khong lién tuc c4u hinh riéng.

Epitop hodc ving chira epitop ndy ciling co thé duoc nhan dién bang cach sang loc
gin két voi chudi cac peptit chong chéo kéo dai qua TIGIT. Theo cach khac, phuong
phép cta Jespers et al. (1994) Biotechnology 12:899 c6 thé dugc st dung dé chi din viéc
chon loc cac khang thé c6 cling epitop va do d6, cac dic tinh twong tw v6i cdc khang thé
khang TIGIT dugc md ta trong ban mo ta nay. Béng cach hién thi trén thé thuc khuén,
dau tién, chudi ning cua khang thé khang TIGIT dugc ghép cip v6i danh muc cac chudi
nhe (t6t hon 1a cua ngudi) dé chon khang thé gan két TIGIT, va sau d6, chudi nhe méi
duoc ghép cap v6i danh muc cac chudi nang (tt hon 1 cia ngudi) dé chon khang thé
gin két TIGIT (t6t hon 14 ctia ngudi) ¢6 epitop hodc ving epitop gidng nhu khang thé
khang huTIGIT dugc md ta trong ban mo ta nay. Theo cach khac, cac bién thé cua khang
thé dugc md ta trong ban md ta ndy c6 thé thu duoc bang cach gy dot bién cADN ma

hoéa cac chudi nang va nhe cuia khang the.

Vi¢e giy dot bién quét alanin, nhu dugc md ta béi Cunningham & Wells (1989)
Science 244: 1081, hodc mot sb dang khac cia viée gy dot bién diém cac gbc axit amin
trong TIGIT (nhu phuong phép hién thi trén ndm men dugc néu trong vi du 4) ciing c6

thé dugc sir dung dé xac dinh epitop chirc nang dbi voi khang thé khang TIGIT.

Epitop hodc vung epitop (“ving epitop™ la ving chira epitop hodc chdng chéo véi
epitop) dugc lién két boi khang thé cu thé ciing c6 thé duge x4c dinh bang cach danh gia

gén két cua khang thé nay véi cac peptit chira cac manh ctia TIGIT. Mot chudi céc peptit
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chdng chéo bao gdm trinh tw ciia TIGIT (vi du, TIGIT ciia ngudi) c6 thé dugc téng hop
va dugce sang loc dé gan két, vi du trong ELISA truc tiép, ELISA canh tranh (trong do
peptit dugc danh gia kha nang cia nd dé ngin can gin két ctia khang thé véi TIGIT duoc
gin vao 16 ctia dia vi chuin), hoic trén chip. Cac phwong phép sang loc peptit nhu vy co
thé khong c6 kha nang phat hién mét sd epitop chirc niang khong lién tuc, tirc 12 cac
epitop chirc nang lién quan dén cac gdc axit amin khong lién ké doc theo trinh tur co s&

ctia chudi polypeptit TIGIT.

Epitop ciing c6 thé dugc nhan dién bang cach tao ddu chan protein trén co s& MS,
nhu khéi phd trao dbi hydro/doteri (hydrogen/deuterium exchange mass spectrometry -
HDX-MS) va su oxy hdéa quang hoa nhanh ctia protein (Fast Photochemical Oxidation of
Protein - FPOP). HDX-MS c6 thé duoc thuc hién, vi du nhu duoc mé ta thém trong Wei
et al. (2014) Drug Discovery Today 19:95, cac phuong phéap trong do duoc két hop cu
thé vao ban mo ta nay bang cach vién din. FPOP c¢6 thé dugc thuc hién nhu duge mo ta,
vi du trong Hambley & Gross (2005) J. American Soc. Mass Spectrometry 16:2057, cac

phuong phap trong d6 dugc két hop cu thé vao ban mo ta nay bang cach vién dan.

Epitop duoc gin boi cac khang thé khang TIGIT ciing ¢6 thé duoc xac dinh bang
cac phuong phdp ciu tric, nhu xac dinh cdu truc tinh thé bang tia X (vi du,
W02005/044853), md hinh hoa phan tir va quang phd hoc cong huéng tir hat nhan
(nuclear magnetic resonance - NMR), bao g?)m viéc xac dinh NMR cta murc do trao dbi
H-D cua amit hydro khéng bén trong TIGIT khi tw do va khi dugc gén trong phirc hop
v6i khang thé cin quan tdm (Zinn-Justin et al. (1992) Biochemistry 31:11335; Zinn-
Justin et al. (1993) Biochemistry 32:6884).

Lién quan dén tinh thé hoc tia X, viéc két tinh c6 thé dugc thyuc hién bing cach st
dung phuong phap bit ky trong s6 cac phuong phéap da biét trong linh vuc nay (vi du,
Giege et al. (1994) Acta Crystallogr. D50:339; McPherson (1990) Eur. J. Biochem.
189:1), bao gdm vi mé (vi du, Chayen (1997) Structure 5:1269), khuéch tan hoi nuéc
giot treo (vi du, McPherson (1976) J. Biol. Chem. 251:6300), tao mam va thim tach.
Mong muédn st dung ché pham protein c6 néng d it nhit khoang 1mg/mL va tdt hon 14
nim trong khoang tir 10mg/mL dén 20mg/mL. Viéc két tinh c6 thé dat dugc tot nhat
trong dung dich chit 1am két tia chira polyetylen glycol 1000-20.000 (PEG; khéi lugng
phén tir trung binh nim trong khoang tir 1000 d&n 20.000 Da), t5t hon 1a nam trong
khoang tir 5000 dén 7000 Da, t6t hon nita 1a khoang 6000 Da, véi ndng do nam trong
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khoang tir 10% dén 30% (khdi lwong/thé tich - w/v). Ciing ¢6 thé dang mong mudn khi
bao gdm chét 1am 6n dinh protein, vi du glyxerol & ndng d6 nam trong khoang tir 0,5%
dén 20%. Mubi thich hop, nhu natri clorua, lithi clorua hodc natri xitrat cling ¢ thé dang
mong mubn trong dung dich chat 1am két tua, t&t hon 12 v6i ndng d6 nam trong khoang tir
1 mM dén 1000 mM. Chat 1am két taa tét hon 1a dugc dém dén do pH nam trong khoang
tr 3,0 dén 5,0, tét hon 1a khoang 4,0. Cac dung dich dém cu thé hiru ich trong dung dich
chit lam két toa co thé thay ddi va da biét trong linh vuc nay (Scopes, Protein
Purification: Principles and Practice, Third ed., (1994) Springer-Verlag, New York). Cac
vi du v& cac dung dich dém hitu ich bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, HEPES, Tris,
MES va axetat. Céc tinh thé c6 thé phat trién trong khoang nhiét d6 rong, bao gbm 2°C,
4°C, 8°C va 26°C.

Céc tinh thé khang thé:khang nguyén c6 thé duoc nghién ctru bang cach st dung
cac k¥ thuat nhiéu xa tia X da biét va c6 thé duge tinh chinh bang cach sir dung phﬁn
mém mdy tinh nhu X-PLOR (Yale University, 1992, distributed by Molecular
Simulations, Inc.; xem vi dy, Blundell & Johnson (1985) Meth. Enzymol. 114 & 115, H.
W. Wyckoff et al, eds., Academic Press; cong bb don yéu cau cip patent My sd
2004/0014194), va BUSTER (Bricogne (1993) Acta Cryst. D49:37-60; Bricogne (1997)
Meth. Enzymol. 276A:361-423, Carter & Sweet, eds.; Roversi et al. (2000) Acta Cryst.
D56:1313-1323), ndi dung cia chung duoc két hop toan bd viao ban mo ta nay bang cach
vién dan.

Céc khang thé khang TIGIT gin két v6i 4i luc cao

Theo mot sé phuong 4n, cac khang thé khang huTIGIT theo sing ché gan két véi
huTIGIT véi 4i luc cao, nhu cac khang thé khang huTIGIT dugc boc 16 trong ban md ta
nay, lam tang kha nang cua chiing lam céc dugc chét c6 hiéu qua. Theo cac phuong 4n
khac nhau, cac khang thé khang huTIGIT theo sdng ché gin két véi huTIGIT véi Kp nho
hon 10nM, 5nM, 2nM, 1nM, 300pM, 100pM hodc 60 pM. Theo cac phuong an khac, cac
khang thé khang huTIGIT theo sang ché gin két v6i huTIGIT vé6i Kp ndm trong khoang
tir 2nM dén 60pM. Cac thir nghiém chudn d danh gia kha ning gin két cia cac khang
th8 voi huTIGIT bao gdbm ELISA, RIA, thim tach Tay, do giao thoa 16p sinh hoc
(biolayer interferometry - BLI) va phén tich BIACORE® SPR (xem vi du 2).
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Céc bién thé trinh tu cia khang thé khang TIGIT

Mot sb bién dbi trong trinh tr khang thé dugc boc 16 trong ban mo ta nay co thé
duoc cho phép va van duy tri duoc cac dic tinh dang mong mudn cua khang thé. Céac
vung CDR dugc chi ra bing hé théng Kabat (Kabat, E. A., et al. (1991) Sequences of
Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human
Services, NIH Publication No. 91-3242). Do d6, sing ché con d& xuit cac khang thé
khang huTIGIT chira céc trinh ty CDR ma c6 do dong nhét it nhét 1a 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodac 99% so véi céac trinh tu CDR cua céc khang thé
duge boc 16 trong ban mo ta nay (vi du, 15A6, 22G2 va 11G11). Sang ché con dé xuit
cac khang thé khang huTIGIT chira trinh tu mién bién d6i chudi ning va/hodc chudi nhe
ma c6 do ddng nhét it nhat 13 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodc
99% so véi cac trinh tw mién bién d6i chudi ning va/hodc chudi nhe cia cac khang thé

dugc bdc 10 trong ban md ta nay (vi du, 15A6, 22G2 va 11G11).
Céc khang thé khang TIGIT c6 ngudn gdc tir ciing dong mam

Do tinh dic hiéu gin két khang nguyén dugc xéac dinh chi yéu bang cac CDR, cic
khang thé ¢6 chung cac trinh tw CDR véi céc khang thé dugc boc 16 trong ban md ta nay
(vi du, 15A6, 22G2 va 11G11) c6 kha nang c6 chung cac dic tinh dang mong mudn cua
ching. Ngoai ra, cac khang thé duoc chon dugc boc 16 trong ban md ta nay (15A6, 22G2
va 11G11) gin két véi cac ving trong tu doc theo trinh ty co s& ciia huTIGIT, va mét 5O
chudi ning va chudi nhe c6 ngudn gdc tir cung trinh tu dong mim. Do d6, cac khang thé
két hop (“tron va 1am tuong hop™) cac ving CDR tir cc khang thé véi 15A6, 22G2 va
11G11 ciing c6 thé duge ky vong 1a gin két v6i huTIGIT va giit dugce cac dic tinh dang
mong mudn cuia chiing. Cac khing thé “duoc tron va dugc lam twong hop” c6 4i luc gin
két, hoat tinh sinh hoc va/hodc cac dic tinh khac duong luong hodc ndi tréi hon so véi
cac khang thé cu thé duoc boc 16 trong ban mo ta ndy co thé duoc chon dé str dung trong

cac phuong phép theo sang ché.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, cac khéng thé khang huTIGIT theo sang ché chta
ving bién dbi cua chudi ning co ngudn gbc tir gen globulin mién dich ctia chudi ning
dong mam cu thé ctia ngudi va/hoic ving bién ddi cta chudi nhe tir gen globulin mién
dich cta chudi nhe dong mim cu thé cia ngudi. Khang thé 15A6 c6 chudi nang c6 ngudn

gbc tir cdc dong mAm ciia ngudi V4-39, D6-19 va JH4b, va céc dong mam cla chudi nhe
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VA27 va JK2. Khang thd 22G2 ¢6 chudi ning c6 ngudn gbc tir cac dong mam clia ngudi
V4-61, D3-10 va JH6b, va cac dong mam cta chudi nhe VL6 va JK3. Khang thé 11G11
¢6 chudi ning c6 ngudn gbc tir cic dong mam cia ngudi V4-39, D3-10 va JH4b, va céc
dong mam cua chudi nhe VL6 va JK2. Khang thé 10D7 ¢6 chudi ning c6 ngudn goc tir
cac dong maim cua ngudi V1-69, D6-13 va JH6b, va cac dong mam cia chudi nhe VL15
va JK5. Céc khang thé khac ma gin két v6i TIGIT ciia ngudi va c¢6 ngudn gbe tir mot sb
hodc tit ca cac trinh tu dong mam nay 13 c6 kha ning c6 lién quan gén vé trinh tu, dic
biét 1a cac khang thé c6 ngudn gde tir cling cic gen ving V, va do d6, duge mong doi 1a

c6 chung céc dic tinh ddng mong muon.

Khi dugc str dung trong ban mo ta nay, khang thé cia ngudi chira cac ving bién
ddi cua chudi niang hoic chudi nhe ma “cé ngudn gdc tir” trinh tu dong mam cu thé néu
cac vang bién dbi cua khang thé nay thu dugc tir hé ma st dung céc gen globulin mién
dich dong mam clia ngudi, va trinh tur khang thé nay c6 lién quan diy du dén dong mam
ma n6 c6 kha ning c6 ngudn gdc tir dong mam di dinh d6 chir khong phai tir dong mam
khac bat ky. Cac hé nay bao gdbm gdy mién dich chudt nhit chuyén gen mang cac gen
globulin mién dich cia nguoi bang khang nguyén cin quan tdm hodc sang loc thu vién
gen globulin mién dich ctia nguoi duge hién thi trén thé thuc khuén bang khang nguyén
cin quan tdm. (Céc) trinh tu globulin mién dich dong mam cta ngudi ma trinh tw cia
khang thé “c6 ngudn gbe tir d6” c6 thé duoc nhan dién biang cach so sanh trinh tu axit
amin cia khang thé ciia ngudi vé6i cac trinh tu axit amin cla globulin mién dich dong
mam cla ngudi va lya chon trinh tu globulin min dich dong mam cia ngudi ma gan
nhit v& trinh tu (tic 12 % d0 ddng nhét 16n nhét) véi trinh tu ciia khang thé ciia nguoi.
Khang thé ciia ngudi ma “c6 ngudn gdc tir” trinh tu globulin mién dich dong mam cu thé
cuia nguoi co thé chtra cac khac biét axit amin so véi trinh tu dong mam do, vi du cac dot
bién sinh dudng c6 trong tu nhién hodc viéc dua dot bién dinh huéng vi tri dinh trude.
Tuy nhién, khang thé cia ngudi dugc chon thuong co do dong nhét trinh tu axit amin it
nhit 90% so véi trinh tu axit amin duge ma hoa bdi gen globulin mién dich dong mam
cuia nguoi (vi du, ving V) va chua cac gbc axit amin ma nhén dién khang thé ctia nguoi
1a ngudi khi so sanh véi cac trinh tu axit amin globulin mién dich dong mam cia loai
khac (vi du, trinh tu dong mam cta chudt). Trong mot sé truong hop, khang thé cia
ngudi c6 thé c6 do dong nhét trinh tr axit amin it nhit 1a 95%, hodc tham chi it nhit 1a

96%, 97%, 98%, hoac 99% so vdi trinh tu axit amin dugc ma héa badi gen globulin mién
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dich dong mam (vi du, ving V). Thong thuong, khang thé cta ngudi c6 ngudn goc tir
trinh tw dong mam cu thé ctia ngudi s& biéu hién su khéc biét axit amin khong qua 10 so
v6i trinh tu axit amin dugc ma hoa béi gen globulin mién dich dong mam ctia ngudi (vi
dy, vung V). Trong mot sb truong hop, khang thé caa nguoi co thé biéu hién su khac biét
axit amin khong qua 5, hodc tham chi khong qua 4, 3, 2, hodc 1 so v6i trinh tw axit amin

dugc ma hoa boi gen globulin mién dich dong mam (vi dy,. V cac ving).
I1.C4c khang thé duoc xir 1y k¥ thuat va duoc cai bién
Céc vung VH va VL

Sang ché con dé xuit cac khang thé duoc xir Iy k¥ thuét va duoc cai bién ma c6
thé duoc tao ra bang cach st dung khéang thé c6 mot hodc nhiéu trinh tu Vi va/hoic Vi,
dugc boc 10 trong ban mo ta nay 1am nguyén liéu ban dau dé xir Iy k§ thuat khang thé cai
bién, khang thé cai bién nay c6 thé c6 cac dic tinh bién ddi so v6i khang thé ban dau.
Khéng thé c6 thé dugc xir Iy k¥ thuét bang cach bién ddi mét hoic nhiéu gdc trong mét
hodc ca hai vung bién dbi (tic 1a Vi va‘hodc Vy), vi du trong mot hoic nhiéu ving CDR
va/hodc trong mot hodc nhiéu ving khung. Ngoai ra hodc theo cach khac, khang thé c6
thé duoc xir 1y k§ thuat bang cach cai bién cac gdc trong (cac) ving hang dinh, vi du dé

thay ddi (cac) chirc nang hiéu g clia khang thé nay.

Mot loai xir 1y k§ thudt ving bién dbi ma c6 thé dugc thuc hién 1a ghép CDR.
Viéc ghép nay duge sir dung cu thé trong viéc lam gidng nhu cia nguoi d6i véi cac
khang thé khang TIGIT khéng phai clia ngudi ma canh tranh dé gian két véi cac khing
thé khang huTIGIT dugc boc 16 trong ban md ta nay va/hodc gin két v6i cling epitop nhu
cac khang thé khang huTIGIT dugc boc 16 trong ban mo ta nay. Cac khang thé twong tac
véi cac khang nguyén dich chu yéu 13 qua cac gbc axit amin nim trong sau ving xac dinh
tinh bd tro (complementarity determining region - CDR) ctia chudi ning va chudi nhe. Vi
Iy do nay, cac trinh ty axit amin trong CDR da dang hon céc trinh ty bén ngoai CDR
trong timg khang thé. Do cac trinh tw CDR chiju trach nhiém vé hau hét cac tuong tac
khang thé-khang nguyén, nén c6 thé biéu hién cc khang thé tai to hop bét chude cac dic
tinh cta cac khang thé tham chiéu cu thé bang cach tao cdu tric cac vecto biéu hién ma
chura trinh tw CDR tir khang thé tham chiéu cu thé dugc ghép vao trinh tu khung tir khéng
thé khéc c6 cac dic tinh khac (xem, vi du Riechmann, L. ef al. (1998) Nature 332:323-
327; Jones, P. et al. (1986) Nature 321:522-525; Queen, C. et al. (1989) Proc. Natl.
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Acad. Xem U.S.A. 86:10029-10033; Patent M¥ sb 5,225,539 cua Winter, va patent My
cac 6 5,530,101; 5,585,089; 5,693,762 va 6,180,370 ctia Queen ef al)

Céc trinh tr khung nay c6 thé thu dugc tir céc co s& dit liéu ADN cong cdng hodc
céc tai liéu dugc cong bd bao gdbm cac trinh tir gen clia khang thé dong mam. Vi duy, trinh
tu ADN dong mam ciia cic gen cﬂa viing bién dbi ciia chudi ning va chudi nhe ctia nguoi
¢ thé dugc tim théy trong co s& dit li€u trinh tuw dong mam cia nguoi “VBase”, cling
nhu trong Kabat, E. A., ef al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest,
Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human Services, NIH Publication No. 91-
3242; Tomlinson, I. M., et al. (1992) “The Repertoire of Human Germline Vi Sequences
Reveals about Fifty Groups of Vi Segments with Different Hypervariable Loops” J. Mol.
Biol. 227:776-798; va Cox, J. P. L. et al. (1994) “A Directory of Human Germ-line Vy
Segments Reveals a Strong Bias in their Usage” Eur. J. Immunol. 24:827-836; ndi dung

ctia mdi tai liéu nay dugc két hop rd rang vao ban mo ta nay bang cach vién dan.

Céc trinh tu khung duoc uu tién dé sir dung trong cac khéng thé dugc md ta trong
ban mo ta nay la c4c trinh tw ma tuong tu v& mat ciu triic véi cac trinh tu khung dugc st
dung bédi cac khang thé dugc mé ta trong ban mo ta nay. Cac trinh tw Vi CDRI1, 2 va 3,
va céc trinh tr Vi, CDRI, 2 va 3, ¢6 thé duoc ghép trén cac viung khung ma c6 trinh tu
giéng nhu trinh tu dugc tim thiy trong gen globulin mién dich dong mim ma trinh tu
khung co ngudn gbc tir d6, hodc cic trinh tw CDR ¢6 thé duoc ghép trén cac ving khung
ma chira cac thay thé axit amin 1én dén 20, tdt hon 1a bao toan, so véi céac trinh ty dong
mam. Vi du, d phat hién ra ring trong mdt sb trudng hop, sé c6 loi néu gy dot bién cac
gbc trong ving khung dé duy tri hodc ting cudong kha ning gan két khang nguyén cla
khang thé nay (xem vi du, patent My cac sd 5,530,101; 5,585,089; 5,693,762 va
6,180,370 cua Queen et al).

Céc khang thé dugc xir ly k¥ thuit dugc mo ta trong ban md ta nay bao gdm cac
khang thé trong d6 cac cai bién dugc thuc hién dbi vé6i cac gbe khung trong Vy va/hodc
Vi, vi du dé cai thién cac dic tinh ctia khang thé. Thong thuong, céc cai bién & khung
nhu vay dugc thuc hién dé lam giam kha nang sinh mién dich cia khang thé. Vi du, mot
phuong phap 1a “gay dot bién nguoc” mét hodc nhiéu gbc khung vao trinh ty dong mam
twrong ung. Cu thé hon, khang th8 ma da trai qua su dot bién sinh dudng c6 thé chtra cac
gbc khung khic véi trinh tu dong mam ma khang thé c6 ngudn gdc tir d6. Cac gbc nay co

thé dugc nhan dién bang cach so sanh trinh tu khung cta khang thé véi trinh ty dong

-49-



31705

mam ma khang thé c6 ngudn gdc tir d6. Pé dua cac trinh tu ving khung tré lai cAu hinh
dong mim cua chung, cac dot bién sinh dudng c6 thé “dugc gy dot bién nguoc” vao
trinh tu dong mam bing cach, vi du gay dot bién dinh hudng vi tri hodc gay dot bién gian
tiép qua PCR. Cac khang thé “dugc gy dot bién nguoc” nay ciing du dinh duge bao

gom.

Mot loai cai bién khung khac bao gdm gay dot bién mot hoic nhiéu gdc trong
vung khung, hoac thdm chi trong mot hodc nhidu ving CDR, dé loai bé cac epitop té bao
T tir d6 lam giam kha ning sinh mién dich tiém tang cta khang thé nay. Phuong phap nay
con dugc goi 1a “khir mién dich” (deimmunization) va dugc md ta chi tiét hon trong cong

bb patent My s6 20030153043 cua Carr et al.

Mot loai cai bién ving bién dbi khac 12 gy dot bién cac gde axit amin trong viing
CDR dé cai thién mot hogc nhidu dic tinh gén két (vi duy, 4i luc) ciia khang thé cin quan
tam. Viéc gdy dot bién dinh huéng vi tri hodc gay dot bién gian tiép qua PCR c6 thé duoc
thuc hién dé dua (cac) dot bién vao va tac dung Ién viéc gin két khang thé, hoic dic tinh
chirc nang cin quan tdm khac. Tt hon 1a cac cai bién bao toan dugc dua vao. Cac dot
bién nay cé thé 1a thém doan, 1am mAt doan, hoic t6t hon 1a thay thé axit amin. Ngoai ra,

thong thudong khéng qua mét, hai, ba, bén hoic nim gbc trong ving CDR duoc thay doi.

Cac gbc metionin trong cac CDR ctia khang thé c6 thé duoc oxy hoa, ddn dén sur
phan hiy hoa hoc tiém tang va tiép theo 1 gidm hiéu luc cia khang thé. Do do, ciing
duoc d& xuét 1a cac khang thé khang TIGIT ma c6 mdt hodc nhiéu gdc metionin trong céc
CDR cua chudi nang va/hodc chudi nhe dugc thay thé bing cic gbc axit amin ma khong

bi phan hity oxy hoa.

Twong tu, cac vi tri khir amit ¢ thé dugc loai bo khéi cac khang thé khang TIGIT,
dac biét 1a trong cac CDR.

Céc vi tri glycosyl hoa tiém ning trong mién gin két khang nguyén tot hon 1a
duoc 1am mat dé ngin nglra su glycosyl hoa ma co thé can tré viéc gin két khang

nguyén. Xem, vi du patent My s6 5,714,350.
Gén két khang nguyén dich

Theo cac phuong 4n khac nhau, khang thé theo sang ché duoc cai bién dé phong

bé chon loc viéc gan két khang nguyén trong cac mo va cadc moi trudong trong do viéc gan
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két khang nguyén s& tao bit lgi, nhung cho phép gin két khang nguyén khi né c6 loi.
Theo mdt phuong an, “médt na” peptit phong bé duoc tao ra ma gén két ddc hidu voi bé
mit gin két khang nguyén ciia khang thé va can trd viéc gin két khang nguyén, mat na
nay duoc lién két véi mdi nhanh gin két cua khang thé bang ciu ndi peptidaza d& phan
cat. Xem, vi du patent My s6 8,518,404 cua CytomX. Cac cAu tric nay la hitu ich dé didu
tri cac ung thu trong d6 ham lugng proteaza dugc ting manh trong vi moi trudong khéi u
so v6i cac mo khong phai khbi u. Viéc phan cét chon loc ciia cdu nbi d& phan cat trong vi
moi trudng khdi u cho phép su phan ly cla peptit che gidu/phong bé, 1am cho khang
nguyén gin két chon loc trong khéi u, chir khong phai trong cdc md ngoai bién trong d6

viéc gén két khang nguyén c6 thé tao ra cac tac dung phu khong mong mudn.

Theo céach khac, trong phuong an lién quan, hop chét gén két c6 hoa tri hai (“phdi
ttr che gidu”) chira hai mién gin két khang nguyén duoc phat trién ma gén két voi ca hai
b& mat gin két khang nguyén ctia khang thé (c6 hoa tri hai) nay va can trd viéc gin két
khang nguyén, trong d6 mdt na cia hai mién gin két dugc lién két véi nhau (nhung
khong voi khang thé) bang cau ndi dé phan cét, vi du d& phan cat bai peptidaza. Xem, vi
du cong bb don sang ché qudc té s6 WO 2010/077643 cia Tegopharm Corp. Céc phéi tir
che gidu c6 thé chira, hodc c6 ngudn gbc tir, khang nguyén ma khang thé nay dugc du
dinh gén vao, hoac c6 thé duoc tao ra mot cach doc lap. Cac phéi tr che giéu nay la hitu
ich @ diéu tri cac ung thu trong d6 ham lugng proteaza duge ting manh trong vi méi
truong khéi u so véi cac md khong phai khdi u. Viéc phén cét chon loc clia cdu nbi dé
phén cit trong vi moi trudng khéi u cho phép su phan ly cua hai mién gin két khéi nhau,
lam giam kha luc ddi véi cac bé mit gin két khang nguyén cia khang thé. Su phan ly thu
duge cua phdi tir che gidu khoi khang thé cho phép viéc gan két khang nguyén chon loc
trong khéi u, chir khong phai trong cac md ngoai bién trong do viéc gin két khang
nguyén c6 thé tao ra cac tac dung phu khong mong mudn.

Fc va Fc cai bién

Ngoai hoat tinh ctia khang thé tri liéu tao ra tir viéc gin két ciia mién gin két
khang nguyén voi khang nguyén (vi du, phong bé ctia phéi tir trong tw hodc protein thy
thé trong trudng hop khang thé dbi khang, hoic truyén tin hiéu giam trong trudng hop
khang thé chu van), phan Fc cua khang thé twong tac v6i hé mién dich noi chung theo cac
cach phirc tap dé gay ra mot sb bét ky céc tac dung sinh hoc. Chuc nang hiéu ing, nhu

vung Fc ciia globulin mién dich chiju trach nhiém d6i v6i nhidu chire ning khang thé quan
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trong, nhu tinh doc t& bao phu thudc khang nguyén (antigen-dependent cellular
cytotoxicity - ADCC), tinh doc t& bao phu thudc bd thé (complement dependent
cytotoxicity - CDC), va su thuc bao gian tiép qua té bao phu thudc khang thé (antibody-
dependent cell-mediated phagocytosis - ADCP), dan dén tiéu diét cac té bao dich, mic du
bang cac co ché khac nhau. . C6 nim nhém, hodc céc isotyp, chd yéu ctia ving hang dinh
ctia chudi ning (IgA, IgG, IgD, IgE, IgM), mdi nhém c6 chiic ning hiéu tng dic trung.
Céc isotyp nay co thé duoc chia nhé hon thanh cac phan nhém, vi du IgG duge tach
thanh bbn phan nhom duogc goi 1a IgG1, 1gG2, IgG3, va IgG4. C4c phan tir IgG tuong tc
v6i ba nhom cua thu thé Fey (FeyR) dac hiéu dbi véi nhom IgG cua khang thé, cu thé 1a
FcyRI, FeyRII, va FeyRII. Céc trinh tu quan trong ddi voi viée gan két cia IgG vdi cac
thu thé FeyR da duge bdo cdo 1a nim trong cac mién CH2 va CH3. Thoi gian béan thai
trong huyét thanh cua khang thé bi anh hudng boi kha nang ctia khéng thé d6 gan két véi
thu thé Fc so sinh (FcRn).

Céc khang thé theo sang ché co thé chira cac mién bién dbi theo sang ché dugc két
hop véi céac mién 6n dinh chua cac vung Fc khac nhau, dugc chon trén co sé hoat tinh
sinh hoc (néu ¢6) cua khang thé d6i véi muc dich st dung duge du dinh. Salfeld (2007)
Nat. Biotechnol. 25:1369. Cac IgG cua ngudi, vi du c6 thé dugc phén loai thanh bbn phan
nhom, IgG1, IgG2, 1gG3, va IgG4, va mdi phan nhém cua cac phan nhém ndy chira vang
Fc ¢6 kidu duy nhit dé gén két véi mot hodc nhidu thu thé Fey (cac thu thé hoat héa
FcyRI (CD64), FeyRIIA, FeyRIIC (CD32); FeyRIIIA va FeyRIIIB (CD16) va thu thé tc
ché FeyRIIB), va dbi voi thanh phin thtr nhat ctia bd thé (C1q). IgG1 va IgG3 cia ngudi
gin két v6i tht ca cac thy thé Fey; IgG2 gin két véi FeyRIIAy3;, va véi 4i luc thap hon
vGi FeyRIIAR 31 FeyRIITAysg; 1gG4 gin két voi FeyRI, FcyRIIA, FeyRIIB, FeyRIIC, va
FcyRIIAvy;sg; va thu thé rc ché FeyRIIB c6 4i luc thip hon dbi véi IgG1, 1gG2 va 1gG3
so v6i tit ca cac thu thé Fey khéac. Bruhns ef al. (2009) Blood 113:3716. Céc nghién ciru
da thé hién ring FeyRI khong gin két voi IgG2, va FeyRIIIB khong gin két véi 1gG2
hoic IgG4. Id. N6i chung, vé hoat tinh ADCC, IgG1 = IgG3 > 1gG4 = IgG2 cua ngudi.
Két qua 13, vi du mién én dinh IgG1, khong phai 1a IgG2 hodc 1gG4, ¢6 thé duge chon dé
sir dung trong thudc trong d6 ADCC 1a mong mudn; IgG3 c6 thé duoc chon néu su hoat
hoéa cta t& bao NK biéu hién FcyRIIIA, bach cau don nhan cia dai thuc bao; va IgG4 c6

thé duoc chon néu khang thé dugc sir dung dé 1am bt nhay cho cac dbi twong bi bénh di
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tng. IgG4 ciing c6 thé duoc chon néu mong mudn ring khang thé nay thiéu tit ca chirc
nang hi€u ung.

Céac vung bién ddi khang TIGIT dugc mé ta trong ban md ta niy c6 thé duoc lién
két (vi du, duoc lién Két cong hda tri hodc dugc dung hop) véi Fe, vi du Fe IgGl, IgG2,
IgG3 hoic IgG4, ma c6 thé 1a alotyp hodc isoalotyp bat ky, vi du déi v6i IgG1: Glm,
Glml(a), Glm2(x), Glm3(f), Glm17(z); dbi v6i IgG2: G2m, G2m23(n); déi voi IgG3:
G3m, G3m2l(gl), G3m28(g5), G3ml1(b0), G3m5(bl), G3ml3(b3), G3ml4(b4),
G3m10(b5), G3m15(s), G3m16(t), G3m6(c3), G3m24(c5), G3m26(u), G3m27(v). Xem,
vi du Jefferis et al. (2009) mAbs 1:1). Su chon loc alotyp co thé bi anh huéng béi kha
ning sinh mién dich tiém tang lién quan dén, vi du viéc lam giam dén murc tdi thiéu sy

tao thanh cac khang thé khang thube.

Theo cic phuong 4n nhét dinh, cic ving bién ddi khang TIGIT dugc md ta trong
ban md ta nay dugc lién két voi Fc ma ge"ln két voi mot hodc nhidu thu thé Fc hoat héa
(FcyRI/CD64, FcyRIla/CD32 hodc FeyRIITa/CD16), va nho do kich thich ADCC va cé
thé gy ra viéc lam suy kiét té bao T. Theo cic phuong 4n nhét dinh, cic ving bién dbi
khang TIGIT dugc mé ta trong ban md ta nay dugc lién két vai Fe IgG1 hoic IgG3 cia
ngudi, tirc 14 cac khang thé nay thudc isotyp IgG1 hoic IgG3. Theo cic phuong dn nhit
dinh, cac khang thé khang TIGIT la cac khang thé 1am suy kiét, ddc biét 13, chung lam
suy kiét cac té bao Treg, nhung khong phai céac t€ bao Tu, trong vi moi trudng khdi u (va
nho d6 ting cudng hoat tinh khang khéi u), nhung khéng lam suy kiét dang ké céc té bao
Treg va Tegr bé€n ngoai vi moi trudng khéi u, vi du & ngoai bién. Theo cac phuong an nhét
dinh, cac khang thé khang TIGIT 1a thudc isotyp, ¢ trong tu nhién hoic khoéng c6 trong
tu nhién (vi du, bao gdm (cac) dot bién) ma kich thich su lam suy kiét hodc tidu diét té
bao Ty tai vi tri khdi u va su hoat hoa di kém cia cac té bao Tey. Theo cac phuong an
nhét dinh, cac khang thé khang TIGIT tao ra ty 1§ Teg va Tr tang tai vi tri khéi u, diéu
nay biéu thi hoat tinh khang khéi u c6 hiéu luc, tot hon 1a khéng lam suy kiét dang ké cac

t€ bao Tz va Terma & bén ngoai vi moi truedng khoi u, vi du & ngoai bién.

Theo cac phuong 4n khic, cac khang thé khang TIGIT phong bé hoat tinh trc ché
mién dich cta Tregs- Theo cac phuong an nhét dinh, cac khang thé khang TIGIT c6 Fc c6

gén két FcR duge giam hodc loai bo, vi du gén két v&i FeR hoat hoa giam.
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Céc ving bién dbi khang TIGIT dugc mo ta trong ban md ta nay c6 thé dugc lién
két voi ving Fe khong c6 trong tu nhién, vi du Fc khong hiéu tmg hodc hau nhr khong
hiéu g (vi du, IgG2 hoac IgG4 cta ngudi) hodc, theo cach khéc, Fc c6 gan két tang véi
mot hodc nhiéu thu thé Fc hoat hoa (FcyRlI, FeyRlIla hodc FeyRlIlla), nhu dé tdng cuodng

su lam suy ki€t T, trong moi truong khdi u.

Céc vung bién dbi dugc md ta trong ban md ta nay co thé duge lién két véi Fe
chira mot hodc nhiéu cai bién, thuong la dé thay dbi mot hodc nhiéu dic tinh chirc nang
ctia khang thé, nhu thoi gian ban thai trong huyét thanh, ¢b dinh b thé, gan két thu thé
Fc, va/hodc tinh doc té bao phu thudc khang nguyén. Hon thé nita, khang thé dugc mo ta
trong ban mo ta nay co thé duoc bién d6i héa hoc (vi du, mot hodc nhiéu gde hoa hoc c6
thé dugc gin vao khang thé) hodc né co thé duoc cai bién dé thay doi su glycosyl hoa clia
no6, dé thay d6i mot hodc nhiéu dic tinh chirc ning ciia khang thé nay. Mdi trong s cac
phuong 4n nay dugc mod ta chi tiét hon dudi day. Viéc danh sb cac gbc trong ving Fc 1a
danh s theo chi s6 EU cta Kabat. Céc bién thé trinh ty dugc boc 16 trong ban md ta nay
duoc dua ra dua vao sb gbc tiép theo axit amin ma dugc thay thé thay cho axit amin c6
trong tu nhién, thy y dugc dimg trudc boi gde ¢ trong tw nhién & vi tri d6. Khi nhiéu axit
amin c6 thé c6 mat & vi tri da dinh, vi du néu cac trinh tu khac nhau giita cac isotyp c6
trong tu nhién, hoac néu nhiéu dot bién c6 thé duogc thay thé & vi tri nay, thi ching dugc

tach ra bang d4u gach chéo (vi du, “X/Y/Z”).

Vi du, ¢6 thé tién hanh cac cai bién trong ving Fc dé tao ra bién thé Fc ¢6 (a) tinh
doc qua trung gian té bao phu thudc khang thé (ADCC) ting hodc giam, (b) tinh doc té
bao gian tiép qua bd thé (complement mediated cytotoxicity - CDC) ting hogc gidm, (c)
ai luc dbi v6i Clq ting hoac giam va/hodc (d) 4i luc dbi véi thu thé Fe tang hogc giam so
v6i Fe bd me. Cac bién thé ving Fe nay néi chung sé chira it nhit mot cai bién axit amin
trong ving Fe. Viée két hop cac cai bién axit amin dugc cho 1a dic biét dang mong
mudn. Vi du, vung Fc bién thé co thé bao gém hai, ba, bdn, nam, v.v. thay thé trong do,
vi du cua cac vi tri ving Fc dac hi¢u dugc nhan dién trong ban md ta nay. Cac bién thé
trinh tu Fe 1am vi du duogc boc 16 trong ban moé ta nay, va con dugce dé xuit trong patent
My cac sb 5,624,821; 6,277,375; 6,737,056; 6,194,551; 7,317,091; 8,101,720; cong bd
don PCT cac s6 WO 00/42072; WO 01/58957; WO 04/016750; WO 04/029207; WO
04/035752; WO 04/074455; WO 04/099249; WO 04/063351; WO 05/070963; WO
05/040217, WO 05/092925 va WO 06/020114.

-54-



31705

Lam giam chtc ndng hi€u ing

Hoat tinh ADCC ¢6 thé duoc lam gidm bing cach cai bién ving Fc. Theo céc
phuong an nhét dinh, c4c vi tri ma anh huéng dén viéc gin két vai cac thy thé Fc c6 thé
duoc loai bo, tot hon 14 cac vi tri khong phai 1a céac vi tri gén két thu thé ciru. Theo cac
phuong 4n khac, ving Fc c6 thé duge cai bién dé loai bo vi tri ADCC. Cée vi tri ADCC
1a da biét trong linh vuc nay; xem, vi du Sarmay et al. (1992) Molec. Immunol. 29 (5):
633-9 vé cac vi tri ADCC trong IgG1. Theo mdt phuong an, bién thé G236R va L328R
ctia IgG1 cda nguoi lam mét mot cach c6 hiéu qua gin két FeyR. Horton ef al. (2011) J.
Immunol. 186:4223 va Chu et al. (2008) Mol. Immunol. 45:3926. Theo cac phuong an
khac, Fc co gin két giam véi FcyR chua céc thay thé axit amin L234A, L235E va
G237A. Gross et al. (2001) Immunity 15:289.

Hoat tinh CDC ciing c6 thé duge lam giam bang cach cai bién vung Fc. Cac dot
bién & céc vi tri IgG1 D270, K322, P329 va P331, dic biét, cac dot bién alanin D270A,
K322A., P329A va P331A, 1am giam déng ké kha ning cia khang thé twong Gmg dé gén
két C1q va hoat hoa bd thé. Idusogie et al. (2000) J. Immunol. 164:4178; WO 99/51642.
Cai bién ciia vi tri 331 ctia IgG1 (vi du, P3318) da dugc thé hién 12 lam gidm gin két bo
thé. Tao et al. (1993) J. Exp. Med. 178:661 va Canfield & Morrison (1991) J. Exp. Med.
173:1483. Theo mot vi du khac, mot hodc nhiéu géc axit amin trong céac vi tri axit amin
231 dén 239 duoc thay déi dé tir d6 1am giam kha nang cb dinh bd thé cla khéng thé.
WO 94/29351.

Theo mdt sd phuong an, Fc ¢6 su cb dinh bd thé giam c6 cac thay thé axit amin

A330S va P3318S. Gross et al. (2001) Immunity 15:289.

Ddi voi viée st dung trong do chirc nang hiéu ing duoc tranh hoan toan, vi du khi
viéc gin két khang nguyén riéng r& 1a du dé tao ra loi ich tri liéu mong mudn, va chirc
ning hiéu @ng chi dan dén (hodc 1am ting nguy co cua) cac tac dung phu khong mong
mudn, cac khang thé IgG4 ¢o thé duoc st dung, hodc cac khang thé hodc cac manh
khong cé ving Fc hodc phén co ban clia né co thé duoc tao ra, hodc Fc c6 thé duge giy
dot bién @ 1am mét su glycosyl hoa hoan toan (vi du, N297A). Theo céach khac, chu triic
lai cta IgG2 clia nguoi (mién Cyl va ving ban 18) va IgG4 clia nguoi (cac mién Cy2 va
Cy3) da duge tao ra ma khong c6 chirc nang hiéu tmg, khong c6 kha nang gin két FeyR

(nhu IgG2) va khong thé hoat héa bd thé (nhu IgG4). Rother et al. (2007) Nat.
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Biotechnol. 25:1256. Ciing xem Mueller et al. (1997) Mol. Immunol. 34:441; Labrijn et
al. (2008) Curr. Op. Immunol. 20:479 (ban luin cac cai bién Fc dé lam giam chirc ning

hiéu rng no6i chung).

Theo cac phuong 4n khéc, ving Fc dugc thay dbi bang céch thay thé it nhat mot
gbc axit amin bang gdc axit amin khac dé 1am giam tit ca (cac) chirc ning hiéu tmg cla
khang thé. Vi du, mot hodc nhiéu axit amin dugc chon tir cac géc axit amin 234, 235,
236, 237, 297, 318, 320 va 322 c6 thé dugc thay thé bang gdc axit amin khic sao cho
khang thé nay c6 4i luc giam dbi v6i phdi tir hiéu img nhung van gitt duge kha ning gin
két khang nguyén ciia khang thé bd me. Phéi tir hiéu tng ma 4i luc vé6i n6 dugc bién ddi
c6 thé 13, vi du thu thé Fc (cac gbe 234, 235, 236, 237, 297) hodc thanh phan C1 cia bd
thé (cac gbc 297, 318, 320, 322). Patent My cac sb 5,624,821 va 5,648,260, ci hai déu

cua Winter et al.

Mot don sang ché sém da dé xuit cac cai bién trong ving Fc IgG dé 1am giam gin
két v6i FoyRI dé 1am giam ADCC (234A; 235E; 236A; G237A) hoidc phong bé gin két
v6i thanh phan Clq ctia bd thé dé lam mét CDC (E318A hoic V/K320A va K322A/Q).
WO 88/007089. Ciing xem Duncan & Winter (1988) Nature 332:563; Chappel et al.
(1991) Proc. Nat’l Acad. Sci. (USA) 88:9036; va Sondermann ef al. (2000) Nature
406:267 (ban luén cac tac dung cua céac dot bién nay lén viéc gén Kkét FcyRIII).

Céc cai bién Fc 1am giam chtc ning hiéu tmg ciing bao gdbm cac thay thé, xen
doan, va mat doan & céac vi tri 234, 235, 236, 237, 267, 269, 325, va 328, nhu 234G,
235G, 236R, 237K, 267R, 269R, 325L, va 328R. Bién thé Fc c6 thé bao gdm
236R/328R. Cac cai bién khac dé 1am giam FcyR va cac tuong tac bd thé bao gdm cic
thay thé 297A, 234A, 235A, 237A, 318A, 228P, 236E, 268Q, 309L, 3308, 3318, 2208,
2268, 2298, 238S, 233P, va 234V. Cac cai bién nay va cdc cai bién khéc dugc xem xét
trong Strohl (2009) Current Opinion in Biotechnology 20:685-691. Cac chirc nang hiéu
g (c& ADCC va su hoat héa bd thé) c6 thé duge lam giam, ddng thoi duy tri duge su
gén két FcR so sinh (duy tri thoi gian ban thai), bang cach gy dot bién cac gbe IgG &
mot hodc nhidu vi tri 233 — 236 va 327 — 331, nhu E233P, L234V, L235A, tuy y G236A,
A327G, A330S va P3318S trong IgG1; E233P, F234V, L235A, tuy y G236A trong IgG4;
va A330S va P331S trong 1gG2. Xem Armour et al. (1999) Eur. J. Immunol. 29:2613;
WO 99/58572. Céc dot bién khac ma 1am giam chirc nang hiéu tng bao gdm L234A va
L235A trong IgG1 (Alegre et al. (1994) Transplantation 57:1537); V234A va G237A
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trong I1gG2 (Cole et al. (1997) J. Immunol. 159:3613; ciing xem patent My s6 5,834,597);
va S228P va L235E dbi véi IgG4 (Reddy ef al. (2000) J. Immunol. 164:1925). Mot két
hop khéc cua cac dot bién dé 1am giam chirc ning hiéu Gng trong IgG1 ciia ngudi bao
gdbm 1.234F, 1.235E va P331S. Oganesyan et al. (2008) Acta Crystallogr. D. Biol.
Crystallogr. 64:700. Né6i chung xem Labrijn et al. (2008) Curr. Op. Immunol. 20:479.
Cac dot bién bd sung dugc tim ra 13 lam giam chitc ning hiéu tGng trong truong hop
protein dung hop Fc (IgG1) (abatacept) 1a C226S, C229S va P238S (danh s gdc theo
EU). Davis et al. (2007) J. Immunol. 34:2204.

Céc bién thé Fc khac co6 ADCC va/hoic CDC giam dugc boc 16 trong Glaesner et
al. (2010) Diabetes Metab. Res. Rev. 26:287 (F234A va L235A dé 1am giam ADCC va
ADCP trong IgG4); Hutchins et al. (1995) Proc. Nat’l Acad. Sci. (USA) 92:11980
(F234A, G237A va E318A trong IgG4); An et al. (2009) MAbs 1:572 va cong bb don yéu
ciu cp patent My sb 2007/0148167 (H268Q, V309L, A330S va P331S trong 1gG2);
McEarchern et al. (2007) Blood 109:1185 (C226S, C229S, E233P, L234V, L235A trong
IgG1); Vafa et al. (2014) Methods 65:114 (V234V, G237A, P238S, H268A, V309L,
A3308S, P331S trong 1gG2).

Theo cac phuong an nhét dinh, Fc dugc chon sao cho vé co ban khong co chirc
ning hiéu Gng, fitc loné c6 gan két voi FeyR giam va su c¢b dinh b6 thé giam. Fc lam vi
du, vi du IgGl Fc, ma khong hiéu Gng bao gém nam dot bién sau: L234A, L235E,
G237A, A3308S va P331S. Gross ef al. (2001) Immunity 15:289. Nam thay thé nay c6 thé
dugc két hop voi N297A dé con lam mét su glycosyl héa.

Tang cudng chirc nang hi¢u tng

Theo cach khac, hoat tinh ADCC ¢6 thé duoc lam ting bang cach cai bién ving
Fc. V& hoat tinh ADCC, IgG1 = IgG3 » IgG4 = IgG2 clia ngudi, vi vy mién on dinh
IgG1, chu khong phai 1a IgG2 hodc 1gG4, co thé duoc chon dé sir dung trong thude khi
ADCC la mong muén. Theo cach khac, ving Fc co thé duoc cai bién dé lam tang tinh
doc t& bao phu thudc khang thé (ADCC) va/hodc dé lam tang ai luc ddi véi thu thé Fey
bing cach cai bién mot hodc nhiéu axit amin & cac vi tri sau: 234, 235, 236, 238, 239,
240, 241, 243, 244, 245, 247, 248, 249, 252, 254, 255, 256, 258, 262, 263, 264, 265, 2677,
268, 269, 270, 272, 276, 278, 280, 283, 285, 286, 289, 290, 292, 293, 294, 295, 296, 298,
299, 301, 303, 305, 307, 309, 312, 313, 315, 320, 322, 324, 325, 326, 327, 329, 330, 331,
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332, 333, 334, 335, 337, 338, 340, 360, 373, 376, 378, 382, 388, 389, 398, 414, 416, 419,
430, 433, 434, 435, 436, 437, 438 hoac 439. Xem WO 2012/142515; ciing xem
WO 00/42072. Céc thay thé lam vi du bao gom 236A, 239D, 239E, 268D, 267E, 268E,
268F, 324T, 332D, va 332E. Cac bién thé lam vi du bao gébm 239D-332E, 236A-332E,
236A-239D-332E, 268F-324T, 267E-268F, 267E-324T, va 267E-268F-324T. Vi duy, cac
Fc IgG1 ctia ngudi bao gdm bién thé G236A, ma co thé tuy y duge két hop vai I1332E, da
duge thé hién 1a lam tang ty 18 i luc gin két FeyRIIA / FeyRIIB xdp xi 15 1an. Richards
et al. (2008) Mol. Cancer Therap. 7:2517; Moore et al. (2010) mAbs 2:181. Cac cai bién
khac dé tang cudong FeyR va cac tuong tac bd thé bao gdm, nhung khong chi gi6i han &,
cac thay thé 298A, 333A, 334A, 326A, 2471, 339D, 339Q, 280H, 290S, 298D, 298V,
243L, 292P, 300L, 396L, 3051, va 396L. Cac ci bién nay va cac cai bién khac duoc xem
xét trong Strohl (2009) Current Opinion in Biotechnology 20:685-691. Dac biét, ca
ADCC va CDC c¢6 thé duge ting cudng bang cac thay doi & vi tri E333 cia IgG1, vi du
E333A. Shields e al. (2001) J. Biol. Chem. 276:6591. Viéc sir dung cac dot bién P2471
va A339D/Q dé tang cudong chic nang hiéu tmg trong IgGl dugc boc 1§ trong
WO 2006/020114, va D280H, K290S + S298D/V dugc boc 16 trong WO 2004/074455.
Cac bién thé K326A/W va E333A/S da dugc thé hién 13 1am ting chiic ning hiéu tng
trong IgGl cda nguoi, va E333S trong IgG2. Idusogie et al. (2001) J. Immunol.
166:2571.

Dic biét, cac vi tri gin két trén IgG1 cua ngudi dbi véi FeyR1, FeyRII, FeyRIII va
FcRn da dugc 1ap ban dd va cac bién thé c6 gén két duoc cai thién da duoc mé ta. Shields
et al. (2001) J. Biol. Chem. 276:6591-6604. Céac dot bién cu thé & céac vi tri 256, 290, 298,
333, 334 va 339 duogc thé hién 1a cai thién gin két v6i FeyRIIL, bao gdm cac thé dot bién
két hop T256A-S298A, S298A-E333A, S298A-K224A va S298A-E333A-K334A (c6
gin két FeyRIIla va hoat tinh ADCC duogc ting cuong). Céc bién thé IgG1 khac c6 gin
két v6i FeyRlIIla duge ting cudng manh da duoc nhéan dién, bao gdm cac bién thé c6 cac
dot bién $239D-I332E va $239D-1332E-A330L, cho thiy mirc ting 16n nhat vé ai luc dbi
v6i FeyRlIlla, sy giam gin két FcyRIIb, va hoat tinh gdy doc té bio manh & khi
cynomolgus. Lazar et al.(2006) Proc. Nat’l Acad. Sci. (USA) 103:4005; Awan et al.
(2010) Blood 115:1204; Desjarlais & Lazar (2011) Exp. Cell Res. 317:1278. . Viéc dua
cac dot bién bd ba vao trong cac khang thé nhu alemtuzumab (dac hiéu CDS52),

trastuzumab (dac hiéu HER2/neu), rituximab (ddc hiéu CD20), va cetuximab (dac hi¢u
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EGFR) duogc dich ma thanh hoat tinh ADCC dugc tang cudong 6n in vitro, va bién thé
S239D-I332E cho thiy kha ning 1am suy kiét té bao B duoc ting cuong & khi. Lazar et
al. (2006) Proc. Nat’l Acad. Sci. (USA) 103:4005. Ngoai ra,cac thé dot bién IgG1 chia
céc dot bién L235V, F243L, R292P, Y300L, V3051 va P396L, ma thé hién gin két tang
cuong vai FcyRlIIla va hoat tinh ADCC duogc ting cudng ddng thoi & chudt chuyén gen
biéu hién FeyRIIla clia ngudi trong cidc mod hinh khéi u 4c tinh té bao B va bénh ung thu
vl dd duoc nhan dién. Stavenhagen et al. (2007) Cancer Res. 67:8882; patent My s6
8,652,466; Nordstrom et al. (2011) Breast Cancer Res. 13:R123.

Cac isotyp IgG khac nhau cling thé hién hoat tinh CDC phin biét
(IgG3>1gG1>>1gG2~IgG4). Dangl ef al. (1988) EMBO J. 7:1989. Déi véi viée sir dung
trong d6 CDC dugc tang cuong 1a mong mudn, ciing c6 thé dua cac dot bién ma lam ting
gin két v6i C1q. Kha nang dé tuyén chon bd thé (CDC) co thé duoc ting cudng bang céac
dot bién & K326 va/hoic E333 trong IgG2, nhu K326W (ma lam giam hoat tinh ADCC)
va E333S, dé lam ting gin két voi Clq, thanh phin thir nhit ctia dot bd thé. Idusogie et
al. (2001) J. Immunol. 166:2571. Viéc dua S267E / H268F / S324T (ri€ng r€ hodc trong
két hop bit ky) vao IgG1 cia ngudi ting cudng gin két C1q. Moore et al. (2010) mAbs
2:181. Ving Fc ciia khang thé isotyp lai IgG1/IgG3 “113F” ctia Natsume et al. (2008)
Cancer Res. 68:3863 (Fig.1 trong d6) con tao ra CDC duogc ting cuodng. Ciing xem
Michaelsen et al. (2009) Scand. J. Immunol. 70:553 va Redpath et al. (1998) Immunology
93:595.

Cac dot bién bd sung ma co6 thé lam ting hodc giam chirc ning hiéu tmg dugc boe
16 trong Dall’Acqua et al. (2006) J. Immunol. 177:1129. Ciing xem Carter (2006) Nat.
Rev. Immunol. 6:343; Presta (2008) Curr. Op. Immunol. 20:460.

Mic du khong nhét thiét lién quan dén cac MAb khang TIGIT déi khang theo sang
ché, cac bién thé Fc ma tang cuong 4i luc d6i voi thu thé e ché FeyRIIb c6 thé tang
cuong hoat tinh do su chét té bao theo chuong trinh gdy ra hodc hoat tinh b6 tro. Li &
Ravetch (2011) Science 333:1030; Li & Ravetch (2012) Proc. Nat’l Acad. Sci. (USA)
109:10966; cong bd don yéu cau cip patent My s6 2014/0010812. Cac bién thé nay cé
thé tao ra khang thé c6 hoat tinh diéu bién mién dich lién quan dén cac té bao FeyRIIb',
bao g61n, vi du té bao B va bach cau don nhan. Theo mot phuong an, cac bién thé Fc tao
ra ai luc dugc tang cuong chon lgc véi FeyRIIb so vo1 mot hodc nhiéu thu thé hoat hoa.

Céc cai bién dé thay doi gan két vai FcyRIIb bao gom mdt hodc nhiéu cai bién 6 vi tri
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duoc chon tir nhém bao gom 234, 235, 236, 237, 239, 266, 267, 268, 325, 326, 327, 328,
va 332, theo chi s& EU. Céc thay thé lam vi du dé ting cudng 4i luc FeyRIIb bao gom,
nhung khong chi giGi han &, 234D, 234E, 234F, 234W, 235D, 235F, 235R, 235Y, 236D,
236N, 237D, 237N, 239D, 239E, 266M, 267D, 267E, 268D, 268E, 327D, 327E, 328F,
328W, 328Y, va 332E. Cac thay thé 1am vi du bao gdbm 235Y, 236D, 239D, 266M, 267E,
268D, 268E, 328F, 328W, va 328Y. Céc bién thé Fc khac dé tang cudong gin két véi
FcyRIIb bao gdm 235Y-267E, 236D-267E, 239D-268D, 239D-267E, 267E-268D, 267E-
268E, va 267E-328F. Pac biét, cac bién thé S267E, G236D, S239D, 1.328F va 1332E,
bao gém bién thé kép S267E-L328F, ctia IgG1 cia ngudi 1a c6 gia tri cu thé trong viéc
ting cuong dic biét ai luc dbi voi thu thé FeyRIIb e ché. Chu e al. (2008) Mol.
Immunol. 45:3926; don yéu ciu cAp patent My s6 cong bd 2006/024298;
WO 2012/087928. Tinh dic hiéu dugc ting cuong dbi v6i FeyRIIb (nhu duge phan biét
v6i FeyRIIa*"*!) ¢6 thé thu duge bang cach bd sung thay thé P238D va cac dot bién khac
(Mimoto et al. (2013) Protein. Eng. Des. & Selection 26:589; WO 2012/115241), ciing
| nhu V262E va V264E (Yu et al (2013) J Am. Chem. Soc. 135:9723, va
WO 2014/184545).

Kéo dai thoi gian ban thai

Theo céc phuong 4n nhét dinh, khang thé nay dugc cai bién dé 1am tang thoi gian
bén thai sinh hoc ctia nd. Cac phuong phap khac nhau c6 thé dugc ap dung. Vi du, diéu
nay c6 thé dugc thuc hién bang cach lam tang 4i luc gin két cta ving Fc d6i voi FeRn.
Theo mot phuong 4n, khang thé nay dugc bién ddi trong ving CH1 hoic CL dé chira thu
thé ciru gén két epitop dugc ldy tir hai vong 13p cia mién CH2 cua ving Fc cua IgG, nhu
duge mo ta trong patent My cac sb 5,869,046 va 6,121,022 ciia Presta et al. Céac bién thé
Fc lam vi du khac ma lam ting gén két vi FeRn va/hodc cai thién cac dic tinh dugc
dong hoc bao gdm cac thay thé & cac vi tri 259, 308, va 434, bao gém, vi du 2591, 308F,
4281, 428M, 434S, 434H, 434F, 434Y, va 434M. Céc bién thé khic ma 1am ting gan két
cua Fc véi FcRn bao gém: 250E, 250Q, 428L, 428F, 250Q/428L (Hinton ef al., 2004, J.
Biol. Chem. 279(8): 6213-6216, Hinton et al. 2006 Journal of Immunology 176:346-
356), 256A, 272A, 305A, 307A, 31 1A, 312A, 378Q, 380A, 382A, 434A (Shields et al,
Journal of Biological Chemistry, 2001, 276(9):6591-6604), 252F, 252Y, 252W, 254T,
256Q), 256E, 256D, 433R, 434F, 434Y, 252Y/254T/256E, 433K/434F/436H (Dall’ Acqua
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et al. Journal of Immunology, 2002, 169:5171-5180, Dall’Acqua et al., 2006, Journal of
Biological Chemistry 281:23514-23524). Xem patent My s6 8,367,805.

Cai bién clia cac gbc bao toan nhét dinh trong Fe IgG (1253, H310, Q311, H433,
N434), nhu bién thé N434A (Yeung et al. (2009) J. Immunol. 182:7663), da dugc dé xuit
1a cach dé lam tang &i luc FcRn, do d6, lam ting thoi gian ban thai cia khang thé trong
tudn hoan. WO 98/023289. Bién thé Fc két hop bao gdm M428L va N434S da duge thé
hién 14 lam tang gan két FcRn va lam ting thoi gian ban thai trong huyét thanh 1én dén
nam lan. Zalevsky et al. (2010) Nat. Biotechnol. 28:157. Bién thé Fc két hop bao gdm
céc cai bién T307A, E380A va N434A con kéo dai thoi gian ban thai cia cac khang thé
1gG1. Petkova et al. (2006) Int. Immunol. 18:1759. Ngoai ra, cac bién thé Fc két hop bao
gdm cac bién thd M252Y-M428L, M428L-N434H, M428L-N434F, M428L-N434Y,
M428L-N434A, M428L-N434M, va M428L-N434S con duoc thé hién 1a kéo dai thoi
gian ban thai. WO 2009/086320.

Hon nira, bién thé Fc két hop bao gdbm M252Y, S254T va T256E, lam ting thoi
gian ban thai 1én gan 4 1an. Dall’Acqua et al. (2006) J. Biol. Chem. 281:23514. Cai bién
IgG1 lién quan tao ra ai luc FcRn tang nhung giam su phu thugc do pH (M252Y-S254T-
T256E- H433K- N434F) da dugc sir dung dé tao ra cau triic IgG1 (“MST-HN Abdeg”)
dé sir dung 1am chét canh tranh dé ngin ngira gén két cua cac khang thé khdc véi FeRn,
din dén tang do thanh thai ctia khang thé khac d6, mAb IgG ndi sinh (vi du, trong mdi
trudng ty mién) hodc ngoai sinh khéc (tri liu). Vaccaro et al. (2005) Nat. Biotechnol.

23:1283; WO 2006/130834.

Céc cai bién khac dé 1am ting gin két FcRn duge mo ta trong Yeung et al. (2010)
J. Immunol. 182:7663-7671; 6,277,375; 6,821,505; WO 97/34631; WO 2002/060919.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, céc isotyp IgG lai c6 thé duoc st dung dé lam ting
ofin két FcRn, va lam tang tiém tang thoi gian ban thai. Vi dy, bién thé lai IgG1/1gG3 ¢
thé duoc céu triic bang cach thay thé cac vi tri IgG1 trong ving CH2 va/hoic CH3 bang
cac axit amin tir [gG3 & cac vi tri trong do6 hai isotyp khac nhau. Do do, khang thé IgG
bién thé lai c6 thé dugc cAu tric ma chira mot hodc nhiéu thay thé, vi du 274Q, 276K,
300F, 339T, 356E, 358M, 3848, 392N, 397M, 422I, 435R, va 436F. Theo cac phuong an
khac duoc md ta trong ban mo ta nay, bién thé lai IgG1/IgG2 c6 thé dugc ciu truc bang

cach thay thé céc vi tri IgG2 trong viing CH2 va/hoic CH3 bang cac axit amin tir IgG1 &
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cac vi tri trong dé hai isotyp khac nhau. Do d6, khang thé IgG bién thé lai co thé duge
cAu tric ma chira mot hodc nhiéu thay thé, vi du mot hoic nhiéu thay thé axit amin sau:
233E, 234L, 2351, —236G (chi su cai xen cia glyxin & vi tri 236), va 327A. Xem patent
My s6 8.629,113. Thé lai ctia cic trinh tw IgG1/1gG2/1gG4 da duge tao ra ma lam ting
cong khai thoi gian ban thai trong huyét thanh va cai thién sy biéu hién. Patent My 50

7,867,491 (s6 trinh tu 18 trong do).

Thoi gian ban thai trong huyét thanh cia cic khang thé theo sang ché ciing c6 thé
duge lam ting bang cach PEG héa. Khang thé c6 thé dugc PEG hoa dé, vi du lam ting
thoi gian ban thai sinh hoc (vi du, trong huyét thanh) ctia khang thé nay. Pé PEG héa
khéng thé, khang thé nay, hoic manh ciia n6, thuong duge cho phan tng véi chét phan
g polyetylen glycol (PEG), nhu este phan (g hogc din xuét aldehyt cia PEG, trong
cac diéu kién trong d6 mot hoic nhiéu nhém PEG duoc gin véi khang thé hoic manh
khéang thé nay. Tét hon 13, sy PEG hoa duoc thuc hién thong qua phéan Ung axyl héa hodc
phan tng alkyl hoa véi phan tt PEG phan tng (hodc polyme tan trong nudc phan Gng
tuong tu). Khi dugc st dung trong ban mo ta nay, thudt ngit “polyetylen glycol” duoc du
dinh bao gém dang bét ky trong sd cac dang cia PEG da dugc sir dung dé tao dan xuét
cac protein khac, nhu mono (C1-C10) alkoxy- hodc aryloxy-polyetylen glycol hodc
polyetylen glycol-maleimit. Theo mot sé phuong an, khang thé dugc PEG héa nay la
khang thé khong glycosyl héa. Cac phuong phap PEG héa protein 1a da biét trong linh
vure ndy va c6 thé duoc ap dung cho céc khang thé dugc mé ta trong ban mo ta nay. Xem,

vi du EP 0154316 cua Nishimura ef al va EP 0401384 cua Ishikawa et al.

Theo cach khac, trong mot sb truong hop, ¢6 thé mong muébn 1am gidm thoi gian
ban thai cia khang thé theo sang ché, chir khéng phai lam ting no. Cac cai bién nhu
1253A (Hornick et al. (2000) J. Nucl. Med. 41:355) va H435A/R, 1253A hodc H310A
(Kim et al. (2000) Eur. J. Immunol. 29:2819) trong Fc ctia IgG1 cia nguoi co thé 1am
giam gén két FcRn, do d6, 1am giam thoi gian ban thai (ting do thanh thai) dé st dung
trong cac truong hop trong d6 do thanh thai nhanh dugce wu tién, nhu tao anh y hoc. Ciing
xem Kenanova ef al. (2005) Cancer Res. 65:622. Cac cach khac dé ting cuong do thanh
thai bao gdm dinh dang cdc mién gin két khang nguyén theo sang ché dudi dang cac
manh khang thé khéng c6 kha ning gin két FcRn, nhu cac manh Fab. Cai bién nay c6 thé
lam giam thoi gian ban thai tudn hoan ctia khang thé tir hai tudn xudng khoang vai gio.

Sau do, su PEG hoa chon loc ciia cac manh khang thé co thé dugc st dung dé didu chinh
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tinh (lam tdng) thoi gian ban thai cua cac manh khéng thé néu can. Chapman et al. (1999)
Nat. Biotechnol. 17:780. Cac manh khang thé ciing ¢ thé dugc dung hop véi albumin
huyét thanh ngudi, vi du trong ciu triic protein dung hop, dé 1am tang thoi gian ban thai.
Yeh et al. (1992) Proc. Nat’l Acad. Sci. 89:1904. Theo cach khac, khang thé dic hiéu kép
¢6 thé duoc cdu tric véi mién gin két khang nguyén thir nhét theo sang ché va mién gin
két khang nguyén thir hai ma gin két v6i albumin huyét thanh nguoi (HSA). Xem don
yéu ciu cp patent qudc té s cong bd WO 2009/127691 va cac tai liéu patent tham khéo
duoc trich din trong d6. Theo cach khac, trinh tu polypeptit chuyén mon héa c6 thé duge
bd sung vao cic manh khang thé dé 1am ting thoi gian ban thai, vi du trinh tu polypeptit
“XTEN”. Schellenberger et al. (2009) Nat. Biotechnol. 27:1186; don yéu cau cip patent
qubc té sb cong bd6 WO 2010/091122.

Céc bién thé Fc bd sung

Khi st dung mién on dinh IgG4, thudng wu tién bao gbm sy thay thé $228P, ma
bét chude trinh tu ban 18 trong IgG1 va nho d6, 1am 6n dinh cac phan tir [gG4, vi du lam
giam su trao d6i nhanh Fab giita khang thé tri liéu va IgG4 noi sinh & ddi twong bi bénh
cin diéu tri. Labrijn et al. (2009) Nat. Biotechnol. 27:767; Reddy et al. (2000) J.
Immunol. 164:1925.

Vi tri phén cit proteaza tiém nang trong ban 18 ciia cac cdu tric IgG1 6 thé duoc
Jam mAt bang cac cai bién D221G va K222S, lam ting d6 on dinh cia khing thé.
WO 2014/043344.

Ai luc va cac dic tinh gin két cua bién thé Fc dbi vaoi phdi tir ctia nd (cac thu thé
Fc) ¢o thé duge xac dinh bang nhidu phuong phép thir nghiém in vitro (cac thir nghiém
trén co s& hoa sinh hoac mién dich) da biét trong linh vuc niay bao gom, nhung khong chi
gi6i han &, cac phuong phap can bang (vi du, thir nghiém hip thu mién dich dugc lién két
enzym (ELISA), hodc thr nghiém mién dich phong xa (RIA)), hodc dong hoc (vi du,
phan tich BIACORE® SPR ), va cac phuong phap khac nhu thir nghiém gan két gian tiép,
thir nghiém tc ché canh tranh, chuyén ning luong cong hudng huynh quang
(fluorescence resonance energy transfer - FRET), dién di trén gel va sic ky (vi du, loc
gel). Cac phuong phéap nay va cdc phuong phép khac cé thé str dung chét danh diu trén
mdt hodic nhidu thanh phan dugc kiém tra va/hoac sir dung nhiéu phuong phap phét hién

bao gdm. nhung khong chi gigi han &, chit danh dau sinh mau, huynh quang, phat quang,
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hodc ddng vi. Phin mo ta chi tiét vé 4i luc gan két va dong hoc co thé duoc tim thiy
trong Paul, W. E., ed., Fundamental Immunology, 4th Ed., Lippincott-Raven,
Philadelphia (1999), ma tap trung vao cac tuong tac khang thé-chét khang nguyén.

Theo cac phuong an khéc nita, sy glycosyl hoa ciua khang thé dugc cai bién dé lam
tang hodc lam giam chirc ndng hiéu tng. Vi du, khang thé khong glycosyl hoa c6 thé
duogc tao ra ma thiéu tit ca chirc nang hiéu ing bing cach gy dot bién gbc asparagin bao
toan & vi tri 297 (vi du, N297A), do do6, 1am mét bd thé va gin két FcyRI. Bolt ef al.
(1993) Eur. J. Immunol. 23:403. Ciing xem Tao & Morrison (1989) J. Immunol. 143:2595
(st dung N297Q trong IgG1 dé 1am mét su glycosyl héa & vi tri 297).

Mic di cac khang thé khong glycosyl hoéa néi chung thiéu chirc ning hiéu tmg,
cac dot bién co thé dugc dua vao dé phuc hdi chirc ning d6. Cac khang thé khong
glycosyl hoa, vi du cac khang thé thu dugc tir cic dot bién N297A/C/D/hoic H hoic dugc
tao ra trong cac hé (vi du, E. coli) ma khong glycosyl hda cac protein, c6 thé duoc giy
dot bién tiép dé phuc hdi gin két FcyR, vi du S298G va/hoic T299A/G/hodc H
(WO 2009/079242), hodc E382V va M4281 (Jung et al. (2010) Proc. Nat’l Acad. Sci.
(USA) 107:604).

Ngoai ra, khang thé c6 ADCC dugc ting cudng c6 thé dugc tao ra bang cach thay
dbi su glycosyl héa. Vi dy, viéc loai bo fucoza tir cac oligosacarit dugc lién két Asn297
ctia chudi ning da dugc thé hién 13 ting cudng ADCC, dua trén gan két cai thién voi
FcyRlIIla. Shields et al. (2002) JBC 277:26733; Niwa et al. (2005) J. Immunol. Methods
306: 151; Cardarelli et al. (2009) Clin. Cancer Res.15:3376 (MDX-1401); Cardarelli ef
al. (2010) Cancer Immunol. Immunotherap. 59:257 (MDX-1342). Cac khang thé fucoza
thdp nay c6 thé duoc tao ra, vi du trong cic té bao budng trimg chudt hamster Trung
Qudc (Chinese hamster ovary - CHO) bét hoat gen khong cé fucosyltransferaza (FUTS)
(Yamane-Ohnuki et al. (2004) Biotechnol. Bioeng. 87:614), hodc trong céc té bao khac
ma tao ra cac khang thé khong fucosyl hoa. Xem, vi du Zhang et al. (2011) mAbs 3:289
va Li et al. (2006) Nat. Biotechnol. 24:210 (ca hai md ta viéc tao ra khang thé trong
Pichia pastoris. dugc xtt 1y glyco); Mossner ef al. (2010) Blood 115:4393; Shields et al.
(2002) J. Biol. Chem. 277:26733; Shinkawa et al. (2003) J. Biol. Chem. 278:3466;
EP 1176195B1. ADCC ciing c6 thé duoc ting cuong nhu duge md ta trong cong bd don
PCT sb WO 03/035835, ma boc 10 viée sir dung dong té bao CHO bién thé, Lecl3, ¢o

kha ning gin fucoza giam cho cac hydrat cacbon dugc lién két Asn(297), con dan dén su
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giam fucosyl hoa ctua cac khang thé duge biéu hién trong té bao vat chu d6. Ciing xem
Shields, R.L. et al. (2002) J. Biol. Chem. 277:26733-26740. Theo cach khéc, chit twong
tu fucoza c6 thé dugc bd sung vao mdi trudng nudi cAy trong qué trinh san xuit khang
thé dé e ché sy hop nhét cia fucoza vao trong hydrat cacbon trén khéng thé nay. WO
2009/135181.

Céc chu triic GIcNac tach doi ting dan trong céc oligosacarit dugc lién két khang
thé ciing ting cudng ADCC. Cong bd don PCT s6 WO 99/54342 ctia Umana et al md ta
cac dong té bao dugc xir Iy ky thuat dé biéu hién glycosyl transferaza cai bién
glycoprotein (vi du, beta(1,4)-N-axetylglucosaminyltransferaza III (GnTIII)) vi vy cac
khang thé duoc bidu hién trong cic dong té bao duge xtr ly k¥ thuat nay co clu tric
GlcNac tach déi ting din dén ting hoat tinh ADCC ctia khang thé (ciing xem Umana et
al. (1999) Nat. Biotech. 17:176-180).

Céc bién thé glycosyl hoa bd sung di dwgc phat trién ma khong c6 céc gbc
galactoza, axit sialic, fucoza va xyloza (dugc goi 1a cac dang glyco GNGN), ma biéu hién
ADCC va ADCP tiang nhung CDC giam, ciing nhu cac bién thé khac ma khong c6 axit
sialic, fucoza va xyloza (dugc goi 1a cac dang glyco G1/G2), ma biéu hién ADCC, ADCP
va CDC tiang. Pon yéu ciu cip patent My sd cong bb 2013/0149300. Cac khang thé c6
cac kiéu glycosyl hoa nay tiy y duoc tao ra trong cic cay N. benthamiana dugc cai bién

di truyén trong d6 cac gen xylosyl va fucosyl transferaza ndi sinh da dugc 1am bét hoat.

Viée xtr Iy glyco ciing ¢6 thé duoc sir dung dé cai bién dic tinh chdng viém cua
chu tric IgG bang cach thay dbi ham lugng 02,6 sialyl clia céc chudi hydrat cacbon duge
gin vao Asn297 clia ving Fe, trong do ty 1¢ cia dang dugc 02,6 sialyl héa ting dan dén
ting cudng tac dung chbng viém. Xem Nimmerjahn et al. (2008) Ann. Rev. Immunol.
26:513. Nguoc lai, su giam ty 18 cta cac khang thé c6 hydrat cacbon dugc 12,6 sialyl hoa
¢6 thé hitu ich trong trudng hop ma khong can dic tinh chéng viém. Céc phuong phap
bién dbi ham lwong 02,6 sialyl hoa ctia khang thé, vi du bang cach tinh ché chon loc cac
dang duoc 02,6 sialyl hoa hoic bang cach cai bién bang enzym, duoc néu trong don yéu
ciu cp patent My sd cong bd 2008/0206246. Theo cac phuong an khéc, trinh tu axit
amin cua ving Fc c6 thé duoc cai bién dé bit chude tac dung 02,6 sialyl hoa, vi du bang

cach bao gdm cai bién F241A. WO 2013/095966.

I1I. Cac dic tinh vat 1y ciia khang thé
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Céc khang thé duoc mo ta trong ban md ta nay co thé chira mot hodc nhiéu vi tri
glycosyl héa trong viing bién ddi ctia chudi nhe hodc chudi ning. Cac vi tri glycosyl hoa
ndy c6 thé dan dén l1am tang kha ning sinh mién dich cua khéng thé hoic thay dbi pK cua
khang thé do thay ddi viéc gin két khang nguyén (Marshall et al. (1972) Ann. Rev.
Biochem. 41:673-702; Gala and Morrison (2004) J. Immunol. 172:5489-94; Wallick et al.
(1988) J. Exp. Med. 168:1099-109; Spiro (2002) Glycobiology 12:43R-56R; Parekh et al.
(1985) Nature 316:452-7, Mimura et al. (2000) Mol. Immunol. 37:697-706). Viéc
glycosyl hoa da biét 1a xay ra & cac métip chira trinh ty N-X-S/T. Trong mot s6 trudng
hop, wu tién c6 khang thé khang TIGIT ma khong chira su glycosyl héa ving bién dbi.
Diéu nay c6 thé dat duoc bang cach lua chon cac khang thé khong chira motip glycosyl

hoa trong ving bién doi hoic bang cach gay dot bién cac gbc trong viing glycosyl hoa.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, cac khéng thé dugc mo ta trong ban mo ta ndy
khong chira vi tri dong phan asparagin. Viéc khir amit cua asparagin c6 thé xay ra trén
trinh tu N-G hodc D-G va din dén tao ra gbc axit isoaspartic dwa nut x0dn vao chudi

polypeptit va lam giam d¢ 6n dinh ciia n6 (tac dung axit isoaspartic).

Mdi khang thé s& c6 duy nhat mot diém déng dién (pI), diém nay thudong nim &
khoang d6 pH tir 6 &n 9,5. pI cia khang thé IgG1 thuong nam trong khoang do pH tir 7-
9,5 va pl ciia khang thé IgG4 thuong nim trong khoang do pH tir 6-8. C6 suy doan rang
cac khang thé c6 pI nim ngoai khoang binh thuong c6 thé c6 mot s6 khong gip cudn va
khong én dinh trong cac diéu kién in vivo. Do 6, wu tién c6 khang thé khang TIGIT ma
c6 gia tri pl ndm trong khoang binh thudng. Diéu nay c6 thé dat dugc bang cach Iua chon
cac khang thé co pl trong khoang binh thuong hoic bing cach gy dot bién cac gbc bé

mit duoc tich dién.

MB&i khang thé s& c6 nhiét do nong chay dic trung, v6i nhi€t d nong chay cao hon
bidu thi do én dinh in vivo noi chung 16n hon (Krishnamurthy R and Manning M C
(2002) Curr Pharm Biotechnol 3:361-71). N6i chung, uu tién rang Ty (nhiét do dudi
mach ban diu) 16n hon 60°C, t5t hon 12 16n hon 65°C, t6t hon nita 14 16n hon 70°C. Piém
nong chay cua khang thé co thé dugc do bang phép do nhiét luong quét vi sai (Chen et al
(2003) Pharm Res 20:1952-60; Ghirlando ef al. (1999) Immunol Lett. 68:47-52) hodc phd
ludng cuc vong (Murray et al. (2002) J. Chromatogr. Sci. 40:343-9).
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Theo mot phuong an dugce uu tién, cac khang thé duoc chon sao cho khong phan
hiy nhanh chong. Muc d6 phan huy ctia khang thé ¢6 thé duoc do bang cach dién di mao
quan (capillary electrophoresis - CE) va MALDI-MS (Alexander A J and Hughes D E
(1995) Anal Chem 67:3626-32).

Theo mdt phuong an dugc vu tién khéc, cac khang thé dugc chon sao cho ¢ tic
dung két tu duoc 1am giam dén muc tdi thiu, tic dung nay vén c6 thé din dén viéc kich
hoat dap Ung mién dich khong mong mudn va/hodc cac dic tinh duge dong hoc bét loi
hodc bién d6i. N6i chung, céc khang thé 1a chip nhan dugc véi mic do két tu 1a 25%
hogc nhé hon, t6t hon 14 20% hodc nhé hon, tt hon nita 1a 15% hodc nhé hon, tét hon
nita 1a 10% hodc nhé hon va tét hon nita 1a 5% hodc nhé hon. Mirc d6 két tu ¢6 thé dugc
do bing mot sb k¥ thuat, bao gdm cot loai ¢ (size-exclusion column - SEC), sic ky long

hiéu ning cao (high performance liquid chromatography - HPLC), va tan xa 4nh sang.
I'V. Phan tr axit nucleic

Mot khia canh khac dugc md ta trong ban mé ta nay dé cap dén cac phan tir axit
nucleic ma ma héa cac khang thé dugc mé ta trong ban md ta nay. Cac axit nucleic nay
6 thé c6 mit trong céac té bao nguyén ven, trong dich tan té bao, hoic & dang dugc lam
sach mot ph?m hodc ga“m nhu tinh khiét. Axit nucleic 1a “duoc phén 1dp” hodc “dugc lam
gén nhu tinh khiét” khi duoc 1am sach khoi céc thanh phan té bao khac hodc cic tap chét
khéac, vi du cac axit nucleic khac cta té bao (vi du, ADN nhiém sic thé khac, vi du ADN
nhiém sic thé ma dugc l_ién két véi ADN duoc phén 1ap trong tu nhién) hodc protein,
bang cac k¥ thuat chuin, bao gdm xir Iy bang kiém/SDS, tao dai CsCl, sic ky cot, enzym
gi&i han, dién di trén gel agaroza va cac k§ thuat khac da biét trong linh vuc nay. Xem, F.
Ausubel, et al., ed. (1987) Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing
and Wiley Interscience, New York. Axit nucleic dugc mo ta trong ban mo ta nay co thé
1a, vi du ADN ho#c ARN va c6 hodc khong chira céc trinh ty intron. Theo cac phuong 4n
nhét dinh, axit nucleic nay 1a phan tr ;AADN (ADN b4 trg).

Céc axit nucleic duge md ta trong ban mé ta nay co thé thu dugc bing cac k§ thuat
sinh hoc phan tir chudn. Pbi véi cac khang thé dugc biéu hién béi cac té bao lai (vi duy,
cac té bao lai duge tao ra tir chudt chuyén gen mang gen globulin mién dich cia nguoi
nhu duoc mo ta thém dudi ddy), thi cac cADN ma héa chudi nhe va chudi ning cla

khang thé duoc tao ra béi té bao lai nay c6 thé thu duge bang ky thuat khuéch dai PCR
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hodc tach dong cADN chuén. Ddi véi cac khang thé thu duoc tir thu vién gen globulin
mién dich (vi du, bang cach st dung cac k¥ thuat hién thi trén thé thuc khuan), thi axit

nucleic ma hoa khang thé nay c6 thé dugc khoi phuc tir thur vién nay.

Khi cic doan ADN mai héa cac doan VH va VL thu dugc, thi cAc doan ADN nay
c¢6 thé duoc thao tac tiép bang cac ky thuat ADN tai td hop chudn, vi du dé chuyén cac
gen ving bién dbi sang cac gen cua chudi khang thé c6 chidu dai ddy du, sang cac gen
cia manh Fab hodc gen scFv. Trong céac thao tdc nay, manh ADN ma hoéa VL hoac VH
duoc lién két ¢6 diéu khién véi mot manh ADN khac ma héa mét protein khéc, nhur viing
hing dinh cua khang thé hogic ciu ndi linh hoat. Thuét ngit “dugc lién két c6 diéu khién”,
duogc st dung trong trudng hop nay, dugc du dinh c6 nghia 1a hai doan ADN duogc ndi

sao cho céc trinh tr axit amin dugc ma héa boi hai doan ADN nay van & trong khung.

ADN duogc phan 1dp ma hoa vung VH c6 thé duoc chuyén sang gen ciia chudi
ning co6 chiéu dai ddy du bang cach lién két c6 diéu khién ADN ma héa VH véi mot phan
tr ADN khéac ma hoa ving hing dinh cta chudi nang (ban 18, CH1, CH2 va/hoic CH3).
Céc trinh tu cia cdc gen ving hang dinh cta chudi ning cia nguoi la da biét trong linh
vuce nay (xem vi du, Kabat, E. A., et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological
Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human Services, NIH Publication
No. 91-3242) va cac manh ADN chira cac ving nay c6 thé thu duge bang cach khuéch
dai PCR chudn. Ving hing dinh cia chudi niang c¢6 thé 1a ving hing dinh cta IgGl,
IgG2, 1gG3, IgG4, IgA, IgE, IgM hodc IgD, vi du vung IgG1. Déi véi gen cia chudi ning
ctia manh Fab, ADN ma hoa VH c6 thé duoc lién két c6 diéu khién v6i mdt phan tit ADN

khac chi ma hoa viing hang dinh CH1 ctia chudi ning.

ADN duogc phan lap ma héa vung VL co thé duoc chuyén sang gen cua chudi nhe
¢6 chiéu dai ddy du (ciing nhu gen cta chudi nhe Fab) bang cach lién két c6 diéu khién
ADN ma hoa VL véi mot phan tir ADN khac ma hoa viing hing dinh ctia chudi nhe, CL.
Céc trinh tw cla cic gen ving hang dinh ciia chudi nhe ciia nguoi 1a da biét trong linh
vuce nay (xem vi du, Kabat, E. A., et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological
Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human Services, NIH Publication
No. 91-3242) va cac manh ADN chtra cac ving nay c6 thé thu dugc bang cach khuéch
dai PCR chuin. Ving hing dinh ciia chudi nhe c6 thé 1a ving hang dinh kappa hoic

lamda.
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Pé tao ra gen scFv, cac manh ADN ma hoéa VH va VL duoc lién két co diéu khién
vOo1 mot manh khac ma hoa cAu ndi linh hoat, vi du ma hda trinh tu axit amin (Gly, -Ser)s,
sao cho cac trinh tr VH va VL ¢6 thé dugc biéu hién duéi dang protein don chudi lién k&,
v6i cac ving VL va VH dugc ndi bang cau ndi linh hoat (xem vi du, Bird et al. (1988)
Science 242:423-426; Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883;
McCafferty et al., (1990) Nature 348:552-554).

V.San xuét khang thé

Céc khang thé khac nhau theo sang ché, vi du cac khang thé ma canh tranh véi
hodc gin két véi cung epitop nhu khang thé khang TIGIT cla ngudi dugc boc 1§ trong
ban mo ta nay, co thé dugc tao ra béng cach st dung nhiéu k¥ thuat da biét, nhu k§ thuat
lai té bao sinh dudng chuin dugc mé ta boi Kohler va Milstein, Nature 256: 495 (1975).
Mic du cac quy trinh lai t& bao sinh dudng 1a duoc wu tién, vé nguyén tic, cac k¥ thuat
khac dé tao ra khang thé don dong ciing c6 thé duoc str dung, vi du sy bién nap té bao
limpho B virut hodc gdy ung thu, k¥ thuét hién thi trén thé thyc khuan bang cach sir dung

thu vién cac gen khang thé cua nguoi.

H¢ dong vat dugce uu tién dé tao ra céc té bao lai 1a hé cua chudt. Viéc tao ra té bao
lai trong chudt nhét 12 quy trinh da biét 5. Cac quy trinh va k¥ thuat gdy mién dich dé
phan Iap cac té bao lach dugc gay mién dich dé dung hop 1a da biét trong linh vuc nay.
Céc dbi tac dung hop (vi du, cac té bao u tay cta chudt) va cac quy trinh dung hop cling
da biét.

Céc khang thé kham hoidc duoc lam giéng nhu ciia ngudi duge mo ta trong ban
mo ta nay co thé dugc tao ra trén co sé trinh tu cia khang thé don dong cua chudt tao
dugc nhu da dugc md ta trén didy. ADN ma héa globulin mién dich cia chudi ning va
chudi nhe c6 thé thu duoc tir té bao lai cin quan tim ctia chudt va duge xir Iy k¥ thuat dé
chtra trinh tur globulin mién dich khong phai ctia chudt (vi dy, cia nguoi) bang cach sir
dung céc k¥ thuét sinh hoc phén tir chuén. Vi du, dé tao ra khéng thé kham, céc vung bién
dbi ctia chudt c6 thé duge lién két v6i cac ving hing dinh ciia ngudi bang cac phuong
phép da biét trong Iinh vurc nay (xem vi du, patent My sb 4,816,567 ctia Cabilly et al). Dé
tao ra khang thé duoc 1am giéng nhu ctia ngudi, cac ving CDR ciia chudt c6 thé duoc cai

xen vao khung ctia ngudi bang cac phwong phép da biét trong linh vuc nay (xem vi du,
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patent My s6 5,225,539 ciia Winter, va patent M§ cac sb 5,530,101; 5,585,089; 5,693,762
va 6,180,370 ctia Queen et al).

Theo mdt phuong an, cac khang thé dugc mo ta trong ban md ta nay la cac khang
thé don dong cua nguoi. Cac khang thé don dong ctia ngudi nay nham khang TIGIT ¢6
thé duogc tao ra bang cach sit dung chudt nhit chuyén gen hoic chuyén nhiém sic thé
mang cac phan ciia hé mién dich cta ngudi chir khong mang hé mién dich cia chudt.
Chu6t nhét chuyén gen va chuyén nhiém sic thé nay bao gdm chudt nhit dugc goi trong
ban mo ta nay 14n luot 13 chudt nhit HuMAD va chudt nhéit KM, va duoc g01 chung trong

ban mo ta nay 1a “chudt Ig cia nguoi.”

HuMAb mouse® (Medarex, Inc.) chira locut nho gen globulin mién dich ctia ngudi
ma héa trinh tr globulin mién dich cta chudi nhe k va chudi ning (u va y) cia ngudi
khong duoc sip xép lai, cling véi cac dot bién dich 1am bét hoat cac locut chudi p va «
ndi sinh (xem vi du, Lonberg et al. (1994) Nature 368(6474): 856-859). Do do, chudt co
biéu hién IgM hoic « clia chudt, va dap ting v6i viéc gdy mién dich gidm, cac gen chuyén
ctia chudi ning va chudi nhe ciia ngudi duoc dua vio trai qua qua trinh chuyén nhém va
dot bién sinh dudng dé tao ra khang thé don dong IgGk ciia ngudi ¢6 i luc cao (Lonberg,
N. et al. (1994), néu trén; dugc xem xét trong Lonberg, N. (1994) Handbook of
Experimental Pharmacology 113:49-101; Lonberg, N. and Huszar, D. (1995) Intern. Rev.
Immunol. 13: 65-93, va Harding, F. and Lonberg, N. (1995) Ann. N.Y. Acad. Sci.
764:536-546). Viéc tao va st dung chudt nh&t HuMab, va céc cai bién hé gen dugc mang
bdi chudt nay, dugc mo ta thém trong Taylor, L. ef al. (1992) Nucleic Acids Research
20:6287-6295; Chen, J. et al. (1993) International Immunology 5: 647-656; Tuaillon ef
al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:3720-3724; Choi et al. (1993) Nature Genetics
4:117-123; Chen, J. et al. (1993) EMBO J. 12: 821-830; Tuaillon et al. (1994) J.
Immunol. 152:2912-2920; Taylor, L. ef al. (1994) International Immunology 6: 579-591;
va Fishwild, D. et al. (1996) Nature Biotechnology 14: 845-851, n6i dung cia tAt ca céc
tai liéu nay dugc hop nhét cu thé vao ban md ta nay béng cach vién dan toan bd. Xem
thém, patent My cic sd 5,545,806; 5,569,825; 5,625,126; 5,633,425; 5,789,650;
5,877,397; 5,661,016; 5,814,318; 5,874,299; va 5,770,429; tit ca déu ctia Lonberg va
Kay; patent My s6 5,545,807 cta Surani ef al; cong bd don PCT cac s6 WO 92/03918,
WO 93/12227, WO 94/25585, WO 97/13852, WO 98/24884 va WO 99/45962, tit ca déu
ctia Lonberg va Kay; va cong b don PCT s6 WO 01/14424 ctia Korman et al.
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Theo cac phuong 4n nhét dinh, cac khéng thé dugc mo ta trong ban mé ta nay
duoc sinh ra bang cach st dung chudt nhit mang cic trinh tu globulin mién dich cta
ngudi trén cic gen chuyén va cic nhiém sic thé chuyén, nhu chudt nhit mang gen
chuyén cua chudi ning cia ngudi va nhiém sic thé chuyén cta chudi nhe ciia ngudi.
Chu6t nhét nay, trong ban mé ta nay dugce goi 1a “chudt nhit KM”, dugc md ta chi tiét

trong cong bd don PCT s6 WO 02/43478 ctia Ishida ef al.

Hon nira, cac hé dong vét chuyén gen khac biéu hién cac gen globulin mién dich
clia ngudi 1a ¢6 sin trong linh vuc nay va c6 thé dugc st dung dé sinh ra cac khang thé
khang TIGIT dugc mo ta trong ban md ta nay. Vi du, hé chuyén gen khac duoc goi 1a
Xenomouse (Abgenix, Inc.) c6 thé dugc st dung; chudt nhit nhu vay dugc mo ta trong,
vi du patent M¥ céc s 5,939,598: 6,075,181; 6,114,598; 6,150,584 va 6,162,963 cua

Kucherlapati ef al.

Hon nita, hé dong vat chuyén nhiém sic thé khac biéu hién cac gen globulin mién
dich cua nguoi 12 ¢6 sin trong linh virc nay va c6 thé dugce sir dung dé sinh ra cac khang
thé khang TIGIT dugc md ta trong ban md ta ndy. Vi dy, chudt nhit mang ca nhiém sic
thé chuyén cta chudi ning cia ngudi va nhiém sic thé chuyén cua chudi nhe ctia ngudi,
duoc goi 1a “chudt nhit TC” ¢6 thé duoc st dung; chuot nhét nhu vay dugce mo ta trong
Tomizuka ef al. (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:722-727. Hon thé nita, bd mang
c4c nhiém sic thé chuyén cua chudi ning va chudi nhe cia ngudi da duge md ta trong
linh vuc nay (Kuroiwa et al. (2002) Nature Biotechnology 20:889-894) va co thé duoc st
dung dé sinh ra cac khang thé khang TIGIT dugc md ta trong ban mo ta nay.

Céac hé chudt nhit khac duge md ta trong linh vue nay nhdm sinh ra khang thé cua
ngudi, vi du cac khang thé khang TIGIT cua ngudi, bao gdbm (i) chudt nhit
VELOCIMMUNE?® (Regeneron Pharmaceuticals, Inc.), trong d6 cic ving bién doi cia
chudi ning va chudi nhe ndi sinh ctia chudt nhit da dugc thay thé, thong qua sy tai t6 hop
tuong dong, bang cac ving bién ddi ctia chudi ning va chudi nhe ciia ngudi, dugce lién
két c¢6 didu khién v6i cac ving hing dinh noi sinh cta chudt nhat, sao cho khéng thé
kham (V cta nguoi/C cua chudt nh?'lt) duoc sinh ra & chudt nhét, va sau do, dugc chuyén
hoa tiép thanh khang thé diy du ciia ngudi bang cach sir dung cac k¥ thuat ADN tai t6
hop chudn; va (ii) chudt nhit MeMo® (Merus Biopharmaceuticals, Inc.), trong d6 chudt
nhit nay chira cac ving bién dbi ciia chudi ning ciia nguoi chua dugc sap xép lai nhung

mot ving bién d6i cia chudi nhe chung cia ngudi duge sap x€p lai. Chudt nhat nay, va
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sit dung né dé sinh ra khang thé, dugc mé ta trong, vi du WO 2009/15777, US
2010/0069614, WO 2011/072204, WO 2011/097603, WO 2011/163311, WO
2011/163314, WO 2012/148873, US 2012/0070861 va US 2012/0073004.

Cac khang thé don dong ctia ngudi dugc md ta trong ban mo ta ndy cling ¢6 thé
duoc tao ra bang cach st dung phuong phép hién thi trén thé thuc khuin dé sang loc thu
vién cia cac gen globulin mién dich cia nguoi. Cac phuong phap hién thi trén thé thuc
khudn nhu vay dé phan 1ap cac khang thé ciia ngudi da dugc thiét 1ap trong linh vuc nay.
Xem vi du: patent My céc sb 5,223,409; 5,403,484; va 5,571,698 cia Ladner et al; patent
My céac sb 5,427,908 va 5,580,717 ciia Dower et al; patent My cac sd 5,969,108 va
6,172,197 ctia McCafferty et al; va patent My cac sb 5,885,793; 6,521,404; 6,544,731;
6,555,313; 6,582,915 va 6,593,081 cua Griffiths et al.

Céac khang thé don dong cla ngudi duge md ta trong ban mé ta nay ciing c6 thé
dugc tao ra bang cach sir dung chudt SCID trong d6 céc té bao mién dich ciia ngudi duge
hoan nguyén sao cho dép tmg khang thé ctia ngudi c6 thé dugce tao ra khi giy mién dich.
Chu6t nhit nay dugc mo ta trong, vi du patent My cac sb6 5,476,996 va 5,698,767 cua
Wilson et al.

Gay mién dich

Dé tao ra cac khang thé day du ciia nguoi v6i TIGIT cia ngudi, chudt nhit chuyén
gen hodc chuyén nhiém sic thé chira cac gen globulin mién dich clia nguoi (vi du, chudt
nhit HCo12, HCo7 hodc KM) c6 thé duogc giy mién dich bang ché pham da duoc tinh
ché hodc duge lam giau chira khang nguyén TIGIT va/hodc cac té bao biéu hién TIGIT,
nhu dugc md ta ddi voi cac khang nguyén khéc, vi du béi Lonberg et al. (1994) Nature
368(6474): 856-859; Fishwild et al. (1996) Nature Biotechnology 14: 845-851 va WO
98/24884. Theo cach khac, chudt nhét co thé duge gdy mién dich bang ADN mi héa
TIGIT cta ngudi. Tét hon 13, chudt nay sé& c6 do tudi 6-16 tuan tudi khi truyén lan thir
nhit. Vi du, ché phdm da dugc tinh ché hodc dugc lam gidu (5-50 pg) chira khéng
nguyén TIGIT tai td hop c6 thé dugc sir dung dé gay mién dich chudt nhit HUMAD vao
trong mang bung. Trong trudng hop ma su gdy mién dich bang cach st dung ché phim
da duoc tinh ché hodc dugc 1am giau chira khang nguyén TIGIT khong gay ra khang thé,

chudt nhit cling co thé dugc giy mién dich béng céc té bao biéu hién TIGIT, vi du dong
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té bao, dé thiic ddy dap tng mién dich. Cac dong té bao lam vi du bao gém cic dong té

bao CHO va Raji 6n dinh biéu hién qua mirc TIGIT.

Trai nghiém luy tich voi cac khang nguyén khac nhau da thé hién rang chudt
chuyén gen HuMAb dép tng t6t nhit khi dugc gay mién dich ban diu trong mang bung
(IP) hodc dudi da (SC) bang khang nguyén trong ta duoc Ribi, tiép theo 1a mdi lan gay
mién dich IP/SC mdi tudn khac (1én dén t6i da 1a 10) bang khang nguyén trong ta dugc
Ribi. Pap tmg mién dich c6 thé duoc giam sat theo tién trinh cta quy trinh gy mién dich
bang cac mau huyét tuong thu duoc bang cach 1dy mau sau 6 mat. Huyét twong c6 thé
dugc sang loc béng ELISA va FACS (nhu dugc mod ta dudi day), va chudt nhét c6 da
hiéu gia cta globulin mién dich ctia nguoi khang TIGIT c6 thé dugc st dung dé dung
hop. Chudt nhit c6 thé duogc ting cuong trong tinh mach bang khang nguyén 3 ngay
trude khi 1am chét va 14y 14 lach va hach bach huyét. Mong mudn rang 2-3 thé dung hop
d6i v6i mdi 1an gay mién dich c6 thé cin phai dugc thuc hién. Khoang 6 dén 24 con
chudt thuong duoc gy mién dich dbi vi mdi khang nguyén. Thong thudng, cic ching
HCo7, HCo12, va KM duoc st dung. Ngoai ra, ca hai gen chuyén HCo7 va HCo12 c6
thé dugc sinh ra cing nhau trong mdt con chudt c6 hai gen chuyén khac nhau ctia chudi

nang cia ngudi (HCo7/HCol2).
San xudt té bao lai san sinh khang thé don dong khang TIGIT

Pé san xuét té bao lai san sinh khang thé don dong dugc md ta trong ban mo ta
ndy, céc té bao lach va/hodc t& bao hach bach huyét tir chudt dugc gay mién dich c6 thé
duogc phan lap va duoc dung hop véi dong té bao dugc 1am bét tir thich hop, nhu dong té
bao u tiy cia chudt nhit. Té bao lai thu dugc c6 thé dugc sang loc vé viéc san sinh cac
khang thé dic hiéu khang nguyén. Vi du, cac huyén phit don bao chira té bao limpho 1a
lach tir chudt nhét dugc giy mién dich c6 thé dugc dung hop véi cac té bao u tiy khong
tiét ctia chudt nhit Sp2/0 (ATCC, CRL 1581) bang 50% PEG. Céc té bao dugc dua vao
dia & x4p xi 2 X 10° trong dia vi chuin day bang, tiép theo U trong hai tudn trong moi
truong chon loc chira 10% huyét thanh bao thai dong v tinh, 18% moi trudng duge lam
thich nghi véi diéu kién “653”, 5% origen (IGEN), 4 mM L-glutamin, 1 mM natri
pyruvat, 5SmM HEPES, 0,055 mM 2-mercaptoetanol, 50 don vi/mL penicillin, 50mg/mL
streptomycin, 50mg/mL gentamycin va 1X HAT (Sigma). Sau khoang hai tudn, cac té
bao c6 thé dugc nudi ciy trong mdi trudng trong d6 HAT duoc thay thé bang HT. Sau

do, cac 15 riéng c6 thé duoc sang loc biang ELISA ddi véi cac khang thé IgM va IgG don
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dong cta nguoi. Ngay khi su sinh truéng 16n cua té bao lai xay ra, mdi truong cd thé
dugc quan sat thuong xuyén sau 10-14 ngay. Cac té bao lai tiét khang thé co thé duoc
dua lai vao dia, dugc sang loc 1an nita, va néu van duong tinh d6i voi IgG cia nguoi, cac
khang thé don dong nay c6 thé duoc tach dong phu it nhit hai lan bang cach gi6i han d
pha loang. Sau d6, cac dong phu vo tinh n dinh ¢6 thé dugc nudi ciy in vitro dé tao ra

cac lugng nho khang thé trong moi trudng nudi cay mo dé mo ta dac diém.

Pé 1am sach cac khang thé don dong, cac té bao lai dugc chon c6 thé dugc phat
trién trong binh quay tron dung tich hai lit dé 1am sach khang thé don dong. Dich nbi cé
thé duoc loc va cd truée khi sic ky 4i luc bang protein A-Sepharose (Pharmacia,
Piscataway, N.J.). IgG dugc rua giai c6 thé duogc kiém tra bang cach dién di trén gel va
séc ky 1ong hiéu ning cao dé bao dam do tinh khiét. Dung dich dém c6 thé dugc trao déi
trong PBS, va ndng d nay c6 thé duoc xac dinh bing OD280 bang cach sir dung hé s6
tit 1,43. Cac khang thé don dong c6 thé duge chia phén phén uéc va duge bao quan &
nhiét do -80°C.

VI.San xuét khang thé

San xuét cac t& bao chuyén nap san sinh khang thé don dong khang TIGIT

Céc khang thé theo sang ché, ké ca cac khang thé dic hiéu ma céac trinh tr duge
cung cp va cac khang thé khang TIGIT c6 lién quan khac, c6 thé dugc san sinh trong té
bao chuyén nap ciia té bao vét chi bang cach sir dung, vi du két hop céc k¥ thuat ADN tai
td hop va cac phuong phép chuyén nap gen nhu di biét trong linh vic nay (Morrison, S.
(1985) Science 229:1202).

Vi du, dé biéu hién khéng thé, hodc manh khang thé ctia no, cac ADN ma héa cac
chudi nhe va chudi ning c6 chidu dai mot phan hoic ddy da, co thé thu dugc bang cac ky
thuat sinh hoc phén tir chuén (vi du, khuéch dai PCR hoic tao dong cADN bang cach sir
dung t& bao lai ma biéu hién khang thé cin quan tdm) va cac ADN c6 thé dugc cai xen
vao trong cac vecto biéu hién sao cho céc gen dugc lién két c6 diéu khién véi cac trinh tu
kiém soat phién ma va dich ma. Trong truong hgp nay, thuat ngit “dugc lién két co diéu
khién” dugc du dinh c6 nghia 14 gen ciia khang thé dugc ndi vao vecto sao cho trinh tur
kiém soat phién ma va dich ma trong vecto ndy phat huy chirc nang dy dinh cta ching la
didu hoa su phién ma va dich ma gen cta khéng thé. Vecto bidu hién va trinh ty kiém

soat su biéu hién dugc chon dé twong hop vdi t€ bao vat chu bicu hién dugce st dung. Gen
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ctia chudi nhe cua khang thé va gen cua chudi ning cia khang thé c6 thé duoc cai xen
vao vecto riéng hodc ca hai gen dugce cai xen vao cung mat vecto biéu hién. Cac gen cia
khang thé dugc cai xen vao (cic) vecto biéu hién bing cac phuong phéap chuén (vi du, ndi
cac vi tri cit giéi han bd sung trén manh gen cua khang thé va vecto, hodc nbi dau cut
néu khong c6 vi tri cit gioi han). Cac ving bién ddi ciia chudi nhe va chudi ning cua
khang thé dugc md ta trong ban md ta nay co thé dugc sir dung dé tao ra gen cua khang
thé c6 chiéu dai ddy dua thudc isotyp khang thé bat ky bang cach cai xen chiing vao cic
vecto bidu hién ma hoa ving hing dinh ciia chudi ning va ving hang dinh ctia chudi nhe
ctia isotyp mong mudn sao cho doan Vy duoc lién két co didu khién véi (cac) doan Cy
trong vecto ndy va doan Vi dugc lién két c6 diéu khién voi doan Cp trong vecto nay.
Ngoai ra hodc theo cach khac, vecto biéu hién tai td hop c6 thé ma hoa peptit tin hiéu ma
tao thuan loi cho viéc tiét chudi khang thé tir t& bao vét chii. Gen cia chudi khang thé nay
c6 thé duoc tach dong vao vecto sao cho peptit tin hiéu dugc lién két trong khung véi dau
t4n cling amino cua gen cua chudi khang thé nay. Peptit tin hiéu nay c6 thé 1a peptit tin
hiéu globulin mién dich ho#c peptit tin hiéu khac loai (tl'jrc la peptit tin hiéu tir protein

khong phai globulin mién dich).

Ngoai cac gen cuia chudi khang thé, cac vecto biu hién tai td hop c6 thé mang cac
trinh tu diéu hoa ma kiém soat su bidu hién cia cac gen ciia khang thé chubi trong té bao
vat chi. Thudt ngit “trinh tu diéu hoa” dugc du dinh bao g@)m cac trinh tu khéi dong,
trinh tu ting cudng va cac yéu td kiém soat su biéu hién khac (vi dy, tin hiéu polyadenyl
héa) kiém soat su phién mi hodc dich mi ciia cac gen cuia chudi khang thé. Céc trinh tu
diéu hoa nay duoc mo ta, vi du trong Goeddel (Gene Expression Technology. Methods in
Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990)). Nguoi ¢ hiéu biét trung
binh trong linh vuc nay sé& hiéu rﬁng viée thiét ké vecto biéu hién, ké ca chon loc céc trinh
tu diéu hoa, c6 thé phu thude vao céac yéu t6 nay nhu 13 viéc Iya chon té bao chu can dugc
bién nap, muc do biéu hién cua protein mong mudn, v.v.. Céc trinh tu diéu hoa dugc vu
tién ddi voi su biéu hién & t& bao vat chu dong vt c6 vu bao gém cac yéu td thude virut
nham truc tiép muc do biéu hién protein cao & té bao dong vat c6 va, nhu trinh tu khoi
dong va/hodc trinh tu tdng cudng cod ngudn gdc tir cytomegalovirut (CMV), virut & khi 40
(Simian Virus 40 - SV40), adenovirut, (vi du, trinh ty khéi dong mudn chinh &
adenovirut (adenovirus major late promoter - ADMLP) va virut polioma. Theo cach khac,

céc trinh tu diéu hoa khong thudc virut cé thé duoc st dung, nhu trinh ty khéi dong
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ubiquitin hoac trinh tu khéi dong B-globin. Ngoai ra, cac yéu td diu hoa bao gdm cac
trinh tu tir cac ngué")n khac nhau, nhu hé théng trinh tu khdi dong SRa, chira cac trinh tu
tir trinh tu khéi dong sém SV40 va trinh tu 1ap dau tn cing dai cta virut gdy bénh bach
cdu té bao T cua nguoi loai 1 (Takebe, Y. et al. (1988) Mol. Cell. Biol. 8:466-472).

Ngoai gen ciia chudi khang thé va cac trinh tu diéu hoa, cac vecto biéu hién tai to
hop ¢6 thé mang cac trinh tu bd sung, nhu céc trinh tu diéu hoa su sao chép cua vecto
trong té bao vat cha (vi dy, trinh ty khoi diu sao chép) va cac gen danh déu dé& chon loc.
Gen danh diu dé chon loc tao thuan loi cho viéc chon loc té bao vat chi ma vecto dugc
dua vao (xem, vi du patent M¥ cac $6 4,399,216, 4,634,665 va 5,179,017, tht ca coa Axel
et al). Vi dy, théng thuong gen danh du dé chon loc truyén tinh khang cac thubc, nhu
G418, hygromycin hodc metotrexat, trén té bao vat chu ma vecto da dugce dua vao. Cac
gen d4nh ddu d& chon loc dugec wu tién bao gdbm gen dihydrofolat reductaza
(dihydrofolate reductase - DHFR) (dé sir dung trong té bao vt cha dhfr dbi voi viée chon

loc/khuéch dai metotrexat) va gen neo (déi vo1 viéc chon loc G418).

Pé biéu hién cac chudi nhe va ning, (cic) vecto biéu hién ma hoa cac chudi nang
va nhe dugc chuyén nap vao té bao vat chi bang cac k§ thuat chuan. Cac dang khac nhau
cta thuat ngit “chuyén nap” dugc du dinh bao gém nhiéu k¥ thut thudng dugc sir dung
d& dwa ADN ngoai sinh vao té bao vat chu cia sinh vét chua c6 nhan dién hinh hoic sinh
vat ¢6 nhan dién hinh, vi du dién di, két tia canxi-phosphat, chuyén nap DEAE-dextran
va cac ky thuat twong ty. Mic du, vé mat ly thuyét c6 thé biéu hién cac khang thé dugc
md ta trong ban md ta nay trong té bao vat chii clia sinh vat chua c6 nhan dién hinh hoic
sinh vét ¢6 nhan dién hinh, nhung su biéu hién cia khang thé trong céc té bao ctia sinh
vat c¢6 nhan dién hinh, va tdt nhét 1 t& bao vat chu ctia dong vat co vi, 1a duoc wu tién
nhét do cac té bao ctia sinh vét c6 nhan dién hinh, va dic biét 1a cac té bao cla dong vat
¢6 v, 1a thich hop hon so véi céc té bao cua sinh vat chua c6 nhan dién hinh dé lap rap
va tiét khang thé duoc gip cudn chinh x4c va c6 hoat tinh mién dich. Su biéu hién cua
cac gen cua khang thé & sinh vat chua c6 nhan dién hinh da dugc bao cio 1a khong hiéu
qua trong viéc san sinh khang thé ¢6 hoat tinh véi hiéu suét cao (Boss, M. A. and Wood,
C. R. (1985) Immunology Today 6:12-13). Cac khang thé theo sang ché ciing c6 thé dugc
tao ra trong ching ndm men dugc xir Iy k¥ thuét glyco Pichia pastoris. Li et al. (2006)

Nat. Biotechnol. 24:210.
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Té bao vat chu cua dong vat c6 vii duge uu tién dé biéu hién cac khang thé tai tb
hop dugc md ta trong ban mo ta nay bao gdm té bao budng trig chudt hamster Trung
Quéc (Chinese Hamster Ovary - CHO) (bao gdm té bao dhfr- CHO, duoc md ta trong
Urlaub and Chasin, (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-4220, dugc st dung véi
chét danh déu d& chon loc DHFR, vi du nhu dugc mo ta trong R. J. Kaufman and P. A.
Sharp (1982) Mol. Biol. 159:601-621), t& bao u tity NSO, té bao COS va té bao SP2. Pic
biét 13, dé st dung vdi cac té bao u tay NSO, mot hé biéu hién dwoc wu tién khéc 1a hé
biéu hién gen GS dugc boc 16 trong WO 87/04462, WO 89/01036 va EP 338,841. Khi
cac vecto biéu hién tai td hop ma hoa cac gen ciia khang thé dugc dua vao té bao vét chi
ctia dong vat c6 vii, cac khang thé dugc tao ra bing cach nudi ciy té bao vét chu trong
mdt khoang thoi gian da dé cho phép biéu hién khang thé trong té bao vat chil nay hoic,
t6t hon néu, tiét khang thé nay vao méi truong nudi ciy ma té bao vat chi dugc phat
trién. Cac khang thé c6 thé dugc thu lai tir méi trudng nudi cdy bang cach st dung cac

phuong phéap 1am sach protein chuan.

Céc dau tan cing N va C caa chudi polypeptit ctia khang thé theo sang ché c6 thé
khéc vdi trinh tu dugce ky vong do su cai bién sau dich ma thuong dugc quan sat théy. Vi
du, cac gbe lysin déu tan cing C thuong khong cé trong cac chudi ning ciia khang thé.
Dick et al. (2008) Biotechnol. Bioeng. 100:1132. Cac gbc glutamin dau tan cing N, va
cac gbc glutamat & pham vi it hon, thudong dugc chuyén hoa thanh cac gbc pyroglutamat
trén ca hai chudi nhe va chubi ning cua cac khang thé tri liéu. Dick et al (2007)
Biotechnol. Bioeng. 97:544; Liu et al. (2011) JBC 28611211; Liu et al. (2011) J. Biol.
Chem. 286:11211.

Céc trinh ty axit amin cta cac khang thé khang huTIGIT cha van khac nhau theo
sang ché dugc néu trong phan Danh muc trinh tw, ma dwgc tém tit trong bang 5. Vi céac
nguyén nhin néu trén, lysin diu tan cing C khong dugc bao gdm trong trinh tu bt ky
trong phan Danh muc trinh ty déi voi cac chudi niang hodc cic mién on dinh cia chudi
ning. Tuy nhién, theo phuong an thuc hién khac, mdi chudi ning cia cac khang thé
khang huTIGIT theo sang ché, va/hodc cdu truc di truyén ma hoa cac khang thé nay hodc
céc chudi ning hodc chudi nhe ciia chung, chira gbc lysin bd sung nay ¢ dau tan cing C

cua (cac) chudi ning.
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VIL Thir nghiém

Céc khéang thé duoc mé ta trong ban mo ta nay co thé dugc thir nghiém vé viée
gin két voi TIGIT bang, vi du ELISA chuin. Noi ngin gon, dia vi chuén dugc phu bang
TIGIT da lam sach & 1-2pg/mL trong PBS, va sau d6, dugc phong bé bang albumin
huyét thanh bo 5% trong PBS. Cac dich khang thé pha loang (vi du, cac dich pha loang
ctia huyét tuong tir chudt dugc gdy mién dich bang TIGIT) duoc bd sung vao mdi 16 va
dugc 0 trong 1-2 gid & nhiét 6 37°C. Cac dia nay dugc rira bang PBS/Tween va sau do,
duoc G bing chit phan Gng tht hai, vi du dbi voi khang thé ctia ngudi, hodc néu khong
thi khang thé c6 ving hang dinh ctia chudi ning cia ngudi, chét phan tung da dong dic
hiéu Fc IgG cua dé khang nguoi duge tiép hop v6i peroxidaza cu cai ngua (horseradish
peroxidase - HRP) trong 1 gi¢ & nhiét dd 37°C. Sau khi rtra, cac dia dugc phat trién bang
co chit ABTS (Moss Inc, product: ABTS-1000) va dugce phén tich bang may do quang
phd & OD 415-495. Sau d6, huyét thanh tir chudt nhét dugc gdy mién dich duge sang loc
tiép bang mién dich dong t& bao ddi véi gin két véi dong té bao biéu hién TIGIT cua
ngudi, nhung khong gin két voi dong té bao ddi chimg ma khong biéu hién TIGIT. Néi
ngin gon, su gin két ciia cac khang thé khang TIGIT dugc danh gia bang cach 0 cac té
bao CHO biéu hién TIGIT bing khang thé khang TIGIT & ty 1é pha loang 1:20. Cac té
bao dugc rira va su gin két dugc phat hién bang Ab khang IgG cua ngudi dugc dénh déu
béng PE. Phan tich mién dich dong té bao dugc thuc hién béng cach sir dung mién dich
dong té bao FACScan (Becton Dickinson, San Jose, CA). T6t hon 14, chudt nhit ma phat
trién hiéu gia cao nhit s& dugc str dung dé dung hop. Cac thir nghiém twong tu c6 thé
duoc thuc hién bing cach phat hién céc khang thé khang chudt nhét néu cac khang thé

khang huTIGIT cua chudt nhét cAn duge phét hién.

Thir nghiém ELISA nhu da dugc mo ta trén day co thé dugc st dung dé sang loc
cac khang thé va, do d6, cac té bao lai ma san sinh khang thé thé hién kha nang phan tmg
dwong tinh v6i chit khang nguyén TIGIT. Cac té bao lai ma san sinh cac khang thé gin
két, tot hon 14, véi ai luc cao, v6i TIGIT ¢ thé sau d6 dugc tach dong phu va dugc mo ta
dic diém thém. Sau d6, mot dong vo tinh tir mdi té bao lai, ma giit duoc kha ning phan
rng cua cac té bao bd me (bﬁng ELISA), co thé duoc chon dé tao ra ngan hang té bao, va
dé 1am sach khang thé.

Pé lam sach cac khang thé khang TIGIT, cac té bao lai dugce chon co thé duoc

phat trién trong binh quay tron dung tich hai lit dé 1am sach khang thé don dong. Dich ndi
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c6 thé duoc loc va co truée khi sdc ky ai luc béng protein A-Sepharose (Pharmacia,
Piscataway, NJ). IgG duoc rira giai ¢6 thé dugc kiém tra bang cach dién di trén gel va sdc
ky léng hiéu ning cao dé bao dam do tinh khiét. Dung dich dém c6 thé dugc trao do6i
trong PBS, va ndng do nay c6 thé dugc xac dinh bang OD,g, bang cach st dung hé s tat
1,43. Cac khang thé don dong c6 thé dugc chia phan phan uéc va dugce bao quan & nhiét
do -80°C.

Pé xac dinh xem cac khang thé don dong khang TIGIT dugc chon c6 gén két voi
epitop duy nhét hay khong, mdi khéng thé c6 thé dugc biotin hoa bang cach sir dung chét
phan rng c6 ban trén thi truong (Pierce, Rockford, IL). Su gin két cia MAD duoc biotin
hoa c6 thé dugc phat hién bang miu do duge dénh déu streptavidin. Cac nghién ctru canh
tranh st dung cac khang thé don dong khong duogc ddnh d4u va cac khang thé don dong
duoc biotin héa co thé duoc thuc hién béng cach str dung cac dia ELISA dugc phu TIGIT

nhu da duge mo ta trén day.

Dé x4c dinh isotyp cua khang thé da lam sach, ELISA isotyp c6 thé dugc thuc
hién béng cach sur dung chét phén tng ddc hiéu ddi voi khéng thé co isotyp cu thé. Vi du,
d& x4c dinh isotyp ciia khang thé don dong ctia ngudi, cac 16 cuia dia vi chudn c6 thé duoc
phu bang 1pg/mL khang globulin mién dich cta ngudi qua dém & nhiét do 4°C. Sau khi
phong bé bang 1% BSA, cic dia dugc cho phan tGng véi cac khang thé don dong thir
nghiém hozc ddi chimg isotyp da lam sach v6i lugng 1pg/mL hodc nhé hon, & nhiét do
mdi truong trong mot dén hai gio. Sau d6, cic 16 ¢6 thé dugc cho phan tmg v6i cic mau
do dugc tiép hop phosphataza kiém dic hiéu IgG1 clia ngudi hodc IgM cia ngudi. Cac

dia duoc dé cho phat trién va duoc phén tich nhu mo ta trén day.

Pé thir nghiém su gin két ciia cac khang thé don dong véi cac té bao séng biéu
hién TIGIT, mién dich dong té bao c6 thé dugc sir dung, nhu dugc md ta trong phén Vi
du thuc hién sang ché. No6i ngén gon, cac dong té bao biéu hién TIGIT dugc gin mang
(duoc phat trién trong cac didu kién sinh truéng chuén) duoc trén véi cac khang thé don
dong & cac ndng dd khac nhau trong PBS chita 0,1% BSA & nhiét do 4°C trong 1 gio.
Sau khi rira, cac t& bao duoc cho phan tmg véi khang thé khang IgG dugc danh du bang
Phycoerytrin (PE) trong ciing diéu kién nhu viéc nhuém khang thé so cap. Cac miu c6
thé dugc phan tich bing thiét bi FACScan bang cach st dung céc dic tinh tan xa anh
sdng va mat bén ddi voi cong trén cac té bao don va su gin két ciia cac khang thé da danh

du duoc xac dinh. Thi nghiém khéc dung soi kinh hién vi huynh quang c6 thé dugce st
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dung (ngoai hoic thay cho) thir nghiém mién dich dong té bao. Cac t& bao c6 thé duge
nhudm mét cach chinh xac nhu d3 dugc mo ta trén day va dugce kiém tra béng cach soi
kinh hién vi huynh quang. Phuong phép nay cho phép su hién anh ctia cac té bao riéng ré,

nhung c6 thé ¢6 d6 nhay giam tuy thudc vao mat do cua khang nguyén.

Céc khang thé khang TIGIT c6 thé duoc thir nghiém tiép vé kha ning phan ting
v6i khang nguyén TIGIT bang cach thim tach Tay. Noi ngin gon, cac phan chiét té bao
tr cac té bao biéu hién TIGIT ¢6 thé dugc pha ché va dem dién di trén gel natri dodexyl
sulfat polyacrylamit. Sau khi dién di, cdc khang nguyén tach dugc s€ duoc chuyén sang
mang nitroxenluloza, dugc phong bé b?lng huyét thanh chudt nhit 20%, va dugc do béng
cac khang thé don dong can duoc thir nghiém. Su gin két IgG co thé dwgc phat hién bang
cach st dung phosphataza kiém khang IgG va dugc phat trién bing vién nén co chit

BCIP/NBT (Sigma Chem. Co., St. Louis, MO).

Céac phuong phép phan tich ai luc gén két, kha nang phan tmg chéo, va dong hoc
gén két cua cac khang thé khang TIGIT khac nhau bao gbm céc thir nghiém chuén da biét
trong linh vuc nay, vi du phan tich Biolayer Interferometry (BLI), va phan tich cong
hudng plasmon bé mit (SPR) BIACORE® bang thiét bi BIACORE® 2000 SPR (Biacore
AB, Uppsala, Thuy Dién).

Theo mdt phuong an, khang thé nay gin két dic hiéu véi ving ngoai bao cla
TIGIT cta ngudi. Khang thé nay c6 thé gan két dic higu véi mién cu thé (vi du, mién
chirc ning) trong mién ngoai bao ciia TIGIT. Theo mot phuong 4n cu thé, khang thé nay
gan két ddc hiéu véi vi tri trén TIGIT ma PVR gin vao. Theo cac phuong 4n nhit dinh,
khang thé nay gin két dic hiéu v6i viing ngoai bao ctia TIGIT clia ngudi va vang ngoai
bao cta TIGIT cia khi cynomolgus. Tét hon 13, khang thé gin két v6i TIGIT cia ngudi
véi ai luc cao.

VIII. Phan t&r dac hiéu kép

Céc khang thé dugc md ta trong ban mo ta nay ¢ thé dwoc st dung dé tao ra cac
phén tr dac hiéu kép. Khang thé khang TIGIT, hoic cic méanh gin két khang nguyén ctia
né, ¢6 thé thu duge tir hodc duoc lién két véi mot phan tir chirc ning khac, vi du mot
peptit hodc protein khac (vi du, mot khang thé khac hoic phéi tr cua thu thé) dé tao ra
phan tir dic hiéu kép gin véi it nhit hai vi tri gan két hoic phan t dich khac nhau. Trén

thuc té, khéng thé duge mo ta trong ban mo ta nay cé thé thu dugc tir hodc dugc lién két
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v6i nhiéu hon mot phén tir chirc ning khac dé tao ra cac phan tir da dic hiéu ma gan két
v&i nhiéu hon hai vi tri gén két va/hoic phéan tir dich khac nhau; cac phan tir da dac hiéu
nay ciing dugc du dinh bao gbm trong thuat ngir “phan tir dic hiéu kép” nhu dugc su
dung trong ban mé ta nay. Dé tao ra phan tir dic hiéu kép dugc md ta trong ban md ta
nay, khang thé dugc mé ta trong ban md ta nay c6 thé duoc lién két vé mit chire ning (vi
du, biang cach ghép cip héa hoc, dung hop di truyén, lién két khong dong hoéa tri hoic
cach khac) v6i mot hodc nhidu phén tir gin két khac, nhu mot khang thé khic, manh

khang thé, peptit hodc chét gia gin két, sao cho phan tir dic hiéu kép thu duogc.

Do d6, dugc dé xuit trong ban mé ta nay la cac phan tir dic hiéu kép bao gbm it
nhit mot tinh dic hiéu gn két thir nhit déi v6i TIGIT va tinh dic hidu gan két thir hai déi
v6i epitop dich thtr hai. Theo mdt phuong an dugc mo ta trong ban mo ta nay trong do
phan tr dac hiéu kép l1a da dac hiéu, phin tir nay co thé con bao gém tinh dac hiéu gén két

thir ba.

Theo mdt phuong an, cac phan tir dic hiéu kép duoc md ta trong ban md ta nay
bao gbm dudi dang tinh dic hidu gin két it nh4t mot khang thé, hoic manh khang thé cia
no, chira, vi du Fab, Fab', F(ab")2, Fv, hoac Fv don chudi. Khang thé nay ciling c6 thé 1a
dime chudi nhe hoic chudi ning, hoic manh ti thiéu bat ky ctia n6 nhu Fv hodc cAu tric
don chudi nhu dugc mo ta trong Ladner et al, patent M§ sb 4,946,778, noi dung cda nd

duoc két hop vao ban mo ta nay bang cach vién dan.

Trong khi cac khang thé don dong ctia ngudi 1a dugce wu tién, cac khang thé khac
ma c6 thé duoc str dung trong céc phan tir dic hiéu kép duge md ta trong ban md ta nay

la cac khang thé don dong cua chudt, kham va dugc lam giong nhu cua nguoi.

Cac phan tr dac hi¢u kép dugc mo ta trong ban md ta nay co thé dugc tao ra bang
cach tiép hop cac tinh dic hiéu gin két thanh phin bang cic phwong phéap da biét trong
linh vuc nay. Vi du, mdi tinh dic hiéu gin két cia phan tir dic hidu kép c6 thé dugc tao
ra mot cach riéng r€ va sau do, duoc tiép hop véi nhau. Khi tinh déac hiéu gén két 1a cac
protein hodc cac peptit, thi nhidu tac nhan ghép cip hoic lién két chéo c6 thé dugc st
dung d& tiép hop ddng hoa tri. Cac vi du vé cac chét lién két chéo bao gébm protein A,
carbodiimit, = N-suxinimidyl-S-axetyl-thioaxetat = (SATA), 5,5-dithiobis(axit  2-
nitrobenzoic)  (DTNB), o-phenylendimaleimit (oPDM),  N-suxinimidyl-3-(2-
pyridyldithio)propionat ~ (SPDP), va  sulfosucxinimidyl  4-(N-maleimidometyl)
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xyclohaxan-1-carboxylat (sulfo-SMCC) (xem vi du, Karpovsky et al. (1984) J. Exp. Med.
160:1686; Liu, MA et al. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:8648). Cac phuong phap
khéc bao gdm cac phuong phap duogc mo ta trong Paulus (1985) Behring Ins. Mitt. No.
78, 118-132; Brennan et al. (1985) Science 229:81-83), va Glennie et al. (1987) J.
Immunol. 139: 2367-2375). Céc chét tiép hop dugc wu tién 12 SATA va sulfo-SMCC, ca

hai c6 thé mua dugc tir Pierce Chemical Co. (Rockford, IL).

Khi tinh ddc hiéu gin két 1a cac khang thé, chiing c6 thé dugc tiép hop thong qua
gin két sulfhydryl cua cic ving ban 1& dau tan cing C ctia hai chudi ning. Theo mot
phuong an dugc dic biét vu tién, vung ban 18 dugc cai bién dé chira mot sd luong du cac

gbc sulfhydryl, t6t hon 1a mot, trude khi tiép hop.

Theo cach khéac, ca hai tinh dac hiéu gén két co thé dugc ma hoa trong cung vecto
va duoc biéu hién va duoc lap rp trong cung té bao vat chil. Phuong phap nay 1a dic biét
hiru ich trong d6 phan t& dac hiéu kép la protein dung hgp mAb x mAb, mAb x Fab, Fab
x F(ab')2 hoidc phéi tir x Fab. Phan tir dic hiéu kép dwgc md ta trong ban mo ta niy co6 thé
1a phén tir don chudi chira mot khang thé don chudi va yéu t6 quyét dinh gin két, hoic
phén tir diic hiéu kép don chudi chtra hai yéu té quyét dinh gin két. CAc phan tir diic hiéu
kép c6 thé chira it nhit hai phan tir don chudi. Cac phuong phap sin xuit cac phan tir dic
hiéu kép dugce md ta trong, vi du patent My b 5,260,203; patent My s6 5,455,030 patent
My sb 4,881,175; patent My sb 5,132,405; patent My sé 5,091,513; patent My sd
5,476,786; patent My s6 5,013,653; patent My s6 5,258,498; va patent My s6 5,482,858.

Gan két cua cac phan tir ddc hiéu kép vai dich déc hi€u cta ching co thé dugc xac
nhén bang cach st dung cac phuong phap di duoc cong nhén trong linh vuc nay, nhu thir
nghiém hip thu mién dich duoc lién két enzym (enzyme-linked immunosorbent assay -
ELISA), thir nghiém mién dich phong xa (radioimmunoassay - RIA), phan tich FACS,
thr nghiém sinh hoc (vi du, su rc ché sinh truéng), hodc thir nghiém thdm tach Tay. Néi
chung, mbi trong sb cac thir nghiém nay phét hién su ¢6 mit ctia phirc hgp protein-khang
thé duoc dic biét quan tam béng cach st dung chét phan tng dugc danh diu (vi du,

khang thé) dic hidu ddi véi phirc hop quan tam.
IX. Ché phdm

Sang ché con dé xuat cac ché pham, vi du dugc pham, chira cac khang theé khang

TIGIT, hoic (cac) manh gin két khang nguyén ciia ching, dugc mo ta trong ban mo ta
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ndy, dugce bao ché cing vdi chit mang duoc dung. Cac ché phdm nhu vdy c6 thé chira
mdt hoic td hop (vi du, hai hodc nhiéu loai khac nhau) khang thé, hoic thé tiép hop mién
dich hodc phan tr dac hiéu kép dugc mo ta trong ban mo ta nay. Vi du, dugce phém duoc
md ta trong ban mo ta nay co thé chira t6 hop cac khang thé (hoic thé tiép hop mién dich
hodc phén tir dic hiéu kép) ma gin két véi cac epitop khac nhau trén khang nguyén dich

hoic c6 hoat tinh bd sung.

Theo cac phuong an nhat dinh, ché pham chira khang thé khang TIGIT & ndng do
it nhét 1a 1mg/mL, Smg/mL, 10mg/mL, 50mg/mL, 100mg/mL, 150mg/mL, 200mg/mL,
hozic nam trong khoang 1-300mg/mL, hozc 100-300mg/mL.

Duoc phdm dugc md ta trong ban md ta ndy con c6 thé dugc sir dung trong phép
tri liéu két hop, tirc 1a duoc két hop vai cac chét khac. Vi du, phép tri liéu két hop c6 thé
bao gdm khéang thé khang TIGIT dugc md ta trong ban mé ta ndy dugc két hop véi it
nhét mot chét chéng ung thu va/hodc kich thich (vi du, hoat héa) té bao T khac. Céc vi du
v& cac duoc chit ma c6 thé duge st dung trong phép tri liéu két hop duwoc mé ta chi tiét

hon dudi dy trong phén vé viéc sir dung cac khang thé duge mo ta trong ban md ta nay.

Theo mdt sb phuong an, ché phém tri liéu duoc bdc 16 trong ban mo ta nay co thé
chira cac hop chét, cac dugc chit, va/hodc céac chéit khac dugc st dung dé diéu tri ung
thu. Cac hop chét, cac duoc chét, va/hodc cac chit nay co thé bao gém, vi du dugc chét
hoa tri liéu, dugc chit phan tir nho hoidc cac khang thé ma kich thich dap tng mién dich
v6i ung thu da dinh. Trong mét sb trudng hop, ché pham tri lidu c6 thé chira, vi du mot
hodc nhidu khang thé khang CTLA-4, khang thé khang PD-1, khang thé khang PD-L1,
khang thé khang CD40, khang thé khang OX40 (con dugc goi la CD134, TNFRSF4,
ACT35 va/hodc TXGP1L), khang thé khang LAG-3, khang thé khang CD73, khang thé
khang CD137, khang th& khang CD27, khang thé khang CSF-1R, chét chi van TLR,
hoic chét dbi khang phan tir nho ciia IDO hodc TGF.

Khi dugce sir dung trong ban mé ta nay, “chat mang dugce dung” bao gém bat ky va
tat ca cac dung moéi, moi trudng phan tan, chét bao, chat khang khudn va chét khang nam,
chit diing truong va chit 1am chim hip thu, va céc chit tuong tw ma twong hgp vé sinh
ly. T6t hon 13, chit mang nay 1a thich hop dé dung trong tinh mach, trong co, dudi da,
ngoai dudng tiéu héa, tay séng hoic biéu bi (vi du, bang cach tiém hoic truyén). Tuy

thudc vao duong dung, hoat chit, tirc 1a khang thé, thé tiép hop mién dich, hodc phan tir
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dic hiéu kép, c6 thé duge bao trong nguyén ligu dé bao vé hop chat nay khoi tac dong

cua cac axit va cac diéu kién tuy nhién khac ma co6 thé lam bat hoat hop chat nay.

Céc duge chit duoc md ta trong ban mé ta ndy c6 thé bao gbébm mot hodc nhiéu
mubi duge dung. “Mubi duge dung” dugc sir dung dé chi mudi gitt dugc hoat tinh sinh
hoc mong mudn cta hop chét gbc va khong mang lai tac dung gdy doc khong mong
mudn bét ky (xem vi du, Berge, S.M., ef al. (1977) J. Pharm. Sci. 66:1-19). Vi du vé cac
mudi nhu viy bao gdbm mubi cong axit va mudi cong bazo. Cac mudi cong axit bao gbdm
cac mudi c6 ngué)n géc tir cac axit vé co khong doc, nhu clo hydric, nitric, phosphoric,
sulfuric, hydrobromic, hydroiodic, phospho va cac axit twong tu, cling nhu tir cc axit
hitu co khong doc nhu axit mono- va dicarboxylic béo, axit alkanoic dugc thé bdi phenyl,
axit hydroxy alkanoic, cac axit thom, cac axit sulfonic béo va thom va cac axit tuong tu.
Cac mudi cong bazo bao gdm cac mudi c6 ngudn gbe tir kim loai kiém thd, nhu natri,
kali, magie, canxi va cac chét trong tu, cling nhu tir cac amin hitu co khong doc, nhu
N,N'-dibenzyletylendiamin, ~N-metylglucamin, cloprocain, cholin, dietanolamin,

etylendiamin, procain va céc chat twong tu.

Dugc phim dugc md ta trong ban mo ta nay con c6 thé chira chat chéng oxy héa
dugc dung. Cac vi du vé cac chit chdng oxy héa duge dung bao gbm: (1) céc chéit chong
oxy hoa tan trong nugc, nhu axit ascorbic, xystein hydroclorua, natri bisulfat, natri
metabisulfit, natri sulfit va cac chét trong tu; (2) cac chét chéng oxy hoa tan trong dau,
nhu ascorbyl palmitat, hydroxyanisol dugc butyl héa (BHA), hydroxytoluen duoc butyl
héa (BHT), lexitin, propyl galat, alpha-tocopherol, va cac chit twong tu; va (3) cac chét
tao chelat kim loai, nhu axit xitric, axit etylendiamin tetraaxetic (EDTA), sorbitol, axit

tartric, axit phosphoric, va cac chét tuong tu.

Céc vi du vé cac chit mang thich hop dang nuéc va khong phai dang nude ma co
thé duge sir dung trong dugc phdm duge md ta trong ban mo ta ndy bao gém nudc,
etanol, rugu polyhydric (nhu glyxerol, propylen glycol, polyetylen glycol, va cac chét
tuong tu), va hdn hop thich hop cuia chung, dau thuc vat, nhu dau oliu, va este hitu co dé
tiém, nhu etyl oleat. P 16ng thich hop ¢6 thé duoc duy tri, vi du bang cach sir dung cac
nguyén liéu bao nhu lexitin, nho duy tri kich thuéc hat can thiét trong trudng hop phan

tan va béng cach str dung céc chét hoat dong bé mit.

-84-



31705

Céac ché pham nay ciing c6 thé chira cac chit bd trg nhu chét bao quan, chit thdm
u6t, chét nhii hoa va chit phéan tan. Viéc ngan nglra s ¢6 mdt cua cac vi sinh vét co thé
dugc bao dam ca béng qua trinh ti€t trung, néu trén, va béng viéc bao gém cic chit
khang khuén va chit khang nim khac nhau, vi du paraben, clobutanol, axit phenol sorbic,
va cac chét tuong tu. Ciing ¢6 thé dang mong mudn khi bao gdm cac chét dang truong,
nhu dudng, natri clorua, va cac chit trong tur vao trong ché phim nay. Ngoai ra, su hip
thu kéo dai cua dang duoc phdm dé tiém c6 thé duge dem lai bang cach bao gdm céc chit

ma lam cham su hép thu nhu nhém monostearat va gelatin.

Céac chit mang duoc dung bao gdm dung dich hodc hé phan tin dang nudc vo
tring va bot vo tring dé pha ché ngay lac ding thanh cic dung dich hodc hé phén tan vo
tring dé tiém. Viéc sir dung cic moi trudng va cac chat nay dbi véi dugc chit 1a da biét
trong linh vuc nay. Ngoai trir moi trudong hoac chét théng thuong bét ky khong twong hop
v6i hoat chit, con viée st dung ching trong duoc phim duoc mé ta trong ban mo ta nay

duoc bao gdm. Céc hoat chét bd sung ciing c6 thé dugc két hop vao ché pham nay.

Ché pham trj liéu thuong phai vo trang va én dinh trong cac diéu kién san xuét va
bao quan. Ché phidm nay cé thé dugc bao ché dudi dang dung dich, vi nhii twong,
liposom, hodc cau tric dugc sip xép khac thich hop véi nong do dugc chét cao. Chét
mang co thé 1a dung moi hodc moi truong phén tan chua, vi du nudc, etanol, ruou
polyhydric (vi du, glyxerol, propylen glycol, va polyetylen glycol 1ong, va cac chét twong
tu), va hon hop thich hgp cua ching. D3 16ng thich hop 6 thé duoc duy tri, vi du bang
cach str dung 16p bao nhu lexitin, nho duy tri kich thudc hat can thiét trong trudng hop
phan tan va bang cach sir dung cac chét hoat dong bé mat. Trong nhiéu trudng hop, s& uu
tién bao gdm céac chit ddng truong, vi du dudong, ruou da chirc nhu manitol, sorbitol,
hodc natri clorua trong ché phdm nay. Su hép thu kéo dai cua céac ché phim dé tiém c6
thé dugc dem lai bang cach bao gdbm trong ché pham nay chit ma lam cham su hip thu,

vi du cac mudi monostearat va gelatin.

Céc dung dich v6 trung dé tiém co thé duge bao ché bang cach két hop hoat chét
trong mot luong can thiét dung moi thich hop véi mot hoic t6 hop cac thanh phan duoc
néu trén day, néu can, tiép theo vi loc tiét trung. No6i chung, hé phan tan dugc bao ché
bang cach két hop hoat chét trong chét d4n v6 tring ma chira méi trudng phan tan co ban
va cac thanh phn cin thiét khac tir cac thanh phan dugc néu trén day. Trong trudng hop

bot vo trung dé pha ché thanh cic dung dich vo tring dé tiém, cac phuong phap bao ché
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duoc wu tién 13 sy chin khong va sdy thiang hoa (Iam dong kho) ma thu duge bot cia
hoat chit cing véi thanh phin mong mudn b6 sung bat ky tir dung dich dugc loc loai

khuan néu trén cua no.

Luong hoat chit ma c6 thé dugc két hop voi nguyén lidu chét mahg dé tao ra dang
lidu don s& thay dbi tiry thudc vao ddi tuong can diéu tri, va dang ding cu thé. Luong
hoat chdt ma c6 thé dugc két hop vdi nguyén liéu chit mang dé tao ra dang liéu don
thuong s€ 1a lugng ché phém ma tao ra tac dung tri liéu. No6i chung, trong s6 mot traim
phin tram, luong hoat chét nay s& nim trong khoang tir 0,01 phin trim dén chin muoi
chin phén trim, t6t hon 12 ndm trong khoang tir 0,1 phén trim dén 70 phan tram, t6t nhét

1a ndm trong khoang tir 1 phan tram dén 30 phan tram két hop véi chit mang duoc dung.

Ché do liéu dugc didu chinh d& tao ra dap tmg mong mudn t6i wu (vi dy, dap tng
tri li€u). Vi du, mot lidu 16m c6 thé duge st dung, mat s6 liéu chia c6 thé dugce st dung
theo thoi gian hodc lidu nay c6 thé duge giam hoic ting ty 1é nhu duge chi dinh béi tinh
trang khan cip cua trudng hop tri lidu. Pac biét ¢6 loi khi bao ché ché phim ding ngoai
duong tiéu héa thanh dang don vi lidu dé dé ding va ddng déu liéu. Dang don vi liéu
dugc str dung trong ban mo ta nay chi cdc don vi riéng ré v& mit vat Iy phu hop 1am lidu
don nhéit cho ddi tuong can diéu tri; mdi don vi chira mot lugng hoat chét dinh trudc
dugc tinh dé tao ra tac dung tri liéu mong mubn cung voi chét mang dugc dung can thiét.
Pic diém cia cac dang don vi liéu dugc mo ta trong ban mo ta nay dugc quyét dinh béi
va phu thudc truc tiép vao (a) cac dic diém duy nhét cia hoat chét va tac dung diéu tri
bénh cu thé can dat duoc, va (b) han ché vén co trong linh vuc ctia hdn hop nhu hoat chét

dé diéu tri tinh man cam & cic doi tuong.

Pé dung khang thé, cac khoang liéu nim trong khoang tir 0,0001 dén 100mg/kg,
va thudng nam trong khoang tir 0,01 dén Smg/kg, thé trong ciia vat chi. Vi du, cac lidu
c6 thé 1a 0,3mg/kg thé trong, Img/kg thé trong, 3mg/kg thé trong, Smg/kg thé trong hozic
10mg/kg thé trong hodc nim trong khoang 1-10mg/kg. Ché do diéu tri duge néu lam vi
du doi hoi dung mdi tuAn mot 14n, mdi hai tudn mot 14n, mdi ba tuin mot 14n, mdi bén
tudn mot 1an, mdi thang mot 1dn, mdi 3 thang mét 1an hodc mdi ba dén 6 thang mot lan.
Theo mdt phuong an dugce uu tién, khang thé khang TIGIT theo sang ché dugc str dung
mdi hai tudn. Ché d6 lidu duoc vu tién khac dbi voi khang thé khang TIGIT dugc mo ta
trong ban mo ta nay bao gdbm 1mg/kg, 3mg/kg hoic Smg/kg thé trong thong qua viée

dung trong tinh mach, véi khang thé dugc cho bang cach str dung mét trong sd cac phac
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dd dung lidu sau: (i) mdi bdn tudn cho sau lidu, sau d6 mdi ba thang; (ii) mbi ba tuan; (iii)
3mg/kg thé trong mot 1an tiép theo 1mg/kg thé trong mdi ba tuan.

Trong mot s& phuong phap, hai hodc nhiéu khang thé don dong c6 tinh dic hiéu
gin két khac nhau duge st dung ddng thoi, trong trudong hop dé, lidu cia mdi khang thé
dugc st dung nam trong cac khoang dugc chi dinh. Khang thé tri liéu thuong dugce s
dung dua vao nhidu Iy do. Cac khoang giira cac lidu don c6 thé 13, vi du hang tudn, hing
thang, mdi ba thang hoic hing nim. Cac khoang ciing c6 thé khong déu nhu dugc chi ra
bing cach do ham luong trong méu ctia khang thé véi khang nguyén dich trong ddi tuong
bi bénh. Trong mot sé phuong phép, lidu lugng duoc diéu chinh dé dat duoc ndng dd
khang thé trong huyét twong nam trong khoang 1-1000 pg/mL va trong mét sé phuong
phap, néng d6 nay nam trong khoang 25-300 pg/mL.

Khang thé c¢6 thé duogc st dung dudi dang ché pham giai phong kéo dai, trong
truomg hop nay chi cin ding it thuong xuyén hon. Liéu va tan suét thay ddi tuy thudc vao
thoi gian ban thai cia khang thé trong dbi tugng bi bénh. N6i chung, khang thé clia nguoi
thé hién thoi gian ban thai dai nhat, tiép theo 1 khang thé dugc lam giéng nhu ctia ngudi,
khang thé kham, va khang thé khong phai ctia nguoi. Liéu va tan suit dung c6 thé thay
dbi tuy thudc vao xem viéc diéu tri 1a phong bénh hoic tri liéu. Trong cic tng dung
phong bénh, liéu luong twong ddi thdp dugc sir dung & cac khoang twong d6i khong
thuong xuyén trong mot khoang thoi gian dai. Mot s6 dbi tugng bi bénh tiép tuc nhan
viée diéu tri trong phén doi con lai cia ho. Trong cac ing dung tri li€u, liéu lugng tuong
dbi cao & cac khoang turong dbi ngén doi khi 1a can thiét cho dén khi tién trién clia bénh
duoc giam hodc duoc lam két thuc, va tdt hon 1a cho dén khi ddi twong bi bénh thé hién
su thuyén gidm mot ph?m hodic hoan toan céc triéu chung ctia bénh. Sau d6, d6i tuong bi
bénh nay c6 thé thy y duoc sit dung ché do phong bénh, mic du trong nhidu chi dinh

mién dich ung thu, viéc diéu tri tiép tuc 1a khong can thiét.

Mic liéu thuc té cta cac hoat chat trong dugc phém dugc mo ta trong ban mo ta
nay co thé duoc thay ddi sao cho thu duoc mét luong hoat chit ma c6 hiéu qua dé dat
dugc dap ung tri liéu mong mudn dbi véi ddi tuong bi bénh, ché phém, va phuong thirc
dung cu thé, ma khéng gy doc cho dbi tuong bi bénh. Mirc liéu duge chon sé& phu thude
vao nhiéu yéu t& dugc dong hoc bao goém hoat tinh ciia ché pham cu thé dugc mo ta trong
ban mo td nay dugc st dung, hodc este, mubi hodc amit ciia n6, dudng dung, thoi gian

ding, tdc do bai tiét cua hop chét cu thé duogc st dung, thoi gian diéu tri, cac dugc chit,
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hop chit va/hoic nguyén lidu khac dugc sir dung két hop véi ché pham cu thé duoc str
dung, tudi, gi6i tinh, can ning, tinh trang, stirc khoe tdng quat va tién st bénh trude day

ctia ddi twong bi bénh cén diéu tri, va cac yéu td tuong tu da biét trong linh vire y hoc.

“Lidu ¢6 hiéu qua diéu tri bénh” cta khang thé khang TIGIT dugc mo ta trong ban md
t4 nay tot hon 1a din dén lam giam mirc d6 nghiém trong cla céc triéu ching bénh, lam
tang tan sudt va thoi gian cia cic giai doan khong c6 triéu chimg bénh, hodc phong ngira
su suy yéu hodc khuyét tit do dau bénh. Trong trudng hop ung thu, liéu c¢6 hidu qua didu
tri bénh t6t hon 1a ngin ngira dwoc sy suy giam hon nita céc triéu chimg thé chét lién
quan dén ung thu. Céc triéu chiing ctia ung thu 1a da biét trong linh vuc ndy va bao gdm,
vi du d4u hiéu nbt rudi khong binh thuong, thay ddi su xuét hién cia nbt rudi, bao gf‘)m
tinh khong dbi xung, bd, mau sic va/hodc duong kinh, ving da ¢6 mau mdi, ndt rudi bat
thudng, ving t6i mau duéi moéng, cuc ¢ v, thay dbi & nim vu, u nang vu, dau vu, chét,
gidm can, yéu, mét mdi qua mic, dn kho, chan an, ho man tinh, kha néng nin thé kém
hon, ho ra mau, mau trong nudc tiéu, mau trong phén, budn ndn, nodn, di cin gan, di can
phdi, di can xuong, day bung, sinh bung, dich trong khoang mang bung, chdy mau 4m
dao, tao bon, truéng bung, thung két trang, bénh viém mang bung cip tinh (nhiém tring,
sbt, dau), dau, nén ra mau, d md hoi nhiéu, sbt, huyét ap cao, thiéu mau, tiéu chay, vang
da, chéng mit, 6n lanh, co cing co, di can két trang, di can phdi, di cin bang quang, di
can gan, di can xuong, di cdn thdn, va di can tuy, nudt kho, va céc triéu chung tuong tu.
Hiéu qua tri liéu c6 thé quan sat thdy ngay sau lan dung du tién cia mAb khang
huTIGIT theo sang ché, hoic c6 thé chi quan st théy sau mot khoang thoi gian va/hodc
mot chudi lidu. Hidu qua chim nay chi c6 thé quan sat thdy sau vai thang diéu tri, tbi da
6, 9 hoac 12 thang. S& nghiém trong khi khong quyét dinh sém ring mAb khéang
huTIGIT theo sang ché khong c6 hiéu qua diéu tri bénh khi xem xét hiéu qua cham duoc

thé hién bdi mot sb chit mién dich ung thu.

Lidu c6 hiéu qua diéu tri bénh c6 thé phong ngira hoic 1am cham sy khéi phat ung
thu, nhu c6 thé mong muén khi cac ddu hiéu sém hoidc so bd cia bénh dugce biéu hién.
Céc xét nghiém duogc st dung trong chin doan ung thu bao gdm hoa hoc (bao gdm phép
do ham luong TIGIT), huyét hoc, huyét thanh hoc va cong nghé x quang. Do d6, thir
nghiém 1am sang hoic sinh hoa bit ky ma giam sat yéu t6 bat ky néu trén c6 thé duoc sir
dung dé xac dinh xem viéc diéu tri cu thé ¢6 1a lidu c6 hiéu qua diéu tri bénh dé diéu tri

ung thu hay khong. Nguoi ¢6 hiéu biét trung binh v& linh vuc nay sé c6 thé xéac dinh céac
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lwong nay dua trén cac yéu t6 nhu kich thude co thé ctia ddi tuong, mirc do nghiém trong

cla cac triéu ching cia doi tugng, va ché pham cu the hodc duong dung dugc chon.

Ché phdm dugc md ta trong ban mb ta nay c6 thé dugc str dung thong qua mot
hodc nhiéu duong ding bang cach sir dung mdt hodc nhidu phuong phap khéac nhau da
biét trong linh vuc ndy. Ngudi c6 trinh d6 trung binh trong linh vuc ndy s& hiéu ring
duong dung va/hodc phuong thirc dung sé thay déi tuy thudc vao cac két qua mong
mudn. Cac dudng ding duoc wu tién ddi véi cac khang thé dugc mo ta trong ban md ta
nay bao gdm dudng dung trong tinh mach, trong co, trong da, trong mang bung, dudi da,
xuong séng hodc cic dudng ding ngoai dudng tiéu héa khéc, vi du bang cach tiém hoic
truyén. Cum tir “ding ngoai dudng tiéu héa” dugce st dung trong ban md ta nay c6 nghia
1a cac dang dung khong phai 13 ding trong rudt va tai chd, thuong bang cach tiém, va bao
gbm, nhung khéng gi¢i han &, tiém va tiém truyén trong tinh mach, trong co, trong dong
mach, ndi tiy mac, trong bao, trong b mat, trong tim, trong da, trong mang bung, qua khi
quan, dudi da, dudi biéu bi, trong khép, dudi bao, duéi mang nhén, trong ct sbng, gdy té

ngoai mang cung va trong xuong Uc.

Theo cach khac, khang thé dugc mé ta trong ban mo ta nay c6 thé dugc sir dung
thong qua dudng khong phai ngoai duong tiéu hdéa, nhu dudng dung tai chd, biéu bi hoic
niém mac, vi du dung trong miii, qua duong miéng, qua am dao, qua truc trang, dudi ludi

hoic tai chd.

Céc hoat chat nay c6 thé dugc bao ché vai cac chit mang ma s& bao vé hop chét
khoi su giai phong nhanh, nhu ché phdm giai phéng c6 kiém soét, bao gdbm ché pham
cdy, miéng dan qua da, va cac hé phan phéi duoc két vi nang. Polyme twong hop sinh
hoc, d& phan huy sinh hoc ¢6 thé duoc st dung, nhu etylen vinyl axetat, polyanhydrit,
axit polyglycolic, colagen, polyorthoeste, va axit polylactic. Nhiéu phuong phap bao ché
c4c dang ché phdm nay dugc cdp bang hoic néi chung 1a da biét dbi véi ngudi ¢ hiéu
biét trung binh trong linh vuc nay. Xem, vi du Sustained and Controlled Release Drug
Delivery Systems, J.R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., New York, 1978.

Ché phim trj liéu c6 thé duoc sir dung biang cac dung cu'y té da biét trong linh vuc
nay. Vi dy, theo mt phuong an dugc uu tién, ché phim tri liéu dugc mo ta trong ban md
ta nay c6 thé duge str dung bang dung cu tiém qua da khong dung kim, nhu cc dung cu

dugc boc 10 trong patent My céc sb 5,399,163; 5,383,851; 5,312,335; 5,064,413;
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4,941,880; 4,790,824; hoic 4,596,556. Cac vi du vé dung cu cdy dudi da va cdc modun
da biét @& st dung voi cac khang thé khang TIGIT dugc mb ta trong ban md ta nay bao
gdm: patent My s6 4,487,603, ma boc 16 bom vi truyén c6 thé ciy dudi da dugc dé phan
phéi thude & mirc c6 kiém soat; patent M¥ s6 4,486,194, ma boc 10 dung cu tri li€u dé
dung thubc qua da; patent My s 4,447,233, ma boc 1 bom truyén thudc dé phan phdi
thudc & mic do truyén chinh x4ac; patent My s6 4,447,224, ma bdc 15 thiét bi truyén cod
thé cdy du6i da chay dugc bién dbi dé phan phdi thubc lién tuc; patent My s6 4,439,196,
ma boc 16 hé phan phbi thudc thdm thiu c6 nhiéu ngin; va patent My s6 4,475,196, ma
bdc 10 hé phan phéi thudc thdm thiu. Cac patent nay dugc hop nhét vao ban mo ta nay
bang cach vién din. Nhiéu dung cu cdy dudi da, hé phan phéi, va modun khac nhu vay la
da biét dbi voi nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, cac khang thé khang TIGIT duoc md ta trong ban
md ta nay c6 thé duoc bao ché dé bao dam su phan b in vivo chinh xac. Vi du, hang rao
mau-ndo (blood-brain barrier - BBB) ngin chian nhiéu hop chét wa nudc cao. Dé bao dam
rang cac hop dugc chét dugc md ta trong ban md ta nay di qua BBB (néu mudn), ching
c6 thé duoc bao ché, vi du trong liposom. DPéi véi cac phuong phap san xuét liposom,
xem, vi du cac patent M¥ 4,522.811; 5,374,548; va 5,399,331. Liposom c6 thé chtra mot
hoac nhiéu nhém ma duge van chuyén chon loc vao cac té bao hoac cac co quan cu thé,
do d6 ting cuong su phan phdi thude hudng dich (xem, vi du V.V. Ranade (1989) J. Clin.
Pharmacol. 29:685). Cac nhom hudng dich 1am vi du bao gém folat hodc biotin (xem, vi
du patent My $6 5,416,016 cua Low et al); mannosit (Umezawa et al., (1988) Biochem.
Biophys. Res. Commun. 153:1038); cac khang thé (P.G. Bloeman et al. (1995) FEBS Lett.
357:140; M. Owais et al. (1995) Antimicrob. Agents Chemother. 39:180); thu thé protein
A hoat dong bé mit (Briscoe et al. (1995) Am. J. Physiol. 1233:134); p120 (Schreier et
al. (1994) J. Biol. Chem. 269:9090); ciing xem K. Keinanen; M.L. Laukkanen (1994)
FEBS Lett. 346:123; 1.J. Killion; 1.J. Fidler (1994) Immunomethods 4:273.

X. Str dung va phuong phéap

Céc khang thé, ché phim chira khang thé va cac phuong phap dugc mo ta trong
ban mé ta nay c6 nhidu ich loi in vitro va in vivo bao gdm, vi du su ting cudng déap Gmg
mi&n dich bing cach phong bé viéc truyén tin hiéu TIGIT, hoic su phat hién TIGIT. Theo
mot phuong an dugc wu tién, cac khang thé dugc md ta trong ban md ta nay 1a cac khang

thé cia ngudi hodc dugc lam giéng nhu cia ngudi. Vi du, cac khang thé khang TIGIT
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duge mo ta trong ban md ta nay co thé duogc sir dung cho cac té bao trong mdi truong
nudi céy, in vitro hoac ex vivo, hoac cho ngudi, vi du in vivo, dé tang cuong tinh mién
dich trong nhiéu bénh. Do d6, sang ché m6 ta cac phuong phap bién d6i dap Gmg mién
dich & dbi tuong bao gdm viée cho dbi tugng niy diung khang thé, hoic manh gin két
khang nguyén cta né, duoc md ta trong ban mo ta niy sao cho dép tng mién dich & do6i

tuong duogc tang cuong, dugc kich thich hoac diéu chinh 1én.

Cac dbi tuong duoc vu tién bao gdbm dbi twong bi bénh ma sy ting cudng dap ung
mién dich & ngudi d6 s& dang mong mudn. Cac phuong phap nay dic biét thich hop dé
diéu tri dbi trong bi bénh ¢ rdi loan ma c6 thé duoc diéu tri bang cach gia ting dap tng
mién dich (vi du, dap img mién dich gian tiép qua té bao T). Theo mot phuong én cu thé,
cac phuong phap nay dac biét thich hop dé diéu tri ung thu in vivo. D& dat duoc sur ting
cuong mién dich dic hiéu khing nguyén, cac khang thé khang TIGIT dugc md ta trong
ban md ta nay c6 thé duoc sir dung két hop véi khang nguyén can quan tAm hoic khing
nguyén nay c6 thé di c6 mit trong d6i twong can didu tri (vi dy, déi tuong mang khéi u
hodc mang virut). Khi cac khang thé déi voi TIGIT dugce str dung két hop v6i mot chét

khac, thi hai chét nay c6 thé duoc sir dung mot cach riéng ré hodc dong thoi.

Sang ché cling mo ta phuong phap phat hién sy c¢6 mit cta khang nguyén TIGIT
ctia ngudi trong mau, hoic do lugng khang nguyén TIGIT cia nguoi, bao gbém budc cho
mau ndy, va mau dbi ching, tiép xtc v6i khang thé don dong ciia ngudi, hodc manh gin
két khang nguyén cua no, gén két dic hiéu vé6i TIGIT cua nguoi, trong cac diéu kién cho
phép san sinh phirc hgp gitta khang thé hodc manh ctia né va TIGIT cua ngudi. Sau do,
phtrc hgp tao ra dugce phat hién, trong d6 su khac biét cua phirc hop tao ra giira mau so
v6i mau dbi chimg biéu thi sw c6 mit cia khang nguyén TIGIT cia ngudi trong mau.
Ngoai ra, cac khang thé khang TIGIT dugc md ta trong bin md t& ndy co thé duoc sir

dung dé 1am sach TIGIT ciia nguoi thong qua viée lam sach bang i luc mién dich.

Dua vao kha ning cua cac khang thé khang TIGIT dugc mo ta trong ban mo ta
nay dé phong bé su tc ché hoic sy déng e ché cac dap tng té bao T, vi du dép ung té
bao T dic hiéu khang nguyén, sang ché mo ta cac phuong phéap st dung in vitro va in
vivo khang thé dugc md ta trong ban mé ta nay dé kich thich, ting cuong hodc diéu chinh
tang dap tmg té bao T dic hiéu khang nguyén, vi du dap tng té bao T khang khdi u. Theo
cac phuong an nhét dinh, sy kich thich CD3 ciing dwoc mé ta (vi du, bang cach dong

thoi v6i t& bao bidu hién mang CD3), su kich thich niy c6 thé dugc tao ra dong thoi,
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trude, hodc sau khi diéu tri béng khang thé khang TIGIT. Vi dy, duoc dé xuét trong ban
md ta nay 1a cac phuong phép ting cudng dap tmg té bao T dic hiéu khang nguyén bao
gdm viéc cho té bao T nay tiép xuc véi khang thé khang TIGIT dugc md ta trong ban md
ta nay, va tuy y voi CD3, sao cho dap ung té bao T dic hiéu khang nguyén dugc ting
cudng, vi du bang cach loai bé tac dung trc ché gian tiép qua TIGIT. Chi thi thich hop bt
ky cua dap tmg té bao T dic hidu khang nguyén c6 thé dugc sir dung dé danh gia dap ung
té bao T dic hiéu khang nguyén. Céc vi du khong nhim gi6i han pham vi clia séng ché vé
céc chi thi thich hop niy bao gdm ting muc ting sinh té bao T véi su ¢6 mit ciia khang
thd va/hodc ting san sinh xytokin v&i su c6 mit ciia khang thé. Theo mdt phuong 4n
duoc uu tién, viéc san sinh interleukin-2 va/hodc interferon-y béi té bao T dic hiéu khang

nguyén dugc ting cudng.

Sang ché con bao gdbm phwong phap ting cuong dap tng mién dich (vi du, dép
tng té bao T dic hiéu khang nguyén) & dbi twong bao gém viéc ding khang thé khang
TIGIT dugc md ta trong ban mé ta nay cho dbi twong sao cho dap ing mién dich (vi du,
dap tmg té bao T dic hiéu khang nguyén) & déi trong dugc ting cudng. Theo mot
phwong 4n dugc uu tién, dbi tuong nay 1a dbi twong mang khéi u va dap tng mién dich
chéng khdi u duoc ting cudong. Khdi u c6 thé 1a khdi u ran hoic khdi u 16ng, vi du bénh
1y huyét hoc 4c tinh. Theo cic phuong an nhit dinh, khéi u 14 khéi u sinh mién dich.
Theo cac phuong 4n nhét dinh, khéi u khéng sinh mién dich. Theo c4c phuong 4n nhét
dinh, khéi u duong tinh véi PD-L1. Theo cic phuong an nhit dinh, khéi u 4m tinh véi
PD-L1. Déi tugng ciing c6 thé 1a ddi twong mang virut va dap tmg mién dich chéng virut

dugc tang cuong.

Sang ché ciing mé ta phuong phap trc ché sy sinh truéng cla t€ bao khdi u & déi
tuong bao gém viéc cho ddi twong nay ding khéng thé khang TIGIT dugc md ta trong
ban md ta ndy sao cho su sinh truéng ctia khdi u duge e ché & ddi twgng nay. Séng ché
cling mo ta phuong phap diéu tri bénh nhi®m virut man tinh & d6i tuong bao gém viéc
cho dbi twong nay ding khang thé khang TIGIT dugc mo ta trong bin md ta nay sao cho
bénh nhidm virut man tinh duoc diéu tri & ddi teong nay.

Sang ché ciing mé ta phuong phap lam suy kiét cac té bao Treg tr vi mdi trudng
khdi u cua dbi twong co khdi u, vi du khéi u ung thu, bao g?)m viéc cho déi tuong nay
dung mot lugng c6 hi€u qua diéu tri bénh khéng thé khang TIGIT dugc md ta trong ban

mo ta nay ma chira Fc kich thich sy 1am suy kiét cia cac t€ bao T, trong vi mdi trudong
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khéi u. Fc c6 thé 13, vi du Fc ¢6 chire nang hiéu tng hodc chirc nang hiéu tmg duoc ting
cuong, nhu gén két hodc co su gén Két tang cuong vGi mdt hodc nhiéu thu thé Fc hoat
hoéa. Theo mét phuong dn dugc vu tién, su lam suy kiét T,, Xay ra ma khong lam suy ki€t
hodc trc ché dang ké Teg trong vi moi trudong khdi u, va ma khong lam suy kiét hodc uc
ché dang k& cac té bao T va cac té bao Treg bén ngoai vi moi truong khdi u. Theo cac
phuong 4n nhit dinh, déi tuong c6 lugng TIGIT cao hon trén cac té bao Treg SO V6i trén
cac té bao Teyp, vi du trong vi moi trudng khdi u. Theo céac phuong an nhét dinh, céc
khang thé khang TIGIT c6 thé lam suy kiét Tregs trong cac khdi u va/hoic Tregs trong
cac té bao limphd tham nhiém khédi u (tumor infiltrating lymphocyte - TIL). Vi du, & md
hinh khéi u CT26, khang thé khang TIGIT clia chudt nhit duge dinh dang dudi dang
IgG2a cda chudt nhét (ma biéu hién chirc nang hiéu ing) dugc lam suy kiét mot phﬁn ca
hai t& bao Twg va T CD8", nhung khong lam suy kiét cac té bao T CD4". Khang thé
khang TIGIT d6i tac khong hiéu ung, dugc dinh dang duéi dang IgG1 cia chuot nhit
D265A, khong 1am suy kiét cac té bao T. Khi xem xét xem c¢6 st dung khang thé khang
TIGIT ¢6 chirc niang hiéu tmg hodc khong hiéu tng hay khong thi phai cin nhic dén su
can bang gitta murc d6 1am suy kiét TregS, Ma cO thé ting cudong dap tng mién dich khéng
khdi u, va mac d6 1am suy ki€t cac té bao T CD8", ma s& 1am mét mot s té bao cn thiét
dé 1am chét thuc su cac t& bao khéi u. Mic du viée lam suy ki€t Tyegs co thé ky vong dé
ting cudng hoat tinh khang khdi u, cic nghién ciru gin ddy di ching minh rang su nbi
TIGIT trén TIGIT" Ty,s thiic ddy su trc ché ting sinh té bao T gidn ti€p qua t€ bao Ty,
(Joller et al. (2014) Immunity 40:569), goi ¥ rang viéc phong bé truyén tin hiéu TIGIT (vi
du, bing céch sir dung khang thé khang TIGIT dbi khang theo sang ché) c6 thé ciing ting
cuong hoat tinh khang khéi u. Do d6, c¢6 thé c6 hiéu qua nhét khi st dung khang thé
khang TIGIT d6i khang khong c6 chirc niang hiéu tmg, ma i) phong bé viéc truyén tin
hiéu TIGIT trong T.s do d6 lam giam hoat tinh rc ché mién dich caa ching, ii) hoat hoa
céc t& bao T CD8" khang khéi u bang cach phong bé tic dung trc ché cia TIGIT, trong
khi ddng thoi tranh sy 1am suy kiét gian tiép qua chirc ning hiéu tng cuia ching, va iii)
ting cudng su hoat héa gian tiép qua DNAM biang cach cho phép DNAM gin két voi
PVR ma néu khéng da duoc gan két béi TIGIT (va bang cach lam giam sy twong tac
TIGIT-DNAM truc tiép) (Johnston et al. (2014) Cancer Cell 26:923).

Theo cic phuong 4n nhét dinh, khang thé khang TIGIT dugc sir dung cho dbi

twrong dudi dang phép tri lidu bd sung. Viéc diéu tri cac di tugng c6 ung thu bing khang
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thé khang TIGIT c6 thé din dén dap ung l4u bén trong thoi gian dai so véi thude diéu tri
chuin hién tai; thoi gian séng dai trong it nhét 1, 2, 3, 4, 5, 10 nim hodc 14u hon, thoi
gian séng khong tai phat trong it nhit 1, 2, 3, 4, 5, hodc 10 nam hoic 1au hon. Theo cac
phuong 4n nhét dinh, viéc diéu tri dbi tuong c6 ung thu bang khang thé khang TIGIT
ngan ngira su tai phat cia ung thu hodc lam chadm su tai phat cua ung thu dén, vidu 1, 2,
3, 4, 5, hodc 10 nim hodc 14u hon. Viéc diéu tri khang TIGIT c6 thé dugc st dung dudi

dang hang diéu tri tht nhit hodc thit hai.

Céac phuong phap nay va cac phuong phap khac dugc mo ta trong ban mo ta nay

dwogc ban luan chi tiét hon duéi day.
Ung thu

Su phong bé truyén tin hiéu PVR/Nectin-2 thong qua TIGIT bdi cdc khang thé
khang TIGIT c6 thé ting cuong dap tmg mién dich di véi cac té bao ung thu & di tugng
bi bénh. Sang ché ciing mo ta phwong phap didu tri d6i tuong cé ung thu, bao gém viée
cho d6i trgng nay ding khang thé khang TIGIT dugc mo ta trong bin md ta ndy, sao cho
déi tugng nay duoc diéu tri, vi du sao cho su sinh trudng cia khéi u ung thu duge e ché
hodc dugc 1am giam va/hodc khdi u thoai lui. Khang thé khang TIGIT c6 thé dugc sir
dung riéng r& dé trc ché su sinh truéng cia khéi u ung thu. Theo cach khéac, khang thé
khang TIGIT c6 thé duge st dung két hop v6i mot chét khac, vi du cac chit sinh mién
dich khéc, cac bién phap diéu tri bénh ung thu chuén, hodc cac khang thé khac, nhu dugc
md ta dudi day. Sw két hop vai chit e ché PD-1, nhu khang thé khang PD-1 hoic khang

PD-L1, ciing duoc dé xuit.

Do d6, sang ché ciing mo ta phuong phap diéu tri ung thu, vi du bang cach trc ché
su sinh truéng cia cac té bao khdi u, & dbi twong, bao gdm viéc cho dbi tuong nay ding
mot lugng cb hi¢u qua diéu tri bénh cua khang thé khang TIGIT dugc md ta trong ban
md ta nay, vi du 15A6, 22G2, 11G11 hodc 10D7, hodc manh gin két khang nguyén cia
n6. Khang thé nay c6 thé 1a khang thé khang TIGIT cua ngudi (nhu khang thé bt ky
trong s cac khang thé khang huTIGIT ciia ngudi duge mo ta trong ban mé ta nay), hodc
n6 c6 thé 1a khang thé khang huTIGIT kham hoic khang thé khang huTIGIT khong phai
ctia ngudi dugc 1am gidng nhu ciia ngudi, vi du khang thé khang TIGIT kham hodc dugc
lam gidng nhu cta ngudi ma canh tranh dé gan két vai, hodc gin két véi cling epitop

nhu, it nhat mot trong sé cac khang thé khang TIGIT dugc mo ta trong ban mo ta nay.

-9Y-



31705

Ung thu ma su sinh truéng cua nd co thé duoc we ché bing khang thé theo sang
ché bao gdm ung thu thuong dép ng v6i phép tri lidu mién dich. Cac vi du khéng nhim
gi¢i han pham vi cua sang ché v& cac loai ung thu dé diéu tri bao gdbm ung thur biéu mb té
bao hinh véy, bénh ung thu phdi t& bao nhé, bénh ung thu phdi khong phai té bao nho,
bénh ung thu phdi khong phai té bao nho (non-small cell lung cancer - NSCLC) hinh vay,
khong NSCLC, u than kinh dém, bénh ung thu da day-rudt, bénh ung thu thin (vi du, ung
thu biéu md té bao sang), bénh ung thu budng trirng, bénh ung thur gan, bénh ung thu két-
truc trang, bénh ung thu ndi mac tir cung, bénh ung thu than (vi du, ung thu biéu mo té
bao than (renal cell carcinoma - RCC)), bénh ung thu tuyén tién liét (vi du, ung thu biéu
md tuyén tuyén tién liét kho chita bang hormon), ung thu tuyén giap, u nguyén bao thin
kinh, bénh ung thu tuyén tuy, u nguyén bao x6p (u nguyén bao than kinh dém da dang),
bénh ung thu cb tir cung, bénh ung thu da day, bénh ung thu bang quang, u gan, bénh ung
thu va, ung thu biéu mo két trang, va bénh ung thu (hodc ung thu biéu mo) dau va cd,
bénh ung thu da day, khéi u té bao mam, sacom nhi khoa, tinh trang giét tu nhién xoang
miii, u melanin (vi du, u melanin ac tinh di cén, nhu u melanin 4c tinh da hodc trong mét),
bénh ung thu xuwong, bénh ung thu da, bénh ung thu ti cung, bénh ung thu ving hiu
mon, bénh ung thu tinh hoan, ung thu biéu mé éng din trimg, ung thu biéu m6 ndi mac
t& cung, ung thu biéu mé cb tir cung, ung thu biéu md am dao, ung thu biéu md am ho,
bénh ung thu thuc quan, bénh ung thu rudt non, bénh ung thu hé noi tiét, bénh ung thu
tuyén can giap, bénh ung thu tuyén thuong than, sacom md mém, bénh ung thu niéu dao,
bénh ung thu duong vét, khdi u rin thoi tho 4u, bénh ung thu ni¢u quan, ung thu biéu mo
bé than, khéi u cua hé than kinh trung wong (CNS), u limphd CNS nguyén phat, sy tao
mach khdi u, khdi u cot séng, u thin kinh dém than nio, u tuyén yén, sacom Kaposi, bénh
ung thu dang biéu bi, bénh ung thu té bao hinh véy, u limphd té bao T, bénh ung thu do
moi trudng sdng gy ra bao gdm bénh ung thu do amidng gy ra, bénh ung thu lién quan
dén virut (vi du, khdi u lién quan dén virut gdy u nha & ngudgi (HPV)), va bénh méu ac
tinh c6 nguén gbc tr mdi trong s6 hai dong t& bao mau chinh
http://en.wikipedia.org/wiki/Haematopoiesis, tirc 1a http://en.wikipedia.org/wiki/Myeloid
dong té bao dang tiy (ma san sinh bach cau hat, hdng céu, tiéu huyét ciu, dai thuc bao va
dudng bao) hodc hitp://en.wikipedia.org/wiki/Lymphoid dong té bao dang bach huyét
(ma san sinh cac té bao B, T, NK va té bao trong huyét tuong), nhu tit ca céc loai bénh

bach cau, u limphd, va u tiy, vi du bénh bach ciu cép tinh, man tinh, limpho va/hodc tuy,
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nhu bénh bach ciu cép tinh (acute leukemia - ALL), bénh bach cAu tiy cap tinh (acute
myelogenous leukemia - AML), bénh bach cdu limphd man tinh (chronic lymphocytic
leukemia - CLL), va bénh bach ciu tuy man tinh (chronic myelogenous leukemia -
CML), AML chua dugc bi¢t hoa (MO0), bénh bach cau nguyén tiy bao (M1), bénh bach
cdu nguyén tiy bao (M2; c6 su truéng thanh té bao), bénh bach cau tién tiy bao (M3
hoic bién th& M3 [M3V]), bénh bach ciu don nhén tiy (M4 hoic bién thé M4 c6 su ting
bach cdu wa eosin [M4E]), bénh bach ciu don nhan (MS5), bénh ting sinh nguyén hong
cdu-nguyén tiy bao (M6), bénh bach cdu nguyén bao nhan khdng 16 (M7), sacom bach
cu hat tach biét, va u luc; u limphd, nhu u limphd Hodgkin (Hodgkin’s lymphoma -
HL), u limph6 khéng Hodgkin (non-Hodgkin’s lymphoma - NHL), u limphd té bao B, u
limphd t& bao T, u limphé dang twong bao-limphd, u limphd té bao B dang bach ciu don
nhan, u limphé mé bach huyét lién quan dén niém mac (mucosa-associated lymphoid
tissue - MALT), u limphd t& bao 16n dic biét 4c tinh (vi du, Ki 1+), u limpho & bao
T/bénh bach ciu trudng thanh, u limphd t& bao v6, u limphd té bao T nguyén bao mién
dich mach méu, u limph tim mach, u limpho t& bao T rudt, u limphd té bao B trung thét
nguyén phat, u limphd nguyén bao limphd T tién chat, nguyén bao limpho T; va u
limphé/bénh bach cau (T-Lbly/T-ALL), u limphd té bao T ngoai bién, u limphd nguyén .
bao limphd, 16i loan ting sinh limphd sau ghép co quan, u limphd mé bao thuc sy, u
limphd hé than kinh trung wong nguyén phét, u limpho lan tda nguyén phat, u limphd
nguyén bao limphd (lymphoblastic lymphoma - LBL), cac khéi u tao mau cia dong té
bao limphd, bénh bach ciu nguyén bao limphd cip, u limphd té bao B 16n lan tda, u
limphé Burkitt, u limphd dang nang, u limphd mé bao lan toa (diffuse histiocytic
lymphoma - DHL), u limphd té bao 16n nguyén bao mién dich, u limphé nguyén bao
limphd B tién chét, u limphd té bao T trén da (cutaneous T-cell lymphoma - CTLC) (con
dugc goi 14 u sti dang ndm hodc hdi chiing Sezary), va u limpho dang twong bao-limphd
(lymphoplasmacytoid lymphoma - LPL) c6 macroglobulin huyét Waldenstrom; u tuy,
nhu u tay IgG, u tiiy chudi nhe, u tiy khong tiét, u tuy khong triéu chimg (con duoc goi
1a u tay khong dau), u twong bao don doc, va bénh da u tuy, bénh bach ciu limph6 man
tinh (chronic lymphocytic leukemia - CLL), u limpho té bao 10ng; khdi u tao mau cla
dong té bao tay, khéi u c6 ngudn gbe trung mo, bao gdm sacom sgi va sacom co van; u
tinh, ung thu biéu md quai, khdi u ciia than kinh trung uvong va ngoai bién, bao gbdm u té

bao hinh sao, u bao s¢i than kinh; khoi u ¢6 ngudn goc trung md, bao gdbm sacom soi,
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sacom CO van, va sacom Xuong; va cac khdi u khac, bao gém u melanin, bénh kho6 da
nhim sic t6, u gai simg, u tinh, bénh ung thu nang tuyén giap va ung thu biéu mo quai,
céc khéi u tao mau cia dong té bao limphd, vi du céc khdi u cia té bao T va té bao B, bao
2dm, nhung khong chi gi6i han &, rbi loan t& bao T nhur bénh bach cau tién limpho T (T-
prolymphocytic leukemia - T-PLL), bao gdm loai té bao nhé va té bao dang nio; bénh
bach céu té bao limpho hat 16n (large granular lymphocyte leukemia - LGL) t6t hon 14
loai t& bao T; u limphd gan 14 lach a/d T-NHL; u limpho té bao T chin/ngoai bién (cac
tidu loai da hinh va nguyén bao mién dich); u limpho té bao T tim mach (miii); bénh ung
thu du hodc cb, bénh ung thu than, bénh ung thu truc trang, bénh ung thu tuyén giap; u
limphé dang tiy cAp, ciing nhu t& hop bat ky cia cac loai ung thu nay. Cac phuong phap
dugc mo ta trong ban mo ta nay cling co thé duogc str dung dé diéu tri ung thu di cin, ung
thu kho chita (vi du, ung thu khé chita bing phép tri liéu mién dich trude day, vi du bing

khang thé CTLA-4 hoac PD-1 phong bé), va ung thu tai dién.

Khéang thé khang TIGIT c6 thé duge st dung dudi dang phép tri liéu don tri, hodc
dudi dang phép tri liéu kich thich mién dich duy nhét, hodc n6 co thé dugc két hop véi
chét sinh mién dich, nhu cac té bao ung thu, cac khang nguyén khéi u dugc lam sach (bao
gdm céc protein, cac peptit, va cic phan tir hydrat cacbon téi td hop), hodc cac t& bao
duogc chuyén nap bang cac gen ma héa cic xytokin kich thich mién dich, trong chién lugc
vacxin ung thu (He et al. (2004) J. Immunol. 173:4919-28). Céac vi du khong nhim gi6i
han pham vi cla sang ché v& céc vacxin tir khdi u c6 thé duoc sir dung bao gém cac
peptit ctia khang nguyén cia u melanin, nhu cac peptit cia gp100, khang nguyén MAGE,
Trp-2, MART1 va/hodc tyrosinaza, hodc té bao khéi u duoc chuyén nap dé biéu hién
xytokin GM-CSF.

Nhiéu phuong phép thir nghiém dé ching ngira chéng khdi u di duoc bac 16 (xem
Rosenberg, S., 2000, Development of Cancer Vaccines, ASCO Educational Book Spring:
60-62; Logothetis, C., 2000, ASCO Educational Book Spring: 300-302; Khayat, D. 2000,
ASCO Educational Book Spring: 414-428; Foon, K. 2000, ASCO Educational Book
Spring: 730-738; cling xem Restifo, N. and Sznol, M., Cancer Vaccines, Ch. 61, pp.
3023-3043 in DeVita et al. (eds.), 1997, Cancer: Principles and Practice of Oncology,
Fifth Edition). Theo mdt trong s6 cic phuong phap nay, vacxin dugc bio ché bang cach
st dung céc té bao khoi u tu than hodc di sinh. Céc vacxin chira té bao nay da duoc thé

hién 1a rat hiéu qua khi cac t& bao khdi u nay duoc tai nap dé biéu hién GM-CSF. GM-
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CSF da duoc thé hién 1a chét hoat héa su trinh dién khang nguyén c6 hiéu luc ddi véi

viéc chiing ngira khdi u (Dranoff et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90: 3539-43).

Nghién ciru biéu hién gen va cac md hinh biéu hién gen quy mé 16n trong céc khbi
u khac nhau da dwa dén khai niém dugc goi 1a khang nguyén dic hiéu khdi u (Rosenberg,
S A (1999) Immunity 10: 281-7). Trong nhiéu truong hop, cic khang nguyén dic hiéu
khéi u nay 1a cac khang nguyén biét hoa duoc biéu hién trong khdi u va trong té bao ma
tir d6 khéi u xudt hién, vi du khang nguyén té bao hic t6 gp100, khang nguyén MAGE,
va Trp-2. Quan trong hon, nhiéu trong s6 cic khang nguyén nay cé thé dugc thé hién la
dich cta té bao T dac hiéu khdi u duge tim thiy trong vét chi. Viée tc ché TIGIT c6 thé
duoc sir dung két hop vai viée thu cac protein tai t hgp va/hodc cac peptit duoc biéu
hién trong khéi u dé tao ra dap ung mién dich véi cic protein nay. Cac protein nay
thuong duoc hé mién dich cho 13 céc tu khang nguyén va do d6, hé mién dich dung nap
duoc chung. Khang nguyén cia khéi u 6 thé bao gdm protein telomeraza, can dé tbng
hop diém cubi ciia nhiém sic thé va dugc biéu dién trong nhiéu hon 85% bénh ung thu
ctia ngudi va chi trong mot sb lwong gidi han mé sinh dudng (Kim et al. (1994) Science
266: 2011-2013). Khang nguyén cia khdi u ciing ¢6 thé 1a “cac khang nguyén tan tao”
duogc biéu hién trong té bao ung thu do cac dot bién sinh dudng lam thay ddi trinh tu
protein hodc tao ra protein dung hop gitta hai trinh tu khong lién quan (trc 1a ber-abl

trong nhiém séc thé Philadelphia), hoic kiéu gen cé thé tir khdi u ctia té bao B.

Céc vacxin chdng khdi u khac c6 thé bao gdm céc protein tir virut lién quan dén
bénh ung thu cia nguodi nhu virut gdy u nhi ¢ ngudi (Human Papilloma Virus- HPV),
virut gay bénh viém gan (HBV va HCV) va virut Herpes lién quan dén bénh sacom
Kaposi (Kaposi's Herpes Sarcoma Virus - KHSV). Mot dang khéac cta khang nguyén dac
hiéu khdi u ma c6 thé dugc sir dung két hop véi viée tc ché TIGIT la protein sbc nhiét
(heat shock protein - HSP) 1am sach duogc phan lap tir chinh mé khéi u. Céc protein sbc
nhiét nay chira cdc manh protein tir cac t& bao khdi u va cac HSP nay c¢6 hiéu qua phan
phéi cao dén céc té bao trinh dién khang nguyén dé gay ra su mién dich khdi u (Suot &
Srivastava (1995) Science 269:1585-1588; Tamura et al. (1997) Science 278:117-120).

Céc t& bao dudi gai (dendritic cell - DC) 1a té bao trinh dién khang nguyén c6 hiéu
luc ¢6 thé duge st dung d& mdi cac dap ung dic hiéu khang nguyén. Cac DC c¢6 thé duoc
san sinh ex vivo va dugc nap bdi cac khang nguyén protein va peptit khac nhau cling nhu

dich chiét té bao khdi u (Nestle ez al. (1998) Nature Medicine 4: 328-332). Cac DC ciing
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c¢6 thé duogc tai nap bang cach di truyén dé biéu hién cac khang nguyén ciia khéi u. Cac
DC ciing dugc dung hop truc tiép voi cac té bao khéi u nham muc dich gdy mién dich
(Kugler et al. (2000) Nature Medicine 6:332-336). Lé phuong phéap ching ngtra, viéc giy
mién dich bing DC c6 thé dugc két hop hiéu quéa vai viéc phong bé TIGIT d hoat héa

(mé) cac dap ung chéng khéi u c6 hiéu luc hon.

Su trc ché TIGIT ciing c6 thé duoc két hop véi bién phap diéu tri ung thu chuan
(vi du, phiu thuat, chiéu xa, va hoa tri liéu). Viéc wrc ché TIGIT c6 thé duoc két hop higu
qua véi ché do hoa trj liéu. Trong cac truong hop nay, co thé giam lidu cia chét hoéa tri
licu duoc st dung (Mokyr ef al. (1998) Cancer Research 58: 5301-5304). Vi du vé két
hop nhu vay la khang thé khang TIGIT két hop vdi decarbazine dé diéu tri u melanin.
Mot vi du khéac vé két hop nhu vay 1a khang thé khang TIGIT két hop vé6i interleukin-2
(IL-2) dé diéu tri u melanin. Co s& khoa hoc hop ly dang sau viéc sir dung két hop viéc
trc ché TIGIT va hoa tri liéu 12 su chét t bao, 1a Kkét qua cuda tac dong gy doc té bao cua
hau hét cac hop chét hoa tri lidu, s& din dén tang mirc khang nguyén cua khbi u trong qua
trinh trinh di€n khang nguyén. Céac phép tri liéu két hop khéc c6 thé dan dén tac dung
hiép déng vO1 viéc e ché TIGIT thong qua su chét t& bao 1a viéc chiéu xa, phiu thuat, va
trc ché hormon. M&i trong sd cac qué trinh nay tao ra ngudn khang nguyén cia khéi u
trong vat chu. Cac chét rc ché su tao mach ciing c6 thé duoc két hop véi viée ché
TIGIT. Viéc e ché su tao mach din dén chét t& bao khéi u, diu nay co thé cung cép

khang nguyén ctia khdi u cho qué trinh trinh dién khang nguyén cua vat chu.

Céc khang thé khang TIGIT dugc mb ta trong ban mo ta ndy ciing c6 thé duoc st
dung két hop vdi cac khang thé dic higu kép huéng dich céc té bao hiéu tmg biéu hién
thu thé Fca hoic Fey dén céc té bao khéi u (xem, vi du patent My céc sb 5,922,845 va
5,837,243). Cac khang thé dic hiéu kép co thé dugc sir dung huéng dich hai khang
nguyén riéng r&. Vi du, cac khang thé dic hiéu kép cua khang nguyén khang thu thé
Fc/khang khéi u (vi du, Her-2/neu) da dugc stt dung dé hudng dich dai thuc bao dén vi tri
ctia khéi u. Viéc huéng dich nay c6 thé hoat hoa cac dap tng dic hiéu khéi u hiéu qua
hon. Nhénh té bao T cuta cac dap ung nay sé duge ting nhd viéc st dung Grc ché TIGIT.
Theo cach khéac, khang nguyén c6 thé dugc phéan phdi truc tiép dén cac DC bang cach st
dung cac khang thé dic hiéu kép gin vé6i khang nguyén cia khéi u va chit danh diu bé

mat té€ bao dac hiéu vai té bao dudi gai.

-99-



31705

Khéi u tranh sy giam sat mién dich cia vét chi bang nhiéu co ché. Nhiéu trong 5O
céc co ché nay co6 thé chién thing bing cach lam bat hoat cac protein e ché mién dich
duoc biéu hién boi khéi u. Cac co ché nay bao gdm, trong sd cic co ché khac, TGF-
(Kehrl et al. (1986) J. Exp. Med. 163: 1037-1050), IL-10 (Howard & O'Garra (1992)
Immunology Today 13: 198-200), va phéi tr Fas (Hahne et al. (1996) Science 274: 1363-
1365). Céc khang thé d6i véi mdi trong sd cac chét nay c6 thé dugc sir dung két hop véi
cac khang thé khang TIGIT dé chdng lai tic dung ctia chat trc ché mién dich va 1am thuén

loi cho dap tmg mién dich khdi u béi vét chu.

Céc khang thé khac ma hoat héa dap tmg mién dich cta vit chi c6 thé dugc st
dung két hop véi cac khang thé khang TIGIT. Céac khang thé nay bao gbm cac phén tir
trén bé mit cta té bao dudi gai ma hoat héa chirc ning DC va viéc trinh dién khéang
nguyén. Céc khang thé khang CD40 c6 thé thay thé hidu qua cho hoat tinh té bao T hd trg
(Ridge et al. (1998) Nature 393: 474-478) va c¢6 thé duge st dung két hop véi céc khang
thé khang TIGIT. Céac khang thé hoat héa dbi vdi cac phan tir ddng kich thich t& bao T
nhu OX-40 (Weinberg et al. (2000) Immunol 164: 2160-2169), CD137/4-1BB (Melero et
al. (1997) Nature Medicine 3: 682-685 (1997), va ICOS (Hutloff et al. (1999) Nature
397: 262-266) ciing c6 thé lam ting mic hoat héa té bao T. Cac chét tc ché PD-1 hoic
PD-L1, hoac CTLA-4 (vi du, patent M§ sb 5,811,097), cling co thé dugc stir dung cung
v6i cac khang thé khang TIGIT.

Viéc ghép tuy xuong hién dang dugc st dung dé diéu tri nhidu khdi u c6 ngudn
gbc tao mau. Trong khi viéc ghép véi bénh vit chi 1a két qua cua viéc diéu tri nay, loi ich
tri liéu c6 thé thu duoc tir viée ghép véi dap tmg khdi u. Su irc ché TIGIT c6 thé duge sir

dung dé 1am ting hiéu qua cuta té bao T dic higu khéi u duoc ghép vao thé cho.

Ciing c6 mdt s quy trinh diéu trj thir nghiém bao gd6m hoat héa va khuéch dai ex
vivo céc t& bao T dic hiéu khang nguyén va chuyén nhan cac té bao nay vio trong thé
nhan dé kich thich cac t& bao T dic hiéu khang nguyén chéng khdi u (Greenberg &
Riddell (1999) Science 285: 546-51). Cac phuong phép nay cling co thé duoc sir dung dé
hoat héa cac dap ung té bao T v6i cac tic nhan gdy nhiém nhu viéc hoat héa CMV. Ex
vivo v6i su ¢6 mit cia cac khang thé khang TIGIT c6 thé 1am ting tan sudt va hoat tinh

cua cac t€ bao T dugc chuyén nhan.
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Bénh nhiém virut man tinh

Theo mét khia canh khéc, sang ché trong ban mo ta nay mé ta phuong phép diéu
tri bénh 1ay nhidm & dbi trong bao gdm viéc cho dbi twong nay ding khang thé khang
TIGIT, hoic manh gin két khang nguyén ctia né, sao cho d6i tugng nay duogc didu tri ddi
v6i bénh nhiém tring nay.

Tuong tu nhu tng dung ctia né d6i v6i khdi u nhu da duge mo ta trén day, su e
ché TIGIT gién tiép qua khang thé c6 thé dugc sir dung riéng ré, hoic dudi dang chét bd
trg, két hop v6i vacxin, dé ting cuong dap ing mién dich vé6i tac nhan giy bénh, doc t6,
va tu khang nguyén. Céc vi du vé tac nhan giy bénh ma phuong phép tri liéu ndy c6 thé
dac biét hiru ich bao gém, nhung khong chi gigi han &, HIV, bénh viém gan (A, B, & C),
bénh cim, bénh herpes, Giardia, bénh sbt rét, Leishmania, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa. Su tic ché TIGIT l1a dic biét hiru ich chéng bénh lay nhiém
dugc gay ra badi cac tic nhan nhu HIV c6 khang nguyén thay dbi trong qua trinh nhiém
bénh. Céc epitop méi ndy dugc nhan dién 1a ngoai lai & thoi diém ding khéng thé khang

TIGIT cta ngudi, do d6, gay ra dap ung té bao T manh.

Mot s6 vi du vé céc virut gdy bénh giy ra bénh Iy nhiém co thé diéu tri dugc
bing cac phuong phép dugc mé ta trong ban mé ta nay bao gdm HIV, virut giy bénh
viém gan (A, B, hodc C), virut gdy bénh herpes (vi du, VZV, HSV-1, HAV-6, HSV-II, va
CMV, virut Epstein Barr), adenovirut, virut gdy bénh cum, flavivirut, echovirut,
rhinovirut, virut coxsackie, coronavirut, virut hop bao ho hép, virut gdy bénh quai bi,
rotavirut, virut gay bénh séi, virut gy bénh sai Dilic, parvovirut, virut gy bénh dau mua,
virut HTLV (Human T-cell Lymphotropic Virus - virut gdy u limph6é T & nguoi), virut
gdy bénh s6t xuit huyét, papillomavirut, virut gay bénh u mém, poliovirut, virut gdy bénh

dai, virut JC va virut gdy bénh viém ndo do arbovirut.

Mot s6 vi du vé vi khudn gdy bénh gdy ra bénh lay nhidm co thé diéu tri dugc
bing cac phuong phap duge mo ta trong ban mo ta ndy bao gdém chlamydia, vi khuan
rickettsia, mycobacteria, staphylococci, streptococci, pneumonococci, meningococci va
gonococci, klebsiella, proteus, serratia, pseudomonas, legionella, diphtheria, salmonella,
bacilli, cholera, tetanus, botulism, anthrax, plague, leptospirosis, and vi khuén gdy bénh

Lymes.
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M5t sb vi du vé nAm gdy bénh gay ra bénh lay nhiém c6 thé diéu tri duoc béng cac
phuwong phap dugc md ta trong ban md ta nay bao gdm Candida (albicans, krusei,
glabrata, tropicalis, v.v.), Cryptococcus neoformans, Aspergillus (fumigatus, niger, v.v.),
Gidng Mucorales (mucor, absidia, rhizopus), Sporothrix schenkii, Blastomyces
dermatitidis, Paracoccidioides brasiliensis, Coccidioides immitis va Histoplasma

capsulatum.

Mot sb vi du v& ky sinh tring gdy bénh giy ra bénh 1ay nhiém c6 thé diéu tri
duoce bang cic phuong phdp dugc md ta trong ban md ta nay bao gébm Entamoeba
histolytica, Balantidium coli, Naegleriafowleri, Acanthamoeba sp., Giardia lambia,
Cryptosporidium sp., Pneumocystis carinii, Plasmodium vivax, Babesia microti,
Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi, Leishmania donovani, Toxoplasma gondii,

Nippostrongylus brasiliensis.

Trong tit ca cac phuong phép trén, su e ché TIGIT c6 thé duoc két hop véi cac
dang tri liéu mién dich khac nhu diéu tri béng xytokin (vi dy, interferon, GM-CSF, G-
CSF, IL-2), hoic diéu tri bang khang thé dic hiéu kép, ma 1am ting mirc do trinh dién
khang nguyén cua khéi u (xem, vi du Holliger (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
90:6444-6448; Poljak (1994) Structure 2:1121-1123).

Ta dugc vacxin

Céac khang thé khang TIGIT dugc md ta trong ban mé ta nay c6 thé duoc st dung
dé tang cuong dap ung mién dich dic hiéu khang nguyén biang cach dung phébi hop khang
thé khang TIGIT véi khang nguyén can quan tdm (vi du, vacxin). Do d6, sang ché mo ta
phuong phap ting cudng dap tmg mién dich véi khdng nguyén & déi tuong, bao gbém viée
cho dbi twgng nay dung: (i) khang nguyén; va (ii) khang thé khang TIGIT, hodc manh
gén két khang nguyén cia no, sao cho dap tmg mién dich véi khang nguyén & doi twong
duoc ting cudng. Khang nguyén nay cé thé 13, vi du khang nguyén ciia khdi u, khang
nguyén cua virut, khdng nguyén cta vi khuan hoic khang nguyén tir tac nhan giy bénh.
Céc vi du khong nham giéi han pham vi ctia sang ché vé cac khang nguyén nay bao gdm
céc khang nguyén duogc ban ludn trong cic phan néu trén, nhu khang nguyén cia khéi u
(hodc vacxin tir khéi u) néu trén, hodc khang nguyén tir virut, vi khuén hodc tic nhan gy

bénh khac dugc mo ta trén day.
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Theo cac phuong 4an nhét dinh, peptit hodc protein dung hop chira epitop ma
khang thé khang TIGIT gin vao dugc sir dung lam vacxin thay cho, hoic ngoai, khéng
thé khang TIGIT.

Céac duong ding thich hop cta ché phdm chira khang thé (vi du, khang thé don
dong ciia ngudi, phan tir da dic hiéu va dac hiéu kép va thé tiép hop mién dich) duge mo
ta trong ban mé ta nay in vivo va in vitro 1a da biét trong linh vuc nay va c6 thé dugc lua
chon béi ngudi ¢6 hidu biét trung binh. Vi du, ché phdm chira khang thé c6 thé duge st
dung bing cach tiém (vi du, trong tinh mach hoic dudi da). Céc lidu thich hop cua céac
phan tir dugc st dung s& phu thudc vao tudi va can nang cua dbi tuong va néng do

va/hodc dang bao ché cta ché phim chira khang thé nay.

Nhu di mé ta trén ddy, cac khang thé khang TIGIT duoc md ta trong ban md ta
nay co thé dugc str dung phéi hop véi mot hoac nhiéu duoc chat khac, vi du chét gay doc
té bao, chit gy doc phéng xa hodc chét trc ché mién dich. Khang thé c6 thé dugc lién két
v6i chét nay (dudi dang phirc hop mién dich) hodic c6 thé dugc st dung riéng ré véi chét
nay. Trong trudng hop sau (viéc ding riéng ré), khang thé nay c6 thé duge sir dung truér,
sau hodc ddng thoi vai chit nay hodc co thé duge sir dung phdi hop véi cac phép tri lidu
da biét khac, vi du phép tri licu chéng ung thu, vi du xa tri. Cac duoc chét nay bao gém,
trong sb cac chét khac, chit chdng ung thu nhu doxorubicin (adriamycin), cisplatin
bleomycin sulfat, carmustine, chlorambucil, dacarbazine va xyclophosphamit hydroxyure
ma, ban than ching, chi c¢6 hiéu qua & mirc ma gy doc hodc dudi mirc gay doc cho ddi
twong bi bénh. Cisplatin dugc sit dung trong tinh mach véi liéu 100mg/mL mbi bon tuén
mdt 14n va adriamycin duoc st dung trong tinh mach véi lidu 60-75mg/mL mdi 21 ngay
mdt 14n. Viéc dung phdi hop cac khang thé khang TIGIT, hodc cac manh gin két khang
nguyén cua ching, dugc mo ta trong ban md ta nay v6i tdc nhan hoéa tri li€u tao ra hai
chét chéng ung thu ma hoat dong théng qua cic co ché khac nhau dé thu duoc tac dung
gay ddc té bao cho cac té bao khbi u ciia ngudi. Viée diung phdi hop nay co thé giai quyét
cac van d& do su phat trién tinh khang thubc hodc thay dbi tinh khang nguyén cta té bao
khéi u 1am cho chung khong phéan tmg véi khang thé.

Ciing nam trong pham vi dugc md ta trong ban mo ta nay la kit chira ché phim
chira khang thé duoc mé ta trong ban mo ta nay (vi dy, khang thé ctia ngudi, phéan tit dic
hiéu kép hoidc da dic hiéu, hodc thé tiép hop mién dich) va huéng din dé sir dung. Kit

nay co thé con chira it nhat mot chét phéan Gng bd sung, hodc mdt hodc nhiéu khang thé

-103-



31705

clia ngudi bd sung duge md ta trong ban mo ta nay (vi du, khang thé cua ngudi c6 hoat
tinh bd sung gin két véi epitop trong khang nguyén TIGIT phan biét véi khdng thé cua
ngudi thir nhét). Cac kit thuong bao gdbm nhan chi ra muc dich sir dung da dinh cia cac
thanh phan cua kit. Thuat ngit nhan bao gbm vt liéu viét tay hodc duoc ghi bat ky dugc

cung Cép trén hoac voi kit, hoac néu khong, kém theo kit.
Phép tri liéu két hop

Ngoai t hop cac phép tri liéu két hop da néu trén, cac khang thé khang TIGIT
duoc md ta trong ban md ta nay ciing ¢b thé duge st dung trong phép tri liéu két hop, vi

du dé diéu trj ung thu, nhu dugc mé ta dudi day.

Sang ché mé ta phuong phap tri liéu két hop trong d6 khang thé khang TIGIT
duoc sir dung phdi hop v6i mot hodc nhidu chét b sung, vi du khang thé, ma c6 hiéu qua
trong viéc kich thich dap tng mién dich dé tir d6 tang cudong, kich thich hogc diéu chinh
tang hon nita dép Gng mién dich & dbi tuong. Nhu duogc thé hién trong vi du 7, va dugc
thé hién trén cac Fig.5A va 5B, viéc ding khang thé khang TIGIT d6i khang va khang thé
khang PD-1 dbi khang cho chudt nhét ¢6 tac dung trc ché su sinh truéng cia khéi u duoc

tang cuong.

N6i chung, khang thé khang TIGIT duoc mo ta trong ban mo ta nay cé thé duoc
két hop voi (i) chét chi van cua thu thé ddng kich thich va/hoic (i) chit ddi khang cua
tin hiéu trc ché trén té bao T, mdi chit din dén sy khuéch dai dap tng té bao T dic hiéu
khang nguyén (chit didu hoa diém kiém soat mién dich). Hau hét cac phan tir ddng kich
thich va ddng tc ché 13 thanh vién cta siéu ho globulin mién dich (IgSF), va c4c khang
thé khang TIGIT dugc mé ta trong ban mo ta nay c6 thé dugc st dung voi chit ma hudng
dich thanh vién ciia ho IgSF dé lam ting d4p img mién dich. Mt ho quan trong ctia phéi
tir gén két mang ma gin két vé6i cac thu thé dong kich thich hoic ddng trc ché 1a ho B7,
ma bao gébm B7-1, B7-2, B7-H1 (PD-L1), B7-DC (PD-L2), B7-H2 (ICOS-L), B7-H3,
B7-H4, B7-H5 (VISTA), va B7-H6. Mot ho khéc cta cac phdi tir gin két mang ma gin
két voi cac thu thé dong kich thich hoic ddng wc ché 1a ho phan tir TNF ma gin két véi
cac thanh vién tuong tu cia ho thu thé TNF, ma bao gdm CD40 va CD40L, OX-40, OX-
40L, CD70, CD27L, CD30, CD30L, 4-1BBL, CD137/4-1BB, TRAIL/Apo2-L,
TRAILR1/DR4, TRAILR2/DRS5, TRAILR3, TRAILR4, OPG, RANK, RANKL,
TWEAKR/Fnl14, TWEAK, BAFFR, EDAR, XEDAR, TACI, APRIL, BCMA, LTBR,
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LIGHT, DcR3, HVEM, VEGI/TL1A, TRAMP/DR3, EDAR, EDA1, XEDAR, EDA2,
TNFR1, lymphotoxin o/ TNFf, TNFR2, TNFa, LTBR, lymphotoxin a 182, FAS, FASL,
RELT, DR6, TROY, NGFR (xem, vi du Tansey (2009) Drug Discovery Today 00:1).

Su hoat hoa té bao T cling dugc diéu hoa béi cac xytokin hoa tan. Do do, cac
khang thé khang TIGIT c6 thé duoc sir dung két hop véi (i) cac chit dbi khang (hoic cac
chét e ché hoic cac chét phong bé) ciia cac protein thudc ho IgSF hoic ho B7 hoic ho
TNF ma trc ché su hoat hoa té bao T hodc cac chit dbi khang ciia cac xytokin ma {rc ché
su hoat hoa t& bao T (vi du, IL-6, IL-10, TGF-B, VEGF, hoic cic xytokin {rc ché mién
dich khac) va/hoac (ii) cac chét chii van cta céac thu thé kich thich thudc ho IgSF, ho B7
hoac ho TNF hoac cta cac xytokin ma kich thich sy hoat hoa té bao T, dé kich thich dap

trng mién dich, vi du dé diéu tri cac bénh ting sinh, nhu ung thu.

Theo mot khia canh, cac dap img t& bao T c¢6 thé duoc kich thich bai td hop céac
MADb khang TIGIT theo sang ché va mot hoic nhiéu chit trong sd (i) chét dbi khang cta
protein ma trc ché su hoat héa té bao T (vi duy, cac chét tc ché diém kiém soat mién dich)
nhu CTLA-4, PD-1, PD-L1, PD-L2, LAG-3, TIM-3, Galectin 9, CEACAM-1, BTLA,
CD69, Galectin-1, CD113, GPR56, VISTA, 2B4, CD48, GARP, PD1H, LAIR1, TIM-1,
CD96 (WO 2015/024060; Bernhardt et al. (2014) Nat. Immunol. 15:406) va TIM-4, va
(ii) chét chil van cta protein ma kich thich sy hoat hoa té bao T nhu B7-1, B7-2, CD28,
4-1BB (CD137), 4-1BBL, ICOS, CD40, ICOS-L, 0X40, OX40L, GITR, GITRL, CD70,
CD27, CD40, DR3 va CD28H.

Céac chét 1am vi du ma diéu bién mot trong sb cac protein néu trén va co thé dugc
két hop v6i cac khang thé khang TIGIT chu vén, vi du cac chdt duge mo ta trong ban mo
ta nay, d& didu tri ung thu, bao gbm: YERVOY®¥/ipilimumab hoic tremelimumab (véi
CTLA-4), galiximab (v61i B7.1), OPDIVO®/nivolumab/BMS-936558 (v6i PD-1),
pidilizumab/CT-011 (vé1 PD-1), KEYTRUDA®/pembrolizumab/MK-3475 (v6i PD-1),
AMP224 (v6i B7-DC/PD-L2), BMS-936559 (voi B7-H1), MPDL3280A (vé1 B7-H1),
MEDI-570 (véi ICOS), AMG557 (véi BTH2), MGA271 (v6i BTH3 — WO 11/109400),
IMP321 (v6i LAG-3), urelumab/BMS-663513 va PF-05082566 (véi CD137/4-1BB),
CDX-1127 (v6i CD27), MEDI-6383 va MEDI-6469 (v6i 0X40), RG-7888 (v61 OX40L
— WO 06/029879), Atacicept (véi TACI), CP-870893 (v6i CD40), lucatumumab (véi
CD40), dacetuzumab (v6i CD40), va muromonab-CD3 (véi CD3).
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Céc phan tir khac ma c6 thé duoc két hop véi cac khang thé khang TIGIT dbi
khang dé didu tri ung thu bao gém cac chit dbi khang clia cac thu thé tc ché trén té bao
NK hodc cac chit chu van cua cac thu thé hoat héa trén t& bao NK. Vi dy, cac khang thé
khang TIGIT ddi khang c6 thé dugc két hop véi cac chit dbi khang ctia KIR (vi du,

lirilumab).

Cac chit khac nira dé tri lidu két hop bao gdm cac chit ma trc ché hodc lam suy
kiét dai thuc bao hodc bach ciu don nhén, bao gém, nhung khong chi gidi han &, cac chét
d6i khang CSF-1R nhu céc khang thé d6i khang CSF-1R bao gébm RG7155
(WO11/70024, WOI11/107553, WOI11/131407, WOI13/87699, WO13/119716,
WO13/132044) hoic FPA-008 (WO11/140249; WO13169264; WO14/036357).

No6i chung, cac khang thé khang TIGIT d6i khang dugc mo ta trong ban mb ta nay
6 thé duoc sir dung cing v6i mot hodc nhidu chit chi van ma gin véi cac thu thé dong
kich thich dwong tinh, chit phong bé ma lam giam sy truyén tin hiéu thong qua céc thu
thé tc ché, va mot hodc nhiéu chit ma lam tang mdt cach hé théng tn suit cta cac té bao
T khang khéi u, cac chit ma khic phuc con duong trc ché mién dich riéng biét trong vi
moi trudong khdi u (vi du, phong bé su gin cia thu thé we ché (vi du, cac twong tac PD-
L1/PD-1), lam suy kiét hodc tc ché Tregs (vi du, b%mg cach sir dung khéang thé don dong
khang CD25 (vi du, daclizumab) hodc b?ing cach lam suy kiét hat khang CD25 ex vivo),
trc ché cac enzym chuyén héa nhu IDO, hoic dio chidu/ngin ngira sy mit tmg hodc su
can kiét té bao T) va céac chét ma kich hoat sy hoat hda mién dich bam sinh va/hodc su
viém & cac vi tri cda khéi u.

Sang ché mo ta phuong phéap kich thich dap tmg mién dich & d6i tuong bao gdm
viéc cho ddi twong nay dung phén tir khang TIGIT d6i khang, vi du khang thé, va mot
ho#c nhiéu khang thé kich thich sinh mién dich bd sung, nhu chit dbi khang PD-1, vi du
khang thé dbi khang, chit dbi khang PD-L1, vi du khang thé d6i khang, chit déi khang
CTLA-4, vi du khang thé ddi khang va/hodc chat déi khang LAG3, vi du khang thé ddi
khang, sao cho d4p tng mién dich duoc kich thich & déi twong nay, vi du dé e ché su
sinh trudng cua khdi u hodc dé kich thich dap tmg chéng virut. Theo mot phuong 4n, dbi
tuong nay dugc st dung khang thé khang TIGIT déi khang va khang thé khang PD-1 dbi
khang. Theo mot phuong 4n, di twong nay dwgc sir dung khang thé khang TIGIT dbi
khéang va khang thé khang PD-L1 ddi khdng. Theo mot phuong én, di tuong nay dugc
st dung khang thé khang TIGIT dbi khang va khang thé khang CTLA-4 d6i khang. Theo
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mdt phuong an, it nhit mot khang thé kich thich sinh mién dich bd sung (vi dy, khang
PD-1, khang PD-L1, khang CTLA-4 va/hoac khang L AG3) 1a khéng thé cta nguoi. Theo
cach khac, it nhat mot khang thé kich thich sinh mién dich bd sung c6 thé 13, vi du khang
thé kham hoic khang thé duoc 1am gidng nhu ciia ngudi, vi du duoc tao ra tir khing thé

khang PD-1, khang PD-L1, khang CTLA-4 va/hoic khang LAG3 ctia chudt nhit.

Sang ché mé ta phudng phéap diéu tri bénh ting sinh (vi du, ung thu), bao gdm
viéc dung khang thé khang TIGIT déi khang va khang thé PD-1 d6i khang cho dbi twong.
TIGIT va PD-1 duoc ddng biéu hién trong u melanin (Chauvin et al. (2015) J. Clin.
Invest. 125:2046), va ciing dugc dong biéu hién & mirc twong ddi cao trén CD8" TILS tir
d6i twong bi bénh ung thu phdi khong phai té bao nho (non-small cell lung cancer -
NSCLC) va dbi tuong bj bénh ung thu biéu mé té bao than (renal cell carcinoma - RCC).
Xem Béng 2 (thé hién ty 18 phin tram cac té bao TIGIT"/ PD-17 duéi dang ty 1& phin

tram cua tong s6 CD3'CD8" TILS dbi v6i cac mau tir mot s6 dbi twong bi bénh).
Bang 2

Ty 1& phén tram TIGIT+ / PD-1+ TILS trong cac loai ung thu

MAu %TIGIT+ / PD-1+
NSCLC-1 13
NSCLC-3 5,8
NSCLC-4 37,4
NSCLC-5 14,6
NSCLC-6 49,1
NSCLC-7 57,8
NSCLC-8 50,5
NSCLC-9 21
RCC-002 25,5
RCC-003 65,6
RCC-006 20,5

Theo cac phuong an nhit dinh, khang thé khang TIGIT dugc sir dung & liéu thip
hon lidu trj liéu, khang thé khang PD-1 dugc sir dung & liéu thdp hon liéu tri liéu, hodc ca
hai khang thé duoc st dung & lidu thip hon liéu tri liéu. Sang ché ciing mé ta phuong
phap 1am thay ddi bién cb bt loi lién quan dén viéc diéu tri bénh ting sinh bang chét
kich thich sinh mién dich, bao gdm viéc ding khang thé khang TIGIT va liéu thip hon
lidu tri lidu cua khang thé khang PD-1 cho dbi twong. Theo cac phwong 4n nhét dinh, dbi
tuong nay 1a ngudi. Theo cic phuong 4n nhat dinh, khang thé khang PD-1 14 khang thé
don dong c6 trinh tu cia ngudi va khang thé khang TIGIT 1a khang thé don dong c6 trinh
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tu cda nguoi, nhu khang thé chira cdic CDR hodc cac vung bién doi cia cac khang thé

dugc boc 10 trong ban mo ta nay.

Theo mét phwong 4n, chi cac dbi tuong c6 khdi u thé hién mirc do biéu hién PVR
va/hoac Nectin-2 cao va murc do biéu hién PD-L1 cao dugc chon dé diéu tri két hop béng
khang thé khang TIGIT theo sang ché va chit dbi khang PD-1. Theo mdt phuong 4an
khac, cac ddi tugng c6 khdi u thé hién mirc do biéu hién PVR va/hodc Nectin-2 cao
nhung mirc d biéu hién PD-L1 thip duoc chon dé tri liéu don tri bang khang thé khang
TIGIT theo sang ché, hodc tri lidu két hop véi mot duge cht khac khong phai 1a chat d6i
khang PD-1.

Theo cac phuong an khac, sang ché mé ta phép tri lidu két hop trong d6 khang thé
khang TIGIT theo sang ché duoc sir dung tiép theo viéc diéu tri bang chat d6i khang PD-
1/PD-L1. Theo mdt phuong an, cic khang thé khang TIGIT chi dugc st dung sau khi
viéc didu tri bang chit déi khang PD-1/PD-L1 da bi thét bai, dn dén dép tng tri liéu
chua hoan toan, hodc c6 su tai xudt hién khdi u hodc su tai phét (trong ban mo ta nay
dugc goi la “thit bai PD-1"). Theo mot phuong 4n khéc, cac khéi u trong sy thit bai PD-
1 nay dugc sang loc dé bidu hién PVR véi/hodc Nectin-2 va chi khdi u c6 muc do biéu

hién cao duoc diéu tri bang cac khang thé khang TIGIT.

Cac chat d6i khang PD-1 thich hop dé sir dung trong cac phuong phép dugc md ta
trong ban md ta nay, bao gdm, nhung khéng gi6i han &, cac phdi tir, cac khang thé (vi du,
céc khang thé don dong va cac khang thé dac hiéu kép), va cac chit da héa tri. Theo mot
phuong an, chit di khang PD-1 1a protein dung hop, vi du protein dung hgp Fec, nhu
AMP-244. Theo mdt phuong an, chit ddi khang PD-1 1a khang thé khdng PD-1 hoic
khang PD-L1.

Khang thé khang PD-1 1am vi du 1a OPDIVO®/nivolumab (BMS-936558) hoic
khang thé ma chira cac CDR hodc cac ving bién d6i cua mot trong sb cac khang thé
17D8, 2D3, 4H1, 5C4, 7D3, 5F4 va 4A11 dugc md ta trong WO 2006/121168. Theo céac
phuong 4n  nhdt dinh, khing thé khing PD-1 la  MK-3475
(KEYTRUDA®/pembrolizumab/ truéc ddy 1a lambrolizumab) dugc md ta trong
W02012/145493; AMP-514/MEDI-0680 dugc mo ta trong WO 2012/145493; va CT-
011 (pidilizumab; truéc diy la CT-AcTibody hodc BAT; xem, vi du Rosenblatt et al.
(2011) J. Immunotherapy 34:409). Cac khang thé PD-1 da biét khac va cac chét tic ché
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PD-1 khéc bao gdm cac chét dugc mo ta trong WO 2009/014708, WO 03/099196, WO
2009/114335, WO 2011/066389, WO 2011/161699, WO 2012/145493, patent M¥ cac s6
7,635,757 va 8,217,149, va cdng bd patent My sb 2009/0317368. Khang thé bit ky trong
s6 cac khang thé khang PD-1 duoc bdc 16 trong W0O2013/173223 ciing c6 thé duoc st
dung. Khang thé khang PD-1 ma canh tranh dé gin két vai, va/hoic gin két vai cing
epitop trén PD-1 nhu, nhu mdt trong sb cac khang thé nay ciing c6 thé duoc sir dung

trong phép diéu tri két hop.

Sang ché mé ta phuong phap diéu tri bénh ting sinh (vi dy, ung thu), bao gdm
viéc dung khang thé khang TIGIT dbi khang va khang thé PD-L1 d6i khang cho di
twong. Theo cac phuong 4n nhét dinh, khang thé khéng TIGIT dugc st dung & lidu thap
hon lidu tri liéu, khang thé khang PD-L1 duoc sit dung & lidu thép hon liéu trj liéu, hodc
c& hai khang thé duogc st dung & lidu thip hon liéu trj liéu. Sang ché mé ta phuong phap
lam thay ddi bién cb bat loi lién quan dén viéc diéu tri bénh ting sinh bang chét kich
thich sinh mi&n dich, bao gdm viéc ding khang thé khang TIGIT va liéu thip hon liéu tri
liéu ctia khang thé khang PD-L1 cho dbi tugng. Theo cac phuong 4n nhat dinh, dbi tugng
nay 1a ngudi. Theo cac phuong an nhit dinh, khang thé khang PD-L1 1a khéng thé don
dong c6 trinh tu cia ngudi va khang thé khang TIGIT 1a khang thé don dong c6 trinh tur
ctia ngudi, nhu khang thé chira cac CDR hodc cic viing bién dbi ctia cac khang thé duge

bdc 10 trong ban mo ta nay.

Theo mdt phuong 4n, khang thé khang PD-L1 1a BMS-936559 (duoc goi 1a 12A4
trong WO 2007/005874 va patent My s6 7,943,743), MSB0010718C (W02013/79174),
hodc khang thé ma chira cac CDR hodc cic ving bién dbi ciia 3G10, 12A4, 10AS, SF8,
10H10, 1B12, 7H1, 11E6, 12B7 va 13G4, ma dugc mé ta trong cong bd don PCT WO
07/005874 va patent M§ sb 7,943,743. Theo phuong 4n nhét dinh, khang thé khang PD-
L1 la MEDI4736 (con duogc goi 1a Anti-B7-H1) hodac MPDL3280A (con dugc goi la
RG7446). Khang thé bat ky trong s6 cac khang thé khang PD-L1 dugc boc 16 trong
W02013/173223, WO2011/066389, W0O2012/145493, patent M§ cac sb 7,635,757 va
8,217,149 va cong bd don yéu cau cip patent My s6 2009/145493 ciing c6 thé duoc sir
dung. Cac khang thé khang PD-L1 ma canh tranh véi va/hodc gin két véi cling epitop
nhu epitop cia khang thé bat ky trong s6 cac khang thé nay ciing c6 thé duge st dung
trong phép diéu tri két hop.
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Theo phwong an khac nita, khang thé khang huCD40 chi van theo sang ché duoc
két hop véi chat dbi khang truyén tin hiéu PD-1/PD-L1, nhu chét dbi khang PD-1 hodc
chat d6i khang PD-L1, két hop véi dugce chit mién dich thr ba. Theo mét phuong an,
dugc chit mién dich thir ba 1a chit ddi khang GITR hoic chit ddi khang OX-40, nhu céc
khéng thé khang GITR hoic khang OX40 dugc boc 1 trong ban md ta nay.

Theo mdt khia canh khac, chét tri ung thu mién dich la chit chu van GITR, nhu
khang thé GITR chi van. Céc khang thé GITR thich hgp bao gdm, vi du BMS-986153,
BMS-986156, TRX-518 (WO 06/105021, WO 09/009116) va MK-4166 (WO
11/028683).

Theo mot khia canh khac, chét tri ung thu mién dich 14 chét ddi khang IDO. Céc
chét ddi khang IDO thich hop bao gdm, vi du INCB-024360 (WO 2006/122150, WO
07/75598, WO 08/36653, WO 08/36642), indoximod, hoic NLG-919 (WO 09/73620,
WO 09/1156652, WO 11/56652, WO 12/142237).

Sang ché mo ta phuong phap diéu tri bénh ting sinh (vi dy, ung thu), bao gbm
viéc ding khang thé khang TIGIT duoc mo ta trong ban mo ta ndy va khang thé d6i
khéang CTLA-4 cho dbi tuong. Theo cic phuong 4n nhét dinh, khang thé khang TIGIT
duoc st dung & lidu thép hon liéu tri liéu, khéng thé khang CTLA-4 dugc st dung & lidu
thdp hon lidu tri liéu, hodc ca hai khang thé duoc sir dung & liéu thép hon liéu trj ligu.
Sang ché mé ta phuong phap 1am thay déi bién cd bét lgi lién quan dén viéc diéu tri bénh
tang sinh bing chét kich thich sinh mién dich, bao gdm viéc dung khéng thé khang TIGIT
va lidu thdp hon liéu tri liéu ciia khang thé khang CTLA-4 cho d6i tuong. Theo céc
phuong 4n nhét dinh, d6i twong nay 1a ngudi. Theo cdc phuong an nhit dinh, khang thé
khang CTLA-4 12 khang thé dugc chon tir nhém bao gbm: YERVOY® (ipilimumab hozc
khang thé 10D1, duoc mo ta trong cong bd don PCT WO 01/14424), tremelimumab
(trude day la ticilimumab, CP-675,206), va khang thé khang CTLA-4 duoc md ta trong
cac cong bd sau: WO 98/42752; WO 00/37504; patent M¥ s 6,207,156; Hurwitz et al.
(1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95(17):10067-10071; Camacho et al. (2004) J. Clin.
Oncology 22(145): Abstract No. 2505 (khang thé CP-675206); va Mokyr et al. (1998)
Cancer Res. 58:5301-5304. Khang thé bit ky trong sb cac khang thé khang CTLA-4
duge boc 16 trong WO2013/173223 ciing ¢6 thé dugc sir dung.
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Sang ché md ta phuong phép didu tri bénh ting sinh (vi du, ung thu), bao gém
viéc dung khang thé khang TIGIT va khang thé khang LAG-3 cho ddi twong. Theo céc
phuong an khéc, khang thé khang TIGIT dugc st dung & liéu thip hon lidu tri liéu, khang
thé khang LAG-3 duoc sit dung & liéu thdp hon lidu tri lidu, hodc ca hai khang thé dugc
stt dung & lidu thip hon lidu tri liéu. Sang ché mé ta phuong phap lam thay ddi bién cb
bat 1oi lién quan dén viéc diéu tri bénh ting sinh bang chét kich thich sinh mién dich, bao
gdm viéc dung khang thé khang TIGIT va liéu thap hon lidu tri lidu ciia khang thé khang
LAG-3 cho dbi trong. Theo cic phuong an nhét dinh, ddi tugng nay 1a ngudi. Theo cac
phuong 4n nhét dinh, khang thé khang LAG-3 1a khang thé don dong c6 trinh ty cua
ngudi va khang thé khang TIGIT 14 khéng thé don dong c6 trinh tr ctia ngudi, nhur khang
thé chira cac CDR hodc cac ving bién ddi cta cac khang thé dugc boc 16 trong ban mo ta
nay. Cac vi du vé cac khang thé khang LAG3 bao gdm céc khang thé chtra cac CDR hoic
cac vung bién dbi cua cac khang thé 25F7, 26H10, 25E3, 8B7, 11F2 hoic 17E5, ma dugc
md ta trong cong bd patent My s6 US2011/0150892 va WO2014/008218. Theo mot
phuong 4n, khang thé khang LAG-3 1a BMS-986016. Cac khang thé khang LAG-3 khac
duogc cong nhén trong linh vire nay ma c6 thé duoc sir dung bao gdbm IMP731 dugc md ta
trong US 2011/007023. IMP-321 ciing ¢6 thé dwgc sir dung. Cac khang thé khang LAG-3
ma canh tranh véi va/hodic gén két voi ciing epitop nhu epitop ctia khang thé bat ky trong

sé cac khang thé nay ciing c6 thé duge sir dung trong phép diéu tri két hop.

Viéc dung caa cac khang thé khang TIGIT duge mo ta trong bin md ta ndy va cac
chat dbi khang, vi du cac khang thé dbi khang, véi mot hoic nhiéu khang nguyén dich
thir hai nhu LAG-3 va/hodc CTLA-4 va/hodc PD-1 vi/hodc PD-L1 c6 thé tang cudng dép
tng mién dich déi v6i céc té bao ung thu & dbi twong bi bénh. Bénh ung thu ma sinh
truéng cia nd ¢ thé duge e ché bang khang thé theo sang ché bao gdm bénh ung thu
thuong dap tmg véi tri liéu mién dich. Vi du dién hinh vé bénh ung thu duoc diéu tri
bing phép tri lidu két hop theo sing ché bao gébm cac bénh ung thu dugc liét ké cy thé
trén ddy trong phin ban luin vé phép tri lidu don tri bang cic khing thé khang TIGIT.

Theo mdt sd phuong &n, viéc két hop cac khang thé tri liéu duoc ban luan trong
ban md ta nay c6 thé dugc sir dung dong thoi duéi dang ché phdm don trong chit mang
dugc dung, hodc ddng thoi dudi dang cac ché pham riéng r& v6i mdi khang thé trong chét
mang duoc dung. Theo mdt phuong an khéc, viéc két hop cac khang thé tri liéu c6 thé

duoc st dung 1an lugt. Vi du, khang thé khang CTLA-4 va khang thé khang TIGIT c6 thé
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duogc st dung lan luot, nhu khéang thé khang CTLA-4 dugc st dung thu nhét va khang
thé khang TIGIT dugc st dung thir hai, hodc khang thé khang TIGIT dugc st dung thu
nhét va khang thé khang CTLA-4 dugc st dung thir hai. Ngoai ra hoic theo cach khic,
khang thé khang PD-1 va khang thé khang TIGIT c6 thé dugc st dung lan lugt, nhu
khang thé khang PD-1 dugc sit dung thir nht va khang thé khang TIGIT dugc st dung
the hai, hoic khang thé khang TIGIT dugc sir dung thir nhit va khang thé khang PD-1
duge sir dung thtr hai. Ngoai ra hodc theo cach khac, khang thé khang PD-L1 va khang
thé khang TIGIT c6 thé dugc st dung lan luot, nhu khang thé khang PD-L1 dugc sir
dung thir nhit va khang thé khang TIGIT duoc sit dung thir hai, hodc khang thé khang
TIGIT dugc st dung thir nhit va khang thé khang PD-L1 duoc sir dung thit hai. Ngoai ra
hodc theo cach khac, khang thé khang LAG-3 va khang thé khang TIGIT c6 thé duoc sir
dung 14n luot, nhu khang thé khang LAG-3 dugc st dung thir nhit va khang thé khang
TIGIT dugc str dung thir hai, hodc khang thé khang TIGIT dugc st dung thu nhét va
khang thé khang LAG-3 duoc st dung thit hai.

Ngoai ra, néu nhiéu hon mét liéu cua phép tri licu két hop dugc str dung lan luot,
thi thir tu cta viéc dung 1an luot c6 thé duge dao chiéu hodc duoc gitr theo thur tu giéng
nhau & mdi thoi diém dung, viée dung 1an luot c¢6 thé duoc két hop vai viée dung dong
thoi, hodc két hop bt ky cia chung. Vi du, 1dn ding thtr nhét 1a két hop khang thé khang
CTLA-4 va khang thé khang TIGIT c6 thé dwoc st dung dong thoi, 1an ding thir hai co
thé 1a 14n luot v6i khang thé khang CTLA-4 thir nhat va khang thé khang TIGIT thir hai,
va 1an ding tht ba c6 thé 1a 1an luot v6i khang thé khang TIGIT thir nhit va khang thé
khang CTLA-4 thtr hai, v.v.. Ngoai ra hoic theo cach khac, 1an ding thir nhét 1a két hop
khang thé khang PD-1 va khang thé khang TIGIT c¢6 thé dugc sir dung dong thoi, lin
dung the hai ¢6 thé 13 14n luot véi khang thé khang PD-1 thir nhit va khang thé khang
TIGIT tht hai, va 1an dung thi ba c6 thé 1a 14n luot véi khang thé khang TIGIT thir nhat
va khang thé khang PD-1 thi hai, v.v.. Ngoai ra hodc theo cach khac, 1an ding thi nhét
1a két hop khang thé khang PD-L1 va khang thé khang TIGIT c6 thé duoc sir dung dong
thoi, 1an dung tht hai c6 thé 13 14n luot v6i khang thé khang PD-L1 thir nhit va khang thé
khang TIGIT thtr hai, va lin ding tht ba c6 thé 1a 1an lugt véi khang thé khang TIGIT
thir nhat va khang thé khang PD-L1 tht hai, v.v.. Ngoai ra hodc theo cach khac, 1in ding
ther nht 1a két hop khang thé khang LAG-3 va khang thé khang TIGIT c6 thé dugc sir
dung dong thoi, 1an dung thir hai ¢6 thé 14 14n Iuot voi khang thé khang LAG-3 thir nhét
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va khang thé khang TIGIT th{r hai, va 14n dung thir ba c6 thé 1a lin lugt v6i khing thé
khang TIGIT thir nhit va khang thé khang LAG-3 th hai, v.v.. Mot phac d6 dung liéu
dai dién khac c6 thé bao gdm 14n dung thu nhit 13 14n luot v&i khang thé khang TIGIT
thir nhit va khang thé khang CTLA-4 (va/hoic khang thé khang PD-1 va/hodc khang thé
khang PD-L1 va/hodc khang thé khang LAG-3) thtt hai, va cac l4n dung tiép theo c6 thé
1a ddng thoi.

Tay v, khang TIGIT dudi dang dugc chit mién dich duy nhat, hoic két hop giita
khang thé khang TIGIT va mét hodc nhiéu khang thé tri lidu mién dich b sung (vi du, su
phong bé khing CTLA-4 va/hoic khang PD-1 va/hoic khang PD-L1 va/hoic khang
LAG-3) ¢6 thé duogc két hop thém vé6i chit sinh mién dich, nhu t& bao ung thu, khang
nguyén cia khdi u dugc lam sach (ké ca cac protein tai td hop, peptit, va phan tir hydrat
cacbon), céc té bao, va cac t& bao duoc chuyén nap bang cic gen mi héa xytokin kich
thich mién dich (He et al. (2004) J. Immunol. 173:4919-28). Cac vi du khong nham giGi
han pham vi cta sang ché vé cic vacxin tir khéi u c6 thé dugc str dung bao gdm céc
peptit cia khang nguyén cia u melanin, nhu céc peptit cia gp100, khang nguyén MAGE,
Trp-2, MARTI1 va/hodc tyrosinaza, hodc té bao khdi u duge chuyén nap dé biéu hién
xytokin GM-CSF (dugc ban luan thém duéi day). Chat e ché TIGIT va mét hoic nhiéu
khéang thé bd sung (vi du, su phong bé CTLA-4 va/hoic PD-1 va/hoic PD-L1 va/hodc
LAG-3) ciing c6 thé duoc két hop thém véi cac phép diéu tri ung thu chuén. Vi dy, chét
trc ché TIGIT va mot hodc nhiéu khang thé bd sung (vi du, su phong bé CTLA-4 va/hoic
PD-1 va/hoiac PD-L1 va/hoac LAG-3) ¢c6 thé dugc két hop mdt cach c6 hi€u qua véi cac
ché do hoa tri liéu. Trong cac trudng hop ndy, c6 thé giam liéu cia chét héa tri liéu khac
duge st dung v6i két hop theo sang ché (Mokyr et al. (1998) Cancer Research 58: 5301-
5304). Vi du vé két hop nay 1a két hop ctia khang thé chu van khang TIGIT véi hodc
khong voi khang thé bd sung, nhu cac khang thé khang CTLA-4 va/hodc cac khang thé
khang PD-1 va/hodc cac khang thé khang PD-L1 va/hodc cic khang thé khang LAG-3)
con két hop véi decarbazine dé diéu tri u melanin. Mot vi du khac 1a két hop giita khang
thé khang TIGIT véi hodc khong véi cac khang thé khang CTLA-4 va/hoic cac khang
thé khang PD-1 va/hoic cac khang thé khang PD-L1 va/hodc cac khang thé LAG-3 con
két hop véi interleukin-2 (IL-2) dé diéu tri u melanin. Co s& khoa hoc hop ly dang sau
viée str dung két hop viée trc ché TIGIT va phong bé CTLA-4 va/hoic PD-1 vi/hodc PD-

L1 va/hodc LAG-3 v6i hoa tri liéu 14 su chét t bao, 14 két qua cia tac dong giy doc té
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bao cia hiu hét cac hop chét hoa tri lidu, s& din dén tang muc khang nguyén cia khdi u
trong qua trinh trinh dién khang nguyén. Phép tri liéu két hop khac ma c6 thé din dén su
hiép ddng v6i su e ché TIGIT két hop véi hodc khong véi su phong bé CTLA-4 va/hoic
PD-1 va/hoac PD-L1 va/hoac LAG-3 thong qua su chét té bao bao gém su chiéu xa, phﬁu
thuat, hodc tc ché hormon. Mbi trong s cac qua trinh nay tao ra ngudn khang nguyén
ctia khéi u trong vat chu. Céac chét vrc ché su tao mach cling c6 thé dugc két hop véi su trc
ché TIGIT két hop va su phong bé CTLA-4 va/hoic PD-1 va/hoic PD-L1 va/hodc LAG-
3. Viée trc ché su tao mach din dén chét té bao khéi u, didu nay c6 thé 1a ngudn cung cap

khang nguyén ctia khdi u cho qua trinh trinh dién khdng nguyén cta vat chi.

Khéng thé dbi khang khang TIGIT dudi dang dugc chét mién dich duy nhat, hodc
két hop giita cac khang thé dbi khang TIGIT va khang thé phong bé CTLA-4 va/hoic
PD-1 va/hodc PD-L1 va/hodc LAG-3 ciing c6 thé dugc sir dung két hop v6i cac khang
thé dic hiéu kép ma huéng dich cac té bao hiéu tmg biéu hién thu thé Fca hoic Fey dén
cac té bao khéi u (xem, vi du patent M§ céc sb 5,922,845 va 5,837,243). Céc khang thé
dic hiéu kép c6 thé dugc sir dung hudng dich hai khdng nguyén riéng r&. Nhanh té bao T
cua cac dap tng nay s€ dugc tang nho viéc st dung su rc ché TIGIT két hop va su phong

bé CTLA-4 va/hodc PD-1 va/hodc PD-L1 va/hodc LAG-3.

Theo mot vi du khac, khang thé dbi khang khang TIGIT duéi dang dugc chat mién
dich duy nhéit hodc két hop giita khang thé khang TIGIT va chét kich thich mién dich bd
sung, vi du khang thé khang CTLA-4 va/hoic khéng thé khang PD-1 va/hoic khang thé
khang PD-L1 va/hoac chat LAG-3, vi du khang thé, ¢6 thé dugc sir dung ciing v6i khang
thé chéng ung thu, nhu RITUXAN® (rituximab), HERCEPTIN ®  (trastuzumab),
BEXXAR® (tositumomab), ZEVALIN® (ibritumomab), CAMPATH® (alemtuzumab),
LYMPHOCIDE® (eprtuzumab), AVASTIN® (bevacizumab), va TARCEVA® (erlotinib),
va cac chit trong tu. Dé lam vi du va khéng bi rang budc vé mit ly thuyét, viéc diéu tri
bang khang thé chéng ung thu hodc khang thé chdng ung thu dugc tiép hop véi doc tb co
thé dan dén su chét té bao ung thu (vi dy, cac té bao khdi u), diéu nay co6 kha ning gy ra
dap tng mién dich gian tiép qua chat kich thich mién dich, vi du chit TIGIT, CTLA-4,
PD-1, PD-L1 hoiic LAG-3, vi du khang thé. Theo phuong an lam vi du, viéc diéu tri bénh
tang sinh (vi du, khéi u ung thu) c6 thé bao gbm chét chéng ung thu, vi du khang thé, két
hop véi khéng TIGIT va tiy y chat kich thich mién dich bd sung, vi du chét khang
CTLA-4 va/hoac khang PD-1 va/hodc khang PD-L1 va/hodc khang LAG-3, vi du khang
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thé, ddng thoi hodc 14n luot hodc két hop bat ky ctia ching, ma c6 khi ning giy ra dap
trng mién dich khang khdi u béi vét chu.

Khéi u tranh su gidm sat mién dich cua vat chi béng nhiéu co ché. Nhiéu trong sb
céc co ché nay co thé chién thing bang cach lam bét hoat cac protein dugc biéu hién béi
khéi u va c6 tac dung trc ché mién dich. Cac co ché nay bao gbm, trong sd cac co ché
khac, TGF-B (Kehrl et al. (1986) J. Exp. Med. 163: 1037-1050), IL-10 (Howard &
O'Garra (1992) Immunology Today 13: 198-200), va phéi tir Fas (Hahne et al. (1996)
Science 274: 1363-1365). Cac khang thé dbi voi mbi trong sb cac chat nay co thé dugce
két hop tiép véi khang thé khang TIGIT véi hoac khong véi chét kich thich mién dich b
sung, vi du chdt khang CTLA-4 vi/hoic khang PD-1 va/hoic khang PD-L1 va/hoidc
khang LLAG-3, nhu khéang thé, dé lam mét tac dung cua chét uc ché mién dich va lam

thuén loi cho dap tmg mién dich khang khdi u béi vat chu.

Cac chét khac, vi du khang thé, ma co6 thé dugc st dung dé hoat héa dap (rng mién
dich cta vat cha c6 thé duoc sir dung két hop tiép véi khang thé khang TIGIT véi hoic
khéong véi chét kich thich mién dich bd sung, nhu khang thé khang CTLA-4 va/hoidc
khang PD-1 va/hodc khang PD-L1 va/hodc khang LAG-3. Cac khang thé nay bao gém
c4c phén tir trén bé mit cia té bao dudi gai ma hoat hoa chirc ning DC va su trinh dién
khang nguyén. Cac khang thé khang CD40 (Ridge et al, néu trén) c6 thé dugc st dung
cing v6i khang thé khang TIGIT va tuy ¥ chét kich thich mién dich bd sung, vi du chét
khang CTLA-4 va/hodc khang PD-1 va/hodac khang PD-L1 va/hodc khang LAG-3, vi du
khang thé. Cac khang thé hoat héa khac véi cac phan tir dong kich thich t& bao T OX-40
(Weinberg et al. (2000) Immunol 164:2160-2169), CD137/4-1BB (Melero et al. (1997)
Nature Medicine 3:682-685 (1997), va ICOS (Hutloff ef al. (1999) Nature 397:262-266)
ciing c6 thé 1am ting muc hoat hoa té bao T.

Nhu duge ban ludn trén déy, viée ghép tiy xuong hién dang dugc st dung dé didu
tri nhiéu khdi u ¢6 nguén géc tao mau. Phép tri liéu mién dich khang TIGIT riéng ré& hodc
duoc két hop véi su phong bé CTLA-4 va/hoic PD-1 va/hoic PD-L1 va/hoic LAG-3 ¢
thé duoc sir dung dé lam tang hi€u qua cua té bao T dic hiéu khéi u duoc ghép vao thé
cho.

Mot ) quy trinh diéu tri thir nghiém bao gém hoat hoa va khuéch dai ex vivo cac

té bao T dic hiéu khang nguyén va chuyén nhén cac té bao nay vao trong thé nhan dé
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kich thich cac té bao T dic hiéu khang nguyén chdng khdi u (Greenberg & Riddell, néu
trén). Cac phuong phap nay cling co thé dugc sir dung dé hoat hoa cac dap tng té bao T
v6i cac tac nhan gdy nhiém nhu sy hoat hdéa CMV. Ex vivo v6i sy ¢6 mit cia khang
TIGIT véi hodc khong véi phép tri liéu kich thich mién dich bd sung, vi du cac khang thé
khang CTLA-4 va/hoac khang PD-1 va/hodc khang PD-L1 va/hoac khang LAG-3 c6 thé

dugc mong doi 1a lam tdng tAn suét va hoat tinh cta céc t& bao T dugc chuyén nhén.

Sang ché mé ta phuong phap 1am thay ddi bién cb bét loi lién quan dén viéc diéu
tri bénh ting sinh (vi du, ung thu) bing chit kich thich sinh mién dich, bao gdm viéc
dung khéng thé khang TIGIT véi hodc khong vai va liéu thip hon lidu tri liéu cla chat
khiang CTLA-4 va/hodc khang PD-1 va/hodc khang PD-L1 va/hodc khang LAG-3, vi du
khang thé, cho dbi twong. Vi du, cic phuong phap dugc mo ta trong ban md ta nay phuc
vu cho phwong phép 1am giam ty 1& mac bénh viém rudt két hoac bénh tiéu chay giy ra
do khang thé tri liéu kich thich sinh mién dich bang cach cho ddi tuong bi bénh dung
steroit khong hip thu dugc. Khi duoc sir dung trong ban mé ta nay, “steroit khong hép
thu dugc” 1a glucocorticoit co chuyén héa 1an déu qua gan rdng vi viy, sau khi chuyén
héa trong gan, sinh khd dung cua steroit nay thap, titc la, nhdé hon 20%. Theo mot
phuong 4an dugc mo ta trong ban md ta nay, steroit khong hép thu dugc 14 budesonide.
Budesonide 13 glucocorticosteroit tic dong tai chd, duoc chuyén héa rong, chi yéu bai
gan, sau khi dung qua dudong miéng. ENTOCORT EC® (Astra-Zeneca) 1a ché phim
budesonide ding qua duong mié€ng phu thudc do pH va thoi gian duge phat trién dé t6i
wu héa su phan phéi thubc dén hoi trang va sudt két trang. ENTOCORT EC® dugc phé
chudn & M§ dé diéu tri bénh Crohn mirc do nhe dén trung binh lién quan dén hdi tring
va/hodc két trang 1én. Liéu dung qua duong miéng thong thuong cia ENTOCORT EC®
dé diéu tri bénh Crohn nam trong khoang tir 6mg/ngay dén 9mg/ngay. ENTOCORT EC®
duoc giai phong trong rudt trude khi dugc hép thu va giit trong niém mac rudt. Ngay khi
né di qua niém mac rudt huéng dich m6, ENTOCORT EC® dugc chuyén héa rong boi hé
cytocrom P450 trong gan thanh céac chét chuyén hoa c6 hoat tinh glucocorticoit khong
dang ké. Do do, sinh kha dung 1a thép (khoang 10%). Sinh kha dung ctia budesonide thip
din dén cai thién ty 1¢ tri liéu so véi cac glucocorticoit khac c6 chuyén héa 1an déu qua
gan it rong hon. Budesonide dan dén it tac dung bét loi hon, bao gdm it trc ché ving duéi

doi-tuyén yén hon, so voi cac corticosteroit tic dong toan than. Tuy nhién, viéc dung
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ENTOCORT EC® 1au dai c6 thé gdy ra tac dung glucocorticoit toan than nhu ching ting
nang vo thuong thin va te ché tuyén thuong than. Xem PDR 58" ed. 2004; 608-610.

Theo cac phuong an khac niva, su e ché TIGIT véi hodc khong vé6i su phong bé
CTLA-4 va/hoac PD-1 va/hoac PD-L1 va/hoac LAG-3 (tuc la cac khang thé tri 1iéu kich
thich sinh mién dich khang TIGIT va tiy y khang CTLA-4 va/hoic khang PD-1 va/hodc
khang PD-L1 va/hodc khang LAG-3) két hop véi steroit khong hap thu dugc co thé duoc
két hop thém v6i salixylat. Cac salixylat bao gébm cac chat 5-ASA nhu, vi du:
sulfasalazin (AZULFIDINE®, Pharmacia & UpJohn); olsalazine (DIPENTUM®,
Pharmacia & Uplohn); balsalazide (COLAZAL®, Salix Pharmaceuticals, Inc.); va
mesalamine (ASACOL®, Procter & Gamble Pharmaceuticals; PENTASA®, Shire US;
CANASA®, Axcan Scandipharm, Inc.; ROWASA®, Solvay).

Theo cac phuong phap dugc mod ta trong ban md ta nay, salixylat dugc st dung
két hop v6i cac khang thé khang TIGIT véi hodc khong véi cac khang thé khang CTLA-
4 va/hodc khang PD-1 va/hodc khang PD-L1 va/hodac LAG-3 va steroit khong hép thu
duoc c6 thé bao gdm viée diung salixylat va steroit khong hép thu duoc chdéng chéo hoic
lan luot bat ky nhdm muc dich 1am giam ty 1& mic bénh viém rudt két gy ra boi cac
khang thé kich thich sinh mién dich. Do dé, vi du phuong phép 1am gidm ty 1& mic bénh
viém rudt két giy ra bai khang thé kich thich sinh mién dich dugc md ta trong ban mo ta
nay bao gdm budc ding salixylat va steroit khong hép thu dugce dong thdi hodc lan luot
(vi du, salixylat dwoc st dung 6 gid sau steroit khong hdp thu dugc), hoic két hop bét ky
cia ching. Ngoai ra, salixylat va steroit khong hép thu dugc co thé duoc sir dung qua
cung mdt duong (vi dy, ca hai dugc sit dung qua duong mi€ng) hoac qua cac duong khac
nhau (vi duy, salixylat dugc st dung qua dudong miéng va steroit khong hép thu duoc dugc
sit dung qua truc trang), cac dudng nay co thé khac véi (cac) duong diung cac khang thé
khang TIGIT va khang CTLA-4 va/hoac khang PD-1 va/hodc khang PD-L1 va/hodc
khang LAG-3.

Céc khang thé khang TIGIT va cac phép tri liéu bang khang thé két hop dugc md
ta trong ban md ta nay ciing c6 thé duge sir dung ciing véi cac phép tri liéu da biét khac
ma duge chon vé tinh hitu ich cu thé cia chung dbi voi chi dinh can diéu tri (vi dy, ung
thu). Cac két hop ciia cac khang thé khang TIGIT dugc mo ta trong ban md ta nay co thé

duoc st dung 14n Iuot véi (cac) chit duoc dung da biét.
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Vi du, céc khang thé khang TIGIT va cac phép tri liéu khang thé két hop dugc md
ta trong ban mo ta nay c6 thé dugc st dung két hop (vi du, ddng thoi hodc riéng 1&) voi
phép diéu tri bd sung, nhu chiéu xa, hoa tri liéu (vi du, béng cach st dung camptothecin
(CPT-11), 5-flouraxil (5-FU), cisplatin, doxorubicin, irinotecan, paclitaxel, gemcitabine,
cisplatin, paclitaxel, carboplatin-paclitaxel (Taxol), doxorubicin, 5-fu, hodc camptothecin
+ apo2l/TRAIL (combo 6X)), mot hoac nhiéu chit e ché proteasom (vi du, bortezomib
hodc MG132), mdt hodc nhidu chét e ché Bel-2 (vi du, BH3I-2’ (chét trc ché bel-xl),
chit e ché indolamin dioxygenaza-1 (IDO1) (vi du, INCB24360), din xuat AT-101 (R-
(-)-gossypol), ABT-263 (phan tr nho), GX-15-070 (obatoclax), hoic MCL-1 (chét dbi
khéng protein-1 biét hoa t& bao bénh bach ciu thé tiy)), chit dbi khang iAP (chét tc ché
protein chét theo chuong trinh) (vi du, smac7, smac4, chét gia smac phan tir nhd, peptit
smac tong hop (xem Fulda ef al., Nat Med 2002;8:808-15), 1SIS23722 (LY2181308),
hoic AEG-35156 (GEM-640)), chét trc ché HDAC (histon deaxetylaza), khang thé khang
CD20 (vi du, rituximab), chét trc ché su tao mach (vi du, bevacizumab), chét chéng tao
mach hudéng dich VEGF va VEGFR (vi du, AVASTIN®), triterpenoit téng hop (xem
Hyer et al., Cancer Research 2005;65:4799-808), chit diéu bién c-FLIP (protein trc ché
FLICE té bao) (vi du, cac phdi tir tw nhién va téng hop ctia PPARy (thu thé y dugc hoat
hoa béi chét ting sinh thé peroxi), 5809354 hoic 5569100), chét trc ché kinaza (vi du,
Sorafenib), trastuzumab, cetuximab, Temsirolimus, cac chit ac ché mTOR nhu
rapamycin va temsirolimus, Bortezomib, chét trc ché JAK?2, chét trc ché HSP90, chét trc
ché PI3K-AKT, Lenalildomide, chét &trc ché GSK3 B, cac chét rc ché IAP va/hoic duge
chat gay doc gen.

Céc khang thé khang TIGIT va cac phép tri liéu khang thé két hop dugc mo ta
trong ban mo ta nay c6 thé con duoc st dung két hop véi mot hodc nhiéu tac nhan giy
doc té bao chéng tang sinh. Nhém cac hop chit ma co thé dugc sir dung 1am téc nhan gay
doc té bao chdng tang sinh bao gdm, nhung khong chi gi¢i han &, cdc nhom sau:

Téac nhén alkyl hoa (bao gdm, nhung khong giéi han &, mu tac nito, dan xuét
etylenimin, alkyl sulfonat, nitrosoure va triazen): Mu tac uraxil, Chlormethine,
Xyclophosphamit (CYTOXAN™) fosfamide, Melphalan, Chlorambucil, Pipobroman,
Triethylenemelamine, Triethylenethiophosphoramine, Busulfan, Carmustine, Lomustine,

Streptozocin, Dacarbazine, va Temozolomide.
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Chét chéng chuyén héa (bao gdbm, nhung khong chi gidi han &, chét dbi khang axit
folic, chit twong tu pyrimidin, chét twong tu purin va chét trc ché adenosin deaminaza):
Methotrexate, 5-flouraxil, Floxuridine, Cytarabine, 6-mercaptopurin, 6-thioguanin,

Fludarabine phosphat, Pentostatine, va Gemcitabine.

Céc chit chéng tang sinh thich hop dé két hop véi cac khang thé khang TIGIT ddi
khang, khong chi giGi han ¢, taxan, paclitaxel (paclitaxel c6 ban trén thi truong dudi dang
TAXOL™), docetaxel, discodermolide (DDM), dictyostatin (DCT), Peloruside A,
epothilone, epothilone A, epothilone B, epothilone C, epothilone D, epothilone E,
epothilone F, furanoepothilone D, desoxyepothilone Bl, [17]-dehydrodesoxyepothilone
B, [18]dehydrodesoxyepothilone B, C12,13-xyclopropyl-epothilone A, epothilone A
duoc bic cu C6-C8, trans-9,10-dehydroepothilone D, cis-9,10-dehydroepothilone D, 16-
desmetylepothilone B, epothilone B10, discoderomolide, patupilone (EPO-906), KOS-
862, KOS-1584, ZK-EPO, ABJ-789, XAA296A (Discodermolide), TZT-1027
(soblidotin), ILX-651 (tasidotin hydroclorua), Halichondrin B, Eribulin mesylat (E-
7389), Hemiasterlin (HTI-286), E-7974, Cyrptophycins, LY-355703, thé tiép hop mién
dich Maytansinoid (DM-1), MKC-1, ABT-751, T1-38067, T-900607, SB-715992
(ispinesib), SB-743921, MK-0731, STA-5312, eleutherobin, 17beta-axetoxy-2-etoxy-6-
oxo0-B-homo-estra-1,3,5(10)-trien-3-o0l, cyclostreptin, isolaulimalide, laulimalide, 4-epi-
7-dehydroxy-14,16-didemetyl-(+)-discodermolide, va cryptothilone 1, ngoai cac chét 1am

n dinh vi cAu trac hinh éng khac da biét trong linh vuc nay.

Trong trudng hop ma mong mudn lam cho cac té bao ting sinh bit thudng tré nén
dimg lai cing véi hodc trudce khi didu tri bing cac khang thé khang TIGIT dugc md ta
trong ban mé ta nay, cac hormon va steroit (ké ca chét twong tu tong hop), nhu 17a-
Ethinylestradiol,  Diethylstilbestrol,  testosteron,  prednison,  Fluoxymesterone,
Dromostanolone propionat, Testolactone, Megestrolacetate, metylprednisolon, metyl-
testosteron, prednisolon, Triamcinolone, Chlorotrianisene, hydroxyprogesteron,
Aminoglutethimide, Estramustine, Medroxyprogesteronaxetat, Leuprolide, Flutamide,
Toremifene, ZOLADEX™, ciing c6 thé dugc sir dung cho dbi twong bi bénh. Khi ding
cac phuong phap hodc cac ché phdm dugc moé ta trong bin md ta ndy, cic chét khac duoc
sit dung trong viéc diéu bién su sinh truong khdi u hodc su di can trong thiét 1ap 1am

sang, nhu cac chat chong bat chude, cling c6 thé dugc st dung néu mudn.
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Céc phuong phap vé s an toan va viéc ding c6 hiéu qua tac nhan héa trj liéu 1a da
biét dbi voi ngudi c6 hiu biét trung binh trong linh vuc nay. Ngoai ra, viéc dung cla
chiing dugc mo ta trong cac tai liéu chuyén nganh chudn. Vi dy, viéc dung nhiéu tic nhan
hoa tri liéu dugc mo ta trong tai liéu dé ban cia thay thudc (Physicians' Desk Reference -
PDR), vi du 1996 edition (Medical Economics Company, Montvale, N.J. 07645-1742,

USA); ndi dung ctia n6 dugc dua vao ban mo ta nay bang cach vién dan.

(Cac) chét hoa trj lidu va/hoic xa tri c6 thé dugc sir dung theo cac quy trinh tri liéu
da biét trong linh virc nay. S& hién nhién di v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc nay rﬁng viéc dung (cac) chit héa tri lidu va/hodc xa tri c6 thé thay di tuy thudc vao
bénh cin diéu tri va cac tac dung da biét ciia (cac) chat hoa tri liéu va/hodc xa tri trén
bénh d6. Ngoai ra, theo hiéu biét cta bac s§ 1am sang, cac quy trinh tri liéu (vi du, liéu
lugng va s6 14n dung) c6 thé thay ddi xét v& mit cac tic dung quan sat dugc clia cac duge
chat duoc st dung trén dbi tuong bi bénh, va xét vé mit céc dap g quan sat dugc cua

bénh véi cac dugc chét dugc st dung.
Chon loc di tuong bi bénh

Theo cac phuong 4n khac nhau theo sang ché, cac d6i twong bi bénh duoc thir
nghiém truéc khi didu tri bang cac khang thé khang TIGIT theo sang ché dé xac dinh
xem ho ¢6 kha niang dap ung voi phép tri liéu khang TIGIT hay khong, va chi dbi tugng
bi bénh biéu hién cac dic diém lién quan dén dap tng tri liéu dugc diéu tri. Su biéu hién
clia cac protein lién quan dén con dudng TIGIT, bao gdbm TIGIT, DNAM, PVR, Nectin-
2, PVR hoa tan (sPVR) va Nectin-2 hoa tan (sNectin-2), hodc hdn hgp ctia chung, ¢6 thé
duoc danh gia. mARN cuia PVR va Nectin-2 déu duoc biéu hién cao trong phan 16n cac
khéi u ctia ngudi. Xem vi du 9, va Fig.6A. Theo mot phuong én, sSPVR va/hodc sNectin-2
dugc phat hién trong huyét thanh cia ngudi, vi du bang ELISA, trong d6 mirc sSPVR
va/hodc sNectin-2 tang biéu thi cac dbi twong c6 ung thu ma c6 kha ning dép Gng véi

viéc didu tri bang cc khang thé khang TIGIT theo sang ché.

Theo mot sb phuong 4n, cac mau tir dbi tuong bi bénh dugc sang loc dé biéu hién
DNAM-1 trén céc té bao T dé chon loc cac ddi twong bi bénh thich hop nhét 4 dép tmg
v6i phép tri liéu khang TIGIT, trong d6 su c6 mit cia DNAM-1 trén céc té bao T hoac té
bao NK goi y dbi twong bi bénh s& c6 dap tng khang khéi u c6 loi v6i phép tri liéu khang
TIGIT, vi du diéu tri béng khéng thé khang huTIGIT hodc manh theo sang ché, va su
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Véng mat cia DNAM-1 trén cac té bao T hoic té bao NK xac nhén cac dbi tuong bi bénh
nay 14 it thich hop dé duoc lgi tir phép tri liéu khang TIGIT. Theo cac phuong an khac,
cdc mau tir dbi twong bi bénh dugc sang loc dé biéu hién PVR va/hodc Nectin-2/CD112
trén cac té bao khdi u hodc céac té bao dang tdy tham nhiém khéi u dé chon loc cac dbi
tugng bi bénh thich hop nhét d& dap tmg véi phép tri liéu khang TIGIT, trong d6 su co
mit cda PVR va/hodc Nectin-2/CD112 trén t& bao khéi u hoic té bao dang tiy tham
nhiém khéi u goi ¥ dbi twong bi bénh s& c6 dap g khang khéi u c6 loi v6i phép tri licu
khang TIGIT, vi du diéu tri bang khang thé khang huTIGIT hodc manh theo sang ché, va
su vang mit ciia PVR va/hodc Nectin-2/CD112 trén té bao khéi u hoic té bao dang tiy
tham nhiém khdi u x4c nhan cac ddi twong bi bénh nay 14 it thich hop dé dugc loi tir phép
tri liéu khang TIGIT.

vTheo mot phuong an, ham lugng PVR va/hodc Nectin-2 hoa tan dugc do & cac dbi
tuong dugc xem xét dé diéu tri bang cac khang thé khang TIGIT theo séng ché, va chi
cac ddi twong biéu hién ham luong PVR va/hoic Nectin-2 hoa tan tang duoc diéu tri
béng cac khang thé nay. Vi du, PVR va/hoic Nectin-2 hoa tan cao ¢6 thé dugc sir dung
1am chi d4u sinh hoc chon loc ddi tuong bi bénh.

Céc loai khéi u, va cac khdi u ¢ cac ddi tuong riéng, hau hét c6 kha ning dép tng
v6i viée diéu tri bang cac khang thé khang TIGIT theo séng ché néu céc té bao khdi u
biéu hién ham luong PVR va/hodc Nectin-2 ting, va con néu cac khdi u nay c6 ham

luong cao cac té bao T CD8' TIGIT' thAm nhiém.

Séng ché cling dugc minh hoa béng cac vi du sau, cac vi du nay khong dugc hiéu
la gi6i han sang ché. Noi dung cua tAt ca cac hinh v& va tit ca cac tai liéu tham khao, cac
trinh tu Ngin hang gen, cac patent va cdc don y€u cdu cép patent di cong bd duoc trich
dan sudt ban md ta ndy duoc hop nhit cu thé vao ban mo ta nay bang cach vién dan. Pic
biét 13, boc 16 cta cong bd don PCT s6 WO 09/045957, WO 09/073533, WO 09/073546,
WO 09/054863 va PCT/US2013/072918, va cong bd patent My s6 2011/0150892 dugc

hop nhat cu thévao ban mo ta ndy bang cich vién dan.

Vi du thwe hién sang ché
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Vidul
San xuét cac khang thé khang huTIGIT

Céc khang thé don dong khang huTIGIT cia ngudi dugce tao ra bang cach sir dung

chudt chuyén gen ma bicu hién cac gen khang thé cia ngudi, nhu sau.
Khéng nguyén

Protein tai t6 hop hoa tan huTIGIT duoc st dung lam khang nguyén dé gay mién
dich. Protein dung hop hoa tan c6 MW 1a 40,7 kD va dugc hop thanh tir phan ngoai bao
ctia huTIGIT duoc lién két voi Fe IgG2a cta chudt nhét & diu tan cing C ctia n6. Trong
ban mo ta nay, protein dung hgp nay dugc goi 1a “protein dung hop huTIGIT-muFc.”
Protein dung hop nay dugc tao ra bang phuong phap ADN tai t& hop chuén va dugc biéu
hién trong céc té bao CHO duoc chuyén nap, ma tiét protein dung hop hoa tan vao trong
dich ndi cia méi trudng nudi cdy. Cac té bao vat chi CHO dugce st dung dé chuyén nap
dugc mua tir Invitrogen (Cat #11619-012). Protein dung hop hoa tan duge tiét ra duge
lam sach dé sir dung lam chit khang nguyén. Trinh tr ciia TIGIT ctia ngudi ¢6 chiéu dai

day du chira trinh tu tin hiéu duoc néu trong SEQ ID NO.1.
Chu6t chuyén gen

Céc khang thé don dong cta ngudi diy du dbi véi TIGIT ciia nguoi dugce tao ra
béng cach st dung chuot nhét tir CHD**;CKD2**;CMD++;JKD++;KC05(9272)+’\;kiéu
gen SC20+ (sau ddy dugc goi 1a chudt nhit KM®). Céc ky hiéu gen chuyén riéng 1& 1a
nim trong ddu ngoac don, tiép theo 14 s6 dong dbi véi cac gen chuyén duoc hop nhét
ngiu nhién. Céac ky hiéu ++ va + cho thiy dong hop tir hodc ban hop tir; tuy nhién, do
chudt nhét duoc sang loc thudong 18 bang cach sir dung thir nghiém trén co sé& PCR ma
khong cho phép phan biét gifra tinh di hop va tinh ddng hop tir dbi voi cac gen chuyén Ig
cua nguodi dugc hgp nhét ngiu nhién, ky hiéu + ¢6 thé dugc dinh cho chudt nhit ma thuc
su dong hop tir d6i vai cac yéu td nay. Trong ching niy, gen chudi nhe kappa noi sinh
ctia chudt nhit da bi pha vo mot cach ddng hop tir nhu duge mé ta trong Chen et al.
(1993) EMBO J. 12:811-820 va gen chudi ning noi sinh cia chudt nhit da bi pha v& mot
cach dong hop tir nhu duge mé ta trong vi du 1 cia WO 2001/09187. Hon thé nita, ching
chudt nhét nay mang gen chuyén chudi nhe kappa ctia nguoi, KCo5, nhu duge md ta

trong Fishwild et al. (1996) Nature Biotechnology 14:845-851, nhiém sic thé nhan tao
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ctia nAm men (yeast artificial chromosome - YAC) mang hau hét locut chudi nhe kappa

cuia nguoi, nhu duge mo ta trong WO 2000/026373.
Gay mién dich cho chudt nhit

Dé tao ra cac khang thé don dong cua ngudi diy du dbi voi TIGIT cia nguoi,
chudt nhit KM duoc giy mién dich bing protein dung hop huTIGIT-muFc da lam sach.
Cac so dd giy mién dich chung duoc md ta trong Lonberg, N. et al (1994) Nature
368(6474): 856-859; Fishwild, D. ef al. (1996) Nature Biotechnology 14: 845-851 va WO
98/24884. Chudt nhit nay khoang 4 thang tudi khi truyén khang nguyén lan thir nhat. Ché
phim khang nguyén huTIGIT-muFc tai t6 hgp da 1am sach (10 pug dwoc lam sach tir cac
té bao clia dong vét c6 vi duge chuyén nap biéu hién protein dung hgp) hozc 300-19 té
bao duoc chuyén nap bang TIGIT clia ngudi duge st dung dé gay mién dich chudt nhét
vao trong mang bung va dudi da. Cac chit khang nguyén dugc tron theo ty 1¢ 1:1 véi ta

duoc RIBI (Sigma Cat#M6536).

Chudt nhit nay dugc gdy mién dich 5 l1dn & cac khoang cach 5-7 ngay. Su giy
mién dich 14n thi nhit va thir hai duoc thuc hién bing protein tai t6 hop. Su giy mién
dich 14n thtr ba 1a bing cac t& bao, su gdy mién dich Ian thir 4 bang protein va su giy
mién dich 1an the 5 b.%mg céc té bao. Chudt dugc léy mau mot tudn sau lan gay mién dich
cubi dé danh gia hiéu gia dic hiéu khang nguyén. Dap ing mién dich dugc gidm sét bing
cach 14y mau sau 6 méit. Huyét tuong duoc sang loc bang phéan tich FACS bang cach sir
dung 300-19 té bao dugc chuyén nap, va con chudt c6 hidu gia cao nhat ddi véi IgG cua
ngudi khang TIGIT cta ngudi duge st dung dé dung hop. Chuot nhit nhan dugc lidu
tang cudng cudi bang cach tiém trong tinh mach (IV) va trong mang bung (IP) khang
nguyén hoa tan 2 ngay va cac té bao duoc chuyén nap 3 ngay trude khi 1am chét va lay 14

lach.

San xut cac té bao lai san xuét cac khang thé don dong cua ngudi ddi véi TIGIT
cua nguoi

Céc té bao lach caa chudt nhit dugc phén 14p tir chudt nhit KM cé hiéu gia cao va
d6i tac dung hop u tity chudt nhét dugc dung hop bang cach dung hop dién dua trén dién
trudng bing cach st dung thiét bi dién di dung hop té bao budng 16n Cyto Pulse (Cyto
Pulse Sciences, Inc., Glen Burnie, MD). Huyén phii don bao ctia té bao limpho 14 lach tir

chuot dugc gay mién dich duoc dung hop véi mot sb luong tuong duong té bao u tay
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khong tiét cua chudt nhit P3X63 Ag8.6.53 (ATCC CRL 1580) (s6 dung hop: 2541). Cac
té bao thu duge duge dua vao dia & 2,0 x 10* té bao/15 trong dia vi chuin d4y bang trong
moi trudong DMEM chon loc chira glucoza cao (Cellgro #10-013-CM) va 10% huyét
thanh thai bé (Hyclone #SH30071.03), va dugc bd sung beta-mercaptoetanol (1000X,
Gibco #21985-023), 7 mM HEPES (Cellgro 25-060-Cl), 2 mM L-glutamin bd sung
(Cellgro 25-005-Cl), HAT (50X, Sigma #H-0262), 5% yéu t6 tao dong t& bao lai
(BioVeris #210001), 10% moi truong duge lam thich nghi véi diéu kién P388DI (ATCC
#CRL TIB-63) va Penicillin-Streptomycin (100x, Cellgro #30-002-CI). Sau khoang 7
ngay, méot sd cia mdi truong chira HAT duogc thay thé bang mdi trudng chira HT

(Cellgro #25-047-CI).

Sau 10 dén 12 ngay, cac 13 riéng dugc sang loc ddi v6i su ¢6 mit cla cac khang
thé chudi nhe kappa IgG ctia ngudi/ciia ngudi bang cach sir dung thir nghiém HTRF dong
nhit. Trong thir nghiém nay, dich ndi tir dia dung hop 96 giéng duoc tron véi IgG dé
khang ngudi duoc danh ddu Europium-cryptate (dic hiéu manh Fc), chudi nhe kappa dé
khang nguoi dugce biotin hoa (Bethyl #A80-115B), streptavidin-XLent va duoc u trong 1

gi0. Sau do, cac dia dugc doc trén may doc RUBYstar.

Céc t& bao lai tir cac 16 dwong tinh dbi v6i cac khang thé c6 chudi nhe kappa IeG
cia ngudi/ctia ngudi hodc c6 chudi nhe lamda IgG cua nguoi/clia ngudi sau d6 dugc sang
loc bing FACS bang cich sir dung 300-19 t& bao duoc chuyén nap bang TIGIT cia
nguoi va 300-19 té bao khong dugc chuyén nap lam ddi ching. Cac dong b6 me duong
tinh FACS dugc chuyén sang cac dia 24 giéng. Vai ngay sau, dich n6i té bao tir cac 18
riéng duoc sang loc lai bang FACS dé x4c nhén tinh dic hiéu IgG véi TIGIT clia ngudi.

Céc té bao lai dugc tich dong bang cach pha lodng lién tiép va duoc sang loc lai
bang FACS. Ba muoi sau khang thé dugc chon dé khuéch dai va 1am sach. Bon khang
thé (15A6, 22G2, 11G11, 10D7) dugc chon tiép dé giai trinh tir va phan tich tiép.

Vidu2

Gén két cua cac khang thé khang huTIGIT véi TIGIT ciia ngudi hoa tan

Gén két cua cac khang thé khang huTIGIT vé6i TIGIT clia ngudi hoa tan duge xac
dinh bang phan tich cong huéng plasmon b& mit BIACORE® (SPR). Cac khang thé
khang huTIGIT dugc bat giit trén cic chip dugc phii kappa cia ngudi (~5KRU;
Southernbiotech cat#2060-01), va TIGIT cia ngudi tai té hop (thTIGIT/Fc) duge cho
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chay qua chip & cac ndng do 500 nM, 250 nM, 125 nM, 62 nM, va 31 nM. Nong do ghi
nhan ctia mAb/thé tich 1a 2-40pg/mL (5 pl & 10 pl/phat). Thoi gian lién két khang
nguyén la 5 phat ¢ 15 pl/phtt, thoi gian phan ly khang nguyén 1a 6 phut, va viéc tai sinh
duoc thuc hién bing 50 mM HCI/50 mM NaOH (12 ul mdi chét & 100 pl/phit). Cac két
qué duoc thé hién trong bang 3.

Bang 3

Gin két ctia cac MAD khang huTIGIT véi TIGIT ctia ngudi

Khang thé | k, M's?) x10°) | ks ) x107) | Kp (aM)
22G2 23,7 0,403 0,17
24E8 2,19 0,704 3,22
10B8 4,19 427 10,2
26F7 1,11 1,30 11,8
13D1 1,12 1,44 12,8
19H2 1,66 2,42 14,6
15A6 2,02 4,04 19,9
16F6 1,38 3,75 27,2
11G11 0,503 1,44 28,7
25E7 1,33 4,00 30,1
24G1 1,25 4,37 35,0
10D7 1,71 6,51 38,1
17G4 2,19 8,42 38,4
4E4 735 37,3 50,7
5F4 0,561 3,14 56,0
20G6 3,18 18,3 57,6
6F9 4,68 31,9 68,2
6F9 2,99 20,6 69,0
11C9 0,4 2,94 73,5
9B11 1,23 11,7 94,9
27F1 0,777 8,56 110
13E6 2,03 22,5 111
27F1 0,544 8,38 154
11G2 1,74 33,4 192
10C9 1,52 29.4 194
8C8 0,582 33,1 568

Gin két cta cac khang thé 14B2, 19H2 va 26D8 1a qua yéu dé do duge mot cach
tin cay.

Viéc xéac dinh hing sé gin két so bd dugc thé hién trong bang 3 duogc sir dung dé
gitip chon loc cac khang thé khang huTIGIT dé nghién ctru tiép. Cac hing s gan két d6i
v6i cac khang thé da duoc tach dong phu va duoc lam sach 15A6 va 22G2 sau d6 duoc
xac dinh béng cach st dung cac dudng cong hiéu gia ddy da 1an lugt 1a 1,5 nM va 90 pM.
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Cac thir nghiém SPR b sung so sanh cac khang thd 15A6 va 22G2 c6 cic goc
khung cai bién va cac ving hing dinh IgG1 cia nguoi dugc bién dbi dugc thuc hién.
Trinh tu IgG1f cia nguoi duge néu trong SEQ ID NO.45, ¢6 bién thé alotyp duogc néu
trong SEQ ID NO.46 (khac voi SEQ ID NO.45 & R97K, E239D, va M241L). IgG1.3 cua
ngudi duge néu trong SEQ ID NO.47 (khac véi SEQ ID NO.45 ¢ L117A, L118E va
G120A, tuong tmg v6i L234A, L235E va G237A theo danh s& EU). Mot viing hang dinh
IgG1 cua ngudi khong hiéu tng khac, IgG1.1f ciia nguoi, duoc néu trong SEQ ID NO.48
(khac voi SEQ ID NO.45 ¢ L117A, L118E, G120A, A213S va P214S, tuong ung v6i
1.234A, 1.235E, G237A, A330S va P331S theo danh sé EU). Fig.7 thé hién mirc do giam
manh trong viéc gin két thu thé Fcy trong cac ciu truc IgG1.1f. Viéc sir dung cac ving
Fc “tro” nhu vay co thé thich hop do TIGIT dugce biéu hién cao trén CD8" TIL, va céc
khang thé khang TIGIT c6 chirc ning hiéu tmg c6 thé 1am suy kiét cac CD8" TIL rét
khéang khéi u va/hodc té bao NK cén thiét dé tisu diét khéi u.

Cac thir nghiém SPR so sanh 15A6 c6 cac bién thé khung A72S va/hodc N112T,
va khang thé 22G2 c6 bién thé khung H3Q, véi cac dang chua dugce bién doi ctia chiing
cho thdy rang khong mot thay d6i khung hay isotyp c6 anh huéng c6 nghia dén gan két

v6i TIGIT cia ngudi. Céc két qua dugc néu trong bang 4.
Bang 4

Gin két cua cac MAb khang huTIGIT dwoc chon vé6i TIGIT cuia ngudi

Khang thé | Bién thé trinh tw | Isotyp | k, (M's™) (x10%) | ky (s7) (x107) | Kp (nM)
15A6 - IgGlf 1,0 1,5 1,5
15A6 - IgG1.1f 1,1 1,6 1,5
15A6 AT72S IgG1.1f 1,1 1,7 1,5
15A6 N112T IgG1.1f 1,1 1,9 1,7
15A6 A72S & N112T | IgGl.1f 1,0 2,0 2,0
22G2 - IgG1f 1,9 0,17 0,09
22G2 - IgG1.1f 2,0 0,13 0,07
22G2 H3Q IgG1 1,9 0,30 0,16
22G2 H3Q IgG1.1f 2,0 0,16 0,08

Céc thtr nghiém SPR bd sung d phat hién ra ring mAb 22G2 gin két v6i TIGIT
cua ngudi voi Kp 13 0,06 nM va véi TIGIT cia khi Cynomolgus véi Kp 1a 0,09 nM.

Viéc danh sd gbc axit amin trong Danh muc trinh ty 13 117, thip hon danh sb
trong cac tai li€u chuyén nganh do viéc st dung danh s6 EU va do su ving mit clia mién

bién ddi trong céc trinh tu IgG trong Danh muc trinh tu. Gbe lysin (K) dau tan cung C ¢co
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mit trong cac cdu tric di truyén cia khang thé ctia nguoi thuong bi mat di trong cac
khang thé dugc san xuit thwong mai, nhu cac khang thé tri liéu theo sang ché. Dick et al.
(2008) Biotechnol. Bioeng. 100:1132. Do d6, lysin nay khong dugc bao gdm trong trinh
tu bat ky trong s cac SEQ ID NO.45-48, nhung theo mdt phuong 4n, khang thé khang
huTIGIT theo sang ché bao gdm gbc lysin bd sung niay & dau tan cing C clia (cac) chudi
ning. Theo mdt sé phuong 4n, cac khang thé theo sang ché & trong cac ché pham chira
hén hop gdm cac chudi ning cé lysin dau tan cung C va cac chudi ning khong c6 lysin
dau tan cing C, vi du nhu 13 két qua cua viéc cit diu tan cung C khong dugc du tinh
trude. Theo mot sd phuong 4n, khang thé khang huTIGIT theo sang ché chira mot hodc

nhiéu chudi nang va mdt hodc nhiéu chudi nhe, nhu hai chudi nang va hai chudi nhe.
Vidu 3
Phén loai cac khang thé khang TIGIT véao nhiéu nhém

Céc thir nghiém phan loai (binning) khang thé duoc thuc hién dé xac dinh cac
khéang thé niao khang TIGIT cta ngudi hoan toan véi khang thé khac dé gin két véi
huTIGIT, va do d6, gin két v6i cac epitop twong tu. Cac khang thé 14B2, 13E6, 6F9,
11Gl11, 10C9, 16F6, 11C9, 27A9, 10D7, 20G6, 24E8, 24G1, 27F1, 15A6, 4E4, 13D1,
9B11, 10B8, 22G2, 19H2, 8C8, 17G4, 25E7, 26D8 va 16A8 duoc nghién ctru.

'Su canh tranh tirng cap gitta cac khang thé khéng huTIGIT dugc xac dinh nhu sau,
trong d6 khang thé thir nhit dwoc gin vao bé mit clia chip cam bién, khang thé thi hai
duoc U truée bing ciu tric polypeptit TIGIT trong hdn hop, va hdn hop dugc G trude nay
duge cho chay qua chip cam bién d xac dinh mirc d6 ma khang thé thtr hai can tré gin
két cua cu tric polypeptit TIGIT v6i khang thé thir nhét trén bé mit chip. No6i ngén gon,
cac khang thé khang huTIGIT thtr nhit duoc giit ¢ dinh trén bé mit chip Sensor Chip
CMS5 (Series S, GE Healthcare CAT# BR-1005-30), flowcell2, flowcell3 & flowcell4
(5000 RU), va flowcelll dugc sir dung lam di ching am tinh. Cac khang thé thir hai
duogc pha lodng dén 120pg/mL (2X) & nong dd ban dau. Chudi pha lodng cia cac khing
thé thir hai duoc thuc hién bing cach pha lodng nong d khang thé theo ty 18 1:3 bang
dung dich dém dbi v6i bay ndng do khac nhau va mau dbi chimg c6 €0,0pug/mL)-dé thu
dugc dudng cong hiéu gia. Mbi chudi ndng do khang thé dugc chia thanh hai nira. Trong
ntra thir nhét cua chudi ndng do, 40 nM (2X) khang nguyén TIGIT (thTIGIT/Fc) dugc bd
sung vao dé tao ra chudi ndng dd cudi (60pg/mL-0.0ug/mL) va 20 nM ndéng do khang
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nguyén cudi trong mbi 18. Trong nira thir hai ctia chudi nong do, thay cho khang nguyén,
dung dich dém dugc bd sung vao dé co khang thé duoc pha loang dén cing ndng do, va
ntra nay dugc xir Iy dudi dang mau tring. Cac phirc hop ciia cac khang thé khang TIGIT
thir hai va thTIGIT/F¢ duoc G trong 2 gid. 40 pl phic hop duoc tiém vio bé mit duoc
pht khang thé (thr nhét) & téc do dong 30 pl/phit. Thiét bi cong hudng plasmon bé mit
BIACORE® T200 dugc st dung va dung dich dém chay 1a HBE-EP, GE Healthcare
CAT# BR-1001-88, duoc loc loai khi, 0,01M HEPES, pH7,4, 0,15 NaCl, 3mM EDTA,
0,005% chat hoat dong bé mat P20. B& mat nay dugc tai sinh bang 25 mM NaOH (Order
code: BR-1003-58, GE Healthcare) ¢ 100 ul/phut trong 5 gidy. Dt li€u duge phan tich
bing cach sir dung Microsoft Excel trong d6 chudi ndng d9 clia cac khang thé thtr hai

dugc vé dd thi dbi voi don vi dap ung tuong tmg dé thu duoc dudng cong hiéu gi.

Céc két qua cho thdy ring cic khang thé thir nghiém phan loai (bin) thanh bbn
nhoém. Xem Fig.1. Cac khang thé trong Bin 1 (14B2, 13E6, 6F9, 11G11, 10C9, 16F6,
11C9, 27A9, 10D7, 20G6, 24E8, 24G1, 27F1, 15A6, 4E4, 13D1, 9B11, 10B8) phong bé
gin két cua cac khang thé khéc trong Bin 1, cling nhu 22G2, 19H2, 8C8 va 17G4. Cac
khang thé trong Bin 2 (25E7, 26D8, 16A8) phong bé gin két ctia cac khang thé khac
trong Bin 2, cling nhu 22G2, 19H2 va 8C8. Cac khang thé 22G2, 19H2 va 8C8 (Bin 3)
phong bé gin két cta cac khang thé khéc trong Bin 3, ciing nhu cac khang thé trong ca
Bin 1 va 2, nhung khong phai 17G4 (Bin 4). Khang thé 17G4 phong bé gin két cia cac
khang thé trong Bin 1 nhung khong phai khang thé khac bat ky.

Vidu4
Lap ban db epitop bang cach hién thi trén nAm men

Céc epitop ddi vé6i cac khang thé khang huTIGIT dugc chon theo sang ché (cac
dong v tinh 22G2, 11G11 va 15A6) dugc xac dinh bang cach hién thi cac bién thé viing
ngoai bao huTIGIT duoc gdy dot bién ngiu nhién trén nidm men, va phan loai nAm men
nay trén co s& viée gin két that bai ciia ching véi cac khang thé cu thé. Céc té bao nam
men dugc chon ma tht bai trong viéc ga‘in két dugc khuéch dai va duge dua vao vong
chon loc bd sung trén co s& khong c6 kha niang clia chiing gan két véi cac khang thé cu
thé theo sang ché. Xem, vi du Chao ef al. (2004) J. Mol. Biol. 342:539. Céc trinh tu cla
cac bién thé huTIGIT duoc xac dinh d6i voi nAm men thu dugc va duogc phén tich vé tac

dung ctia mdi gbc trén viéc gan két khang thé. Epitop gin két d6i v6i cac khang thé theo
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sang ché dugc xac dinh dudi dang cac locus trong trinh tu huTIGIT trong d6 cac dot bién

don axit amin pha v& gin két véi cac khang thé khang huTIGIT theo sang ché.

N6i ngén gon, PCR dé bi sai s6 duoc sir dung dé tao dong ADN mi héa TIGIT
clia ngudi vao trong cac cdu tric cho phép biéu hién cac bién thé huTIGIT nhu 14 phan
d4u tdn cung amino cla protein dung hop con chira trinh trr nhin c-myc va protein thanh
té bao cua ndm men Agalp. Cic ciu triic nay, khi duoc biéu hién trong ndm men
(Saccharomyces cerevisiae), hién thi cac polypeptit huTIGIT bién thé trén bé mit clia cac
té bao ndm men, duoc giit vao bé mit té bao bang polypeptit Agalp. Nhan c-myc c6 thé
ty y duoc sir dung lam dbi chimg duong tinh d€ hién thi protein dung hop huTIGIT trén
té bao nAm men da dinh. Céc té bao ndm men duoc sfip xép béng FACS, va cac té bao ma
biéu hién dudi dang protein dung hgp huTIGIT dugc gip cudn chinh xac (khi duogc xic
dinh biang gin két cia khang thé khang huTIGIT dbi chimg clia chudt nhit dugc phat
hién bang IgG thir cip cua dé khang chudt nhit dugc danh déu bang allophycocyanin
(APC)), nhung khong gin két vdi cac khang thé theo sang ché (khi duge xac dinh bing
su phat hién IgG cua dé khang nguoi dugc danh ddu bang phycoerytrin (PE) duéi dang
th cép), duoc gom lai, dugce khuéch dai, va dugc st dung trong cac vong chon loc tiép
theo. Trinh tu huTIGIT dugc xac dinh d6i véi cac cAu tric tir nAm men con lai sau mot sb
vong chon lgc. Cac thir nghiém dbi ching khoéng cé chon loc khang thé khang huTIGIT
da xac nhan do bao phu thé @6t bién tot & mbi vi tri doc theo trinh tu huTIGIT, va tao ra

duong nén dé chuan hoa cac két qua thu duoc véi thu vién duge chon.

Hang tri€u doan doc trinh tu chét lugng cao dugc thuc hién d6i v6i mdi quén thé
khang thé dwoc chon cua cac phan tir dot bién huTIGIT. Pa phat hién ra rang gbc 60 chiu
duoc dot bién vé mit cu tric, nhung céc thé dot bién ¢ vi tri nay khong gan két voi
khang thé 22G2, chimg to ring E60 c6 lién quan dén trong epitop. Tuong tu, cac gbe
1109, L65, N70, F107, T117, 168, H76 va N58 cling dugc tim théy la cac géc quan trong
trong epitop dbi v6i khang thé 22G2. Cac gdc epitop dbi v6i nhom 22G2 trong cac ving
trinh tu co s& chtra cac gbe 58 — 76 (NWEQQDQLLAICNADLGWH; SEQ ID NO.38)
va céc gbc 107 — 117 (ECIYHTYPDGT; SEQ ID NO.39). Xem Fig.2A. Epitop nay chong
chéo vé6i bé mat chung gin két TIGIT/PVR khi dugc x4c dinh bang céu tric tinh thé tia
X. Stengel et al. (2012) Proc. Nat’l Acad. Sci. (USA) 109:5399.

Céc thir nghiém twong tr v6i khang thé 11G11 cho thiy cac diém tiép xtic quan

trong & cac gbe G74, N70, H76, L65, L73, Q56, 168, H111 va P114. Cac gbc epitop dbi
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voi nhém 11G11 trong cac vung trinh tu co s& chira cac gbec 56 — 76
(QVNWEQQDQLLAICNADLGWH; SEQ ID NO.40) va cac gbc 111 — 114 (HTYP;
SEQ ID NO.41), v6i cac tiép xuc tim ning khic trong cac gbc 120 — 139
(GRIFLEVLESSVAEHGARFQ; SEQ ID NO.42). Xem Fig.2B.

Céc thtr nghiém tuong ty v6i khang thé 15A6 cho thiy cac diém tiép xiic quan
trong & cac gbe H76, G74, L65, N58, 168, Q139, G135, L73, F107, N70, E60, H134,
A132 va 1109. Céc gbe epitop dbi voi nhom 15A6 trong cac ving trinh tur co s& chira cac
gbc 58 — 76 (NWEQQDQLLAICNADLGWH; SEQ ID NO.38) va cac géc 107 — 109
(FCI), v6i céc tiép xtc tiém niang khéc trong cac gbc 132 — 139 (AEHGARFQ; SEQ ID
NO.43). Xem Fig.2C.

T4t ca ba epitop chita cac gbc 165, 168, N70 va H76, goi ¥ rang cic goc ndy va
vung cua no, tirc la cac gbc 65 — 76 (LLAICNADLGWH; SEQ ID NO.44), hoic 58 — 76
chi tinh dén 15A6 va 22G2, thé hién ving quan trong (“epitop 15i”) dé gin két cac khang
thé khang huTIGIT theo sang ché.

Céc thir nghiém tuong tu vé viéc gan két cia huTIGIT véi PVR/CD155 clia ngudi
cho thiy cac diém tiép xtic quan trong & céc gbc Q56, N58, 168, N70, L73, G74, W75,
H76, H111, T112, Y113, P114, D115 va G116, ma tiép xac chii yéu trong cac ving
epitop duoc gin boi cac khang thé 22G2, 11G11 va 15A6.

Vidu5

Su tan ctia cac té bao PVR” ting boi cac té bao NK duoc xir Iy bang khang thé
khang TIGIT

Téc dung cta khang thé khang TIGIT clia nguoi 22G2 1én sy tan gidn tiép qua té
bao NK cua cac té bao PVR' in vitro dugc danh gia. Cac té bao P815 (dong té bao u té
bao bon cia chudt nhét), ca kiéu dai va duoc xu ly k¥ thuéat dé biéu hién PVR cua nguoi,
dugc cho tiép xtc vai cac té bao NK ctia ngudi véi su ¢6 mit cia mAb khang huTIGIT
22G2-IgG1, 22G2-IgG1.1, hodc ddi chung isotyp.

No6i1 ngén gon, cac té bao NK cua ngudi, cac chét hiéu Ung, dugc phéan 1ap tir mau
toan phan va duoc t qua dém bang IL-2. Té bao NK nay duge dua vao dia véi cac té bao
dich, P815/PVR hoic P815[wt], & ty 18 té bao E:T 1a 10:1 hodc 20:1. C4c khang thé duoc

bd sung vao cac 15 & ndng d6 cudi 1a 5pug/mL. Cac dia dugc 1 trong 2-4 gir va dich nbi té
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bao duoc danh gia vé su giai phong lactat dehydrogenaza (LDH), mot san phim ctia qua

trinh chét hodc 1am chét té bao.

Céc két qua duoc thé hién trén Fig.3. Ty 1& phan trim (%) mirc do tan cu thé dugc
tinh 1a [(mirc d6 tan ty phat trung binh cla tin hi¢u tht nghiém)/(mrc do tan l6n nhét
trung binh-mirc d9 tan tu phat trung binh)] x 100. Su phong bé TIGIT bang cach sir dung
khéng thé khang TIGIT 22G2 1am giam tin hiéu wrc ché trén céc té bao NK, diéu nay din
dén tang mirc do tan cua cic té bao dich biéu hién béi PVR theo cach dic hiéu DNAM-1.

Vidu6
Hoat hoa cac té bao T CD8" bing khang thé khang TIGIT

Céc thir nghiém duoc thuc hién dé xac dinh tac dung cia khang thé khang TIGIT
ctia ngudi, riéng ré va két hop véi khang thé khang PD-1 cuia ngudi, 1én cac té bao T ctia
ngudi duge kich thich bang cac peptit c6 tinh khang nguyén. Nhu 1 viéc m& dau, quan
sat thiy ring cac té bao T CD8" PD-1"/TIGIT" dang luu hanh trong méu nhiéu hon tir
ngudi cho khoe manh dugce tiép xic v6i hdn hop cac peptit c6 tinh khang nguyén (tir
CMV, EBV, bénh cum va bénh udn van) so v&i tir mau chua dugc tiép xuc. Xem Fig.4A.
Mirc d6 san sinh IFNy duoc do trong mau dugc xir ly bang CEFT. Xem Fig.4B. Mic du
khong hiéu qua lam phép tri liéu don tri, mAb khang TIGIT 22G2 ting cuong kha ning
ctia khang PD-1 dé kich thich san sinh IFNy tir cac té bao T clia ngudi duge cho tiép xuc
v6i hdn hop céc peptit ¢6 tinh khang nguyén. Ciing xem Chauvin et al. (2015) J. Clin.
Invest. 125:2046, trong d6 tac dung cua khang thé khang TIGIT ciia ngudi 10D7 1én céc
té bao T CD8" dic hiéu khdi u ciia ngudi dugc xac dinh trong té bao don nhan mau ngoai
vi (PBMC) tir cac ddi trong bi bénh u melanin duogc cho tiép xtic véi peptit NY-ESO-1,
¢6 hoic khong ding ddng thoi khang thé khang huPD-1.

Vidu7

Hoat tinh khang khdi u cta cac khang thé khang TIGIT & mo hinh khdi u CT26
cua chudt

Céc khang thé khang TIGIT ciia chudt nhit duoc thir nghiém vé hoat tinh khéng
khéi u, riéng r& va két hop véi cac khang thé khang PD-1 ctia chudt nhit, & mé hinh ung
thu bidu mo tuyén két trang CT26 ddng ngudn. Cac khang thé khang muTIGIT dugc st
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dung trong cac thir nghiém nay 1a cac chét thay thé cua chudt nhit cua cac khang thé

khang huTIGIT theo sang ché.

N6i ngin gon, mAb khang muTIGIT (dong vo tinh 4B1) duoc tao ra v6i ving Fe
IgG2a cua chudt hodc IgG1 D265A cta chudt (c6 chic nang hiéu ng dugce gidm), cling
nhu khang muPD-1 (dong vo tinh 4H2) véi ving Fe D265A IgG1 cda chudt. Cac khang
thé nay, va hon hop cua ching, duge sir dung cho chudt nhit ciing v6i ddi chirng isotyp
IgG1 cua chudt nhét dé xac dinh hoat tinh khang khdi u & mé hinh ung thu biéu mo tuyén
két trang CT26 syngeneic. Khang thé ddi chimg IgG1 dwogc sir dung trong cac nghién ctru
1a khang thé khang doc t§ bach hiu cia ngudi tai td hop véi isotyp IgG1 clia chudt nhit.

Mudi ldm con chudt nhit BALB/c mbi nhom (tdng s6 90 con) dugce tiém dudi da
bang 1 x 10° t& bao khéi u CT26 vao ngay 0. Viéc diéu tri bat dau vao ngay 7 sau khi cdy
ghép. Cac khéi u duoc do, duge ngau nhién héa vao cic nhém diéu tri sao cho ¢6 cac thé
tich khéi u trung binh twong duong (45-50 mm’), va sau do6, duoc diéu tri trong mang
bung (IP) bang khang thé duoc chi dinh (200 pg/liéu) va 1an nira vao cac ngay 10 va 14.
MBbi thir nghiém con bao gbm 200 pg/lidu khang thé IgG1 dbi chimg, va do d6, chinh thir
nghiém IgG1 dbi chimg bao gbm 400 pg/lidu. Cac thé tich khdi u dugc do hai 1in hing

tuan.

Cac két qua duoc thé hién trén Fig.5A, thé hién cac thé tich khdi u trung binh ddi
v6i moi thir nghiém duéi dang ham thoi gian. Phién ban chitc ning hiéu tng gidm cta
khang thé khang TIGIT (G1 D265A) khong anh huéng dén sy sinh truéng khébi u va
khong giai thoat chudt bat ky khoi khdi u, con IgG2a lam giam su sinh truéng khdi u va
din dén ba trong s6 mudi lim con chudt khong c6 khdi u vao ngay 35. Két hop ciia
khang thé khang TIGIT IgG2a véi khang thé khang PD-1 c6 hiéu qua cao trong viéc lam
giam su sinh truéng khdi u va dan dén mudi trong sé mudi 1am con chudt nhit khong c6
khéi u, con két hop ciia G1 khang TIGIT D265A v6i khang PD-1 ¢6 hiéu qua mdt chiit
trong viéc 1am gidm sy sinh truéng khéi u va dan dén bay trong s6 muoi lim con chudt
khong c6 khéi u. Tuy nhién, ca hai khang thé khang TIGIT IgG2a va IgG1 D265A ting
cudng hoat tinh ctia khang thé khang PD-1, ma riéng r& dn dén chi hai trong s mudi

1am con chudt khong c6 khoi u.

Céc thir nghiém twong tu duoc thuc hién dé so sanh khang TIGIT dudi dang phép
tri liéu don tri véi khang TIGIT/khang PD-1 va khang TIGIT/khdng CTLA-4 dudi dang
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phép tri liéu két hop. Ca hai khang thé khang TIGIT va khang PD-1 dugc dinh dang dudi
dang isotyp IgG1-D265A cua chudt tro Fc, va khang CTLA-4 dudi dang IgG2b cia
chudt nhit. Cac con chudt cai BALB/c dugc cdy ghép bing 1 x 10° té bao khéi u vao
ngay 0, va cac khang thé duoc sir dung IP & 10mg/kg vio cac ngay 10, 14 va 17. Céc két
qua dugc néu trén Fig.5B. Viéc bd sung khang TIGIT dé diéu tri véi khang PD-1 va
khang CTLA-4 ting cudng dang ké su e ché sinh trudng clia khéi u (TGI), nhu rd rang
tir dudng cong tri liéu két hop, v6i 56% TGI dbi v6i khang TIGIT/khang PD-1 va 49%
TGI dbi v6i khang TIGIT/khang CTLA-4, so véi 7%, 18% va 13% TGI dbi véi phép tri
liéu don tri 1an Iuot bang khang TIGIT, khang PD-1 va khang CTLA-4. Phép tri liéu két
hop con lam ting s6 lugng chudt khong c6 khdi u & cubi thir nghiém tir 1/10 dén 5/10 d6i

v6i két hop voi khang PD-1, va tir 3/10 dén 6/10 d6i v6i két hop véi khang CTLA-4.
Vidu 8
Céc dac tinh khac cua cac khang thé khang huTIGIT 15A6, 22G2, 11G11 va 10D7

Cac thtr nghiém in vitro khac nhau khac dugc thuc hién dé xac dinh cac dic tinh
cta cac khang thé dugc chon theo sang ché. Cac MAb khang huTIGIT 15A6, 22G2,
11G11 va 10D7 duogc tim ra 1a gén két vé6i cac té bao Jurkat biéu hién huTIGIT. Thir
nghiém sinh hoc cua cac t& bao Jurkat/hTIGIT minh hoa rang cac khang thé 15A6,
11G11 va 10D7 déu phong bé viéc truyén tin hiéu PVR véi hiéu qua gin nhu tuong
duong, va khang thé 22G2 t6t hon gdp khoang hai 1dn (IC50 = 0,21nM). Céc khang thé
15A6 va 22G2 duoc thé hién 1a gén két véi TIGIT tir khi cynomolgus véi 4i luc gan
gidng nhu TIGIT cta ngudi khi duoc biéu hién trén cac té bao CHO, con 11G11 va 10D7
thi khong. Vi du, khang thé 22G2 IgG1.1f gin két véi TIGIT clia ngudi va khi véi Kp lan
luot 14 0,09 nM va 0,07 nM, va con ¢6 EC50 dbi voi gan két véi cac té bao T CD8" lan
luot 12 0,55 nM va 0,28-0,58 nM, nhung khong gin két vai TIGIT ciia chudt céng hozic
chudt nhit. Cac thir nghiém tiép theo véi cic t& bao so cip, tuy nhién, cho thiy rang
15A6 khong gin két tdt voi cyno TIGIT trong trudng hop d6. Cac khang thé 22G2 va
15A6 nhudm céc té bao limphd cta nguoi, nhung khong phai 22 md khic ctia ngudi 1én
dén néng d6 10 pg/mL (ndo, tiéu ndo, tim, gan, phéi, than, 14 lach, amidan, tuyén tre, két
trang, rudt non, da day, tuyén tuy, da, co xwong, tuyén thuong than, tuyén giap, day thin
kinh ngoai bién, tuyén tién liét, nhau, tinh hoan, va ttr cung). Khang thé 22G2 khong lam
tang mirc d biéu hién cia 75 xytokin va chemokin khac nhau (bao gébm GM-CSF, IL-10,

-133-



31705

IL-12, IL-13, IL-2, IFNy, IP-10) tir m4u toan phin ctia ngudi tir tim ngudi cho khi duge
u & 10 pg/mL trong 20 gid, goi y nguy co thap ctia hoi chimg giai phong xytokin.

Trong cac thir nghiém riéng r&, mAb khang TIGIT 22G2 IgG1.1f cho thay IC50 1a
15,4 nM va 5,72 nM déi vé6i viéc phong bé gin két TIGIT-mFc véi cac t& bao P815 lan
luot biéu hién qua muc PVR cua nguoi va Nectin-2 cua nguoi, khi mdi chit c6 mat &

ndng d6 EC90 ciia n6 (lan luot 1a 14,1 nM va 12,8 nM).

Khang thé 22G2 IgG1.1f duoc tim thdy 1a c6 mét vi tri glycosyl héa & N & N310
trén chudi ning, véi kiéu glycan dién hinh déi véi cac khang thé don dong dugc san sinh

trong CHO.

Cac két qua nay goi y ring khang thé 22G2 ¢6 cac dic tinh ly twong cho viéc sir
dung tri li€u trong cac phuong phép theo sang ché, & chd no6 gin két véi TIGIT khi no c6
mat trén bé mit cia té bao, no e ché truyén tin hiéu PVR va Nectin-2, n6 khong gén két
v6i cac md ngoai lai cia nguoi hodc gy ra su giai phong xytokin hodc chemokin khong
mong mudn, va né gan két v6i cyno TIGIT, didu nay c6 ich trong viéc thuc hién cac
nghién ciru vé doc tinh dé sir dung trong cac nghién ciru hd trg cho viéc phé chuén quan
ly.

Vidu9

Chon loc déi tugng bi bénh trén co s& mirc do biéu hién cua TIGIT, DNAM, PVR

va Nectin-2

Céac mac do bidu hién cia cac protein lién quan dén con dudong TIGIT (TIGIT,
PVR/CD155, Nectin-2/CD112, DNAM/CD226) ¢c6 thé duoc st dung dé chi dan diéu tri
bang céac khang thé khang TIGIT theo sang ché. Cac dang hoa tan ctia PVR va Nectin-2
(sPVR va sNectin-2) ¢6 thé duoc phat hién trong huyét thanh, vi du biang ELISA hoic
cac cach thong thuong khac. TIGIT, PVR, Nectin-2, va DNAM c6 thé dugc phét hién
trén bé mat cia cac té bao, nhu céac té bao khéi u, cac té bao T CD8", cac té bao T diéu
hoa, té bao NK, hoic cac té bao dang tay tham nhiém khéi u, vi du béng hoa mod mién
dich (IHC), mién dich dong té bao (FACS), hodc cac phuong phap do phd khéi lugng,
bao gbm sic ky 1ong khéi phd (LC-MS).

Khong du dinh bi rang budc béi 1y thuyét, viéc diéu tri bing cac khang thé khéng

TIGIT theo sang ché s& dua trén co s& phong bé gin két TIGIT véi cac phdi tir ctia né, vi
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du PVR hodac Nectin-2, trén té bao trong tac va’hodc ngan ngura su tuong tac cua TIGIT
v6i DNAM trén cung té bao. Do dé, cac khbi u hodc cac loai khdi u hau nhu c6 kha nang
dap tmg voi viée diu tri nay s& Ia khéi u trong d6 hoat tinh TIGIT 13 quan trong v&i su
tién trién khéi u, sao cho viéc phong bé hoat tinh TIGIT niy s& ting cudng su loai bd
khéi u. Pic biét, cac mitc cao ciia TIGIT' TIL, nhu cac t€ bao T CD8" TIGIT", TIGIT"
Thregs hodc té bao NK TIGIT', s& g01y cac khdi u co kha nang dap Gng vdi viéce diéu tri
khang TIGIT d6i khang. Mtrc d6 biéu hién DNAM trén cac TIGIT" TIL nay s& goi y
thém rang khdi u nay c6 thé dap ung véi viée diéu tri khang TIGIT. Tuong tu, cAc khéi u
ma biéu hién cic mirc cao cia phéi tt TIGIT PVR va/hodc Nectin-2, trén chinh cac té
bao khéi u hodc trén cac t& bao dang tiy tham nhiém khdi u, ciing s& 1a cac khéi u du

tuyén t6t dé didu tri bing cac khang thé khang TIGIT theo sang ché.

Viée sang loc cac muc do biéu hién cia cac protein ciia con dudng TIGIT c6 thé
duoc thuc hién & mic chon loc théng tin biéu thi tri liéu hodc & mirc ddi tuong bi bénh
riéng (“su phan loai déi twong bi bénh”). Vi du, cac mirc d6 biéu hién c6 thé duge xac
dinh trong cdc miu mo tir nhiéu dbi tugng bi bénh c6 mdi trong mot sb bénh ung thu
khac nhau, sao cho xdc dinh loai ung thu nao thé hién kiéu biéu hién protein goi y rang
loai ung thu cu thé s& tuan theo viéc diéu tri bang cac MADb khang TIGIT dbi khang theo
sang ché. Ngay khi viéc xac dinh nay dugc thuc hién d6i voi mot s lugng mau da dé
théng ké, phép tri lidu khang TIGIT c6 thé dugc dé nghi dbi véi ddi tuong bi bénh riéng
bat ky bi loai ung thu duoc ky vong 1a dap tmg v&i phép tri liéu khang TIGIT. Theo cach
khéc, cac mau tir cac d6i tuong bi bénh riéng co thé duoc thu nghiém thay vao do, dé

gitip chi ra quyét dinh diéu tri dic biét cho ddi twrong bi bénh dé.

Do cac t€ bao lién quan can dugc thir nghiém dé biéu hién con duong TIGIT, cac
protein 1a cac protein trong khoi u va vi moéi truong bao quanh, viéc sang loc nhu vay la

cn thiét @ thu mau khéi u, vi du bang cach sinh thiét hoic cit bo.

Do d6, sang ché ciing md ta cac phuong phap nhén dién céc loai khéi u hodc cac
khdi u cu thé ma 1a khéi u du tuyén tt dé diéu tri bing cac khang thé khang TIGIT ddi
khang theo sang ché bang cach do ham lugng ctia TIGIT trong té bao T CD8" tham
nhiém, t& bao Tes hodc té bao NK, va/hodc bang cach do muc do biéu hién cia PVR

va/hodic Nectin-2 trong cac t& bao khéi u hoic cac té bao dang tiy tham nhidm khéi u.
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Theo mot vi du, phép tri liéu khang TIGIT dugc st dung thay cho, cung véi, hodc
bd sung voi, viéc diéu tri béng chét e ché PD-1 hoidc PD-L1. Cac khdi u biéu hién mic
d6 biéu hién PVR/Nectin-2 cao va mirc do biéu hién PD-L1 thip c6 thé dugc didu tri
bing khéng thé khang TIGIT du6i dang phép tri liéu don tri, hoic khang thé khang
TIGIT két hop v6i mot chat mién dich ung thu khac khong phai 14 cht dbi khang PD-
1/PD-L1 néu c6 co so sinh hoc hop 1y ddi vé6i chit nay. Céc khang thé khang TIGIT theo
sang ché c6 thé dugc sir dung gan nhu dong thoi véi cac khang thé khang PD-1/PD-L1
trong cac khdi u bidu hién mirc do biéu hién PVR/Nectin-2 cao va ca mitc do biéu hién
PD-L1 cao. Theo cach khac, cac khang thé khang TIGIT theo sang ché c6 thé duoc sir
dung sau phép tri liéu khang PD-1/PD-L1 ¢ cac dbi tuong bi bénh kho chita, cic dbi
tugng bi bénh tai phat, hodc cac ddi tuong bi bénh c6 dap tmg khong du hodc chua théa
man khac bat ky, néu cac khéi u ciia ho thé hién mirc d6 biéu hién PVR va/hodc Nectin-2

tang.

Trong cac thtr nghiém dé nhan dién loai khéi u c6 kha ning tuan theo viéc diéu tri
bang cac khang thé khang TIGIT déi khang theo sang ché, mtrc d6 biéu hién cia mARN
PVR cuta ngudi duoc xac dinh dbi véi cac ung thu khic nhau & ngudi bang cach st dung
tap dir lieu TCGA. Cac két qua duoc thé hién trén Fig.6A. Cac két qua dugc thé hién theo
thtr tu giam dan, véi cac khdi u c6 ham lugng PVR mARN cao nhét, va do do, hau hét co
kha ning tuan theo viéc diéu tri biang cac khang thé khang TIGIT theo sang ché, & trén

cung.

PVR con dugce phat hién & mirc do cao hon nhiéu trong miu ung thu biéu md
tuyén két trang so véi trong mau d6i chung biéu mo két trang bang IHC. Xem Fig.6B.
Céc thir nghiém IHC khac phét hién mirc d biéu hién PVR ting trong 100% mAiu ung
thu té bao gan (10/10), 90% mAu ung thu két-truc trang (9/10), va 44% mau ung thu
budng trimg (4/9). Cac két qua nay goi y ring cac dbi twong bi bénh bi cic ung thu nay,
dac biét 1a ung thu té bao gan va dai truc trang, s€ 1a dbi tuong du tuyén ot dé diéu tri

bing cac khang thé khang TIGIT dbi khang theo sang ché.

Sang ché ciing mo ta phuong phép didu tri, vi du diu tri bénh ung thu két-truc
trang, bao gém viéc xac dinh su c6 mat cda su Véng mat cua vi khuén trong khéi u
Fusobacterium nucleatum, sy ¢6 mit cia nd goi y rang khéi u nay c6 thé 1a khéi u du
tuyén tét dé diéu tri bang khang thé khérig TIGIT theo sang ché. Cac phuong phap diéu

tri nay con tiy ¥ bao gém viéc ding thuc khang sinh cho ddi twong cé vi khuén trong
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khéi u Fusobacterium nucleatum, vi du metronidazole, piperacillin/tazobactum,

ticarcillin/clavulanat,

amoxicillin/sulbactum, ampicillin/sulbactum,

imipenem, meropenem, clindamycin, hodc cefoxitin.

Bang 5

Danh muc trinh tu

SEQ ID NO.

Mo ta

Polypeptit TIGIT cia nguoi (NP_776160.2)

15A6 mién VH

15A6 mién VH A72S

15A6 mién VH N112T

15A6 mién VH A72S N112T

15A6 mién VL

22G2 mién VH

22G2 mién VH H3Q

22G2 mién VL

11G11 mien VH

11G11 mién VL

Epitop 22G2/15A6 — huTIGIT cac gbc 58 — 76

Epitop 22G2 — huTIGIT cac goc 107 — 117

ertupenem,

Epitop 11G11 — huTIGIT cac gbc 56 — 76

Epitop 11G11 —huTIGIT céc goc 111 — 114

Epitop 11G11 — huTIGIT céc gbc 120 — 139

1
2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12 10D7 mién VH
13 10D7 mién VL
14 15A6 CDRHI

15 15A6 CDRH2

16 15A6 CDRH3

17 15A6 CDRLI

18 15A6 CDRL2

19 15A6 CDRL3

20 22G2 CDRHI

21 22G2 CDRH2

22 22G2 CDRH3

23 22G2 CDRLI

24 22G2 CDRL2

25 22G2 CDRL3

26 11G11 CDRH1
27 11G11 CDRH2
28 11G11 CDRH3
29 11G11 CDRL1
30 11G11 CDRL2
31 11G11 CDRL3
32 10D7 CDRHI

33 10D7 CDRH2
34 10D7 CDRH3
35 10D7 CDRLI

36 10D7 CDRL2
37 10D7 CDRL3

38

39

40

41

42

43

Epitop 15A6 — huTIGIT cac goc 132 — 139

n
=~

Epitop 16i 22G2/11G11/15A6 — huTIGIT céc gbc 65 — 76
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45 Mién 6n dinh IgG1f (ngudi)

46 Mién 6n dinh IgG1, bién thé alotyp (nguoi)

47 Mién 6n dinh IgG1.3 (ngudi)

48 Mién 6n dinh IgG1.1f (nguoi)

49 Mién bn dinh kappa (ngudi)

50 Tién chat PVR/CD155 alpha (ngudi) NP_006496.4
51 Tién chit PVR/CD155 beta (ngudi) NP 001129240.1
52 Tién chat PVR/CD155 gama (ngudi) NP_001129241.1
53 Tién chat PVR/CD155 delta (ngudi) NP_001129242.2

Lién quan dén cac trinh ty khang thé, danh muc trinh ty cung céap céc trinh tu cia
cac ving bién d6i truéng thanh ctia cdc chudi niing va nhe, tirc 13 céc trinh tu khdng chia

cac peptit tin hicu.
Phuong &n tuong duong:

Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay sé nhan biét, hodc c6 thé xac
dinh bang cach st dung thir nghiém khong vuot qua thuong quy, nhiéu phuong an tuong
duong véi cac phuong an cu thé duoc boc 16 trong ban md ta nay. Cac phuong an tuong

dwong nay duoc du dinh bao gdm béi yéu ciu bao hd sau.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Khang thé phéan lap hodc manh gin két khang nguyén ctia né, gin két véi thu thé mién
dich té bao T c¢6 mién Ig va mién ITIM ctia ngudi (TIGIT- human T cell immunoreceptor
with Ig and ITIM domains) chira a) mién bién d6i chudi ning chira: i) CDRHI chira trinh
tu nhu néu trong SEQ ID NO.20; ii) CDRH2 chira trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.21;
va iii) CDRH3 chira trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.22; va b) mién bién ddi chudi
nhe chira: i) CDRLI1 chtra trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.23; ii) CDRL2 chtra trinh
tu nhu néu trong SEQ ID NO.24; va iii) CDRL3 chtra trinh ty nhu néu trong SEQ ID
NO.25.

2. Khang thé phan 14p hoic méanh gin két khang nguyén ciia né theo diém 1, trong do6
khang thé phan 1ap nay hodc manh gin két khang nguyén ciia n6 chira mot hosc nhiéu
chubi ning va mot hodc nhiéu chudi nhe, trong d6: a) chudi ning chira viing bién dbi
chudi ning c6 do tuong ddng trinh ty it nhit bang 80% so véi trinh twr SEQ ID NO.7; va
b) chudi nhe chira ving bién dbi chudi nhe c6 do twong dong trinh tyr it nhat bang 80% so
vai trinh tu SEQ ID NO.9.

3. Khang thé phén 1ap hoic manh gin két khang nguyén cia né theo diém 2, trong d6
khang thé phan 1ap nay hodc manh gin két khang nguyén cia n6 chira mot hodc nhiéu
chudi ning va mét hodc nhidu chubi nhe, trong dé: a) chudi ning chira ving bién dbi
chudi ning c6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.7; va b) chudi nhe chira ving bién dbi
chudi nhe c¢6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.9.

4. Khang thé phan l4p theo diém bt ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6 khang thé
nay 1a khang thé IgG1 ciia ngudi hoic bién thé ctia n6 c6 chic ning hiéu tmg duoc gia
tang.

5. Khang thé phan 14p theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 3, trong d6 khang thé
nay 12 bién thé Fc IgG1 cta ngudi c6 chire ning hiéu tmg duge giam hoic loai bé.

6. Khang thé phan lap hoic manh gin két khang nguyén clia né theo diém 5, trong d6
khang thé phan 1ap nay hodc manh gin két khang nguyén ctia n6 chtra cac dot bién sau:
1.234A, L235E, G237A, A330S va P331S (SEQ ID NO.48) dugc d4anh sb tha tur theo hé
théng danh s thir tu EU.
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7. Khang thé phan 1ap hodc manh gin két khang nguyén ctia né theo diém 6, trong dé
khang thé phan lap nay hoic méanh gin két khang nguyén ctia né chira mot hodc nhiéu
chudi ning va mot hoic nhiéu chudi nhe, trong do: a) chudi ning chira ving bién dbi
chudi ning cé trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.7 va ving hing dinh chudi ning c6
trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.48; va b) chudi nhe chira ving bién ddi chudi nhe c6
trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.9 va vung hang dinh chudi nhe c6 trinh ty nhu néu
trong SEQ ID NO.49.

8. Axit nucleic ma hoa ving bién dbi chudi ning vi/hodc ving bién d6i chudi nhe cla
khang thé hoic manh gin két khang nguyén clia n6 theo diém bt ky trong sb cac diém

néu trén.
9. Vecto biéu hién chira axit nucleic theo di€m 8.

10. Té bao vat chi duoc bién nap bing: i) vecto biéu hién theo diém 9; hoic ii) vecto
biéu hién tht nhAt ma héa ving bién dbi chudi nang cia khang thé phan 1ap hodc méanh
gin két khang nguyén ctia né theo diém bat ky trong s cac diém tir 1 dn 7 va vecto biéu
hién thtr hai ma héa ving bién ddi chudi nhe cua khang thé phan lap hodc manh gin két
khang nguyén ctia né theo didm bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 7.

11. Phuong phép san xuét khang thé khang TIGIT hozc manh gin két khang nguyén ctia
n6 bao gdm budc nudi cdy té bao vat chi theo diém 10 trong cac diéu kién cho phép san
sinh khang thé hoic manh gin két khang nguyén, va tinh ché khang thé hoic manh gin
két khang nguyén nay tir té bao.

12. Thubc dé ting cuong dap tmg té bao T dac hiéu khang nguyén & dbi twong, chira
khang thé phan 14p hoic méanh gin két khang nguyén ctia n6 theo diém bét ky trong sb
céc diém tir 1 dén 7.

13. Thubc dé lam giam hodc loai bo té bao T didu hoa & khéi u ciia ddi tuong bi bénh,
chira khang thé phan 1ap hozc manh gan két khang nguyén cta né theo diém bt ky trong
sé cac diém tir 1 dén 7.

14. Thubc dé diéu tri ung thu, chira khang thé phén lap hoic manh gan két khang nguyén
ctia n6 theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 7.

15. Khang thé dic hiéu kép chia mién gin két khang nguyén thir nhit va mién gin két

khang nguyén thtr hai, trong do: a) mién gin két khang nguyén thir nhit ¢6 ngudn gbe tir
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khang thé khang huTIGIT theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 3; va b) mién gin
két khang nguyén thir hai ¢6 ngudn goc tir khang thé dugc chon tir nhom bao gdm khang
thé khang PD-1, khang thé khang LAG-3, khang thé khang CTLA-4, va khang thé khang
PD-L1.

16. Khang thé dic hiéu kép theo diém 15, trong d6 mién gin két khang nguyén thir hai c6
ngudn gbc tir khang thé khang PD-1.

17. Khang thé dic hidu kép theo diém 15, trong d6 mién gin két khang nguyén thir hai c6
ngudn gbc tir khang thé khang PD-L1
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1500+
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DANH MUC TRINH TU

<110> BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY
<120> KHANG THE PHAN LAP GAN KET VOI THU THE MIEN DICH TE BAO T cO MIEN Ig VA ITIM CUA NGUOI VA
PHUONG PHAP SAN XUAT KHANG THE NAY
<130> 12437-WO-PCT
<150> 62/096,267
<151> 2014-12-23
<160> 53
<170> PatentIn version 3.5
<210> 1
<211> 244
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 1
Met Arg Trp Cys Leu Leu Leu Ile Trp Ala Gln Gly Leu Arg Gln Ala
1 5 10 15
Pro Leu Ala Ser Gly Met Met Thr Gly Thr Ile Glu Thr Thr Gly Asn
20 25 30
Ile Ser Ala Glu Lys Gly Gly Ser Ile Ile Leu Gln Cys His Leu Ser
35 40 45
Ser Thr Thr Ala Gln Val Thr Gln Val Asn Trp Glu Gln Gln Asp Gln
50 55 60
Leu Leu Ala Ile Cys Asn Ala Asp Leu Gly Trp His Ile Ser Pro Ser
65 70 75 80
Phe Lys Asp Arg Val Ala Pro Gly Pro Gly Leu Gly Leu Thr Leu Gln
85 90 95
Ser Leu Thr Val Asn Asp Thr Gly Glu Tyr Phe Cys Ile Tyr His Thr
100 105 110
Tyr Pro Asp Gly Thr Tyr Thr Gly Arg Ile Phe Leu Glu Val Leu Glu
115 120 125
Ser Ser Val Ala Glu His Gly Ala Arg Phe Gln Ile Pro Leu Leu Gly
130 135 140
Ala Met Ala Ala Thr Leu Val Val Ile Cys Thr Ala Val Ile Val Val
145 150 155 160
Val Ala Leu Thr Arg Lys Lys Lys Ala Leu Arg Ile His Ser Val Glu
165 170 175
Gly Asp Leu Arg Arg Lys Ser Ala Gly Gln Glu Glu Trp Ser Pro Ser
180 185 190
Ala Pro Ser Pro Pro Gly Ser Cys Val Gln Ala Glu Ala Ala Pro Ala
195 200 205
Gly Leu Cys Gly Glu Gln Arg Gly Glu Asp Cys Ala Glu Leu His Asp
210 215 220
Tyr Phe Asn Val Leu Ser Tyr Arg Ser Leu Gly Asn Cys Ser Phe Phe
225 230 235 240
Thr Glu Thr Gly
<210> 2
<211> 118
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 2
Gln Leu Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Ser Ser
20 25 30
Arg Tyr Phe Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu
35 40 45
Trp Ile Gly Tyr Ile Tyr Tyr Arg Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser
50 55 60
Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Ala Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe
65 70 75 80
Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
85 90 95
Cys BAla Ser Ser Ser Ala Trp Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Asn
100 105 110
Leu Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 3
<211> 118
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Trinh ty cia ngudi chtia dét bién A72S
<400> 3
Gln Leu Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Ser Ser
20 25 30
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Arg
Trp
Leu
65

Ser

Cys

Leu

Tyr
Ile
50

Lys
Leu

Ala

Val

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gln Leu Gln

1
Thr

'Arg
Trp
Leu
65
Ser

Cys

Leu

Leu
Tyr
Ile
50

Lys
Leu

Ala

Val

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gln Leu Gln Leu

1
Thr

Arg
Trp
Leu
65

Ser

Cys

Leu

Leu
Tyr
Ile
50

Lys
Leu

Ala

Val

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Glu Ile Val

1
Glu

Tyr
Ile
Gly
65

Pro

Thr

Arg
Leu
Tyr
50

Ser

Glu

Phe

<210>
<211>

Phe
35
Gly

Ser

Lys

Ser

Thr

115
4

118
PRT

Trp
Tyr
Arg
Leu
Ser

100
Val

Trinh tu

Trinh tu

4

Ser

Phe
35
Gly

Ser

Lys

Ser

Thr

115
5

118
PRT

Leu
Leu
20

Trp
Tyr
Arg
Leu
Ser

100
Val

Trinh tu

Trinh tu

5

Ser
Phe
35
Gly
Ser
Lys
Ser
Thr
115
6
107
PRT

Homo
6

Ala
Ala
35

Gly
Gly
Asp
Gly

7
130

Leu
20

Trp
Tyr
Arg
Leu
Ser

100
Val

Gly
Ile
val
Ser
85

Ser

Ser

nhan tao

Trp
Tyr
Thr
70

Ser

Ala

Ser

Ile
Tyr
55

Ile
vVal

Trp

Arg
40

Arg
Ser

Thr

Tyr

Gln
Gly
val
Ala

Phe
105

Pro
Ser
Asp
Ala

90
Asp

cua ngudi chtta 46t bién

Gln
5
Thr
Gly
Ile
Val
Ser
85

Ser

Ser

Glu
Cys
Trp
Tyr
Thr
70

Ser

Ala

Ser

Ser
Thr
Ile
Tyr
55

Ile

val

Trp

nhan tao

Gly
Val
Arg
40

Arg
Ala

Thr

Tyr

Pro
Ser
25

Gln
Gly
val

Ala

Phe
105

Gly
10

Gly
Pro
Ser
Asp
Ala

90
Asp

ctua ngudi chta dét bién

Gln
5
Thr
Gly
Ile
val
Ser
85

Ser

Ser

sapiens

Leu
Thr
20

Trp
Ala
Ser

Phe

Gln
100

Thr
5

Leu
Tyr
Ser
Gly
Ala

85
Gly

Glu Ser Gly Pro

Cys
Trp
Tyr
Thr
70

Ser

Ala

Ser

Gln
Ser
Gln
Ser
Thr
70

val

Thr

Thr
Ile
Tyr
55

Ile
Val

Trp

Ser
Cys
Gln
Arg
55

Asp

Tyr

Lys

Val
Arg
40

Arg
Ser

Thr

Tyr

Pro
Arg
Lys
40

Ala
Phe
Tyr

Leu

Ser
25

Gln
Gly
val

Ala

Phe
105

Gly
Ala
25

Pro
Thr
Thr

Cys

Glu
105

Gly
10

Gly
Pro
Ser
Asp
Ala

90
Asp

Thr
10

Ser
Gly
Gly
Leu
Gln

90
Ile

31705

Pro
Thr
Thr
75

Asp

Tyr

Gly
Tyr
60

Ser

Thr

Trp

N112Q

Leu
Gly
Pro
Thr
Thr
75

Asp

Tyr

Val
Ser
Gly
Tyr
60

Ser

Thr

Trp

A72S va

Leu
Gly
Pro
Thr
Thr
75

Asp

Tyr

Leu
Gln
Gln
Ile
Thr
75

Gln

Lys

val
Ser
Gly
Tyr
60

Ser

Thr

Trp

Ser
Ser
Ala
Pro
Ile

Tyr

Lys
45

Tyr
Lys
Ala

Gly

Lys
Ile
Lys
45

Tyr
Lys

Ala

Gly

Gly
Asn
Asn
Val

Gln
110

Pro
Ser
Gly
Asn
Asn
Val

Gln
110

N112T

Lys
Ile
Lys
45

Tyr
Lys

Ala

Gly

Leu
Val
Pro
45

Asp

Ser

Gly

-153-

Pro
Ser
30

Gly
Asn
Asn

vVal

Gln
110

Ser
Ser
30

Arg
Arg
Arg

Ser

Leu
Pro
Gln
Tyr

95
Gly

Ser
15

Ser
Leu
Pro
Gln
Tyr

95
Gly

Ser
15

Ser
Leu
Pro
Gln
Tyr

95
Gly

Pro
Ser
Leu
Phe
Leu

Leu
95

Glu
Ser
Phe
80

Tyr

Asn

Glu
Ser
Glu
Ser
Phe
80

Tyr

Thr

Glu
Ser
Glu
Ser
Phe
Tyr

Thr

Gly
Ser
Leu
Ser
Glu

80
Tyr



<212>
<213>
<400>

PRT
Homo
7

sapiens

31705

Gln Val His
1
Thr

Leu Ser

Ile Tyr Tyr
35
Ile Gly
50

Lys

Trp
Leu Ser
65
Ser

Leu Lys

Cys Ala Arg

Phe Phe
115
Ser

130
<210> 8
<211> 130
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 8
Gln Val Gln
1
Thr

Tyr

Ser

Leu Ser

Ile Tyr Tyr
35
Ile Gly
50

Lys

Trp
Leu Ser
65
Ser

Leu Lys

Cys Ala Arg

Phe Phe
115
Ser

130
<210> 9
<211> 109
<212> PRT
<213> Homo
<400> 9
Glu Ile Val
1
Glu

Tyr

Ser

Arg Ala

Leu Ala Trp

35

Tyr Asp Ala
50

Ser Gly Ser

65

Glu

Asp Phe

Leu Phe Thr

<210>
<211>
<212>
<213> Homo
<400> 10

Gln Leu Gln
1

Thr

10
126
PRT

Leu Ser

Ser His Tyr
35
Ile Gly
50

Lys

Trp

Leu Ser

Trinh tu

Trinh tu

Leu Gln Glu Ser Gly Pro

5
Leu Thr
20
Trp Ser

Tyr Ile

Arg Val
Ser
85

Tyr

Leu

Asp
100

Gly Val

Gln
5
Thr

Leu

Leu
20
Trp Ser

Tyr Ile

Arg Val
Ser
85
Tyr

Leu

Asp
100

Gly Vval

sapiens

Leu Thr
5
Thr Leu
20
Tyr Gln

Ser Asn

Gly Thr
val
85
Gly

Ala

Phe
100

sapiens

Leu Gln
5

Leu Thr

20

Trp Gly

Asn Ile

Arg Val

Cys
Trp
Tyr
Thr
70

Ser

Tyr

Asp

nhén tao

Thr
Ile
Tyr
55

Ile
val

val

Val

Val
Arg
40

Ser
Ser
Thr

Ser

Trp
120

Ser
25

Gln
Gly
val
Ala
Gly

105
Gly

Glu Ser Gly Pro

Cys
Trp
Tyr
Thr
70

Ser

Tyr

Asp

Gln
Ser
Gln
Arg
Asp
70

Tyr

Pro

Glu
Cys
Trp
Phe

Thr

Thr
Ile
Tyr
55

Ile
Val

Val

Val

Ser
Cys
Lys
Ala
55

Phe

Tyr

Gly

Ser
Thr
Ile
Tyr

55
Ile

Val
Arg
40

Ser
Ser
Thr

Ser

Trp
120

Pro
Arg
Pro
Thr
Thr
Cys

Thr

Gly
val
Arg
40

Ser

Ser

Ser
25

Gln
Gly
Val
Ala
Gly

105
Gly

Ala
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Lys
105

Pro
Ser
25

Gln
Gly

val

Gly
10

Gly
Pro
Ser
Asp
Ala

Asn

Gln

cua ngudi chtta @4t bién

Gly
10

Gly
Pro
Ser
Asp
Ala
90

Asn

Gln

Thr
10

Ser
Gln
Ile
Thr
Gln

90
Val

Gly
10

Gly
Pro
His

Asp

Leu Val Lys

Gly Ser Val

Pro Gly Lys

45

Thr Asn Tyr
60

Thr Ser

75

Asp

Lys

Thr Ala

Tyr Tyr Asn
Thr

125

Gly Thr

H3Q

Leu Val Lys

Gly Ser Val

Pro Gly Lys

45

Thr Asn Tyr
60

Thr Ser

75

Asp

Lys

Thr Ala

Tyr Tyr Asn

Thr Thr

125

Gly

Leu Ser Leu

Gln Ser Val

Ala Pro Arg
45
Pro Ala Arg
Ile
75

Arg

Ser Ser

Ser Asn

Asp Ile Lys

Leu Val Lys

Gly Ser Ile

Pro Gly Lys

45
Thr Tyr Tyr
60
Ser

Thr Lys
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Pro
Ser
30

Gly
Asn
Asn
Val
val

110
Val

Pro
Ser
Gly
Asn
Asn
val
Val

110
Val

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Trp

Pro
Ser
Gly
Asn

Asn

Ser
15

Ser
Leu
Pro
Gln
Tyr
95

Asp

Thr

Ser
15

Ser
Leu
Pro
Gln
Tyr
95

Asp

Thr

Pro
Ser
Leu
Ser
Glu

Pro
95

Ser
15

Ser
Leu

Pro

Gln

Glu
Gly
Glu
Ser
Phe
Tyr
Tyr

Val

Glu
Gly
Glu
Ser
Phe
80

Tyr
Tyr

val

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Pro

Glu
Ser
Glu
Ser

Phe



65
Ser Leu Lys
Cys Ala Arg
Phe Asp Tyr
115
<210> 11
<211> 106
<212> PRT
<213> Homo
<400> 11

Glu Ile Val
1
Glu Arg Ala
Leu Ala Trp

35
Asp Ala
50

Gly Ser

Tyr

Ser
65

Glu Asp Phe
Phe Gly Gln

<210>
<211>
<212>
<213> Homo
<400> 12

Gln Gly Gln
1

Ser

12
128
PRT

Val Lys

Ala Ile Ser

35

Gly Gly Ile
50

Gln Gly

65

Met

Arg

Glu Leu

Ala Arg Gly

Gly Met
115
13
107
PRT

Tyr

<210>
<211>
<212>
<213> Homo
<400> 13

Asp Ile Gln
1

Asp

Arg Val

Leu Ala Trp
35
Ala Ala
50

Gly

Tyr
Ser Ser
65

Glu

Asp Phe

Thr Phe Gly
<210> 14
<211> 7
<212> PRT
<213> Homo
<400> 14
Ser Ser Arg
1

<210> 15
<211> 16
<212> PRT
<213> Homo
<400> 15

Tyr Ile Tyr

Leu

Gln
100
Trp

Ser
85
Gly

Gly

sapiens

Leu
Thr
20

Tyr
Ser
Gly

Ala

Gly
100

Thr
5

Leu
Gln
Asn
Thr
val

85
Thr

sapiens

Leu
val
20

Trp
Ile
Val
Ser
Gly

100
Asp

val
5
Ser
Val
Pro
Thr
Ser
85
Ala

val

sapiens

Met
Thr
20

Tyr
Ser
Gly

Ala

Gln
100

Thr
5

Ile
Gln
Ser
Thr
Thr

85
Gly

sapiens

Tyr

Phe
5

sapiens

Tyr

Arg

70
Ser

Leu

Gln

Gln
Ser
Gln
Arg
Asp
70

Tyr

Lys

Gln
Cys
Arg
Phe
Ile
70

Leu

Ala

Trp

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Thr

Trp

Gly

val
Leu

Gly

Ser
Cys
Lys
Ala
55

Phe

Tyr

Leu

Ser
Lys
Gln
Phe
55

Thr
Arg

Ala

Gly

Ser
Cys
Lys
Gln
55

Phe

Tyr

Arg

Gly

Ser

Thr
Trp

Thr
120

Pro
Arg
Pro
40

Thr
Thr

Cys

Glu

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Ala
Ser

Gly

Gln
120

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr

Cys

Leu

Ala
Phe

105
Leu

Ala
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Ile
105

Ala
Ser
Pro
Thr
Asp
Glu
Thr

105
Gly

Ser
Ala
Glu
Gly
Leu
Gln

Glu
105

Ala
90
Gly

val

Thr
10

Ser
Gln
Ile
Thr

Gln

Lys

Glu
10

Gly
Gly
Ala
Glu
Asp

Thr

Thr

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

Ile

31705

75
Asp

Gly

Thr

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile

75
Arg

Val
Gly
Gln
Asn
Ser
75

Thr

Arg

Thr

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Thr Ala

Leu Ser

Val Ser
125

Ser Leu

Ser Val

Pro Arg
45
Ala Arg
60
Ser Ser

Ser Asn

Lys Lys

Ile Phe
Leu
45

Ala

Gly

Tyr
60
Thr Ser

Ala Vval

Tyr Gly

Val Thr
125

Ser Ala

Gly Ile

Pro Lys
45
Ser Arg
60
Ser Ser

Asn Ser

80
Val Tyr Tyr
95
Pro Tyr Tyr
110
Ser

Pro
15
Ser

Ser Gly

Ser Tyr

Leu Leu Ile

Phe Ser Gly

Glu Pro
80
Thr

Leu

Trp Pro

Pro Gly Ser
15

Arg Asn

30

Glu

Tyr

Trp Met

Gln Lys Phe

Thr Ala Tyr

80

Tyr Tyr Cys
95

Tyr Tyr
110

Val

Tyr

Ser Ser

Val
15
Ser

Ser Gly

Ser
30
Ser

Trp

Leu Ile

Phe Ser Gly

Gln Pro
80
Ile

Leu

Pro
95

Tyr

Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
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1 5 10 15
<210> 16
<211> 8
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 16
Ser Ser Ala Trp Tyr Phe Asp Tyr
1 5
<210> 17
<211> 12
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 17
Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser Tyr Leu Ala
1 5 10
<210> 18
<211> 7
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 18
Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr
1 5
<210> 19
<211> 8
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 19
Gln Gln Tyr Gly Ser Leu Tyr Thr
1 5
<210> 20
<211> 7
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 20
Ser Gly Ile Tyr Tyr Trp Ser
1 5
<210> 21
<211> 16
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 21
Tyr Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15
<210> 22
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 22
Asp Tyr Tyr Val Ser Gly Asn Tyr Tyr Asn Val Asp Tyr Tyr Phe Phe
5 10 15
Gly Val Asp Val
20
<210> 23
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 23
Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr Leu Ala
1 5 10
<210> 24
<211> 7
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 24
Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr
1 5
<210> 25
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 25
Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Pro Leu Phe Thr
1 5 10
<210> 26
<211> 7
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 26

Ser Ser Ser His Tyr Trp Gly
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1 5

<210> 27

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27

Asn Ile Phe Tyr Ser Gly His Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15
<210> 28

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 28

Gln Gly Leu Leu Trp Phe Gly Gly Leu Ser Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10 15
<210> 29

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr Leu Ala

1 5 10

<210> 30

<211> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30

Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr

1 5

<210> 31

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31

Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Thr

1 5

<210> 32

<211> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 32

Asn Tyr Ala Ile Ser

1 5

<210> 33

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 33

Gly Ile Ile Pro Phe Phe Gly Thr Ala Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15
Gly

<210> 34

<211> 19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34

Gly Gly Ala Ala Ala Gly Thr Thr Arg Tyr Gly Tyr Tyr Tyr Tyr Gly
1 5 10 15
Met Asp Val

<210> 35

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35

Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Trp Leu Ala

1 5 10

<210> 36

<211> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36

Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser

1 5

<210> 37

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 37

Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Pro Ile Thr
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1

<210> 38
<211> 19
<212> PRT
<213> Homo
<400> 38

Asn Trp Glu
1
Gly Trp His

<210> 39
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo
<400> 39

Phe Cys Ile
1

<210> 40
<211> 21
<212> PRT
<213> Homo
<400> 40

Gln Val Asn
1

Asp Leu Gly
<210> 41
<211> 4
<212> PRT
<213> Homo
<400> 41

His Thr Tyr
1

<210> 42
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo
<400> 42
Gly Arg Ile
1
Ala Arg Phe
<210> 43
<211> 8
<212> PRT
<213> Homo
<400> 43
Ala Glu His
1
<210> 44
<211> 12
<212> PRT
<213> Homo
<400> 44
Leu Leu Ala
1
<210> 45
<211> 329
<212> PRT
<213> Homo
<400> 45
Ala Ser Thr
1
Ser Thr Ser
Phe Pro Glu
35
Gly Vval His
50
Leu Ser Ser
65
Tyr Ile Cys
Arg Val Glu
Pro Ala Pro
115
Lys Pro Lys
130

sapiens

Gln

Gln
5

sapiens

Tyr

His
5

sapiens

Trp

Trp
20

Glu
5
His

sapiens

Pro

sapiens

31705

Asp Gln Leu Leu Ala Ile Cys Asn Ala Asp Leu

10

Thr Tyr Pro Asp Gly Thr

10

15

Gln Gln Asp Gln Leu Leu Ala Ile Cys Asn Ala

10

15

Phe Leu Glu Val Leu Glu Ser Ser Val Ala Glu His Gly

Gln
20

5

sapiens

Gly

Ala
5

sapiens

Ile

Cys
5

sapiens

Lys
Gly
20

Pro
Thr
Val
Asn
Pro
100
Glu

Asp

Gly
5
Gly
Val
Phe
Val
Val
85
Lys

Leu

Thr

Arg

Asn

Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
70

Asn
Ser

Leu

Leu

Phe

Ala

Ser
Ala
val
Ala
55

val
His
Cys
Gly

Met
135

Gln

Asp

Val
Ala
Ser
40

Val
Pro
Lys
Asp
Gly

120
Ile

Leu

Phe
Leu
Trp
Leu
Ser
Pro
Lys
105

Pro

Ser

10

Gly
10

Pro
10

Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
90

Thr

Ser

Arg

Trp His

Leu Ala Pro

Cys Leu Val
Ala
45

Gly

Ser Gly

Ser Ser

Ser Leu
75

Asn

Gly

Thr Lys

His Thr Cys

Val Phe Leu

125
Glu

Thr Pro

140

-158-

Ser
Lys
30

Leu
Leu
Thr
val
Pro
110
Phe

val

15

Ser
15

Asp
Thr
Tyr
Gln
Asp
95

Pro

Pro

Thr

Lys
Tyr
Ser
Ser
Thr
Lys
Cys
Pro

Cys



val
145
Tyr
Glu
His
Lys
Gln
225
Met
Pro
Asn
Leu
Val

305
Gln

Val
Val
Gln
Gln
Ala
210
Pro
Thr
Ser
Tyr
Tyr
290

Phe

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Ala
1
Ser
Phe
Gly
Leu
65
Tyr
Lys
Pro
Lys
val
145
Tyr
Glu
His
Lys
Gln
225
Leu
Pro
Asn
Leu
Val

305
Gln

Ser
Thr
Pro
Val
50

Ser
Ile
Val
Ala
Pro
130
Val
val
Gln
Gln
Ala
210
Pro
Thr
Ser
Tyr
Tyr
290

Phe

Lys

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>
Ala Ser Thr

1

val
Asp
Tyr
Asp
195
Leu
Arg
Lys
Asp
Lys
275
Ser
Ser
Ser
46
329
PRT
Homo
46
Thr
Ser
Glu
35
His
Ser
Cys
Glu
Pro
115
Lys
Val
Asp
Tyr
Asp
195
Leu
Arg
Lys
Asp
Lys
275
Ser
Ser
Ser
47

329
PRT

Homo

47

Ser Thr Ser

Asp
Gly
Asn
180
Trp
Pro
Glu
Asn
Ile
260
Thr
Lys

Cys

Leu

Val
Val
165
Ser
Leu
Ala
Pro
Gln
245
Ala
Thr
Leu

Ser

Ser
325

sapiens

Lys
Gly
20

Pro
Thr
Val
Asn
Pro
100
Glu
Asp
Asp
Gly
Asn
180
Trp
Pro
Glu
Asn
Ile
260
Thr
Lys
Cys

Leu

Gly
5
Gly
Val
Phe
vVal
Val
85
Lys
Leu
Thr
val
Val
165
Ser
Leu
Ala
Pro
Gln
245
Ala
Thr
Leu

Ser

Ser
325

sapiens

Lys

Gly

Gly
5
Gly

Ser
150
Glu
Thr
Asn
Pro
Gln
230
val
val
Pro
Thr
vVal

310
Leu

Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
70

Asn
Ser
Leu
Leu
Ser
150
Glu
Thr
Asn
Pro
Gln
230
Val
Val
Pro
Thr
val

310
Leu

Pro

Thr

His
Val
Tyr
Gly
Ile
215
val
Ser
Glu
Pro
val
295

Met

Ser

Ser
Ala
Val
Ala
55

val
His
Cys
Gly
Met
135
His
val
Tyr
Gly
Ile
215
Val
Ser
Glu
Pro
Val
295

Met

Ser

Ser

Ala

Glu
His
Arg
Lys
200
Glu
Tyr
Leu
Trp
Val
280
Asp
His

Pro

val
Ala
Ser
val
Pro
Lys
Asp
Gly
120
Ile
Glu
His
Arg
Lys
200
Glu
Tyr
Leu
Trp
Val
280
Asp
His

Pro

Val

Ala

Asp
Asn
vVal
185
Glu
Lys
Thr
Thr
Glu
265
Leu
Lys

Glu

Gly

Phe
Leu
25

Trp
Leu
Ser
Pro
Lys
105
Pro
Ser
Asp
Asn
Val
185
Glu
Lys
Thr
Thr
Glu
265
Leu
Lys

Glu

Gly

Phe

Leu

Pro
Ala
170
Val
Tyr
Thr
Leu
Cys
250
Ser
Asp

Ser

Ala

Pro
10

Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
90

Thr
Ser
Arg
Pro
Ala
170
vVal
Tyr
Thr
Leu
Cys
250
Ser
Asp

Ser

Ala

Pro
10
Gly

31705

Glu
155
Lys
Ser
Lys
Ile
Pro
235
Leu
Asn
Ser

Arg

Leu
315

Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
75

Asn
His
Val
Thr
Glu
155
Lys
Ser
Lys
Ile
Pro
235
Leu
Asn
Ser

Arg

Leu
315

Leu

Cys

Val
Thr
Val
Cys
Ser
220
Pro
Val
Gly
Asp
Trp

300
His

Ala
Leu
Gly
Ser
60

Leu
Thr
Thr
Phe
Pro
140
val
Thr
Val
Cys
Ser
220
Pro
val
Gly
Asp
Trp

300
His

Lys
Lys
Leu
Lys
205
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
285
Gln

Asn

Pro
val
Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys
Leu
125
Glu
Lys
Lys
Leu
Lys
205
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
285
Gln

Asn

Phe
Pro
Thr
190
Val
Ala
Arg
Gly
Pro
270
Ser

Gln

His

Ser
Lys
30

Leu
Leu
Thr
Val
Pro
110
Phe
Val
Phe
Pro
Thr
190
Val
Ala
Arg
Gly
Pro
270
Ser

Gln

His

Asn
Arg
175
vVal
Ser
Lys
Glu
Phe
255
Glu
Phe
Gly

Tyr

Ser
15

Asp
Thr
Tyr
Gln
Asp
Pro
Pro
Thr
Asn
Arg
175
Val
Ser
Lys
Asp
Phe
255
Glu
Phe

Gly

Tyr

Trp
160
Glu
Leu
Asn
Gly
Glu
240
Tyr
Asn
Phe

Asn

Thr
320

Lys
Tyr
Ser
Ser
Thr
80

Lys
Cys
Pro
Cys
Trp
160
Glu
Leu
Asn
Gly
Glu
240
Tyr
Asn
Phe

Asn

Thr
320

Ala Pro Ser Ser Lys

15

Leu Val Lys Asp Tyr

-150-



Phe
Gly
Leu
65

Tyr
Arg
Pro
Lys
Val
145
Tyr
Glu
His
Lys
Gln
225
Met
Pro
Asn
Leu
Val

305
Gln

Pro
vVal
50

Ser
Ile
vVal
Ala
Pro
130
vVal
Val
Gln
Gln
Ala
210
Pro
Thr
Ser
Tyr
Tyr
290
Phe

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Ala Ser Thr

1
Ser

Phe
Gly
Leu
65

Tyr
Arg
Pro
Lys
val
145
Tyr
Glu
His
Lys
Gln
225
Met

Pro

Asn

Thr
Pro
Val
50

Ser
Ile
Val
Ala
Pro
130
val
Val
Gln
Gln
Ala
210
Pro
Thr

Ser

Tyr

Glu
35
His
Ser
Cys
Glu
Pro
115
Lys
Val
Asp
Tyr
Asp
195
Leu
Arg
Lys
Asp
Lys
275
Ser
Ser
Ser
48
329
PRT
Homo
48
Ser
Glu
35
His
Ser
Cys
Glu
Pro
115
Lys
val
Asp
Tyr
Asp
195
Leu
Arg
Lys
Asp

Lys

20
Pro

Thr
Val
Asn
Pro
100
Glu
Asp
Asp
Gly
Asn
180
Trp
Pro
Glu
Asn
Ile
260
Thr
Lys
Cys

Leu

val
Phe
Val
val
85

Lys
Ala
Thr
Val
val
165
Ser
Leu
Ala
Pro
Gln
245
Ala
Thr
Leu

Ser

Ser
325

sapiens

Lys
Gly
20

Pro
Thr
val
Asn
Pro
100
Glu
Asp
Asp
Gly
Asn
180
Trp
Pro
Glu
Asn
Ile

260
Thr

Gly
5
Gly
Val
Phe
Val
Val
85
Lys
Ala
Thr
vVal
val
165
Ser
Leu
Ser
Pro
Gln
245
Ala

Thr

Thr
Pro
Thr
70

Asn
Ser
Glu
Leu
Ser
150
Glu
Thr
Asn
Pro
Gln
230
Val
Val
Pro
Thr
val

310
Leu

Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
70

Asn
Ser
Glu
Leu
Ser
150
Glu
Thr
Asn
Ser
Gln
230
Val

vVal

Pro

Val
Ala
55

Val
His
Cys
Gly
Met
135
His
Val
Tyr
Gly
Ile
215
val
Ser
Glu
Pro
Val
295
Met

Ser

Ser
Ala
vVal
Ala
55

val
His
Cys
Gly
Met
135
His
val
Tyr
Gly
Ile
215
Val
Ser

Glu

Pro

Ser
40

val
Pro
Lys
Asp
Ala
120
Ile
Glu
His
Arg
Lys
200
Glu
Tyr
Leu
Trp
val
280
Asp
His

Pro

Val
Ala
Ser
40

val
Pro
Lys
Asp
Ala
120
Ile
Glu
His
Arg
Lys
200
Glu
Tyr
Leu

Trp

val

25
Trp

Leu
Ser
Pro
Lys
105
Pro
Ser
Asp
Asn
Val
185
Glu
Lys
Thr
Thr
Glu
265
Leu
Lys

Glu

Gly

Phe
Leu
Trp
Leu
Ser
Pro
Lys
105
Pro
Ser
Asp
Asn
val
185
Glu
Lys
Thr
Thr
Glu

265
Leu

Asn
Gln
Ser
Ser
Thr
Ser
Arg
Pro
Ala
170
vVal
Tyr
Thr
Leu
Cys
250
Ser
Asp

Ser

Ala

Pro
10

Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
Thr
Ser
Arg
Pro
Ala
170
val
Tyr
Thr
Leu
Cys
250

Ser

Asp

31705

Ser
Ser
Ser
75

Asn
His
Val
Thr
Glu
155
Lys
Ser
Lys
Ile
Pro
235
Leu
Asn
Ser

Arg

Leu
315

Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
75

Asn
His
Val
Thr
Glu
155
Lys
Ser
Lys
Ile
Pro
235
Leu

Asn

Ser

Gly Ala
Ser Gly
60
Leu Gly
Thr Lys
Thr Cys
Phe Leu
125
Pro Glu
140
Val Lys
Thr Lys
Val Leu
Cys Lys
205
Ser Lys
220
Pro Ser
Val Lys
Gly Gln
Asp Gly
285
Trp Gln

300
His Asn

Ala Pro
Leu Val
Gly Ala
Ser Gly
60
Leu Gly
Thr Lys
Thr Cys
Phe Leu
125
Pro Glu
140
Val Lys
Thr Lys
Val Leu
Cys Lys
205
Ser Lys
220
Pro Ser
Val Lys
Gly Gln

Asp Gly

-160-

30
Leu

Leu
Thr
Val
Pro
110
Phe
Val
Phe
Pro
Thr
190
Val
Ala
Arg
Gly
Pro
270
Ser

Gln

His

Ser
Lys
30

Leu
Leu
Thr
vVal
Pro
110
Phe
Val
Phe
Pro
Thr
190
val
Ala
Arg
Gly
Pro

270
Ser

Thr
Tyr
Gln
Asp
95

Pro
Pro
Thr
Asn
Arg
175
val
Ser
Lys
Glu
Phe
255
Glu
Phe

Gly

Tyr

Ser
15

Asp
Thr
Tyr
Gln
Asp
95

Pro
Pro
Thr
Asn
Arg
175
val
Ser
Lys
Glu
Phe
255
Glu

Phe

Ser
Ser
Thr
80

Lys
Cys
Pro
Cys
Trp
160
Glu
Leu
Asn
Gly
Glu
240
Tyr
Asn
Phe

Asn

Thr
320

Lys
Tyr
Ser
Ser
Thr
80

Lys
Cys
Pro
Cys
Trp
160
Glu
Leu
Asn
Gly
Glu
240
Tyr
Asn

Phe



Leu Tyr
290

Val Phe

305

Gln Lys

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Arg Thr
1

Gln Leu

Tyr Pro

Ser Gly
50

Thr Tyr

65

Lys His

Pro Val

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<400>
Met Ala
1

Leu Val

Ala Pro

Cys Tyr
50

Thr Trp

65

Thr Gln

Ala Arg
Leu Arg

Pro Gln
130

Pro Gln

145

Val Pro

Ile Thr
Pro Gly
Val Pro
210
His Glu
225
Tyr Tyr
Leu Gly
Glu Pro
Phe Ala
290
Pro Ile
305
Arg Gln

His Ser

Leu Val

275
Ser Lys Leu

Ser Cys Ser

Ser Leu Ser
325
49
107
PRT
Homo sapiens
49
Val Ala Ala
5
Lys Ser Gly
20
Arg Glu Ala
35
Asn Ser Gln

Ser Leu Ser

Lys Val Tyr
85
Thr Lys Ser
100

50

417

PRT

Homo sapiens

Trinh tu tin
(1) ..(20)

50

Arg Ala Met

Leu Ser Trp
20

Thr Gln Val

35

Leu Gln Val

Ala Arg His

Gly Pro Ser
85
Leu Gly Ala
100
Val Glu Asp
115
Gly Ser Arg

Asn Thr Ala

Met Ala Arg
165
Trp His Ser
180
Phe Leu Ser
195
Ser Ser Gln

Ser Phe Glu

Pro Pro Glu
245
Gln Asn Glu
260
Thr Gly Tyr
275
Val Ala Gln

Asn Thr Thr

Ala Glu Leu

325

Gly Met Ser
340

Phe Leu Ile

Thr Val
295

Val Met

310

Leu Ser

Pro Ser
Thr Ala
Lys Val
Glu Ser
55

Ser Thr
70

Ala Cys

Phe Asn

hiéu

Ala Ala
Pro Pro
Pro Gly

Pro Asn
55

Gly Glu

70

Tyr Ser

Glu Leu
Glu Gly

Ser Vval
135

Glu Val

150

Cys Vval

Asp Leu
Gly Thr
Val Asp
215
Lys Pro
230
Val Ser
Ala Thr
Asn Trp
Gly Ala
295
Leu Ile
310
Thr Val
Arg Asn

Leu Leu

280
Asp

His

Pro

Val
Ser
Gln
40

Val
Leu

Glu

Arg

Ala
Pro
Phe
40

Met
Ser
Glu
Arg
Asn
120
Asp
Gln
Ser
Gly
val
200
Gly
Gln
Ile
Leu
Ser
280
Gln
Cys
Gln

Ala

Gly

Lys
Glu

Gly

Phe
vVal
25

Trp
Thr
Thr

val

Gly
105

Trp
Gly
Leu
Glu
Gly
Ser
Asn
105
Tyr
Ile
Lys
Thr
Gly
185
Thr
Lys
Leu
Ser
Thr
265
Thr
Leu
Asn
Val
Ile

345
Ile

Ser

Ala

Ile
Val
Lys
Glu
Leu
Thr

90
Glu

Pro
10

Thr
Gly
val
Ser
Lys
90

Ala
Thr
Trp
Val
Gly
170
Met
val
Asn
Leu
Gly
250
Cys
Thr
Leu
Val
Lys
330
Ile

Gly

31705

Arg

Leu
315

Phe
Cys
Val
Gln
Ser
75

His

Cys

Leu
Gly
Asp
Thr
Met
75

Arg
Ser
Cys
Leu
Gln
155
Gly
Pro
Thr
val
Thr
235
Tyr
Asp
Met
Ile
Thr
315
Glu

Phe

Ile

285

Trp Gln Gln Gly

300

His Asn His Tyr

Pro
Leu
Asp
Asp
60

Lys

Gln

Leu
Asp
Ser
His
60

Ala
Leu
Leu
Leu
Arg
140
Leu
Arg
Asn
Ser
Thr
220
val
Asp
Ala
Gly
Arg
300
Asn
Gly

Leu

Tyr

Pro
Leu
Asn
45

Ser

Ala

Gly

Leu
val
Val
45

Val
Val
Glu
Arg
Phe
125
Val
Thr
Pro
Thr
Leu
205
Cys
Asn
Asn
Arg
Pro
285
Pro
Ala
Pro

val

Phe

-161-

Ser
Asn
Ala
Lys
Asp

Leu

vVal
val
30

Thr
Ser
Phe
Phe
Met
110
Val
Leu
Gly
Pro
Ser
190
Trp
Lys
Leu
Asn
Ser
270
Leu
val
Leu
Pro
Leu

350
Tyr

Asp
15

Asn
Leu
Asp
Tyr

Ser

Ala
15

val
Leu
Gln
His
Val
95

Phe
Thr
Ala
Glu
Ala
175
Gln
Ile
Val
Thr
Trp
255
Asn
Pro
Asp
Gly
Ser
335
Gly

Trp

Asn

Thr
320

Glu
Phe
Gln
Ser
Glu

80
Ser

Leu
Gln
Pro
Leu
Gln
80

Ala
Gly
Phe
Lys
Pro
160
Gln
val
Leu
Glu
val
240
Tyr
Pro
Pro
Lys
Ala
320
Glu

Ile

Ser



Lys
Thr
385
val

Arg

355

Cys Ser Arg Glu

370
Glu

His

Ala

Ser

Ser Arg Glu Asn

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<400>
Ala Arg Ala Met

Met
1
Leu
Ala
Cys
Thr
65
Thr
Ala
Leu
Pro
Pro
145
Val
Ile
Pro
Val
His
225
Tyr
Leu
Glu
Phe
Pro
305
Arg
His
Tyr

Glu

Val
Pro
Tyr
50

Trp
Gln
Arg
Arg
Gln
130
Gln
Pro
Thr
Gly
Pro
210
Glu
Tyr
Gly
Pro
Ala
290
Ile
Gln
Ser

Ser

Gly
370

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<400>
Met Ala Arg Ala Met

1

51
372
PRT
Homo

405

sapiens

Trinh ty tin

(1) .
51
Leu
Thr
35
Leu
Ala
Gly
Leu
Val
115
Gly
Asn
Met
Trp
Phe
195
Ser
Ser
Pro
Gln
Thr
275
Val
Asn
Ala
Gly
Ala
355
Thr
52

364
PRT

Homo

52

. (27)

Ser
20

Gln
Gln
Arg
Pro
Gly
100
Glu
Ser
Thr
Ala
His
180
Leu
Ser
Phe
Pro
Asn
260
Gly
Ala
Thr
Glu
Thr
340
val

Arg

5
Trp

Val
Val
His
Ser
85

Ala
Asp
Arg
Ala
Arg
165
Ser
Ser
Gln
Glu
Glu
245
Glu
Tyxr
Gln
Thr
Leu
325

Glu

Ser

sapiens

Trinh tu tin
(1)..(27)

5

Leu Val Leu Ser Trp

20

Ala Pro Thr Gln Val

Val
Ala

390
Ser

hiéu

Ala
Pro
Pro
Pro
Gly
70

Tyr
Glu
Glu
Ser
Glu
150
Cys
Asp
Gly
Val
Lys
230
Val
Ala
Asn
Gly
Leu
310
Thr
His

Arg

Leu
375
Ser

Ser

Ala
Pro
Gly
Asn
55

Glu
Ser
Leu
Gly
Val
135
Val
Val
Leu
Thr
Asp
215
Pro
Ser
Thr
Trp
Ala
295
Ile
val

Ala

Glu

360
Trp

Ala

Ser

Ala
Pro
Phe
40

Met
Ser
Glu
Arg
Asn
120
Asp
Gln
Ser
Gly
val
200
Gly
Gln
Ile
Leu
Ser
280
Gln
Cys
Gln

Ser

Asn
360

Ala Ala Ala

Pro Pro Pro

Pro Gly Phe

His
Asn

Gln

Trp
Gly
25

Leu
Glu
Gly
Ser
Asn
105
Tyr
Ile
Lys
Thr
Gly
185
Thr
Lys
Leu
Ser
Thr
265
Thr
Leu
Asn
Val
Ala

345
Ser

Trp
Gly

Leu

Cys
Gly

Asp
410

Pro
10

Thr
Gly
val
Ser
Lys
90

Ala
Thr
Trp
vVal
Gly
170
Met
Val
Asn
Leu
Gly
250
Cys
Thr
Leu
Val
Lys
330

Ser

Ser

31705

His
His
395
Pro

Leu
Gly
Asp
Thr
Met
75

Arg
Ser
Cys
Leu
Gln
155
Gly
Pro
Thr
val
Thr
235
Tyr
Asp
Met
Ile
Thr
315
Glu

Ala

Ser

Leu
380
val

Gln

Leu
Asp
Ser
His
Ala
Leu
Leu
Leu
Arg
140
Leu
Arg
Asn
Ser
Thr
220
val
Asp
Ala
Gly
Arg
300
Asn
Gly

Asn

Gln

365
Cys

Ser

Thr

Leu
Val
val
45

vVal
Val
Glu
Arg
Phe
125
Val
Thr
Pro
Thr
Leu
205
Cys
Asn
Asn
Arg
Pro
285
Pro
Ala
Pro

Gly

Asp
365

Pro Leu Leu Leu

10

Thr Gly Asp Val

Pro
Tyr

Glu

Val
val
30

Thr
Ser
Phe
Phe
Met
110
Val
Leu
Gly
Pro
Ser
190
Trp
Lys
Leu
Asn
Ser
270
Leu
Val
Leu
Pro
His

350
Pro

val

Ser
Ser

Gly
415

Ala
val
Leu
Gln
His
Val
95

Phe
Thr
Ala
Glu
Ala
175
Gln
Ile
vVal
Thr
Trp
255
Asn
Pro
Asp
Gly
Ser
335

Val

Gln

Ala
15

Ser
Ala

400
Thr

Leu
Gln
Pro
Leu
Gln
Ala
Gly
Phe
Lys
Pro
160
Gln
val
Leu
Glu
val
240
Tyr
Pro
Pro
Lys
Ala
320
Glu

Ser

Thr

Leu

Val val Gln

30

Gly Asp Ser Val Thr Leu Pro
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Cys Tyr
50

Thr Trp

65

Thr Gln

Ala Arg
Leu Arg

Pro Gln
130

Pro Gln

145

Val Pro

Ile Thr
Pro Gly

Val Pro
210

His Glu

225

Tyr Tyr

Leu Gly
Glu Pro

Phe Ala
290

Pro Ile

305

Arg Gln

Ala Ser
Ser Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<400>
Met Ala
1

Leu Val

Ala Pro

Cys Tyr
50

Thr Trp

65

Thr Gln

Ala Arg
Leu Arg

Pro Gln
130

Pro Gln

145

Val Pro

Ile Thr
Pro Gly
Val Pro

210

His Glu
225

35
Leu

Ala
Gly
Leu
Val
115
Gly
Asn
Met
Trp
Phe
195
Ser
Ser
Pro
Gln
Thr
275
Val
Asn
Ala
Ala
Ser
355
53
392

PRT
Homo

Gln Val
Arg His

Pro Ser
85

Gly Ala

100

Glu Asp

Ser Arg
Thr Ala

Ala Arg
165

His Ser

180

Leu Ser

Ser Gln
Phe Glu

Pro Glu
245

Asn Glu

260

Gly Tyr

Ala Gln
Thr Thr
Glu Leu

325
Asn Gly

340
Gln Asp

sapiens

Trinh tuy tin

(1)..

53
Arg

Leu
Thr
35

Leu
Ala
Gly
Leu
Val
115
Gly
Asn
Met
Trp
Phe
195

Ser

Ser

(27)
Ala Met
Ser Trp
20
Gln Vval
Gln Vval
Arg His
Pro Ser
85
Gly Ala
100
Glu Asp
Ser Arg
Thr Ala
Ala Arg
165
His Ser
180
Leu Ser

Ser Gln

Phe Glu

Pro
Gly
70

Tyr
Glu
Glu
Ser
Glu
150
Cys
Asp
Gly
val
Lys
230
Val
Ala
Asn
Gly
Leu
310
Thr
His

Pro

Asn
55

Glu
Ser
Leu
Gly
Val
135
val
Val
Leu
Thr
Asp
215
Pro
Ser
Thr
Trp
Ala
295
Ile
Val
val

Gln

hiéu

Ala
Pro
Pro
Pro
Gly
Tyr
Glu
Glu
Ser
Glu
150
Cys
Asp
Gly
Val

Lys
230

Ala
Pro
Gly
Asn
Glu
Ser
Leu
Gly
Val
135
val
Val
Leu
Thr
Asp

215
Pro

40
Met

Ser
Glu
Arg
Asn
120
Asp
Gln
Ser
Gly
val
200
Gly
Gln
Ile
Leu
Ser
280
Gln
Cys
Gln

Ser

Thr
360

Ala
Pro
Phe
40

Met
Ser
Glu
Arg
Asn
120
Asp
Gln
Ser
Gly
Val
200
Gly

Gln

Glu
Gly
Ser
Asn
105
Tyr
Ile
Lys
Thr
Gly
185
Thr
Lys
Leu
Ser
Thr
265
Thr
Leu
Asn
Val
Tyr

345
Glu

Trp
Gly
25

Leu
Glu
Gly
Ser
Asn
105
Tyr
Ile
Lys
Thr
Gly
185
Thr

Lys

Leu

Val
Ser
Lys
90

Ala
Thr
Trp
Val
Gly
170
Met
Val
Asn
Leu
Gly
250
Cys
Thr
Leu
Val
Lys
330

Ser

Gly

Pro
Thr
Gly
val
Ser
Lys
90

Ala
Thr
Trp
val
Gly
170
Met
Val

Asn

Leu

31705

45
Thr His Val
60
Met Ala Val
75
Arg Leu Glu

Ser Leu Arg

Cys Leu Phe
125
Leu Arg Val
140
Gln Leu Thr
155
Gly Arg Pro

Pro Asn Thr

Thr Ser Leu
205
Val Thr Cys
220
Thr Val Asn
235
Tyr Asp Asn

Asp Ala Arg

Met Gly Pro
285
Ile Arg Pro
300
Thr Asn Ala
315
Gly Thr Glu

Ala Val Ser

Thr Arg

Leu Leu Leu
Gly Asp Val

Asp Ser Val
45
Thr His Val
60
Met Ala Val
75
Arg Leu Glu

Ser Leu Arg

Cys Leu Phe
125
Leu Arg Val
140
Gln Leu Thr
155
Gly Arg Pro

Pro Asn Thr

Thr Ser Leu
205
Val Thr Cys
220
Thr Val Asn
235

-163-

Ser
Phe
Phe
Met
110
Val
Leu
Gly
Pro
Ser
190
Trp
Lys
Leu
Asn
Ser
270
Leu
val
Leu
His

Arg
350

Val
Val
Thr
Ser
Phe
Phe
Met
110
val
Leu
Gly
Pro
Ser
190
Trp
Lys

Leu

Gln
His
val
95

Phe
Thr
Ala
Glu
Ala
175
Gln
Ile
Val
Thr
Trp
255
Asn
Pro
Asp
Gly
Ala

335
Glu

Ala
15

Val
Leu
Gln
His
val
95

Phe
Thr
Ala
Glu
Ala
175
Gln
Ile
Val

Thr

Leu
Gln
80

Ala
Gly
Phe
Lys
Pro
160
Gln
val
Leu
Glu
val
240
Tyr
Pro
Pro
Lys
Ala
320

Ser

Asn

Leu
Gln
Pro
Leu
Gln
80

Ala
Gly
Phe
Lys
Pro
160
Gln
Val
Leu

Glu

val
240
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Leu
Glu
Phe
Pro
305
Arg
His
Leu
Lys

Glu

Gly
Pro
Ala
290
Ile
Gln
Ser
Val
Cys

370
His

Pro
Gln
Thr
275
Val
Asn
Ala
Gly
Phe
355

Ser

His

Pro
Asn
260
Gly
Ala
Thr
Glu
Met
340
Leu

Arg

Gln

Glu
245
Glu
Tyr
Gln
Thr
Leu
325
Ser
Ile
Glu

Ser

val
Ala
Asn
Gly
Leu
310
Thr
Arg
Leu

Val

Cys

Ser
Thr
Trp
Ala
295
Ile
Val
Asn
Leu
Leu

375
Arg

Ile
Leu
Ser
280
Gln
Cys
Gln
Ala
Gly
360
Trp

Asn

Ser
Thr
265
Thr
Leu
Asn
vVal
Ile
345
Ile

His

Gly
250
Cys
Thr
Leu
Val
Lys
330
Ile
Gly

Cys

31705

Tyr
Asp
Met
Ile
Thr
315
Glu
Phe

Ile

His

385

Asp
Ala
Gly
Arg
300
Asn
Gly
Leu
Tyr

Leu
380

Asn
Arg
Pro
285
Pro
Ala
Pro
val
Phe

365
Cys

-164-

Asn
Ser
270
Leu
Val
Leu
Pro
Leu
350
Tyr

Pro

Trp Tyr
255
Asn Pro
Pro Pro
Asp Lys
Gly Ala
320
Ser Glu
335
Gly Ile
Trp Ser

Ser Ser

390





